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緒言

歯周組織は歯槽骨・セメント質・歯肉・歯根膜から構成され、歯を顎骨に強固

に支持している。歯周病は細菌バイオフィルムが原因となり、その進行に伴い歯

周組織が慢性炎症的に破壊されることで、成人が歯を失う一番の原因となって

いる[1]。歯周病に対する治療としては、スケーリング、ルートプレーニング等に

よりその原因となる細菌バイオフィルムや歯石を壊死セメント質とともに除去

することで、歯周病の進行を抑制することが可能である。しかしながら、この原

因除去療法のみでは一度破壊された歯周組織の再生には至らない[2]。 

一般に組織再生には、Tissue Engineering の観点から幹細胞、シグナル因子、

足場材の 3 つの因子が必要となる[3, 4]。歯周治療の分野においては、歯周病で失

われた歯周組織を再生させることを目的に、シグナル因子として塩基性線維芽

細胞増殖因子（fibroblast growth factor-2：以下、FGF-2 と略す）[5-7]、血小板

由来増殖因子（platelet-derived growth factor-BB）[8]、エナメルマトリクスタ

ンパク（Enamel matrix derivative：以下、EMD と略す）[9]等の局所投与が歯

周組織再生療法として臨床応用されている。また、自家骨移植や骨補填材の歯槽

骨欠損部への埋植、あるいは組織再生誘導法（GTR 法）は足場材の概念を基に

開発された歯周組織再生療法と位置付けることができる。そして、上記の歯周組

織再生療法は、歯根膜等に内在する歯周組織幹細胞のもつ自己修復力を活性化

することにより、歯周組織の再生をはかる治療法ととらえることができる。しか

しながら、生体内の幹細胞数は加齢とともに減少し、歯周組織においても内在性

幹細胞の増殖能や分化能が低下することが報告されている[10, 11]。また、重度歯

周病に罹患した歯周組織においては、組織破壊に伴い罹患歯周囲の内在性幹細

胞数が減少すると推察され、前述の歯周組織再生療法では十分な効果が期待で

きない。そこで、重度歯周病を対象疾患とし、歯周組織欠損部に他組織から採取

した間葉系幹細胞を移植する「細胞治療」の研究開発が進められている。 

これまでに、骨髄由来間葉系幹細胞[12]、脂肪組織由来幹細胞[13]、歯髄幹細胞
[14]、歯根膜由来幹細胞[15]、さらには iPS 細胞[16]を用いた移植治療の効果が非臨

床研究にて報告されている。また、Iwata らはヒト歯根膜細胞シートの自己移植

による歯周組織再生効果を臨床研究にて評価し、平均 55 ヶ月という長期経過症

例においても良好な予後を観察している。しかしながら、歯根膜細胞移植を成立

させるために必要となる抜歯可能かつ健全な第三大臼歯を提供できる歯周病患

者の割合は低く、細胞の供給源が適応患者を制限する主な原因となっている[17] 。 

我々の研究室では、幹細胞の供給源として、安全に十分量の採取が可能な皮下

脂肪に着目し研究をすすめてきた[18]。脂肪組織由来幹細胞（Adipose tissue-

Derived Stem Cells：以下、ADSC と略す）の単離方法は、Zuk らの方法[19]が
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一般的に用いられているが、Okura らは同方法により単離した細胞からエチレ

ンジアミン四酢酸処理により回収される細胞を脂肪組織由来多系統前駆細胞

（Adipose tissue-Derived Multi-lineage Progenitor Cells：以下、ADMPC と略

す）とした[20-23]。ADMPC は ADSC と比較し、脂肪細胞、軟骨細胞および骨芽

細胞への高い分化能を示すこと[24]から、より純度の高い幹細胞であると捉えら

れる。我々の研究室では、これまでに ADMPC の自己移植による歯周組織再生

効果について、ビーグル犬実験的歯周病モデルを用いた非臨床研究にて明らか

にし報告してきた[25]。そして、同結果に基づき、重度歯周病患者を対象に、皮下

脂肪組織より単離・培養した ADMPC を、フィブリンゲルを足場材として歯槽

骨欠損部に自己移植し、当該治療法の安全性と歯周組織再生効果を臨床研究に

て評価した[26]。その結果、ADMPC 自己移植を行った 12 名全例で重篤な有害事

象を認めることなく、歯周ポケットの減少と臨床的アタッチメントレベルの獲

得、エックス線画像解析における歯槽骨の再生が認められた。また、一壁性、四

壁性骨欠損など既存の歯周組織再生療法では十分な効果が期待できない症例に

おいても ADMPC 自己移植による歯周組織再生効果が確認されている。 

一方で、一部の重症例において、移植部位に歯肉退縮や組織陥凹が生じ、組織

再生のためのスペースが十分に確保されなかった症例も経験しており、そのこ

とにより ADMPC 移植による組織再生効果が制限される可能性が課題として残

されている。そこで、重度歯周炎患者を対象に安定的に良好な治療効果を発揮さ

せるためには、ADMPC 移植に際し、高いスペースメイキング能力を有する足

場材を併用すること、さらに、当該治療法の実用化を念頭に橋渡し研究を推進す

るためには、既に歯科分野で臨床応用されている足場材の中からその候補を選

定することが必要であると考えられた。 

現在、我が国では歯科適応の足場材として複数の人工骨補填材が臨床応用さ

れている。なかでも骨リモデリングにおける生理的な破骨細胞の働きによって

分解され、生体に吸収される型リン酸三カルシウム（以下、-TCP と略す）、

あるいは炭酸アパタイトが ADMPC の候補足場材として想定された。-TCPの

先行研究によれば、ビーグル犬一壁性骨欠損モデルに対して-TCP 単独埋植を

行った 6 週後の組織学的解析結果から、大部分の-TCP は吸収し、上皮および

結合組織の陥入によって、歯周組織の再生スペースが一部喪失していることが

報告されている[27]。そこで、本研究では、-TCP よりも相対的に吸収が遅く、

動物実験において-TCP よりも優れた骨伝導能を示したとの報告[28]がある炭酸

アパタイトに着目した。炭酸アパタイトは、ハイドロキシアパタイトのリン酸基

の一部が炭酸基に置換された組成を有し、生体の生理的環境である pH7.4 では

安定しているが、pH3〜5 では高い溶解性を示すことで、生体内で破骨細胞によ

って吸収され、骨への置換が進行する[29] 。 
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本研究では、ADMPC 移植療法の足場材として炭酸アパタイトの有効性を検

証することを目的とし、炭酸アパタイトが ADMPC の細胞機能に及ぼす影響に

ついて in vitro にて検討するとともに、ビーグル犬実験的歯周病モデルを用い

て ADMPC と炭酸アパタイトの複合体移植が歯周組織再生効果に及ぼす影響に

ついて in vivo での検討を加えた。 
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材料および方法 

