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Abstract：Previous studies have reported positive reaction for Ki-67, and expression of osteoblastic markers,

such as osteopontin and osteocalcin, in three-dimensional sheets of human alveolar bone periosteal cells

(HABPCs). The purpose of the present study was to examine the possibility of use of these cells in periodontal

regeneration therapy by observing the immunohistochemical changes in HABPC sheets transplanted into

immunodeficient mice. One, two, four, and eight weeks after the transplantation, the animals were sacrificed

and the process of angiogenesis and osteogenic potential were identified by the expression of blood vessel markers

and bone markers. Two weeks after the transplantation, angiogenesis was observed inside/in the HABPCs

sheets, which became more and more pronounced with increasing interval after the implantation Angiogenesis

was three identified in hematoxylin and eosin-stained sections at two weeks, and became more pronounced with

increasing interval from the transplantation. One week after the transplantation, ALP staining was positive,

however, there was no reaction at eight weeks; von Kossa staining was positive at eight weeks after the

transplantation. Positive reaction for OP, OC, Col - Ⅰ and Runx-2 was found at two weeks after the

transplantation, in addition to positive reaction for VEGF and FGF-2 at one week. Moreover, positive staining

for VWF and CD31 was observed in the transplanted tissue, suggesting that the new blood vessels grew from the

recipient mouse tissues. This study suggested that the periosteal cell sheets developed the ability for calcification

following transplantation, and therefore appeared to have the potential for use in periodontal regeneration

therapy.
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要旨：以前の研究でヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）を用いた三次元構造を有する細胞シートにKi-67 の

陽性反応，およびオステオポンチンやオステオカルシンなどの骨芽細胞マーカーの発現を報告した。本研究の目

的はHABPCs 移植片を免疫不全マウスに移植し，免疫組織化学的変化を観察することで歯周組織再生療法に使

用できる可能性を調べることである。移植 1，2, 4，8 週間後に屠殺し，血管新生と骨形成能の過程は血管マーカー

と骨マーカーの発現によって特定された。血管新生は移植 2週間後にHE染色において認められ，移植期間に伴

い増加した。また，ALPの陽性所見は移植 1週間後に観察され，移植 8週間後には陰性であった。移植 8週間後

に von Kossa の陽性所見が観察された。OP, OC, Col-Ⅰ，Runx-2 は移植 2週間後より，またVEGF, FGF-2 は

移植 1週間後より陽性反応が認められた。また，VWF，CD31 ともに陽性反応を示しており，それらの抗体の種

特異性から移植片内部に生じた血管はマウス由来であることが示された。これらのことより，今回作製した骨膜

由来細胞による移植片は，石灰化能を有することが示され，歯周組織再生療法に応用できる可能性が示唆された。

日本歯周病学会会誌(日歯周誌)53(1)：13-26，2011
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緒 言

組織工学的な再生療法は，今世紀，最も期待される

医療であり，現在までにその基礎的また臨床的研究は

目まぐるしい発展を遂げている。これまで，歯科にお

ける歯周組織再生療法では，上皮組織や結合組織，セ

メント質，歯根膜，歯槽骨をターゲットとした手法が

報告され，臨床応用されている。再生療法のひとつで

ある組織再生誘導法（guided tissue regeneration :

