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研究成果の概要（和文）：本研究では未分化骨芽細胞の特性を有するHAOBの培養方法の確立に成功した．このHAOBは未
分化骨芽細胞に富んだ細胞集団であり，高い骨芽細胞分化能力を有していた．そしてNEBLはハオBを骨形成能力を有す
るHAOBを判別するマーカーとなる可能性が示された.今後，HAOBの骨再生能力に関するさらなる検証が必要ではあるが
，生体内分化誘導の結果から，HAOBは適切なスキャホールドを用いることにより，歯周疾患をはじめとする骨再生医療
用の新しい細胞製剤として有用であることが示された．

研究成果の概要（英文）：Establishment of human osteoblast cultures that retain bone forming capacity is 
one of the prerequisites for successful bone regeneration therapy. Because osteoblasts harvested from 
adults exhibit limited growth, the use of immature osteoblasts that can expand ex vivo should greatly 
facilitate bone regeneration therapy. In this study, we developed immature human osteoblasts isolated 
from aged alveolar bone (HAOBs). HAOBs obtained after the collagenase digestion of alveolar bones from 
elderly donors. Then, we assessed osteogenic ability of HAOB transplantation into immunodeficient mice. 
And, we performed global gene expression analysis to identify functional marker for HAOB. HAOBs, which 
can differentiate into osteoblasts and have a robust bone-forming ability, were successfully extracted 
from aged donors. We found that the HAOBs exhibited a higher osteogenic ability compared with those of 
human mesenchymal stem cells and highly expressed NEBULETTE (NEBL) with osteogenic abilities.
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は国民の多くが罹患する疾患であり、
重症化した場合は多量の骨欠損を伴い、歯を
喪失する。このような重症化した症例に見ら
れる多量の骨欠損においてヒトの骨の再生
量には限界がある。そこで機能的に有効な骨
の再生療法が必要とされる。そこで申請者は
骨再生療法のためのセルソースとして歯槽
骨の骨芽細胞に着目した。 
２．研究の目的 
現在臨床では限られた症例にのみ歯周病で
破壊された組織の再生が行われている。多量
の破壊された組織の再生には適切な細胞、足
場材料が必要とされる。その中で細胞に着目
した場合、多分化能を有する幹細胞が利用さ
れることが多いが歯周組織への分化の完全
な制御は難しい。そこで申請者は安定した細
胞を供給のため、分化が決定した未熟な骨芽
細胞を用いる事を考えた。すでに申請者は増
殖能力のある未熟な骨芽細胞を成人から分
離培養することには成功したが、細胞を用い
て、より確実な骨組織再生治療を目指すため
には得られた細胞のクオリティーを評価す
る必要がある。そこでこの細胞の詳しい機能
解析を行うため本研究の研究計画を立案し
た。 
３．研究の方法 
（１）歯槽骨からの HAOB の分離培養 
 愛知学院大学歯学部附属病院歯周病科受診
患者の中でインフォームドコンセントを行
い、実験の趣旨を理解し同意の得られた 50
才以上の年齢のから細胞を採取することを
検討する。患者より歯槽骨の採取を行った。
サンプルは歯槽骨整形などの歯周外科小手
術時や抜歯の際にでる微少な廃棄予定の骨
片から回収する。歯槽骨骨片からコラゲナー
ゼによる連続消化により分離培養を行った。 
（２）HAOB の生体外増幅能力の解析 
長期培養を行った場合染色体に異常を来す
可能性があり、長期培養が可能なサンプルに
ついては染色体を G-band 法や SKY 法を用い
て解析した。 
（３）HAOB の in vitro における石灰化能力
の解析 
増幅した HAOB を石灰化誘導培地用いて培養
し、アルカリフォスファターゼ活性の解析に
より骨芽細胞分化能力の解析を行い、アリザ
リンレッド染色を行うことにより石灰化能
力の解析を行った。骨マーカー遺伝子の発現
量を解析し骨芽細胞への分化能力を遺伝子
学的に詳細に解析した。 
４．HAOB の in vivo における骨形成能力の解
析。 
SCID マウスやヌードマウスといった免疫応
答のない動物に移植実験を行。移植片を組織
学的に解析し、骨形成能力を解析する。解析
には骨基質タンパクの免疫染色を行う免疫
組織学的解析と、ヘマトキシリン・エオジン
染色による組織形態学的な解析を行い、ヒト
細胞が骨組織を形成したかを解析する。生体