1. 細胞培養 

 ヒト ADMPC は Adipo Medical Technology 社（大阪、日本）より供与された

ものを実験に供した。ADMPC の継代培養は、40 %MCDB-201（SIGMA-

ALDRICH、St. Louis、MO、USA）、10 g/ml Epidermal Growth Factor

（Peprotech、Hamburg、Germany）、1 nM デキサメタゾン（SIGMA-

ALDRICH）、 100 mM アスコルビン酸（富士フイルム和光純薬、大阪、日本）、

5 %牛胎仔血清（以下、FCS と略す：ニチレイバイオサイエンス、東京、日本）、

60 g/ml カナマイシン（以下、KMと略す：富士フイルム和光純薬）を含有し

た Dulbecco's Modified Eagle Medium-low glucose（以下、DMEM-LG と略す：

Gibco、Grand Island、NY、USA）を、Expansion-Medium（以下、Exp-Med

と略す）として用い、37 ℃ 5 %CO2湿度 100 %条件下にて、100 mm フィブ

ロネクチンコートディッシュ（Corning、Corning、NY、USA ）上で行った。

継代は 0.05 %Trypsin-EDTA（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）

含有リン酸緩衝生理食塩水（以下、PBS と略す：富士フイルム和光純薬）を用

いて行い、継代数 5 から 15 の細胞を実験に供した。 

 炭酸アパタイト製培養用ディスク（以下、CAD と略す：GC、東京、日本）上

での培養は、同ディスクを Exp-Med に 7 日間浸漬した後、実験に使用した。本

研究にて用いた CAD は、96 穴細胞培養プレート（Corning）での培養時には厚

さ 1 mm 、直径 4 mm に、48 穴細胞培養プレート（Corning）の培養時には厚

さ 1 mm 、直径 11 mm に成型されたものを各プレート内に設置し、ADMPC

を播種、培養した。 

 

2. 細胞形態の観察 

48 穴細胞培養プレートのウェル底面に CAD を設置し、ADMPC を 2.5×104 

個/well となるように播種し、Exp-Med で 24 時間培養した。同様に ADMPC を

48 穴細胞培養プレートに直接播種したものを対照群とした。培地を除去し、PBS

で 3 回洗浄した後、4 %パラホルムアルデヒド（以下、PFA と略す：富士フイ

ルム和光純薬）含有 PBS にて一晩室温で固定した。固定液を除去し、PBS で 3

回洗浄した後、0.25 %TritonX-100（MPバイオジャパン、東京、日本）含有 PBS

にて 30 分間室温で処理した。続いて 1 %ウシ血清アルブミン（SIGMA-

ALDRICH）含有 PBS で 5 分間ブロッキングを行った。PBS で 3 回洗浄した

後、Hoechst33342 溶液（1:500；同人化学研究所、熊本、日本）、Rhodamin 

Phalloidin 溶液（1:100；Thermo Fisher Scientific） 含有 PBS を 30 分間 4 ℃ 

で反応させ染色した。その後 PBS にて 3 回洗浄し、蛍光顕微鏡 Nikon ECLIPSE 

Ti-U（Nikon、東京、日本）で観察した。 



 5 

3. 細胞内小器官の観察 

48 穴細胞培養プレートのウェル底面に CAD を設置し、ADMPC を 5.0×104 

個/well となるように播種し、Exp-Med で 3 日間培養した。同様に ADMPC を

48 穴細胞培養プレートに直接播種したものを対照群とした。PBS にて 2 回洗浄

した後、2 %PFA（日新 EM、東京、日本）、2 %グルタールアルデヒド（EM Science、

Hatfield、PA、USA）含有 0.1 M リン酸緩衝液（以下、PB と略す：pH 7.4 ：

富士フイルム和光純薬）を用いて、30 分間 4 ℃ にて固定した。その後、2 %グ

ルタールアルデヒド含有 PB に交換、一晩 4 ℃ にて固定した。PBS で 3 回洗

浄した後、2 %四酸化オスミウム（富士フイルム和光純薬）含有 PB を用いて、

1 時間 4 ℃ にて固定した。続いて 50 %エタノール（富士フイルム和光純薬）

にて 5 分間 4 ℃ で 1 回、70 %エタノールにて 5 分間 4 ℃ で 1 回、90 %エタ

ノールにて 5 分間室温で 1 回、無水エタノールにて 5 分間室温で 3 回脱水処理

を行った。脱水処理後のサンプルをエポキシ樹脂 Quetol-812 （日新 EM）に浸

漬させ、48 時間 60 ℃ にて重合し、レジンブロックを作製した。レジンブロッ

クをウルトラミクロトーム Ultracut UCT（Leica、Vienna、 Austria）にて 70 

nm 厚にて薄切し、5 %酢酸ウラニル(VI)（東海電子顕微鏡解析、愛知、日本）

にて15分間室温で1次染色し、蒸留水にて洗浄後、鉛染色液（SIGMA-ALDRICH）

にて 3 分間室温で 2 次染色を行った。染色した超薄切片を透過型電子顕微鏡

JEM-1400Plus（JEOL、東京、日本）で観察した。 

 

4. 細胞増殖の評価 

96 穴細胞培養プレートのウェル底面に CAD を設置し、ADMPC を 2.5×103 

個/well となるように播種し、Exp-Med で 2 日間培養した。同様に ADMPC を

96 穴細胞培養プレートに直接播種したものを対照群とした。細胞内 ATP レベ

ルを指標に生細胞数を評価し、播種 6 時間後の測定値を基準に、12 時間後、24

時間後、36 時間後、48 時間後の細胞増殖率を算出した。細胞内 ATP レベルは

CellTiter-GloⓇ2.0 Cell Viability Assay（Promega、Madison、WI、USA）によ

る発光アッセイを行い、GloMax 96 Microplate Luminometer w/Dual Injectors

（Promega）にて検出した。 

 

5. 死細胞数の評価 

96 穴細胞培養プレート（Corning）のウェル底面に CAD を設置し、ADMPC

を 2.0×104 個/well となるように播種し、Exp-Med で 3 日間培養した。同様に

ADMPCを 96穴細胞培養プレートに直接播種したものを対照群とした。播種 24

時間後、48 時間後、72 時間後の培養上清を回収し、上清中に含まれる乳酸脱水

素酵素を指標に死細胞数を評価した。乳酸脱水素酵素の測定は、LDH-Glo™ 



 6 

Cytotoxicity Assay（Promega）による発光アッセイを行い、GloMax 96 

Microplate Luminometer w/Dual Injectors にて検出した。 

 

6．硬組織形成細胞への分化 

ADMPC の硬組織形成細胞への分化誘導は、細胞を 48 穴細胞培養プレートに

5.0×104 個/well となるように播種し、10 %FCS および 60 g/ml KM 含有

DMEMに 10 mM -グリセロリン酸（富士フイルム和光純薬）、50 g/ml アス

コルビン酸（富士フイルム和光純薬）、0.1 M デキサメタゾン（SIGMA-

ALDRICH）を添加した培養培地（以下、石灰化誘導培地と略す）にて培養し、

以後 3 日ごとに培地交換することにより行った。 

 

7. 全 RNA の抽出および相補的 DNA（以下、cDNA と略す）の作製 

培養細胞からの全 RNA 抽出には、Maxwell® RSC simply RNA Cells Kit

（Promega）を用いた。抽出・精製した全 RNA を鋳型として、High-Capacity 

RNA-to-cDNA™ Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて逆転写反応を行い、

cDNA を作製した。 

 

8. Real-time PCR 法による遺伝子発現解析 

Real-time PCR 法による解析は、cDNA を鋳型として、表 1 に示す各遺伝子

特異的な Real-time PCR 用プライマー（タカラバイオ、滋賀、日本、および

FASMAC、神奈川、日本）を用いて行った。PCR 反応は Fast SYBR® Green PCR 

Master Mix（Applied Biosystems、Foster City、CA、USA）を用いて、Step 

One Plus Real-time PCR System®（Applied Biosystems）にて行った。なお、

各遺伝子の発現量は、ハウスキーピング遺伝子の一つであるヒポキサンチンリ

ボシルトランスフェラーゼ（HPRT ）を内在性コントロール遺伝子として同遺

伝子の発現量に対する相対量として算出した。 

 