GTR 法）1)は，周囲の骨壁が少ない欠損形態に対し，

上皮の侵入を阻止し，スペースメイキングを可能とす

るバリアーメンブレンを用いて，歯根膜由来細胞を歯

根面に誘導することでセメント質を伴う結合組織性付

着を得る治療法である。また，エナメル基質タンパク

（Enamel Matrix Derivative : EMD）2)を用いた歯周組

織再生療法は，歯根形成期に起こる歯周組織の発生過

程を模倣した治療法であり，ヘルトヴィッヒ上皮鞘の

内エナメル上皮細胞が分泌するタンパク質により，象

牙質表面に無細胞セメント質の形成を促す。しかし，

骨壁の少ない骨欠損に対する GTR 法は，清掃性など

を考慮した理想的な歯肉形態に導くのは困難であり，

処置後の歯肉の不良形態への対応が必要となる。ま

た，EMDは粘性のある液体であり，スペースメイキ

ングの乏しい点を考慮する必要がある。すなわち，骨

欠損の状態により，軟組織が陥没を生じる可能性もあ

る。このように，残存する歯周組織の量の多少が歯周

組織再生の成否に影響を及ぼす。しかし，GTR 法や

EMD は互いを併用することや，骨移植材を併用する

ことで，その適応症はさらに拡大している3-9)。そし

て，最近，臨床で用いられている形質転換増殖因子-β

（transforming growth factor-β : TGF-β)や血小板由

来増殖因子（platelet-derived growth factor : PDGF )

などを成分とする多血小板血漿（platelet-rich plas-

ma : PRP）は，骨芽細胞の増殖やⅠ型コラーゲンの産

生促進などが報告されており，創傷治癒促進や歯周組

織再生促進効果が期待されている10-14)。また，塩基性

線維芽細胞増殖因子（basic fibrobrast growth factor :

FGF-2）は，線維芽細胞や血管内皮細胞，骨芽細胞な

どの細胞増殖を刺激することが報告されており15-19)，

さらに強力な血管新生促進作用が注目され，骨形成タ

ンパク-2（bonemorphagenetic protein-2:BMP-2）20,21)

