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研究成果の概要（和文）：本研究は新たな骨移植材料の開発を行うことを目的とした。イヌ静脈血より比重遠心
分離法(Ficoll群)、不織布フィルター法(Filter群)で末梢血由来単核球(peripheral blood mononuclear cells,
 PBMCs)の分離を行い、これをβ-TCP顆粒と混和した。このPBMCs付加β-TCP顆粒をイヌ下顎骨に移植し骨再生効
果を組織学的に検討した結果、コントロール群と比較しFicoll群、Filter群で新生骨形成量が多い傾向が認めら
れた。以上の結果から、不織布フィルターを用いて採取したPBMCsとβ-TCP顆粒は、骨組織再生に有用な材料と
なりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop a novel bone grafting material. We isolated peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) from venous blood taken from the front legs of male mongrel adult 
dogs by means of gradient centrifugation (Ficoll group) or nonwoven filtering (Filter group), and 
mixed and incubated these cells with β-TCP microgranules to adhere to the surface of β-TCP 
granules. We then grafted the PBMCs/β-TCP granules into experimentally prepared bone defects in dog
 mandibles. A tendency toward greater osteogenesis was recognized in the Ficoll and Filter groups 
compared with the control group. Furthermore, the procedure for the filtering method is simple and 
may be applicable for dental graft treatment in general dental clinics. Taken together, PBMCs 
harvested using a nonwoven filter and incubated with β-TCP granules may provide a useful material 
for regenerating periodontal tissue and bone.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯槽骨再生　骨再生　歯周組織再生療法　β-TCP　末梢血由来単核球細胞　不織布フィルター
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１．研究開始当初の背景 
 組織再生医工学においては、再生すべき組