表 1 本研究で使用した Real-time PCR 用プライマーの一覧 

Gene  Primer sequence 

RUNX2 F 5’-CACTGGCGCTGCAACAAGA-3’ 

R 5’-CATTCCGGAGCTCAGCAGAATAA-3’ 

IGFBP6 F 5’-AACCGCAGAGACCAACAGAG-3’ 

R 5’-TTGGGCACGTAGAGTGTTTG-3’ 

HGF F 5’-GAATTTGGCCATGAATTTGACCTC-3’ 

R 5’-ATCATGGAACTCCAGGGCTGAC-3’ 

VEGF A F 5’-GAGCCTTGCCTTGCTGCTCTAC-3’ 
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R 5’-CACCAGGGTCTCGATTGGATG-3’ 

HPRT F 5’-GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA-3’ 

R 5’-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC-3’ 

 

9. 培養上清中の insulin-like growth factor binding protein 6（以下、IGFBP6

と略す）濃度の解析 

ADMPC を 48 穴細胞培養プレートに 2.5×104 個/well となるように播種し、

10 %FCS および 60 g/ml KM 含有 DMEM にて 3 日間培養した際の培養上清

中に含まれる IGFBP6 濃度を Human IGFBP6 ELISA-Kit（RayBiotech、

Norcross、GA、USA）を用いて、定量的に解析した。 

 

10. イヌ ADMPC の単離 

本実験における全ての動物実験は、大阪大学歯学研究科動物実験委員会の承

認（承認番号：動歯・30-002-01）を得て行った。全身麻酔下でメスビーグル犬

（北山ラべス、長野、日本）より腹部大網組織を採取し、イヌ ADMPC の単離

を行った。全身麻酔は、まず前投与として 0.04 mg/kg アトロピン硫酸塩（田辺

三菱製薬、大阪、日本）を筋肉内投与し、続いて導入麻酔として 0.4 mg/kg 酒

石酸ブトルファノール（Meiji Seika ファルマ、東京、日本）、30 g/kg 塩酸メ

デトミジン（日本全薬工業、福島、日本）、0.4 mg/kg ミダゾラム（アステラス

製薬、東京、日本）の 3 種混合液を筋肉内投与した。鎮静を確認後、6～8 mg/kg 

プロポフォール（丸石製薬、大阪、日本）を静脈内投与することで深麻酔下に誘

導後、気管挿管を行い、人工呼吸器による 1～5 %イソフルランの吸入とプロポ

フォール静脈内投与を併用することで麻酔を維持しつつ、開腹下にて腹腔内側

にある大網組織を採取した。採取した脂肪組織 10 ml を 60 g/ml KM含有 PBS

にて 2 回洗浄した後、0.25 %コラゲナーゼ（SIGMA- ALDRICH）含有 PBS を

20 ml 添加し、恒温槽にて 37 ℃ で 1 時間振盪した。脂肪組織分解産物を 2 本

のチューブに等量に分注し、20 % FCS、60 g/ml KM 含有 Dulbecco's Modified 

Eagle Medium-High Glucose（以下、DMEM-HG と略す：Gibco）を 15 ml ず

つ各チューブに添加し、遠心分離（400 G、室温、10 分間）を行った。上清を

吸引除去した後、10 %FCS、60 g/ml KM 含有 DMEM-HG を各チューブに 15 

ml 添加し、懸濁した。懸濁液を 15 ml の Histopaque（SIGMA- ALDRICH）

が入ったチューブに積層し、室温にて遠心分離（20 G、3 分間→60 G、3 分間→

180 G、3 分間→300 G、3 分間→570 G、20 分間）を行った。幹細胞を含む中

間層を回収し、回収量の 2 倍量の PBS にて懸濁し、遠心分離（400 G、4 ℃、

5 分間）を行った。遠心分離後、上清を吸引除去し、10 %FCS、60 g/ml KM 含

有 DMEM-HG を各チューブに 10 ml 添加し、合計 20 ml の細胞懸濁液を作製
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した。同細胞懸濁液を 40 m セルストレーナー（Becton Dickinson、Franklin 

Lakes、NJ、USA）にて濾過した後、100 mm 細胞培養ディッシュ（Corning）

に播種した。24 時間の培養後、浮遊した細胞を PBS で洗浄し、0.5 mol/l エチ

レンジアミン四酢酸（ナカライテスク、京都、日本）を作用させ、剥離した細胞

を ADMPC とした。イヌ ADMPC の継代培養はヒト ADMPC と同様に行った。 

 

11. イヌ実験的歯槽骨欠損モデルの作製と ADMPC 自己移植 

21～25 ヶ月齢 のメスビーグル犬の下顎第三前臼歯遠心および第一後臼歯近

心に二壁性骨欠損を、55～73 ヶ月齢 のメスビーグル犬の第一後臼歯近心に一

壁性骨欠損を作製し、ADMPC-炭酸アパタイト複合体移植による歯周組織再生

効果を検討した。すなわち、脂肪組織採取時と同様の方法にて全身麻酔を行った

後、リドカイン塩酸塩（歯科用キシロカイン：デンツプライシロナ、東京、日本）

による局所麻酔下にて、左右両側の下顎第四前臼歯を抜去した。抜歯 12 週後に

全身麻酔下にて、上下顎臼歯部のスケーリングを行った後、ポピドンヨード液

10 %綿球（健栄、大阪、日本）およびザルコニン 0.025 %綿球（健栄）を用いて

術野の消毒を行い、滅菌ガーゼ（ハクゾウ、大阪、日本）にて清拭した。1.8 ml

リドカイン塩酸塩を用いて浸潤麻酔を行い、第三前臼歯から第一後臼歯まで歯

肉溝切開を行い、粘膜骨膜弁を形成した。二壁性骨欠損モデルでは、下顎第三前

臼歯遠心部および第一後臼歯近心にそれぞれ頬舌径 3 mm、深さ 4 mm、近遠心

径 5 mm の骨欠損を歯科用切削バーメルファースチールバーシリンダーS010、

016（デンツプライシロナ）を用いて作製し、根面を一層削合することで既存の

セメント質を除去し、骨欠損の最下端部には MGST36RA016（ベルデンタサプ

ライ）を用いてノッチを形成した。その後、左右側に作製した骨欠損を無作為に

試験側と対照側に振り分け、試験側には ADMPC と炭酸アパタイトを、対照側

には ADMPC とフィブリンゲルを自己移植した。試験側、対照側ともに移植細

胞数は欠損あたり 6.25×106 個 とした。クライオバイアル（Thermo Fisher 

Scientific）中で凍結した細胞を 37 ℃ の恒温槽にて融解し、PBS にて遠心洗浄

後、PBS にて前述の移植細胞数の細胞懸濁液を調整した。スパーテル（アズワ

ン、大阪、日本）にて細胞懸濁液を炭酸アパタイトもしくはフィブリンゲルのい

ずれかの足場材と混合し、それぞれ複合体を作製した。下顎第三前臼歯遠心の骨

欠損には顆粒径 0.3〜0.6 mm の炭酸アパタイト（サイトランス®グランニュー

ル S サイズ（GC））を、第一後臼歯近心の骨欠損には顆粒径 0.6〜1.0 mm の炭

酸アパタイト（サイトランス®グランニュール Mサイズ（GC））を用いた。対照

側のフィブリンゲルはべリプラスト P®組織接着コンビセット 1 ml（CSL ベー

リング、東京、日本）を使用した。一壁性骨欠損モデルでは、下顎第一後臼歯近

心に頬舌方向に交通させた、深さ 6 mm、近遠心径 5 mm の一壁性骨欠損を、
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二壁性骨欠損と同様に作製した。その後、作製した骨欠損を Sham 手術群、炭

酸アパタイト単独群、炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群に振り分けた。炭酸ア

パタイト＋ADMPC移植群には、8.3×105〜6.25×106 個の ADMPCを移植し、

炭酸アパタイトは顆粒径 0.3〜0.6 mm を使用した。また、ADMPC・炭酸アパ

タイト複合体は 2 壁性骨欠損モデルと同様に作製した。二壁性骨欠損、一壁性

骨欠損ともに移植後に粘膜骨膜弁を復位した後、ゴアテックススーチャー®（W. 