は骨形成能の高さを利用した治療の実現に向け，臨床

応用研究が進められている。また，自家骨移植や他家

骨移植，異種材料移植，代用骨移植なども臨床で用い

られている手法であるが，自家骨移植の場合は採取骨

量の制限と二次的な手術野を必要とし，外科的侵襲に

よる疼痛発症などの欠点がある。また，異種材料移植

においては，感染のリスクが挙げられ，代用骨移植は

骨伝導能は認められているが，骨誘導能については否

定的であり，骨を形成する能力には乏しいとされてい

る。このように現在行われている再生療法には，それ

ぞれ利点や欠点があり，適応の制限がある。理想的な

再生療法として，外科的な侵襲が低いこと，生体への

親和性が良いこと，感染のリスクのない高い安全性，

操作性や付形性に優れ，組織再生量や形態の制御が可

能なことなどが求められる。

このような条件を満たす方法として，組織工学的手

法が注目されている22-25)。この手法は，足場・細胞・

増殖因子と再生の 3 要素26)が揃った理想的な材料と

考えられる。奥田，吉江らは培養骨膜シート+ PRP +

ハイドロキシアパタイトの併用療法にて，アタッチメ

日歯周誌 53(1)：13 ― 26, 201114



ントゲインの獲得を報告している27)。血管が分布し

ないところに破骨細胞は出現できず，したがって骨形

成が起きないため，歯周組織再生には，血管の介入が

不可欠となる28)。以前，我々はヒト歯槽骨骨膜由来細

胞を多層に培養することにより強固な細胞シートを形

成し，その細胞シートを折りたたむことにより三次元

構造を与え，新しい移植片の作製を試みた。さらに，

我々は，その移植片を免疫不全マウスに移植したとこ

ろ，Ⅰ型コラーゲン（Col-Ⅰ)，Ki-67，アルカリフォス

フォスファターゼ（ALP）陽性反応が観察され，移植

片内部には多数の血管形成を認めた29)。しかし，形成

された血管がマウス由来のものか，ヒト由来のものか，

血管形成のメカニズムや骨への分化の有無は解明され

ていない。そこで，本研究ではヒト歯槽骨骨膜由来細

胞を用いて作製した移植片を免疫不全マウスへ移植

し，組織学的検索，免疫組織学的検索を行い，歯周組

織再生療法への応用の可能性を検討した。

材料および方法

1. 細胞培養

本研究は，神奈川歯科大学附属病院に来院した歯周

病患者を対象に行った。神奈川歯科大学倫理委員会の

承認のもと，インフォームドコンセントを得た上で，

歯周外科処置時に部分層弁にて歯肉剥離を行い，歯槽

骨上にある組織を 3 × 3mm程度採取した。採取した

組織を骨膜片とし，細分化した後，Cell culture slip

(Thermanox Plastic : Nalge Nunc International, USA）

で骨膜片を押さえることにより，静置した状態を保ち

培養した。その後，細分化した骨膜片から遊走してき

た細胞のうち，10%ウシ胎児血清（FCS : Whitter Bio-

products, USA），0.25mMの L-ascorbic acid-2-phos-

phate ( AsA-2P: 和光純薬，大阪）および 100 units/mℓ

の penicillin (Gibco, USA），100μg/mℓの streptomy-

cin (Gibco, USA)，3.5mg/mℓのD - glucose (和光純

薬，大阪），10nMの dexamethasone (Dex, 和光純薬），

10mMβ-glycerophosphate (β-GP）を添加したα-Min-

imum Essential Medium (α-MEM : Gibco, USA）の骨

分化誘導培地にて 1週間培養し，von Kossa 染色陽性

の細胞をヒト歯槽骨骨膜由来細胞（human alveolar

bone periosteal cells : HABPCs）の初代培養細胞とし，

実験に供した。初代 HABPCs がコンフルエントに達

した後，0.25% Trypsin (ニッスイ，東京）にて処理し，

細胞密度を 1.8 × 104 cells/cm2に調整，37℃，5%CO2

下にて継代培養を行い，継代数 3〜6 のものを使用し

た。

細胞培養液は，α-MEM に 10% FCS, 0.25mM の

AsA-2P, 100 units/mℓの penicillin，100μg/mℓの

streptomycin，3.5mg/mℓの D - glucose を添加した

