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要旨  

【目 的 】  

小 児 の永 久 歯 の先 天 欠 如 に対 する治 療 の選 択 肢 として，歯 の移 植 が行 わ

れている．しかしながら，骨 幅の狭い歯槽骨への歯の移植は困難 であるため，

適応 となる症例 が限 られる点 が問題であった．近年 ，培養細胞 ，担体 ，生理

活 性 物 質 等 を組 み合 わせることで組 織 を再 生 させるティッシュエンジニアリン

グの手 法 が注目 されている．そこで本 研 究 では，ティッシュエンジニアリングの

手法 を歯 の移植 に併用することで移 植歯周囲 に骨 を形成 させ，骨 が狭小 な

歯槽部への歯の移植 を可能にする方法について検討 を行 った．  

【材 料 と方法 】  

3 週齢雄性 C57 BL/ 6J マウスを麻酔薬の過量投与により安楽 死 させた後 ，

上 顎 第 一 ，第 二 臼歯 の抜 去 を行 った．大 腿 骨 と脛 骨 の両 端 を切 断 し，フラ

ッ シュアウ トにて骨 髄 細 胞 を採 取 した後 ，密 度 勾 配 遠 心 法 にて単 核 球

（M N C ）を採 取 した．次 に皮 質 骨 を細 切 し，コラゲナーゼにて酵 素 処 理 を行

った後 ，皮 質 骨 由 来 細 胞 （CBD C ）を採 取 した．皮 質 骨 由 来 細 胞 は， 2 継

代後にスフェロイド形 成 用ディッシュへ播種 し， 2 4 時間後にスフェロイドを回

収 した．スフェロイドは使 用時 まで凍結保存 した．細 胞の担体 として，アテロコ

ラーゲンスポンジを整 形 して用いた．CBD C 群 （CBD C スフェロイド＋アテロコ

ラーゲンスポンジ＋歯 ），M N C 群 （M N C＋アテロコラーゲンスポンジ＋歯 ），

Co l l age n 群 （アテロコラーゲンスポンジ＋歯 ）および To o t h 群 （歯 のみ）の 4

群 を設定 し，ペントバルビタールによる全身麻酔下で，それぞれを 6～8 週齢

雄性 S CID マウス背部皮下へと移植 した．4 週後に移植物 を摘出 し，中性

ホルマリンにて固 定後 ，μC T と分 析 用 ソフトウェアを用 いて新生骨の解析 を

行 った．撮影 後に移植物 を脱灰 ，脱 水 し，パラフィンに包埋 した．薄切 したサ

ンプルは，H - E 染色 ，マッソントリクローム染 色 ，TR AP 染色および S P 7 に対

する免疫染色により評 価 した．  

【結 果 】  

4 群 とも骨形成が認められたが，新生骨量は CBD C 群が他の３群 と比較 して

有 意 に多 かった． ４群 すべてにおいて根 管 中 隔 に新 生 骨 が認 められた．

M N C 群 ，Co l l age n 群 ，To o t h では歯根外側への骨形成は僅 かであったの
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に対 し，CBD C 群では歯根外側に多 くの骨形成 を認め，一部の移植物では