L. Gore and Associates、Newark、DE、USA）を用いて単純縫合を行った。移

植 1 週後に抜糸を行い、移植 2 週後まで 1 日 1 回、グルコン酸クロルヘキシジ

ン液（丸石製薬）を用いて、口腔内の処置部位に噴霧消毒を継続しながら、口腔

内の手術部位の経過観察を行った。二壁性骨欠損モデルでは移植 6 週後に、一

壁性骨欠損モデルでは移植 12 週後に、プロポフォールによる深麻酔下にて大腿

動静脈を切断することにより安楽死させ、下顎骨を採取した。 

 

12. 組織学的解析 

採取した下顎骨は、4 %パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（ pH 7.4：富士

フイルム和光純薬）を用いて 2 週間 4 ℃ で浸漬固定を行った。浸漬固定後の組

織は、10 %ギ酸クエン酸ナトリウム脱灰液（900 ml/l 蒸留水、100 ml/l ギ酸（富

士フイルム和光純薬）、29 g/l クエン酸（富士フイルム和光純薬）、18 g/l クエン

酸三ナトリウム二水和物（富士フイルム和光純薬）を用いて、2 ヶ月間室温にて

脱灰処理した後、通法に従いパラフィン包埋した。組織ブロックを舌側から頬側

方向に向かって 150 m 間隔で薄切し、組織切片を作製した。作製した切片に

対して、ベーメル・ヘマトキシリン（富士フイルム和光純薬）および 1 %エオシ

ン Y液（富士フイルム和光純薬）を用いて HE 染色を行った。また、媒染剤（武

藤化学、東京、日本）、マロリー・アゾカルミン G 染色液（武藤化学）、5 %リン

タングステン酸水溶液（富士フイルム和光純薬）およびマロリー・アニリン青オ

レンジ G 液（武藤化学）を用いて AZAN 染色を行った。染色した組織切片より、

髄腔の露出から骨欠損部の中央と判断される切片を選定し、解析対象とした（図

1A）。組織切片の観察は光学顕微鏡 Nikon ECLIPSE Ci（Nikon）で観察し、形

態計測は、画像解析ソフトウェア Nis Elements（Nikon）を用いて、ノッチと

根面の削合部位から規定した骨欠損部における新生骨の面積を計測した（図1B）。

二壁性骨欠損モデルにおいては、骨欠損部の落ち込んだ結合組織、骨欠損部の遠

心面と底面、根面で囲まれる組織再生スペースの面積をそれぞれ計測した（図

1C）。また、一壁性骨欠損モデルにおいては、根面と固有歯槽骨で挟まれる軟組

織から、血球と血管を除去した線維性組織を再生歯根膜と定義し、再生歯根膜の

長軸方向における長さと再生歯根膜と定義される範囲のコラーゲン線維密度を

算出した（図 1D）。 
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図 1. 組織学的解析の方法 

 

A.骨欠損の中央と判断される組織切片の概形図を示す。 

B.骨欠損部の AZAN染色像において新生骨を赤色、炭酸アパタイトを黄色で表示している。 

C.骨欠損部の AZAN染色像において組織再生スペースを黄色で表示している。 

 D. AZAN 染色像において固有歯槽骨と根面で囲まれる軟組織のうち、血管と血球を除去した

範囲を再生歯根膜と定義し、赤色で表示している。再生歯根膜を含む黒色の枠線で表示し

た部分の拡大図を a、bとして示す。 

a.黒色の枠線で囲んだ範囲における再生歯根膜中のコラーゲン線維を赤色で示す。 

b.拡大像 aにおける再生歯根膜の外形を黄色で示す。 

（aの赤色で示される面積）÷（bの黄色で示される面積）×100＝コラーゲン線維密度[％]  

 

13. マイクロ CT断層撮影と定量解析 

二壁性骨欠損モデルの下顎骨については、実験動物用 3D マイクロエックス線

CT R_mCT2（リガク、東京、日本）により断層撮影を行い、得られた 2 次元画

像を 3 次元画像解析ソフトウェア TRI/3D-BON（ラトックシステムエンジニア

リング、東京、日本）を用いて、骨欠損作製範囲におけるエックス線不透過物体

積の解析を行った。一壁性骨欠損モデルの下顎骨については、二壁性骨欠損モデ

ルと同様の解析に加えて、実験動物用 3D マイクロエックス線 CT Sky scan1276

（Bruker、Billerica、MI、USA）により断層撮影を行い、得られた 2 次元画像

を 3 次元画像解析ソフトウェア CT_An（Bruker）により 3 次元構築し、骨欠損

作製範囲におけるエックス線不透過物体積、残存炭酸アパタイトの体積、新生骨

体積を定量的に解析した。 

 

a 

b 
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14. 統計処理 

実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2 群比較は Student’s-

t検定を、多群比較は分散分析（ANOVA）を行った後に post-hoc analysis とし

て Tukey-Kramer検定を用いて行い、p < 0.05 を有意差があるものとした。 
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結果 

 

1. CAD 上で培養した ADMPC の細胞形態の観察 

炭酸アパタイトが ADMPC の細胞機能に及ぼす影響を明らかにするために、

まず CAD上で培養した ADMCPの細胞形態について解析を行った。すなわち、

CAD 上で培養した ADMPC（以下、CAD 群と略す）を Hoechst にて核染色、

Rhodamin Phalloidin にてアクチンを染色し、蛍光顕微鏡にて細胞形態を観察

する一方で、透過型電子顕微鏡で細胞内小器官を観察した。対照群は細胞培養プ

レートで培養した ADMPC（以下、対照群と略す）とした。蛍光顕微鏡による観

察から、CAD 群は対照群と同様に、紡錘形の細胞形態を呈し、核の形態にも異

常は認められなかった（図 2A）。また透過型電子顕微鏡による観察から、CAD

群は、対照群と同様に、核の凝縮や断片化、ミトコンドリアの膨化を認めず、核

の近傍にゴルジ装置とともに多数の粗面小胞体を認めた（図 2B）。 
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図 2. CAD 上で培養した ADMPCの蛍光顕微鏡像および電子顕微鏡像 

 

A. 対照群および CAD 群における播種 24 時間後の ADMPC の細胞形態の蛍光顕微鏡像を示

す。 

B. 対照群および CAD 群における 3 日間培養した ADMPC の細胞内小器官として、核（×

4210）、ミトコンドリア（×42100）、粗面小胞体（×42100）の透過型電子顕微鏡像を示す。 

 

2. 炭酸アパタイトが ADMPC の細胞増殖能に及ぼす影響の検討 

次に、炭酸アパタイトが ADMPC の細胞増殖能に及ぼす影響について解析を

行った。すなわち、対照群、CAD 群の播種 6 時間後、12 時間後、24 時間後、

36 時間後、48 時間後の生細胞由来の ATP量を計測し、播種 6 時間後の ATP 量

を基準に 12 時間毎の細胞増殖率を算出した。その結果、播種 12 時間後、24 時

間後において対照群と比較し、CAD 群における有意な細胞増殖率の上昇を認め

た（図 3A）。一方で、3 日間培養した ADMPC の培養上清中に含まれる乳酸脱

水素酵素の濃度変化を発光アッセイにて検出することで、死細胞数を評価した

が 3 日間の培養における死細胞数について、CAD 群は、対照群と比較し、有意

な差は認められなかった（図 3B）。以上の結果から、炭酸アパタイト上で培養し

た ADMPC は通常培養に比べ増殖が亢進していることが明らかとなった。 
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B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 炭酸アパタイトが ADMPCの細胞増殖能、死細胞数に及ぼす影響 