ものを使用し，2 日間毎に培地交換を行った。なお本

研究はヘルシンキ宣言を遵守し行った。

2. 細胞シートおよび移植片の作製

細胞シートおよび移植片の作製は，尾形らの方法に

従い行った30)。すなわち，継代した HABPCs を 1.8

× 104 cells/cm2の密度で直径 60 mmの培養皿に播種，

37℃，5%CO2下で培養を行った。さらに，1 週間後，

コンフルエントに達した培養皿上に HABPCs を 3.6

× 104 cells/cm2の密度で播種，同様の条件下で培養を

3週間行った。2日間毎に，培地交換を行った。4週間

培養後，0.25% Trypsin で培養皿から細胞を浮遊させ，

細胞シートとした。その細胞シートをピンセットを用

いて折りたたんだ後，培養皿上で 3日間静置し，三次

元構造を与え，移植片とした。

3. 実験動物および移植方法

実験動物は，重症複合型免疫不全症（SCID）マウス

（日本クレア株式会社，東京)，6 週齢，オス，体重約

20g を使用した。使用した実験動物は，神奈川歯科大

学動物実験倫理委員会が定めた「神奈川歯科大学動物

実験指針」に基づき取り扱った。

まず，ジエチルエーテル（和光純薬，大阪）を用い

吸入麻酔を行った後，生理食塩水にて 10 倍希釈した

ソムノペンチル（共立製薬株式会社，東京）を

100〜110mg/mℓの用量で腹腔内投与した。背部を剃

毛し，長さ 1cmの切開を入れ，皮下をポケット状に剥

離した。そして，作製した移植片を皮下に移植し，4-0

合成吸収性縫合糸（コーテッドバイクリル：ジョンソ

ン・エンド・ジョンソン，USA）にて縫合した。対照

群は，同様に切開，剥離を行い移植はせず，そのまま

縫合した。抜糸は術後 2 週間目に行った。SCID マウ

スへの移植実験は，1匹あたりに 1つの移植片とした。

移植後，1，2，4，8週に十分に麻酔を行った後，潅流

固定を行った。

4. 組織学的検索

移植片および SCID マウスから採取した組織片は，

4 % パラホルムアルデヒド水溶液（和光純薬，大阪）

にて固定後，さらに振とう器にかけた状態で 2 時間，

4 ℃にて固定した後パラフィン包埋したものをミクロ

トームにて厚さ 4 mmの切片を作製した。その後，作

製した切片を，キシレン（和光純薬，大阪），100%，

95%，90%，80%，70%アルコールにて順次脱パラフィ

ンを行った。ALP染色は，染色キット（和光純薬，大

阪）を用いて，室温で 1時間，反応させ水洗した後に

停止させた。von Kossa 染色は紫外線下で 5 %硝酸銀

水溶液(和光純薬，大阪)に 1時間反応させて水洗した
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後に 5%チオ硫酸ナトリウム水溶液(和光純薬，大阪)

に 3 分間反応させ水洗した。そして，ケルンエヒト

ロート水溶液（武藤化学，東京）にて対比染色を行っ

た。HE染色において炎症性細胞の浸潤を認める部位

を境界とし，移植片および移植細胞，マウスの組織お

よびマウス細胞とを区別，点線で示し，以降の染色に

も用いた。

5. 免疫組織学的検索

組織学的検索同様に切片を作製し，脱パラフィン後

に，10 %正常ヤギ血清（normal goat serum : NGS）で

ブロッキングを行った。一次抗体は，抗ヒトⅠ型コ

ラーゲン（Col-1）ラビットポリクローナル抗体（1:200 :

株式会社 エル・エス・エル，東京)，抗ヒトFGF-2 ラ

ビ ッ ト 抗 体 (SANTA CRUZ BIOTECNOLOGY,

USA)，抗ヒト VEGF ラビット抗体（1/50 : SANTA

CRUZ BIOTECNOLOGY, USA），抗マウス CD31

ラット抗体（1/100 : BMA Biomedicals, Netherland)，

抗ヒト von willebrand 因子（VWF)ラビット抗体

（1/50 : SANTA CRUZ BIOTECNOLOGY, USA），抗

ヒト Ki67 ラビットポリクローナル抗体（1/50 :

SANTA CRUZ BIOTECNOLOGY, USA），抗ヒト

Runx2 ラビットモノクローナル抗体，抗ヒトオステオ

ポンチン（OP）ラビットポリクローナル抗体（1/1500 :

CHEMICON INTERNATIONAL)，抗ヒトオステオ

カルシン（OC）ラビットポリクローナル抗体（1/25 :