新生骨は歯冠周囲に及んでいた．骨密度 ( BV / TV)は各群間 で有意差が見

られなかったが，CBD C 群では To o t h 群 ，Co l l age n 群 と比 較 して骨梁数

( Tb . N )が少 なく，骨 梁 間 隙 ( Tb . S p ) ,  骨 梁 中 心 距 離 ( Tb . S p ac )は低 値 で

あったことから，CBDC 群 における新 生 骨 の骨 梁 構 造 は疎 であると考 えられ

た．H E 染色 では，４群 とも幼 弱 な骨形成が見 られ，新 生骨 と歯 根 の間 には

歯根膜様の線維性組織が介在 していた．しかしながら，根 尖 部付近ではセメ

ント質 の肥大 と置換性骨吸収がみられた．マッソントリクローム染色では， 4 群

とも新 生 骨 と歯 根 との間 の線 維は濃 染する膠 原 線 維 であり，歯 根 膜 様 の構

造が見 られた．  

【考 察 】CBD C 群では，M N C 群 ，Co l l age n 群 ，To o t h 群 と比較 して新生骨

量 が有 意 に増 加 しており，新 生 骨 は根 幹 中 隔 以 外 に歯 根 外 側 にも認 めら

れた．この結 果 から，CBD C スフェロイドによるティッシュエンジニアリングを併

用することで，歯 の移植 と同 時に骨増生 が得 られる可 能性 が示 された．一 方 ，

単離 された M N C では明 らかな骨形成は認められなかったことから，併 用する

細 胞 には高 い骨形成能が必要 と考 えられた．新 生 骨 と歯 根 との間 には歯根

膜様 の膠原 線維 が存在 し，ティッシュエンジニアリングによる骨 形成 において

も歯根膜は維持 されることが示 された．しかしながら，歯 根 尖付近ではセメント

質 の過 形成 や置換性 骨 吸 収 も見 られた事 から，根 尖 部 での骨 性 癒 着や歯

根吸収が起 こる可能性には注意 が必要 と考 えられた．本 研究 では異所性の

移植 モデルを用 いているため，移 植 歯 に対する機 能負 荷 の影 響 について検

討することはできなかった．今 後は同所性 の移植モデルを用いて，さらに機能

負荷 の影響や新 生 骨の長 期予 後についても検 討 を行 う必 要 があると考 えら

れた．  
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緒言 

永久歯の先天欠如は人口の 0.15～16.2%とされており，治療が必要な症例も少なくない 1)．

先天欠如に対する治療として，補綴治療，矯正治療やインプラントによる治療の他に，患者自

身の別の部位の歯を移植する自家歯牙移植が行われている 1)．ブリッジによる補綴治療では

隣在歯を削る必要があるが，自家歯牙移植ではその必要がない．また，矯正治療やインプラ

ント治療と比較して，治療期間が短い点や費用も安価である点がメリットと考えられる 2)．これま

での研究では比較的良好な予後が示されており，Rohof らによれば根未完成歯移植の 10 年

後の成功率は 96.3％であり 3)，合併症は，歯髄壊死，歯根吸収，アンキローシスの順で，それ

ぞれの発生率は 3.3％，2.9％，2.0％であった．また，Machado らの systematic review で

は， 6 年以上経過した移植歯の予後は 75.3%から 91%4)であり，Yang らの研究では 10 年

後の生存率は 74％と報告されている 5)． 

一方，自己歯牙移植の欠点として，予後が移植される受容側の骨の状態に影響されること

が挙げられる 6)．移植後にも移植床外側の皮質骨が保たれている必要があるため，移植床の

骨幅は移植歯より大きくなくてはならないが，それだけの骨幅が確保できない症例も少なくな

い．例えば上顎側切歯は先天欠如が頻繁に見られる部位であるが，小臼歯や大臼歯などのド

ナー候補歯のサイズと比較すると，骨幅が十分ではない場合も多い 2)．このように骨幅の狭い

歯槽骨への歯の移植が可能になれば自家歯牙移植の適応が広がると考えるが，現在そのよう

な治療法はない． 

骨幅の狭い歯槽部への移植を可能にする方法として，移植床部にあらかじめ骨増生を行う

ことが考えられる．しかしながら骨増生と歯の移植という複数回の手術が必要となり，患者への

負担が大きい．歯の移植と同時に骨増生を行うことができれば，手術回数を減らすことができ

るとともに治療期間の短縮が見込まれ，患者負担を軽減することができる．現在歯槽骨の増生

には自家骨や人工骨の移植などが用いられている 6, 7)．自家骨移植では骨再生の確実性が

高いものの健全な組織を傷つける必要がある 8)．人工骨による骨増生では，移植部位の欠損

形態や再生骨量に制限があり，創の哆開などの合併症も多い 6, 7)．再生医療は培養された細

胞など利用して組織を再生する新しい概念であり，歯科領域でもインプラント治療を対象とし

た骨再生治療がすでに臨床応用されている 9,10)．特に細胞と生体吸収性材料を用いて組織

再生を行うティッシュエンジニアリング（組織工学）が骨再生治療の主要な方法となっている 9, 

11）．内川らは，歯の移植にβ-TCP ブロックによる担体と骨髄単核球細胞（MNC）を用いたテ

ィッシュエンジニアリングを併用することで，歯槽骨再生を同時に行う可能性について検討を

行った 12）.その結果，歯の周囲への骨再生は促進されたものの，βTCP ブロックは複雑な歯

槽骨や抜去歯に形態を合わせることが技術的に困難であり，一部では骨性癒着が認められる

などの問題があった．また，MNC による骨再生促進効果は認められず，より高い骨再生能を

有する細胞と賦形性に優れた担体が必要と考えられた． 

 本研究では，これまでの研究から優れた幹細胞性と高い骨再生能を有することが報告されて



2 
 

いる皮質骨由来間葉系間質細胞（Compact bone-derived mesenchymal stromal cells: 

CB-MSCs）を浮遊培養することで得られるスフェロイドを用いることとした 13, 14, 15)．また，賦形

性に優れたコラーゲンスポンジ 16)を担体として採用することで，より臨床応用に適した手法の

開発を目指した． 

 