 

A. 対照群および CAD 群ともに 2日間培養し、ATP量を指標として、播種 6時間後の細胞数

を基準とした 12時間毎の細胞増殖率を示す。実線は CAD 群、点線は対照群を示す。3回

の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。結果は、それぞれ平均値±標

準誤差で示す。＊p <0.05 vs通常培養。 

B. 対照群および CAD 群ともに 3日間培養し、経時的な培養上清中の乳酸脱水素酵素濃度を

反映した発光測定値を示す。3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示

す。結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant。 

 

 

3. 炭酸アパタイトが硬組織形成細胞への分化能へ及ぼす影響の検討 

炭酸アパタイトが ADMPC の硬組織形成細胞への分化能に与える影響につい

て、ADMPC の石灰化誘導時の RUNX2 の遺伝子発現を指標として解析を行っ

た。対照群、CAD 群、ともに 6 日間石灰化誘導培地で培養した結果、非誘導群

と比較し、いずれの群においても同程度の RUNX2 遺伝子の発現上昇を認めた

（図 4）。 
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図 4. 炭酸アパタイトが ADMPCの RUNX2発現に及ぼす影響 

 

対照群および CAD 群ともに石灰化誘導培地にて 6 日間培養した際の RUNX2 の遺伝子発現を

示す。mRNAの発現の値はHPRTとの相対比で示す。3回の実験で得られた同様の結果のうち、

代表的なものを示す。結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant、 

＊p <0.05。 

 

 

4. 炭酸アパタイトが ADMPC の液性因子産生能へ及ぼす影響の検討 

炭酸アパタイトが ADMPC の液性因子産生能に及ぼす影響について解析を行

った。対照群、CAD 群ともに 3 日間培養したのち、IGFBP6、HGF、VEGF の

発現を評価したところ、いずれの遺伝子に関しても CAD 群は対照群と同程度の

発現を認めた（図 5A）。また、IGFBP6 については、培養上清中に含まれるタン

パク発現についても評価した。その結果、CAD 群は対照群と同程度の IGFBP6

の発現を認めた（図 5B）。以上から、炭酸アパタイト上で培養した ADMPC に

おいて、通常培養と同程度の液性因子の産生能が維持されていることが示唆さ

れた。 
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図 5. 炭酸アパタイトが液性因子の産生能へ及ぼす影響 

 

A. 対照群および CAD 群ともに 3 日間培養した際の IGFBP6、HGF、VEGF の発現を示す。

mRNAの発現は HPRT との相対比で示す。 

B. 対照群および CAD 群ともに 3 日間培養した際の培養上清中に含まれる IGFBP6 濃度を示

す。 

以上の実験は 3 回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。結果は、それ

ぞれ平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant。 
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5. イヌ二壁性骨欠損モデルを用いた ADMPC 自己移植における足場材として

の炭酸アパタイトの有効性の検討 

次に、in vivo にて ADMPC 自己移植における足場材としての炭酸アパタイト

の有効性を評価するため、ビーグル犬二壁性骨欠損モデルに対して、対照側にフ

ィブリゲルと ADMPC（以下、フィブリンゲル群と略す）、試験側に炭酸アパタ

イトと ADMPC（以下、炭酸アパタイト群と略す）を自己移植し、移植 6 週後

における歯槽骨の再生を組織学的解析、マイクロ CT解析にて評価した。 

まず組織学的解析において、矢状断で薄切した組織切片を HE 染色、AZAN 染

色し、髄腔の露出から骨欠損の中央と判断される切片を選定した。さらに、根面

の削合、ノッチから各切片における骨欠損部の位置を規定した。HE 染色の結果、

フィブリンゲル群、炭酸アパタイト群のいずれにおいても移植部位に好中球等

の炎症性細胞浸潤を認めなかった（図 6A）。また、炭酸アパタイト群において残

存した炭酸アパタイト顆粒の周囲には、多核巨細胞に加え、骨芽細胞、骨細胞が

観察され、ADMPC とともに移植された炭酸アパタイトの骨置換が生じている

ことを確認した（図 6B）。次に、AZAN 染色像において、両群にごく一部の新

付着獲得が認められたが、骨性癒着や歯根吸収などの異常治癒所見は認められ

なかった（図 6C）。また、AZAN 染色像において、新生骨と残存した炭酸アパ

タイトを鑑別し、両群の新生骨の面積を解析したところ、炭酸アパタイト群はフ

ィブリンゲル群と同程度の新生骨の形成を認めた（図 6D）。 

次に、骨欠損部に侵入した結合組織、骨欠損の底面と遠心面、根面で囲まれた

組織再生のスペースの面積を解析したところ、炭酸アパタイト群は、フィブリン

ゲル群を有意に上回り、スペースメイキング能力に関してフィブリンゲルに対

する炭酸アパタイトの優位性が明らかとなった（図 6E）。次に、フィブリンゲル

群、炭酸アパタイト群の移植 6 週後のマイクロ CT 解析の 3 次元構築像から、

フィブリンゲル群においては、頬側に骨欠損の陥凹が残っているのに対し、炭酸

アパタイト群においては炭酸アパタイトの顆粒が欠損部を埋めていることが明

らかとなった（図 6F）。次に、作製した骨欠損部におけるエックス線不透過物の

体積を定量的に評価したところ、第一後臼歯近心、第三前臼歯遠心の双方の骨欠

損において、炭酸アパタイト群はフィブリンゲル群の体積を有意に上回った（図

6G）。さらに、第一後臼歯近心と第三前臼歯遠心の欠損作製部位の違いを補正す

るため、炭酸アパタイト群の体積をフィブリンゲル群の体積で割り、体積比率を

算出したところ、炭酸アパタイト顆粒 M サイズはフィブリンゲルの 1.8 倍、顆

粒 S サイズは 2.4 倍となり、S サイズの方が高い増加率を示した（図 6G）。ま

た、ADMPC と炭酸アパタイト顆粒を混合した移植体の賦形性と粘稠性は、操

作性の観点から S サイズの方が優れていた。以上から、ADMPC 移植における

足場材として、炭酸アパタイトの S サイズが適していることが示唆された。 
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図 6. 二壁性骨欠損モデルを用いた ADMPC の足場材としての炭酸アパタイトの歯周組織再生

効果の検討 

 

移植 6週後における炭酸アパタイト群（Ｎ=5）、フィブリンゲル群（N=5）の 

A. 骨欠損部における代表的なHE染色像を示し、骨欠損中央の拡大部を黄色の枠線で示す。 

     a. フィブリンゲル群の骨欠損部を示す。 

     b. フィブリンゲル群の骨欠損部の拡大像を示す。 

     c. 炭酸アパタイト群の骨欠損部を示す。 

     d. 炭酸アパタイト群の骨欠損部の拡大像を示す。  

B. 炭酸アパタイト群における代表的な炭酸アパタイト周囲の HE 染色像を示す。骨細胞、骨

芽細胞、多核巨細胞を矢頭で示す。 

C. 代表的な AZAN 染色像を示す。骨欠損部を黄色の枠線、根面周囲の拡大部を赤色の枠線で

示す。 

a. フィブリンゲル群の全体像を示す。 

b. フィブリンゲル群の骨欠損部の拡大像を示す。 

c. フィブリンゲル群の根面周囲の拡大像を示す。 

d. 炭酸アパタイト群の全体像を示す。 

e. 炭酸アパタイト群の骨欠損部の拡大像をを示す。 

f. 炭酸アパタイト群の根面の拡大像を示す。 
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D. AZAN 染色像の骨欠損部における新生骨の面積の定量解析結果を示す。結果は、それぞれ