Abd serotec），を用い，4℃で 1晩，反応させた。二次

抗体は，抗 OC，抗 OP，抗 Ki67，抗 Runx2，抗 von

willebrand 因子，抗ヒトVEGFラビット抗体，抗ヒト

FGF-2 ラビット抗体には Rabbit, Immunogloblins/

Biotin (1/400:DAKO,USA)を用いて室温で 1 時間作

用させ，発色は Streptavidin-Cy3 (1/100:Sigma:USA）

にて室温で 1 時間行った。抗 CD31 には alexa 488

ラット IgG（Dako Cytomation）を用いて，室温で 1時

間作用させた。なお観察は蛍光顕微鏡にて行った。

結 果

1. 移植片の作製

HABPCs は紡錘形を呈しており，60mm の培養皿

上に播種を行ったところ，7日間でコンフルエントに

達する細胞増殖能があった。また，細胞播種を繰り返

すことによって HABPCs を積層することが可能で

あった。積層したHABPCs を tripsin を用いてシート

状に浮遊させ，ピンセットで細胞シートを折り畳んで

も崩れることなく，移植片を作製することができた。

また，作製後 3日間，静置したところ，ピンセットで

把持しても形態を保つことのできる物性を持ち，大き

さは 9× 5mmで厚みは 1.5mmであった。

2. 組織学的所見

HE 染色において，移植 1 週間後の組織内の移植片

は，細胞シートを折りたたんだ際にできたと思われる

層構造が認められた(図 1a)。また，移植 2週間後には

移植片内部に血管が見られ，血管数は経時的に増加傾

向を示した(図 1b, c)。移植片は，移植 4 週間後まで

は移植時とほぼ同様の形態を保っていたが，移植 8週

後には移植片の大きさは移植時の比較し，縮小傾向を

示した(図 1d)。さらに，移植 1週間後には，移植片周

辺全体に多くの炎症性細胞が認められたが，移植後 2，

4 週間後には減少傾向を示しており，移植 8週間後に

はほとんど見られなかった(図 1)。

ALP染色においては，移植 1週後において，表層お

よび層構造部に強い陽性反応を示し，移植 2，4週間後

に陽性反応を示す部位は表層および内部でも少なくな

り，移植 8週後においては陽性所見を認めなかった(図

2)。von Kossa 染色陽性所見は，移植 1，2週間後には

認めず，移植 4週間後において移植片中心部の層構造

に沿って認められ，移植 8週間後には，より広い範囲

で認められた(図 3)。

3. 免疫組織学的所見

Col-Ⅰ陽性反応は，すべての期間において移植片全

体に陽性反応を認め，移植片表層，内部に同様の強さ

の陽性反応であった(図 4)。FGF-2 陽性反応は，表

層，内部ともに全体的にまばらに陽性反応を認め，経

時的に増加傾向を示した(図 5)。VEGF は，移植 1 週

間後では移植片周辺に陽性反応を認め，移植 2週間後

以降は移植片内部にも強い陽性反応を示した(図 6)。

移植 8週間後のVWF, CD31 の陽性所見は，同部位で

表層，内部ともに強い陽性反応を認めた(図 7)。

Ki-67 においては，移植 1，2週間後では移植片表層に

陽性反応を多く認め，内部にはわずかな陽性反応が見

られた。移植後 4，8週間後は，1, 2 週間後と比較し，

内部にも全体的に陽性反応が認められた(図 8)。

Runx-2 においては，移植 1 週間後にごくわずか表

層に陽性反応を認め，移植 2週間後では増加傾向を示

し，内部にも陽性反応を認めた。また，移植 4，8週間

後では表層，内部ともに陽性反応部位が増加した。す

べての期間において，内部よりも表層の部位において

陽性反応は強く認められた(図 9)。OC, OP 陽性反応

は，移植 1週間後には認められず，移植 2週間後には

移植片表層と内部に弱い陽性反応が見られ，移植 4週

間後では移植片全体的に認められ，移植後 8週間後に

は移植片の表層，内部ともに強い陽性反応を示した(図

10，11)。
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図 2 組織内の移植片のALP染色像（× 100），拡大像（× 400）

a： 移植 1週間後。移植片内の層構造部および表層に強い陽性反応が認められた（矢印）。

b： 移植 2週間後。移植片内の層構造部および表層に陽性反応を認めたが，移植 1週間後と比較し，陽性反応を示した

部位は減少した(矢印)。

c： 移植 4週間後。移植 2週間後と比較し，さらに陽性反応を示した部位は減少し，移植片内にわずかに陽性反応を認

めた(矢印)。

d： 移植 8週間後。移植片内および表層に陽性反応は認められなかった。

図 1 組織内の移植片のHE染色像（× 200），拡大像（× 400）

a： 移植 1週間後。移植片周囲に炎症性細胞が認められ（矢印），移植片は層構造を示していた。

b： 移植 2週間後。移植片周囲に炎症性細胞が認められたが，移植 1週間後と比較し，減少していた（矢印）。また，血

管様構造が認められた（矢頭）。

c： 移植 4週間後。移植片周囲に炎症性細胞はほとんど認められず（矢印），血管様構造は移植 2週間後と比較し増加傾

向を示した（矢頭）。

d： 移植 8週間後。移植片周囲に炎症性細胞は認められず，明確な血管様構造が認められた（矢頭）。

T： Transplant BV：Blood Vessel CT：Connective Tissue
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図 3 組織内の移植片の von Kossa 染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内に陽性反応は認められなかった。