材料と方法 

本研究における動物実験は，「松本歯科大学動物実験委員会」の承認を得て行った（承

認番号 318）．実験の流れを図 1 に示す． 

1. 実験動物 

C57BL / 6J 雄マウスおよび C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid (SCID)雄マウスを日本 SLC

から購入し，松本歯科大学ハイテクセンターの実験動物施設で飼育した．飼育環境は，

12 時間の明暗サイクルで温度は 24℃±2℃，湿度 50～60%に制御された部屋で，飼料

と水は自由摂取とした． 

 

2. 担体 

細胞の担体として，アテロコラーゲンスポンジ（テルプラグ® S サイズ，オリンパス

テルモバイオマテリアル株式会社）を直径 8 ㎜，高さ 5 ㎜の半円形に成型した．断面に

は歯牙を挿入するための陥凹を形成し，一晩 UV 照射を行い滅菌後使用した． 

 

3. 抜歯および細胞調製 

歯および細胞採取には，3 週齢 C57BL / 6J 雄マウス 30 匹を使用した．ペントバルビ

タールを腹腔内に過量投与し，安楽死させた後，直ちに根管充填用ピンセットにて上顎

の第 1 臼歯（M1）と第 2 臼歯（M2）を抜去した．歯の形成段階は Moorrees らの分類

で R3/4 であった 17)．歯の移植の成否は残存する歯周組織の面積に依存するため 1, 2, 3, 

18) ，抜歯の際には歯根膜を保護するよう細心の注意を払った．抜去した歯は MEM培

地（富士フィルム和光純薬株式会社）に浸漬した上で，実体顕微鏡（LEICA MZ6; Leica 

Mikrosysteme）で抜去歯および歯根膜の状態を確認し，付着した骨の断片が見られた

場合には除去した．歯根膜が失われているものや，歯根破折を生じているものは移植に

は使用しなかった。抜去歯は移植するまで同じ培地中に浸漬して保管した． 

次いで同マウスから脛骨と大腿骨を剖出し，周囲の筋，腱，骨膜等の付着軟組織を除

去後，両側の骨端部を切断した．切断面から 27G針付き注射器を用いて骨髄腔をMEM

で洗い流し，骨髄細胞を採取した．MNC の分離には，密度勾配遠心分離法を用いて，

Uchikawa らの方法に従って行った 12)．具体的には Lymphocyte-Mammal（Cedarlane, 

Burlington）を用いて 22℃，600 g で 20 分間遠心分離を行い， Buffy coat の細胞を

ピペットにて採取して MEMを加え懸濁した後，再度 22℃，600 g で 10 分間遠心分
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離を行った．上清を除去し，MEMで 1.0×106個/l になるよう再懸濁した． 

CB-MSCsは，これまでに報告されたプロトコールに従って分離，培養を行った19, 20)． 

MNCの抽出後に残った骨組織をリン酸緩衝生理食塩水（PBS（-）; 冨士フィルム和光純薬株

式会社）に移し，剪刀で1〜2 mmの断片に切断した．得られた骨細片を50 mlの遠心管に入

れ，25％コラゲナーゼ（富士フィルム和光純薬株式会社）と20％ウシ胎児血清（FBS; 

Biowest)を含む20 mlのPBS(-)に浸漬し，バイオシェーカーを用いて37℃，90 rpmで45分

間振盪した．40 μmのセルストレーナーを通して夾雑物を除去し，細胞を別の遠心管に集め

た．細胞は，10%FBS，1%ペニシリン-ストレプトマイシン-アンホテリシン(Biological 

Industries USA, Inc.)，および10 ng/ml組換えヒト塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF; 

PeproTech）添加MEM中で培養した．細胞が80%コンフルエントに達した時点でトリ

プシンにて回収し，２継代目の細胞を以前の報告14)に従って55 mm径の自発的スフェ

ロイド形成用培養ディッシュ（AS ONE）に1.5×104細胞/ cm2の密度で播種した．播

種24時間後にCB-MSCsスフェロイドを回収し，凍結保存液（STEM-

CELLBANKER，タカラバイオ株式会社）中で使用直前まで-80℃にて保管した15)．使

用直前に38℃のウォーターバスにて急速融解した． 

 