平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant。 

E.  AZAN染色像の骨欠損部における組織再生スペースの面積の定量解析結果を示す。結果は、 

それぞれ平均値±標準誤差で示す。＊p <0.05。 

F. マイクロ CT 解析結果の代表的な 3次元構築像を示す。骨欠損部を黄色で示す。 

  a. ADMPC＋フィブリンゲルの M1近心の骨欠損を示す。 

  b. ADMPC＋フィブリンゲルの P3遠心の骨欠損を示す。 

  c. ADMPC＋炭酸アパタイト（M サイズ）のM1近心の骨欠損を示す。 

  d. ADMPC＋炭酸アパタイト（Sサイズ）の P3遠心の骨欠損を示す。 

G.  M1近心と P3遠心の欠損毎に、マイクロ CT 解析結果を示す。 

a. 骨欠損部のエックス線不透過物体積の定量解析結果を示す。 

b. フィブリンゲル群から炭酸アパタイト群への体積変化比率を示す。 

結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。＊p <0.05。 

 

6. イヌ実験的歯周病モデル（一壁性骨欠損モデル）における ADMPC・炭酸ア

パタイト複合体移植の有効性の検討 

ADMPC・炭酸アパタイト複合体移植の重度歯周炎における有効性を検討する

ため、ビーグル犬一壁性骨欠損モデルを用いて骨欠損のみを作製した Sham 手

術群、炭酸アパタイト単独群、炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群の 3 群を設定

し、移植 12 週後に AZAN 染色による組織学的解析およびマイクロ CT 解析を

行い、試験部位の歯周組織再生を評価した。AZAN 染色の結果、3 群ともに欠損

底部から連続した新付着の獲得が明らかとなった（図 7A）。そこで獲得した新付

着を定量的に解析するため、固有歯槽骨と根面で挟まれる軟組織を再生歯根膜

と定義し、その長さとコラーゲン線維密度を計測した。再生歯根膜の長さは、炭

酸アパタイト単独群と炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群において、Sham 手術

群と比較し有意に大きい値を示した（図 7B）。また、再生歯根膜のコラーゲン線

維密度については、3 群間で有意な差を認めなかった（図 7C）。続いて骨欠損部

における新生骨面積を組織学的に評価したところ、炭酸アパタイト＋ADMPC

移植群は、炭酸アパタイト単独群と Sham 手術群と比較し、有意な新生骨の形

成亢進を認めた（図 7D）。また、マイクロ CT解析の結果より、Sham手術群と

比較し、炭酸アパタイト単独群と炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群において骨

欠損部の回復が確認された（図 7E）。次に、炭酸アパタイトと新生骨の鑑別を可

能とする高分解能マイクロ CT を使用し、骨欠損部におけるエックス線不透過

物の体積および残存炭酸アパタイトの体積を計測することで、新生骨の体積を

算出した。まず、エックス線不透過物体積を計測すると、炭酸アパタイト＋

ADMPC 移植群は炭酸アパタイト単独群と Sham 手術群を有意に上回った（図
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7F）。また、炭酸アパタイト単独群、炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群における

残存炭酸アパタイト量に有意な差は認められなかった（図 7G）。さらに、新生骨

の形成量については、炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群が Sham 手術群、炭酸

アパタイト単独群を有意に上回った（図 7H）。以上の結果をまとめると、炭酸

アパタイト単独群と炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群は Sham 手術群よりも長

い新付着を獲得し、移植 12 週時点で炭酸アパタイトの残存を認めた。さらに、

炭酸アパタイト＋ADMPC 移植群は他の 2 群よりも有意な新生骨の形成を認め

た。 
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図 7. 一壁性骨欠損モデルを用いた ADMPC・炭酸アパタイト複合体移植の歯周組織再生効果に

関する検討 

 

移植 12 週後における、Sham 手術群（N=4）、炭酸アパタイト単独群（N=3）、炭酸アパタイト

＋ADMPC移植群（N=3）の 

A.  代表的な AZAN染色像を示す。赤色の枠線で囲んだ根面周囲の拡大像を下段に示す。 

    a. Sham手術群における全体像を示す。 

    b. Sham手術群における根面周囲の拡大像を示す。 

    c. 炭酸アパタイト単独群における全体像を示す。 

    d. 炭酸アパタイト単独群における根面周囲の拡大像を示す。 

    e. 炭酸アパタイト＋ADMPC移植群における全体像を示す。 

    f. 炭酸アパタイト＋ADMPC移植群における根面周囲の拡大像を示す。 

B. 再生歯根膜長さの定量解析結果を示す。結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。 

＊p <0.05、＊＊p <0.01、N.S.：Not Significant。 

C. 再生歯根膜の線維密度の定量解析結果を示す。 

結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant。 

D. 代表的な AZAN 染色像を示す。なお、骨欠損部を黄色の枠線で示す。下段に、骨欠損部に

おける新生骨の定量解析結果を示す。 

  a.  Sham手術群における骨欠損部を示す。 

    b.  炭酸アパタイト単独群における骨欠損部を示す。 

    c.  炭酸アパタイト＋ADMPC移植群における骨欠損部を示す。 

   d.  骨欠損部における新生骨の定量解析結果を示す。 

結果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。＊p <0.05、＊＊p <0.01。 
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E. 代表的なマイクロ CT 解析の代表的な 3次元構築像を上段に、断面像を下段に示す。骨欠損

部を黄色の枠線で示す。 

  a. Sham手術群における 3次元構築像を示す 

    b. 炭酸アパタイト単独群における 3次元構築像を示す。 

  c. 炭酸アパタイト＋ADMPC移植群における 3次元構築像を示す。 

  d. Sham手術群における断面像を示す。 

  e. 炭酸アパタイト単独群における断面像を示す。 

  f. 炭酸アパタイト＋ADMPC移植群における断面像を示す。 

F. 骨欠損部におけるエックス線不透過物の高分解能マイクロ CT の定量解析結果を示す。結果

は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。＊p <0.05、＊＊p <0.01。 

G. 骨欠損部における残存炭酸アパタイトの高分解能マイクロ CT の定量解析結果を示す。結

果は、それぞれ平均値±標準誤差で示す。N.S.：Not Significant。 

H.  骨欠損部における新生骨の高分解能マイクロ CT の定量解析結果を示す。結果は、それぞれ

平均値±標準誤差で示す。＊p <0.05、＊＊p <0.01。 
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考察 

 