b：移植 2週間後。移植 1週間後と同様 ,移植片内に陽性反応は認められなかった。

c：移植 4週間後。移植片内に陽性反応が認められた（矢印）。

d：移植 8週間後。移植片内に陽性反応が認められ，移植 4週間後と比較し，さらに陽性反応を示した部位が増加した

（矢印）。

図 4 組織内の移植片のCol-Ⅰの陽性反応（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内全体に強い陽性反応が認められた。

b：移植 2週間後。移植 1週間後と同様，移植片全体に強い陽性反応が認められた。

c：移植 4週間後。移植 2週間後と比較し，陽性反応は減少傾向を示したが，移植片全体に陽性反応が。認められた。

d：移植 8週間後。移植 4週間後と比較し，同様の強さの陽性反応が認められた。
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図 5 組織内の移植片のFGF-2 染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内に陽性反応が認められた（矢印）。

b：移植 2週間後。移植 1週間後と同様，移植片内に陽性反応が認められた（矢印）。

c：移植 4週間後。移植 1，2週間後と同様，陽性反応が認められ，増加傾向にあった（矢印）。

d：移植 8週間後。移植 1，2，4週間後と比較し，移植片内全体に広範囲の陽性反応が認められた（矢印）。

図 6 組織内の移植片のVEGF染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内にわずかに陽性反応が認められた（矢印）。

b：移植 2週間後。移植 1週間後と比較し移植片内の陽性反応は増加傾向を示した（矢印）。

c：移植 4週間後。移植 1，2週間後よりさらに陽性反応の増加を認めた（矢印）。

d：移植 8週間後。移植 1，2，4週間後と比較し，移植片内全体に広範囲の陽性反応が認められた（矢印）
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図 8 組織内の移植片のKi-67 染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内の表層にわずかな陽性反応は認められた（矢印）。

b：移植 2週間後。移植片内の層構造部に沿って陽性反応が認められた（矢印）。

c：
移植 4週間後。移植片内の表層の層構造部に強く陽性反応を認め，移植 2週間後と比較し陽性反応の増加を認めた

（矢印）。

d：移植 8週間後。移植片内および表層に陽性反応が認められた（矢印）。

図 7 移植 8週間後における組織内の移植片の染色像（× 200）

a：HE染色像。移植片内に血管様構造が認められた（矢印）。

b：VWF染色像。移植片内に陽性反応を示した（矢印）。

c：CD31 染色像。VWF染色像の陽性反応と同部に陽性反応が認められた（矢印）。
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図 10 組織内の移植片のOP染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内に陽性反応は認められなかった。