4. 細胞の播種と移植 

細胞を採取したマウスとは別個体の 6～8 週齢の SCID 雄マウス 10 匹の背部 4 か所

を移植部位とし、それぞれの移植位置を Tooth 群，Collagen 群，MNC 群，CB-MNC

群の 4 群にランダムに割り当てた(n=6~8)． Tooth 群では，足場であるアテロコラーゲ

ンを使用せず，抜去した歯のみを移植した．Collagen 群では，抜去した歯をアテロコラ

ーゲン内に挿入し，50μl の培地を滴下して移植した．MNC 群では，抜去した歯をア

テロコラーゲン内に挿入し，1.0×106個の MNC を播種して移植した．播種 MNC の数

は，文献 21)および予備実験に基づいて決定した．CB-MSC 群では，MNC 群と同様に抜

去した歯をアテロコラーゲン内に挿入し，1.0×106個の CB-MSCs スフェロイドを播種

後移植した． 

ペントバルビタールの腹腔内注射による全身麻酔下で背部の剃毛を行い，背部正中

に 10 mm 程度の皮膚切開を行った．鈍的剥離を行い，上記 4 群の移植片を皮下に注意

深く挿入した後，皮膚縫合を行った．また，担体のみ，あるいは CB-MSCs スフェロイ

ド＋担体のみによる骨形成能を確認するため，担体のみ，および担体に歯を挿入せずに

MNCs もしくは CB-MSCs を播種したものを実験群と同様に移植した．移植後 4 週間

で，麻酔の過剰投与によりマウスを安楽死させた．移植物を摘出し，10％緩衝ホルマリン溶

液で固定後，以下の解析を行った． 

 

5. マイクロ CT（μCT）撮影および骨形態計測 

移植物をμCT（ScanXmate-A080; ComScan Tecno Co. Ltd）を用いて撮影した．撮
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影条件は，電圧 30.0kV，電流 250 mA，ピクセルサイズ 512×480 とした．骨様組織の

領域選択は，1 人の術者が各断層面から形態に応じて手動で選択し，これらの CT 画像

を 3 次元（3D）画像に再構成後，分析ソフトウェア（TRI / 3D-BON; ラトック社）を

使用して形態計測を実施した．使用した形態計測パラメータは，骨組織体積（TV），骨

体積（BV），骨表面積（BS），骨密度（BV / TV），骨梁数（Tb.N），骨梁幅（Tb.Th），

骨梁間隙（Tb.Sp），骨梁中心距離（Tb.Spac），フラクタル次元，ストラクチャーモデル

インデックス（SMI）および骨パターンファクター（TBPf）である 22, 23)．なお，TV，

BV / TV については，全体に加えて，歯根の外側と内側（歯根間部）に分けて解析を行

った. 

 