織に適した細胞、細胞の足場材料、そして細

胞の増殖・分化を促す増殖因子の 3 要素に、

適切な環境と時間が必要であることが知ら

れている。その中で、歯周組織や骨組織の再

生には、この 3要素のうち、細胞として間葉

系幹細胞や歯周組織構成細胞、足場材料とし

て ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 

(hydroxyapatite, HA) やβ-TCP、さらに増

殖因子としては塩基性線維芽細胞増殖因子 

(basic fibroblast growth factor, bFGF), 

骨形成タンパク質 (bone morphogenetic 

protein, BMP)、多血小板血漿 (platelet 

rich plasma, PRP)、エナメルマトリックス

タンパク質 (enamel matrix protein) 等が

検討され、一部で臨床応用されている。特に

間葉系幹細胞を用いた再生療法は様々な分

野で検討されているが、骨髄液採取に伴うド

ナーへの侵襲、培養操作に必要とされる細胞

培養施設の設置や移植に伴うコストなど、一

般臨床の現場ではその実施が難しく、改善の

余地があるのが現状である。 

 移植材料は、生体親和性を有し、最終的に

は生体内で分解されて再生組織に置換され、

さらには組織誘導能を有しているのが最も

理想的である。また、歯科医療の臨床の現場

で実行可能等の条件を満たさなければなら

ず、これらの条件をすべて満たす理想的な材

料は現在も研究途上である。一般的に間葉系

幹細胞は骨髄中に多く存在し、末梢血におい

ても一部存在することが示されている (Cho 

SH et al, J Korean Med Sci, 520-525, 1999)。

この末梢血に存在する間葉系幹細胞を歯周

組織や骨組織の再生に利用することができ

れば、より簡便で侵襲の少ない組織再生療法

が実現できる可能性がある。さらに、末梢血

から目的とする細胞を採取するためには、通

常、比重分離法等の方法が広く用いられてい

るが、細胞分離操作の際のコンタミネーショ

ンや、手技による回収率のばらつきなどの問

題点がある。そこで、より安全で簡便に末梢

血由来細胞を採取するために、近年、細胞分

離用不織布フィルター (西村隆雄、繊維学会

誌、215-216, 2005) を用いた細胞分離法が

開発された。 

 一方で、採取した細胞が生体局所において

骨および歯周組織を再生するために、上記の

細胞の足場となる材料が必要とされる。この

足場材料の候補として、自家骨や人工骨材料

である HA, β-TCP 等が挙げられるが、供給

量に制限が無く、生体内での吸収、置換が起

きやすいβ-TCP は足場材料として有用な材

料である。末梢血由来細胞とβ-TCP を併用し

移植した研究では、皮下での異所性石灰化が

認められたことがすでに報告されており 

(程 錦雁ら、再生医療、194, 2009)、局所

での組織再生に優れた移植材となりうる可

能性が示唆されている。さらに増殖因子は、

採取した末梢血由来細胞から分泌される増

殖因子にその作用を期待できると考えられ

る。 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究の目的は、組織再生医工学の

細胞として、より簡便で生体に対し侵襲が少

な く 採 取 可 能 な 末 梢 血 由 来 単 核 球 

(peripheral blood mononuclear cells, 

PBMCs) を、足場材料としてはβ-TCP 顆粒を

用い、新たな骨移植材料の開発を行うことと

した。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験動物、抜歯および実験的歯槽骨内欠

損の作製 

①抜歯 

 実験に先立ち、全身麻酔・局所麻酔下にて

12 か月齢の雄雑種成犬 (体重 20.0 ± 1.5 

kg) 6 頭の下顎両側第 1 から第 4 前臼歯の抜

歯を行う。 



②実験的骨欠損の作製 

 抜歯窩治癒後、全身麻酔・局所麻酔下でイ

ヌ下顎骨に計 6か所 (中心間距離が 10 mm 以

上、直径 4 mm、深度 10 mm) の円柱状骨内欠

損を作製する。 

 

(2) 末梢血採取および PBMCs 分離 

①末梢血採取 

 骨内欠損作製と同時に、イヌ前肢皮静脈よ

り末梢血 40 ml を血液保存液 (CPD) 液 28 ml

入 200 ml 採血用血液バッグに採取し、PBMCs

の分離を行う。 

 PBMCs 分離前後の血球比率および回収率を、

多項目自動血球計数装置を用いて赤血球、白

血球、血小板数の測定を行う。 

 さらに塗末標本を作製し、白血球分画を測

定する。 

 

②比重分離法による PBMCs 分離法 

 採取した血液を約 20 ml ずつ 2等分し、比

重分離液を加えた血液を 5 ml ずつ 4 本のチ

ューブに重層し、比重分離 (30 分間 1,500 

rpm) を行う。 

 比重分離後、白血球層 (PBMCs) を回収す

る 。 回 収 し た 細 胞 浮 遊 液 は

phosphate-buffered saline (PBS (-)) で撹

拌、遠心を行う。 

 その沈渣の PBMCs が 5×106 cell/ml とな

るよう、F12 培地を用いて懸濁、調整する。 

 

③不織布フィルターによる PBMCs 分離法 

 約 20 ml の血液を細胞分離不織布フィルタ

ー (旭化成クラレメディカル、東京、図 1) で

ろ過を行い、フィルター内のPBMCsを回収後、

5×106 cell/ml となるよう、F12 培地を用い

調整する。 

 

(3) PBMCs 付加β-TCP 顆粒作製と移植 

①β-TCP 顆粒への PBMCs の付加 

 25～75 μm の微細顆粒に調整したβ-TCP

顆粒 (オスフェリオン®、気孔率 75 %、オリ

ンパステルモバイオマテリアル、東京) 1 g

を PBS (-) で混和、このβ-TCP 顆粒懸濁液

を 5×106 cell/ml の PBMCs 添加し、60 分間

インキュベーション (37 ℃，5 % CO2 下) を

行う。 

 インキュベーション中は 30 分経過時に 1

回撹拌を行う。 

 

②PBMCs付加β-TCP顆粒のβ-TCPブロックへ

の填入 

 PBMCs 付加 β-TCP 顆粒は賦形性に乏しい

ため、歯槽骨内欠損へ移植する際の溢出防止

を目的として、長さ 10 mm、直径 3.7 mm の円

柱状β-TCP ブロック (オスフェリオン®) 

に、深度 8 mm、直径 1.3 mm の円柱状中空部

を付与した試料を作製する。 

 この中空部に PBMCs 付加β-TCP 顆粒を 85 

μl填入する。 

 

(4) 実験群の設定と骨欠損部への移植 

①実験群の設定 

・Ficoll 群：比重分離液を用いて採取した

PBMCs付加β-TCP顆粒を填入したβ-TCPブロ

ック 

・Filter 群：不織布フィルターを用いて採取

したPBMCs付加β-TCP顆粒を填入したβ-TCP

ブロック 

・コントロール群：β-TCP ブロック単体 

 

②骨欠損部への移植 

 イヌ下顎骨に作製した前述の6か所の骨欠

損に、3 群の移植材をそれぞれ任意の部位に

移植する。 

 

(5) 評価項目 

①血球数の比較 

 細胞分離前後の白血球、赤血球、血小板数

を算出し、回収率の比較を行う。 

 細胞分離前後の好中球、好酸球、単球、リ



ンパ球の比率および回収率の比較を行う。 

 