b：移植 2週間後。移植片内にわずかに陽性反応が認められた（矢印）。

c：移植 4週間後。移植 2週間後と比較し，陽性反応を示した部位が増加した（矢印）。

d：移植 8週間後。移植 4週間後と比較し，さらに陽性反応が増加し，移植片内全体に陽性反応が認められた（矢印）。

図 9 組織内の移植片のRunx2 染色像（× 200）

a：移植 1週間後。移植片内にわずかに陽性反応が認められた（矢印）。

b：移植 2週間後。移植 1週間後より陽性反応部位は増し，移植片内の全体にまばらに陽性反応が認められた（矢印）。

c：移植 4週間後。移植 2週間後と比較し，さらに陽性反応を示した部位が増加し，移植片内に陽性反応を認めた（矢印）。

d：移植 8週間後。移植片内の全体に強い陽性反応が認められた（矢印）。



考 察

骨膜は，骨表面を覆う結合組織であり，骨の発生，

栄養供給，成長，再生を司る役割を持っている。骨膜

は，組織学的に二つの細胞層で構成されており，一つ

は骨側にあり骨基質に局在する骨芽細胞・前骨芽細胞

の骨形成層，もう一つはその周囲を囲む線維芽細胞の

線維層である。骨形成層は，骨芽細胞や骨細胞へ分化

する能力のある細胞を含み，線維層には線維芽細胞の

ほかに細胞外基質を含むと言われている31-33)。また，

培養骨膜の研究報告は数多くされており，その特徴が

本来の骨膜と同等であったこと34)や冷凍保存におい

ても性質が維持されたこと35)などが示されている。

今回，我々が用いた歯槽骨骨膜由来細胞も骨芽細胞以

外のさまざまな細胞の存在が考えられる。

細胞増殖能の検索には proliferating cell nuclear

antigen (PCNA）や Ki-67 などが用いられるが，

PCNA は半減期が 24 時間と長く，増殖細胞で合成さ

れた PCNA の 40% が G0期に入った 48 時間後におい

ても検出され，核の染色所見や染色強度に多様性があ

ると言われている。それに対し Ki-67 は半減期が 20

分と短いため，細胞増殖に対する特異性が高いと言わ

れている36)。我々は，細胞増殖能マーカーとして

Ki-67 を用いたところ，移植 1週間後において移植片

の表層に陽性反応を認めた。陽性反応は経時的に増加

傾向を示し，生体内に移植することで休止期にあった

HABPCs の増殖期への移行が考えられた。

成人の骨格で起こる一連の骨形成と骨吸収をリモデ

リングと呼び，骨形成の過程が活性化，吸収，逆転，

形成，休止の順序で 5相の代謝回転として起こる。活

性化は，循環血中の単球マクロファージ系から内分泌

的環境，力学的環境，基質損傷などの信号により，破

骨細胞前駆細胞は前破骨細胞に分化し，骨表面に付着

する。そして，多核の破骨細胞になり骨吸収を開始し，

その部位は吸収窩となる。吸収が終了すると骨芽細胞

前駆細胞が骨芽細胞へと分化・増殖する。骨芽細胞は

類骨を形成し，石灰化が進行，骨細胞となり形成は終

了する37-39)。このようにリモデリング・サイクルにお

いて，破骨細胞と骨芽細胞は連関して働く。すなわち，

破骨細胞前駆細胞は血管から供給されるため，骨形成

には血管侵入が重要な役割を担っている。

血管新生を調節するサイトカインとして，VEGFが

あり，その作用は血管内皮細胞の増殖・分化を促進し，

血管新生の中心的役割を果たす40,41)。また FGF-2 は

血管内皮細胞や骨芽細胞の細胞増殖を活性化し，血管

日歯周誌 53(1)：13 ― 26, 201122

図 11 組織内の移植片のOC染色像(× 200）

a：移植 1週間後。移植片内に陽性反応は認められなかった。

b：移植 2週間後。移植片内の表層および内部に弱い陽性反応が認められた（矢印）。

c：移植 4週間後。移植片内に陽性反応が認められ，移植 2週間後と比較し，陽性反応を示した部位は移植片内部より表

層に多く認められた（矢印）。

d：移植 8週間後。移植 4週間後と比較し，さらに陽性反応が増加し，移植片表層強いに陽性反応が認められた（矢印）。



新生や骨形成を促進する。今回の研究結果からマウス

背部組織内の移植片には移植 1週間後において層構造

部に沿って，VEGF, FGF-2 の陽性反応が認められた。

また，HE染色においても層構造部に沿って，血管構

造が認められた。このことから，VEGF や FGF-2 に

よって血管新生が誘導され，血管様構造を含まない移

植片であっても，生体内に移植することで血管新生が

起きる可能性が示された。