 歯周治療の最終的な目標は、歯周病によって失われた歯周組織の解剖学的形

態と機能を、歯周病に罹患する前の状態に復することである。この目標を達成す

るためには、歯周病の原因となる細菌バイオフィルムを除去するのみならず、破

壊された歯周組織を再生させるための介入、すなわち歯周組織再生療法を施す

ことが必要となる。FGF-2、EMD の局所投与や GTR 法などの既存の歯周組織

再生療法は、軽度から中等度の歯周組織欠損に対しては再生効果を期待できる

が、重度歯周病に適応可能な再生療法は未だ確立されていない。この問題に対し、

我々の研究室では、ADMPC の自己移植による歯周組織再生療法の研究開発を

進めてきた。本研究では、既に実施済みの臨床研究にて明らかとなった課題を解

決することで、臨床応用に向けた橋渡し研究をさらに推進することを目指し、炭

酸アパタイトの併用が ADMPC 自己移植療法に及ぼす影響を in vitro、in vivo

の両面で検討した。 

細胞移植治療に併用する足場材の具備すべき条件としては、足場材が移植細

胞に対して細胞毒性を示さないこと、移植細胞の接着、増殖、および分化等の細

胞機能を阻害しないこと、十分な数の細胞との移植用複合体が容易に作製でき

ること、足場材としての機械的特性を維持したまま移植後は生体内で適切な代

謝を受けること等が挙げられる[30-32]。そこで本研究では、まず、炭酸アパタイト

が ADMPC の増殖、分化、液性因子の分泌能に及ぼす影響を in vitro で評価し

た。炭酸アパタイト顆粒は歯科適応骨補填材として既に臨床応用されているが、

顆粒上で細胞を培養することは困難であることから、本研究では、臨床で用いら

れている炭酸アパタイト顆粒と同じ製法で最終形態をディスク状に成型した

CAD の上で ADMPC を培養した。その結果、CAD 上に播種した ADMPC の細

胞形態の観察から、細胞骨格に加え、核やミトコンドリア、粗面小胞体の解剖学

的形態は通常培養と差を認めず、また、CAD 上で ADMPC は増殖・分化し、液

性因子を産生することが明らかとなった。これらの結果は、ADMPC を炭酸ア

パタイトとともに歯周組織欠損部に移植した際に、炭酸アパタイトが ADMPC

にその細胞機能を発揮できる環境を提供する足場材であることを示唆している。

本研究で実施した in vivo 移植実験では、移植した ADMPC のトラッキングを

行わなかったため、組織学的な解析において移植細胞の残存数や局在等を検討

することは困難であった。今後、標識した ADMPC を用いた移植実験を実施す

ることで炭酸アパタイト上におけるADMPCの局在や生存期間について in vivo

で解析を進めたいと考えており、ビーグル犬に比べ顎骨の脱灰等が比較的簡便

なラットを用いた実験系の構築を開始している。 
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幹細胞移植治療の分子機序に関して、これまでは、移植した幹細胞が組織を構

成する各種細胞に直接分化することで組織再生に寄与するRepair効果が幹細胞

移植治療による組織再生の中心的な役割を担うと考えられていた。しかしなが

ら近年、移植した幹細胞が成長因子等のサイトカインや細胞外基質、さらには

exosome 等を分泌することにより被移植部位周囲に存在する組織幹細胞や前駆

細胞を活性化する Trophic 効果が組織再生の主たる分子機序であるとパラダイ

ムシフトしてきた[33]。我々の研究室では、ADMPC 自己移植による歯周組織再

生メカニズムの一端として、ADMPC が分泌する液性因子が歯根膜細胞の硬組

織形成細胞への分化を活性化し、その分子機序に IGFBP6 が関与していること

を報告した[34]。本研究においては、CAD 上で培養した ADMPC が、通常培養と

同様に IGFBP6 を産生していることを明らかにした。このことは、炭酸アパタ

イトとともに移植した ADMPC が、Trophic 効果による歯周組織再生能を維持

しうることを示唆している。一方で、HGF、VEGF の遺伝子発現に差を認めな

かったが、培養上清中のタンパク発現は、通常培養に比べ CAD 上での培養で両

分子ともに 30～50%程度の減少を認めた（結果には示さず）。このことは、炭酸

アパタイトには一部のタンパク質を吸着する性質がある[35]ことから、ADMPC

が産生したサイトカインの一部が CAD に捕捉され、培養上清中の濃度が低下し

たためではないかと考えられる。幹細胞の分泌する液性因子はオートクライン

に作用することで幹細胞の増殖に寄与すると報告がある[36]ことから、CAD 上で

培養した ADMPC の増殖が亢進したメカニズムの一端に、ADMPC 由来の液性

因子が CAD 表面に吸着し留まることで、効率よく ADMPC に作用した可能性

があるのではないかと推察している。現在、CAD 表面に吸着した ADMPC 由来

サイトカインの検出方法について検討を行っているが、炭酸アパタイトが

ADMPC 由来液性因子を保持する役割が見出せれば、幹細胞移植治療の足場材

として Trophic 効果を支援、増強するという新たな機能として評価されるもの

と考えられる。なお CAD 上で培養した ADMPC の増殖率が、播種 12 時間後、

24 時間後に対照群に比べ亢進した一方、播種 36 時間後、48 時間後において有

意な差を認めなかったのは、細胞密度の上昇によって細胞増殖が抑制された結

果と考えている。 

本研究において、in vitro の解析では CAD への ADMPC の細胞接着が、in 

vivo での移植実験では、炭酸アパタイト表層に破骨細胞様の多核巨細胞や骨芽

細胞が観察された。この結果は無機材料である炭酸アパタイトに対し細胞が接

着する分子機序の存在を示しているものの、その詳細については解析に至らな

かった。前述の通り、炭酸アパタイトはカルシウムイオンやリン酸イオン等の

極性基を介してタンパク質を吸着する[35]。そのため、in vitro の実験において

は、炭酸アパタイトは培養液中の血清タンパクを吸着し、in vivo の実験におい
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ては埋植部位の血液や体液中のタンパク質、細胞由来の細胞外基質等を吸着す

ると考えられる。これらの炭酸アパタイト表層のタンパク質に細胞接着分子が

結合することで、炭酸アパタイトへの細胞接着が可能になると考えられる。 

 骨髄由来間葉系幹細胞を炭酸アパタイト上で培養し、collagen1A1、alkaline 

phosphatase、osteopontin、osteocalcin 等の骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発

現を検討した先行研究[37]では、通常培養と比較し、炭酸アパタイト上での培養

によって、これら遺伝子発現がいずれも上昇することを報告している。一方で、

同論文では、骨髄由来間葉系幹細胞の増殖は、通常培養に比べ低下することが示

されており、本研究で得られた ADMPC の実験結果と異なる。間葉系幹細胞の

性質は由来する組織によって異なることが知られており、脂肪組織に由来する

間葉系幹細胞は一般に高い増殖能と液性因子の分泌能を有していると報告され

ている[38]。ADMPC の炭酸アパタイト上での増殖亢進は前述のように分泌する

液性因子の影響があると考えられる一方で、本研究における硬組織形成細胞へ

の分化に関しては培養 6 日目の RUNX2 発現を指標として評価するにとどまっ

た。マスター遺伝子であるRUNX2の発現は分化能の評価に際し重要であるが、

分化過程の解析には経時的な分化マーカー遺伝子の発現解析に加え、alkaline 

phosphatase 活性や、最終分化の指標として石灰化ノジュールの形成について

検討すべきである。現在、各種遺伝子発現および alkaline phosphatase 活性に

ついて解析を開始しているが、石灰化ノジュール形成に関しては、アリザリンレ

ッド染色や Von Kossa 染色はカルシウム塩を染色するため、CAD 上の培養細胞

の染色には適さず、他の方法を探索する必要があると考えている。 

前述の ADMPC 自己移植による歯周組織再生療法の安全性と有効性を評価し

た臨床研究においては、ADMPC の足場材としてフィブリンゲルが用いられた。

フィブリンゲルは生体接着剤として様々な外科手術に臨床応用されており、安

全性に関する懸念が少ない一方で、フィブリンゲル単体の埋植では歯周組織の

再生効果に及ぼす影響は限定的であることが報告されている[39]。実際、同上臨

床研究においてフィブリンゲルが十分なスペースメイキング能力を発揮できな

いことが当該治療法の実用化にむけ解決すべき課題の一つであることが明らか

となった。本研究では、ビーグル犬に作製した二壁性骨欠損に対する ADMPC

自己移植の足場材として、炭酸アパタイトのフィブリンゲルに対する優位性が

明らかとなった。炭酸アパタイトを ADMPC と移植することにより、フィブリ

ンゲルを足場材としたときと同等の新生骨が観察されたことは、炭酸アパタイ

トが ADMPC による歯槽骨再生に対し抑制的な効果を示さなかった結果といえ

る。一方で、結合組織下の組織再生スペースの保護に関しては、炭酸アパタイト

がフィブリンゲルに対する優位性を発揮したことは、炭酸アパタイトの高いス

ペースメイキング能力を実証した結果といえ、移植 6 週後以降における継続的
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な組織再生が期待できるものと考えている。 