②組織切片の作製および組織学的観察 

 各観察期間の 4週または 8週経過後、ペン

トバルビタールナトリウムを用いてイヌを

安楽死させ、組織切片を作製し、ヘマトキシ

リン・エオジン染色を行い、光学顕微鏡にて

ブロック中空部を組織学的に観察する。 

 

③β-TCP ブロック中空部の骨組織占有率 

 組織像を拡大した画像上で、ブロック中空

部の骨組織占有率を算出し、各群の比較を行

う。 

 

(6) 統計学的解析 

 上記の結果を統計学的に解析し、細胞分離

用不織布フィルターの有効性およびPBMCs付

加β-TCP 顆粒の骨形成促進作用を分析する。 

 

４．研究成果 

(1) PMBCs の分離 

①PBMCs 分離前後の血球数の比較 

 細胞分離前後の末梢血中の血球数の比率

を比較した。各群の血球含有率を算出し比較

した結果、白血球は Ficoll 群 (平均 18.9 %) 

に対し Filter 群では平均 33.9 % であった。

また赤血球は、Ficoll 群ではほとんどが除去

され (平均 0.2 %)、Filter 群では平均 8.9 % 

が残余していた。血小板回収率は Ficoll 群

が平均 14.3 %、Filter 群が平均 11.6 % であ

った。 

 

②PBMCs 分離前後の白血球分画 

 各群の細胞分離前後の白血球分画につい

て、計測できた一部の検体を比較した。

Ficoll 群の 4 検体、Filter 群の 1 検体にお

いては、塗末した血球がスライドグラス上に

定着しなかったことから、白血球分画の計測

が不可能であった。計測できたもののうち、

各群の白血球含有率を算出し比較した結果、

全ての白血球において Filter 群で高い値と

なった。また好酸球回収率は Ficoll 群で平

均18.8 %、Filter群では平均31.1 % となり、

リンパ球回収率は Ficoll 群で平均 46.5 %，

Filter 群で平均 52.3 % であった。好中球回

収率は Filter 群 (平均 29.8 %) が Ficoll 群 

(平均 3.9 %) の約 8倍、単球回収率は Filter

群 (平均 26.2 %) が Ficoll 群 (平均 5.0 %) 

の約 5倍であった。 

 

(2) 組織学的観察 

①弱拡像における組織学的所見  

 すべての組織片において顕著な炎症性細

胞浸潤は認められなかった。皮質骨、あるい

は海綿骨に埋入されたβ-TCPブロックが4週

群、8 週群ともに各群で明瞭に認められ、吸

収・分解されずに残存しており、歯槽骨とブ

ロックの境界面も明瞭に確認できる状態で

あった。中空部においては、4 週コントロー

ル群では上部に石灰化像が認められたが、

Ficoll, Filter 群では上部から中央部、下部

におよぶ石灰化像が認められた。特にコント

ロール群と Filter 群との比較では、中空部

下部においてコントロール群では軟組織で

満たされているのに対し、Filter 群では骨組

織で満たされている所見が認められた。さら

に 8週においては、コントロール群では中空

部内面に沿って骨組織の形成が認められる

傾向があったが、中空部中央部では依然軟組

織で満たされている所見が認められた。これ

に対し Ficoll, Filter 群では、中空部全体

で骨組織が形成されている所見が認められ

た。さらに 8 週 Ficoll, Filter 群では、中

空部の境界が一部不明瞭となっている所見

が認められた。 

 