内の骨形成能力については確認できていな
いため、良好な結果が得られない場 
合、分化誘導を十分に行ってから移植するこ
とも考慮している。 
５．HAOB のマーカーの探索 
細胞製剤としてHAOBを品質管理を行うため、
脱分化し石灰化能力を喪失した HAOB と喪失
していないHAOBの遺伝子を網羅的に解析し、 
マーカー分子を探索した。 
４．研究成果 
１．HAOB の増殖能力と安全性 
中高年齢層から骨再生能力を有する細胞製
剤を開発するため、研究代表者は未分化骨芽
細胞に着目しまし、比較的に容易に入手でき
る歯槽骨を用いて、中高年齢層の骨組織から
未分化骨芽細胞を分離培養する技術開発を
行った。コラゲナーゼ消化酵素にて 50 歳代
以上から採取した歯槽骨を分解し、遊離して
きた細胞をヒト専用培地で培養することで、
ヒト未分化骨芽細胞(HAOBs)の採取に成功し
た(図 1)。 

                     図 1 
興味深い事に 50 歳代以上の歯槽骨より採取
した HAOB の増殖速度は、20 歳代から採取し
た細胞と同程度であり、また免疫不全マウス
へ移植すると骨細胞を伴う骨組織を形成す
ることから、骨再生能力を有している事が確
認された(図 2)。さらに継代数を重ねた HAOB
においても染色体に異常は示さず、安全に増
幅されていることが判明した。        

         図 2 



２．HAOB の骨形成能力 
HAOBs が未分化骨芽細胞の特性を有している
かを調べるため、骨形成を誘導する bone 
morphogenic protein-2(BMP-2)に対する反応
を解析すると、石灰化結節形成能力および骨
形成の指標となるランクス 2(RUNX2)、オステ
リックス(OSTRIX)、オステオカルシン(OCN)、
骨シアロタンパク質(BSP)を産生することが
確認されました。また HAOB は MSCs とは異な
り幹細胞の性質は示さず、より高い骨形成能
を示すことが判明した。(図 3)これらの知見
から、HAOBs は未分化骨芽細胞の性質を持ち、
骨再生治療のための新規の細胞源として利
用可能であることが示された。(図 3) 

 
                  図 3 
3.ヒト未分化骨芽細胞製剤と安全性の確立 
 HAOB を臨床応用するには安全性と信頼性の
高い細胞増殖法の確立が必要になります。代
表者はこの目的のために、HAOBs の骨形成能
を判別、すなわち品質管理に利用可能なマー
カー分子を同定することにした。HAOB の 
骨形成能と細胞分裂回数の関係に着目し解
析したところ、分裂回数の増加に伴い骨形成
能力の低下が観察された（図 4）。この原因を
調べたところ、HAOB 内で Nebulin(NEBL)遺伝
子の発現量低下が関わる事を見出した。NEBL
は細胞骨格であるアクチンの機能を調節す
るタンパクで、ある事が報告されている。
NEBL の遺伝子発現レベルで HAOB の骨形成能
力を判定する事ができ、これまで RUNX2, 
OSTRIX, OCN, BSP で判定する事の出来なかっ
た増殖期における骨形成能力の判定に有効
であることが判明した。また NEBL 発現は
HAOBs と比較して石灰化能力の低い正常ヒト
骨芽細胞(NHOst)、ヒト骨肉腫細胞(MG63)お
よびヒト包皮線維芽細胞(HFFs)では殆ど検
出されないことも判明した（図 4）。 
HAOB 内で NEBL の遺伝子発現を siRNA を用い

て抑制すると、アルカリホスファターゼ
(ALPase)活性、石灰化結節形成（図 4）、骨マ
ーカー遺伝子群発現を顕著に抑制すること
から、NEBL は HAOBs における骨形成を判定す
る信頼性の高い品質管理のマーカーとなり

得ることが判明した。 
 
        図 4 
 
以上より HAOB は骨再生医療のためのセルソ
ースとなりうり、HAOB を用いた細胞移植治療
の技術開発は、近い将来大規模な骨欠損を持
つ歯周病を治療するための新たな再生医療
技術として発展する事が期待できる。 
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