さらに，骨形成の中心的役割を果たす骨芽細胞は，

間葉系幹細胞に由来し，軟骨細胞や脂肪細胞などと同

一の起源を持つ。その骨芽細胞は，Ⅰ型コラーゲン，

ALP, OPNなど特異的な遺伝子を発現するが，その発

現は分化段階によって異なる。骨芽細胞の分化の初期

にはⅠ型コラーゲンのマトリクッスが形成され，その

後ALP，続いてオステオネクチン，OPN, OCなどの

遺伝子発現，タンパク量が上昇する。産生された骨基

質は最終的に細胞外へ沈着していく。すなわち，骨芽

細胞の前駆細胞はⅠ型コラーゲンと ALP を，初期の

骨芽細胞は OPN と骨シアロタンパクを，そして成熟

骨芽細胞ではそれらに加え OC も発現する42-45)。移

植 1 週間後の移植片内にはALP 陽性反応が認められ

たため，骨芽細胞の分化が開始していたと考えられる。

また，移植 4週間後から骨形成マーカーであるOPN,

OCの陽性反応が徐々に増加傾向を示し，ALPの発現

が低下した。これらの結果より石灰化の進行が示唆さ

れ，von Kossa 染色においては移植 4，8週間後より陽

性反応を示し，石灰化硬組織が認められた。

また，骨芽細胞は骨基質タンパクに加え，TGF-β，

BMP などのサイトカインを産生し，骨芽細胞に作用

することで骨組織の維持に重要な役割を担っている。

これまで，BMP によって発現誘導が認められる遺伝

子として Runx2, Osterix などが報告されている。

Runx2 は，骨形成の分子基盤をなす転写因子であり，

間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化に必須な役割を果

たす。そして，Osterix などが前骨芽細胞から未熟骨

芽細胞へと分化させ，同時に軟骨細胞への分化を抑制

する。また，Runx2 によりⅠ型コラーゲン，OC，OPN，

骨シアロタンパクなどの基質タンパク質の発現が調節

され，骨芽細胞が骨形成細胞としての機能を示すよう

になる46-49)。移植 1 週間後の移植片内には，Runx2

の弱い陽性反応を認め，移植 4，8週間後には移植片全

体に陽性反応が認められたため，今回用いた三次元構

造を有する細胞シートを生体内へ移植することで

HABPCs を骨芽細胞へ分化させていく可能性が示さ

れた。

また，VWFは動脈，毛細血管，静脈に至る全身の血

管内皮細胞で産生され，血管内皮下組織や血小板に存

在する糖タンパクである。リンパ管の内皮細胞では産

生されないため，血管内皮細胞に特異性が高い物質で

ある。CD31 は内皮細胞および内皮細胞間，単球に発

現する膜抗原である。白血球に対しては血管内皮への

接着や血管外遊走に関与し，内皮細胞同士の接着など

にも関与するため，血管内皮細胞マーカーとして用い

られる。そこで，今回の移植実験で認められた新生血

管が，マウス由来かヒト由来かの判定をするため，

VWF 抗体はマウスとヒト，CD31 はマウスにのみ交

差反応を示す血管内皮細胞マーカーを用いた。すなわ

ち，VWF陽性反応のみ認められればヒト由来，VWF

および CD31 陽性反応が認められればマウス由来の新

生血管であると判定できる。その結果，組織内の移植

片は，VWF, CD31 ともに陽性細胞を認めた。このこ

とにより，ヒト由来の歯槽骨骨膜細胞を用いた移植片

を移植したことで，ホストであるマウスの血管が移植

片に侵入し，休止期にある細胞に栄養を与え

HABPCs を骨芽細胞へ分化させ，骨形成を促す可能

性が明らかになった。また，組織内の移植片の血管は，

細胞シートを折り畳んだ際にできた折り目より形成さ

れる所見が認められた。今後はこのメカニズムを検討

することで，移植に最適な細胞シートの作製方法や期

間を決定する必要がある。また，線維芽細胞等の他の

細胞との比較を行い，有用性を検討する必要性がある

と考えられる。

以上のことから，作製した移植片は自己由来の細胞

と足場を兼ね備え，また，血管新生を促し，骨形成を

誘導する優れた移植材となる可能性が示唆された。し

かし，培養期間に 4週間かかっていることから，さら

に効率よく細胞シートを作製可能にするため，血管新

生のメカニズムを検討することで，細胞濃度や播種の

タイミングなどを検討する必要性があると考えられ

る。また，歯周組織再生に適した移植片の厚みや形態

なども今後の課題であると思われる。
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