本研究で、ビーグル犬に作製した実験的骨欠損として第三前臼歯遠心と第一

後臼歯近心の部位を用いており、両欠損部の条件が全く同一と評価することは

困難であるが、顆粒径が 0.3～0.6mmの S サイズと 0.6～1.0mmの Mサイズに

おいて、操作性、賦形性の観点に加え、移植 6 週後のエックス線不透過物の体積

比率において M サイズより S サイズの炭酸アパタイトが良好な結果を示した。

骨欠損の大きさと移植細胞数を規定して実験を行ったものの、作成した骨欠損

に対し粒径の小ささから S サイズの方がより密に充填することが可能であった

影響を排除することは難しいが、血餅の維持や血管新生には、顆粒径が 0.3〜0.5 

mm、顆粒同士の空隙が 0.1 mm程度となる骨補填材が骨再生に適しているとい

う報告[40, 41]もあることから、炭酸アパタイトの S サイズが ADMPC 移植治療の

足場材としてより適切であると考えられた。 

既存の歯周組織再生療法では、一壁性および四壁性の垂直性骨欠損に対する

十分な組織再生効果は期待できない。本研究では、ADMPC 移植治療の重度歯

周病への適応を目指し、次にビーグル犬一壁性骨欠損モデルを用いて ADMPC・

炭酸アパタイト複合体の組織再生効果を検討した。臨床において、一壁性骨欠損

に対して通常のフラップ手術を施行しても、十分な歯周組織再生は期待できな

いが、本研究におけるビーグル犬一壁性骨欠損モデルでは、術後 12 週の組織学

的解析、マイクロ CT 解析の結果から sham 手術群において作製した骨欠損に

対し約 30%の歯槽骨再生が認められたことは、イヌの自己再生能の高さを示す

ものである。また、炭酸アパタイト単独群では sham手術群の約 2～2.5 倍の歯

槽骨再生が認められ、ADMPC・炭酸アパタイト併用群ではさらに有意な歯槽骨

再生量の増加が観察された。このことは ADMPC と炭酸アパタイトの併用が重

度歯周組織欠損に対する再生療法として有効であることを示唆している。しか

しながら、結合組織付着の評価指標の一つとして解析した再生歯根膜長さにつ

いては併用群で高い傾向を示したものの、統計学的有意差は得られなかった。ま

た、歯槽骨再生量の増加に関して炭酸アパタイト単独群に対して ADMPC の効

果は約 10％程度の上乗せであった。これは、再生効果が得にくい重度歯周病モ

デルとして実施した一壁性骨欠損モデルにおいて、前述のようにイヌの高い自

己再生能を一因として炭酸アパタイトのみの埋植で想定以上の再生効果が発揮

された結果だと考えている。本研究で用いた骨欠損モデルは、人為的に作製した

非炎症性の骨欠損モデルであることも各実験群の治癒を押し上げたのではない

かと推測しており、本歯周病モデルにおける限界の一つだと考えている。今後は、

歯周組織に炎症を惹起した後に移植を行うイヌ分岐部病変モデル[25]や自然発症

歯周炎モデル[42]を用いて再生効果を検討することで、ADMPC による歯周組織

再生効果をより明確に示すことが可能なのではないかと考えられる。 
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二壁性骨欠損モデルにおける ADMPC・炭酸アパタイト移植部位の移植 6 週

後の HE 染色像から、炭酸アパタイト顆粒の周囲に好中球等の炎症性細胞浸潤

を認めず、多核巨細胞および骨芽細胞が観察された。このことは、正常な骨リモ

デリングに基づく炭酸アパタイトの生体吸収過程が進行していることを示唆し

ている。また、一壁性骨欠損モデルにおける移植 12週後の組織学的解析の結果、

歯根吸収や骨癒着等の異常治癒所見を認めることなく、歯根と新生歯槽骨が一

定の距離を保ち、その間に軟組織が介在する組織像が観察されたことは、理想的

な歯周組織再生が誘導されていることを示唆している。イヌの歯および顎骨の

組織学的解析では、ギ酸での長期間におよぶ脱灰処理を必要とすることが、組織

学的染色手法の妨げとなっている。しかし、一部の分子はギ酸処理後も抗原性が

失われることなく、免疫染色での検出が可能であることが明らかになっている。

現在、酒石酸抵抗性産生ホスファターゼに対する免疫染色を行い破骨細胞の同

定を試みているが、他の分子についても順次、検出を試みることで、ADMPC・

炭酸アパタイト併用による組織再生効果の分子機序を同定したいと考えている。 

我々の研究室がこれまでに報告した知見に加え、本研究にて得られた結果か

ら、ADMPC と炭酸アパタイトの併用による歯周組織再生機序について考察す

る。炭酸アパタイトとともに歯周組織欠損部に移植した ADMPC は炭酸アパタ

イト上で増殖し、硬組織形成細胞へ分化することで新生骨を形成する repair 効

果を示す一方で、液性因子を分泌することで欠損部周囲の幹細胞を活性化する

trophic 効果を示すと考えられる。炭酸アパタイトのスペースメイキング能力

と骨伝導能に加え、ADMPC による repair 効果と trophic 効果による組織再生

効果が理想的な歯周組織の再生を誘導しているものと考えられる。今後、これ

ら両者と併用する至適シグナル因子を検討することは重要な研究課題の一つで

あるが、細胞、足場材、シグナル因子の理想的な組み合わせが明らかとなれ

ば、これまで対応が困難であった重度歯周病に対応可能な歯周組織再生療法の

開発につながるものと考えている。 
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結論 

 

本研究の結果より、以下の結論を得た。 

 

1. 炭酸アパタイト上で培養した ADMPC は、正常な細胞形態を示すとともに

増殖が亢進した。 

  

2. 炭酸アパタイト上で培養した ADMPC は、硬組織形成細胞への分化能およ

び液性因子の分泌能を示した。 

 

3. ビーグル犬二壁性骨欠損モデルにおいて、ADMPC と併用する足場材とし

て、炭酸アパタイトのフィブリンゲルに対する優位性が明らかとなった。 

 

4. ビーグル犬一壁性骨欠損モデルにおいて、ADMPC と炭酸アパタイトの併

用は、炭酸アパタイト単独と比較し、良好な歯槽骨の再生を認めた。 

 

5. 組織学的な解析から、ADMPCと炭酸アパタイトの併用は、異常治癒所見を

示さず理想的な歯周組織の再生を誘導した。 

 

以上から、炭酸アパタイトの ADMPC 自己移植による歯周組織再生誘導時の有

効性が示唆された。 
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