②40 倍組織像における組織学的所見 

 β-TCP ブロック中空部を詳細に観察する

ため、1倍組織像の任意の3計測領域を上部、

中央部、下部に分け、40 倍に拡大して観察を



行った。4週群ではβ-TCP ブロックの上面を

被覆する軟組織中に顕著な炎症性細胞浸潤

は認められなかった。β-TCP ブロック体部の

気孔内面には立方状の細胞が規則正しく配

列し、気孔表面において層板構造を持たない

幼若な骨組織の形成が認められ、すべての群

において同様の所見が認められた。上部では、

コントロール、Ficoll, Filter 群ともに良好

な骨形成像が認められた。中央部では、コン

トロール群ではβ-TCP ブロック中空部内面

に沿って骨形成が認められたが、中心部では

軟組織ならびに血管腔が多く認められた。そ

れに対し、Ficoll, Filter 群ではブロック中

空部内面に沿って厚い骨組織像を認め、中心

部にわずかな軟組織が認められた。さらに下

部では、コントロール群において、界面に立

方状の細胞が規則正しく配列している所見

が認められるものの、骨組織はほとんど認め

られなかった。それに対し Ficoll 群ではす

でに中空部を満たすように骨組織が形成さ

れていた。Filter 群では、Ficoll 群と同様

に中空部を骨組織が満たしており、さらに中

空部との界面が一部で不明瞭となっていた。 

 8 週群では、β-TCP ブロック上面を被覆す

る軟組織中に顕著な炎症性細胞浸潤は認め

られなかった。β-TCP ブロック体部の気孔内

面では、すべての群において新生骨形成の亢

進が認められたが、4 週群のような立方状の

細胞の規則正しい配列は認められず、血管腔

が多数認められた。上部では、すべての群に

おいて新生骨形成が認められたが、コントロ

ール群では中心部に軟組織が残存していた。

中央部においては Ficoll，Filter 群では新

生骨形成が亢進しており、中心部においても

新生骨形成が認められたのに対し、コントロ

ール群では中心部に軟組織が多く認められ

た。下部では、すべての群で新生骨形成が促

進していた。特に Ficoll, Filter 群では、

ブロック中空部内面とブロック体部の界面

が一部不明瞭になっていた。Filter 群におい

ては、新生骨形成部周囲に血管腔が多数認め

られた。 

 

③100倍組織像におけるβ-TCPブロック中空

部内面の拡大所見 

 β-TCPブロック中空部内面の任意の3計測

領域を100倍に拡大した各群の組織像を比較

した。4週群では、β-TCP ブロック体部のβ

-TCP 表面において、コントロール群では立方

状の細胞が配列していることが認められた

が、新生骨形成は認められなかった。これに

対し、Ficoll, Filter 群ではβ-TCP 表面に

新生骨形成が認められた。中空部内面での新

生骨形成は、コントロール群では薄く一層形

成されていたのに対し、Ficoll, Filter 群で

はすでに厚い新生骨形成が認められた。8 週

群では、コントロール群においてβ-TCP ブロ

ック体部のβ-TCP 表面において立方状の細

胞が配列し、新生骨形成が認められた。これ

に対し Ficoll, Filter 群ではβ-TCP 表面の

多くの部位で新生骨形成が認められ、界面で

の新生骨中に血管腔が多数認められた。 

④新生骨形成部の拡大所見 

 中空部の任意の計測点で観察した200倍組

織像から、4 週コントロール群では軟組織中

に薄い新生骨形成が認められ、その表面には

立方状の細胞が規則正しく配列しているこ

とから、新生骨形成部の表層において骨形成

が亢進していることが示唆された。Ficoll 群

ではすでに厚い新生骨形成が認められ、骨組

織中にβ-TCP 顆粒が封入されている所見も

認められた。Filter 群では、Ficoll 群と同

様に厚い骨組織の形成が認められ、さらに新

生骨表面には立方状の細胞が規則正しく配

列していることが観察された。 

 一方 8 週コントロール群では、4 週群と大

差ない薄い骨組織が認められ、4 週群で認め

られた立方状の細胞は少なくなっていた。こ

れに対し Ficoll 群では、4週群と同様に厚い

新生骨形成が認められ、一部ではβ-TCP 顆粒



が周囲骨組織に取り囲まれている所見が認

められた。Filter 群でも厚い新生骨がβ-TCP

顆粒を取り囲んでいる所見が認められた。ま

た一部では立方状の細胞が骨形成表面およ

びβ-TCP 顆粒表面に認められた。 

(3) β-TCP ブロック中空部の骨組織占有率 

 各群のβ-TCP ブロック中空部の骨組織占

有率を比較した結果、4 週群はコントロール

群 (34.45 ± 2.33%)、Ficoll 群 (37.52 ± 

12.17%)、Filter 群 (47.94 ± 5.70%) の順

に骨組織の割合が高くなる傾向を示し、8 週

群においてもコントロール群 (34.51 ± 

3.93%)、Ficoll 群 (42.58 ± 10.76%)、

Filter 群 (57.45 ± 6.47%) の順に高くな

る傾向を示した。8 週コントロール群と 8 週

Filter 群との間には統計学的有意差を認め

た (p < 0.05)。 

また 4週群と 8週群の比較では、統計学的有

意差を認めなかった。 

 以上の結果から、PBMCs 付加β-TCP 顆粒は

イヌ実験的歯槽骨内欠損において、コントロ

ール群と比較し 8 週 Filter 群で有意に骨形

成を促進し、不織布フィルターによる PBMCs

分離法は、比重遠心分離法と同等の分離能を

有し、安全性、操作性の面でも優れているこ

とから、今後の骨移植材料の作製への応用が

考えられた。 
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