6. 組織学的および免疫組織化学的解析 

組織学的解析のため，固定されたサンプルを 10％エチレンジアミン四酢酸（EDTA）

溶液（pH 7.4）で 18 日間 20℃にて脱灰後脱水し，パラフィンに包埋した．サンプルを

5 m のスライスに薄切し，ヘマトキシリン-エオジン（HE）染色を行った．移植歯を

含むスライドを選択し，マッソントリクローム染色と TRAP 染色を行った．マッソン

トリクローム染色は，脱パラフィン後第 1 媒染溶液(武藤化学)にて媒染，水洗後，ワイ

ゲルトの鉄ヘマトキシリンで核染色を行った．水洗後第 2 媒染溶液(武藤化学)にて媒染

後 0.75%オレンジ G 液で染色し，酢酸水で洗浄後，ポンソーキシリジン，酸フクシン，

アゾフロキシン混合液(冨士フィルム和光純薬株式会社)で細胞質を染色した．酢酸水で洗

浄し，2.5%リンタングステン酸染色後酢酸水で媒染，酢酸水で洗浄後，アニリン青で膠

原繊維線維を染色して酢酸水で洗浄した後，エタノールで分別・脱水を行いキシレンで

透徹し，封入した．一方，TRAP 染色は，脱パラフィン後 TRAP 染色液で 37℃30 分の

染色後洗浄後ヘマトキシリンで核染色を行った．なお，TRAP 染色液の作製には，ナフ

トール AS-BI リン酸ナトリウム(和光純薬)・N, N-ジメチルホルムアミド・0.2 M アセ

テートバッファー(pH5.0)(ナカライテスク)・ファストレッドバイオレット LB 塩(シグ

マ アルドリッチ，東京，日本)・L（＋）酒石酸（ナカライテスク）・蒸留水を混合して

作成した上で，NaOH で pH5.0になるように調整を行った．スライドは，顕微鏡 ( DP71，

オリンパス株式会社)にて撮影を行った． 

次に，切片を免疫組織化学により染色した．切片を EDTA 溶液中で加熱することで

抗原の賦活化を行い，次に 3％H2O2-70%メタノール内に 30 分浸漬し，内因性ペルオキ

シダーゼの不活性化した後，一次抗体とともに 4℃で一晩反応させた．使用した一次抗

体は，抗 SP7 抗体（Anti-Sp7/Osterix antibody, ab22552，アブカム）である．ネガテ

ィブコントロールでは，一次抗体の代わりに切片を 1％ウシ血清アルブミン含有 PBS

にて同じ時間インキュベーションした．切片を PBS で 3 回洗浄し，2 次抗体

（ImmPRESS®Anti-RabbitIg，MP-7401，Vector Laboratories Inc.,）にて室温で 30

分間反応させた後，ImmPACT DAB（SK-4105, Vector Laboratories Inc.）にて指定の
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プロトコールに従って可視化した．切片をヘマトキシリンで対比染色した後，脱水・封

入を行った． 

 

7. 統計分析 

Easy R（EZR）v3.4.1 ソフトウェア（自治医科大学附属さいたま医療センター）を統

計分析に使用した 24）．データは平均±標準偏差（SD）として表した．データは，一元

配置分散分析を行い，事後検定として多重比較に Tukey–Kramer 検定を行った．p<0.05

を有意差ありとした． 

 

結果 

1. CT および形態計測分析 

撮影したCT の 3D 再構成画像では，すべての群で移植歯周囲に骨様の不透過性組織を

認めた（図 2A-D）．Tooth 群では新生骨様組織は歯根間にほぼ限定されていたが，

Collagen 群と MNC 群では，一部歯根外側にも新生骨様組織を認めた．CB-MSC 群で

は歯根外側から，さらに歯冠周囲にも新生骨様組織が認められた． 

TV は，海綿骨と隣接する骨髄腔を含む組織の体積であり，BV は海綿骨の体積を，

BS は骨の表面積を表す 23)． TV，BV，および BS は，Tooth 群と Collagen 群，およ

び Tooth 群と MNC 群とでは有意差を認めず，Collagen 群と MNC 群との間でも有意

差は認められなかった（図 2E-G）．一方，Tooth 群，Collagen 群，MNC 群と比較し

て，CBDC 群の TV, BV, BS は有意に大きかった（p < 0.01）．骨密度を表す BV / TV

は，すべての群間では有意差を認めなかった（図 2H）． 

次いで，骨様組織の分布を検討するために，歯根外側領域と歯根間領域とに分けて評

価した．歯根外側領域における TV (TVo)は，Tooth 群と Collagen 群，および Tooth 群

と MNC 群とでは有意差を認めず，Collagen 群と MNC 群との間でも有意差は認めら

れなかった(図 2I)．一方，Tooth 群，Collagen 群，MNC 群と比較して，CB-MSC 群で

は有意に大きかった（それぞれ p<0.05, p<0.01, p<0.05）．歯根外側領域における TV/BV 

(BVo/TVo)は CB-MSC 群で比較的小さい値であったが，いずれの群においても有意差

は認めなかった（図 2J）．歯根間領域における TV (TVr)と BV/TV (BVr/TVr)は，すべ

ての群間で有意差を認めなかった（図 2K, L）．また，TVo と TVr のパーセンテージを

比較すると，CB-MSC 群を除く 3 群では TVo は 60%程度とおおむね一定であったのに

対し，CB-MSC 群では TVo は約 90%と歯根外側領域への骨様組織の新生が顕著であっ

た (図 2M)．歯種による影響を排除するために，M1 のみについても検討を行ったが，

同様の傾向であった（補足図 2） 

次に，マイクロ CT 画像を使用して骨梁構造を比較した． CT スライス画像からは，

3D 再構成画像と同様に，すべての群で歯の周囲に骨様の不透過像を認めた（図 3 A-D）．
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歯根間領域の骨梁構造には群間で明らかな差を認めなかったが，CB-MSC 群の歯根外

側領域の骨様組織はやや疎であり，骨梁間の連結も少なかった． 

TRI / 3D-BON を用いて骨梁構造を定量的に解析した(図 3E-K)．Tb.N は単位距離あ

たりに存在する骨梁の平均数を表し，Tb.Th.は領域内の骨梁幅の平均を示す．Tb.Sp は

骨梁間の平均距離を表し，Tb.Spac は骨梁中心距離の平均を表す 23)．Tb.N が Tooth 群，

Collagen 群と比べて CB-MNC 群で有意に少なかった（p <0.05）（図 3E）．一方，Tb.Th.

にはすべての群間で有意差は認められなかった（図 3F）．Tb.Sp, Tb.Spac では，Tooth

群，Collagen群と比べてCB-MNC群で有意に大きい値を示した（p <0.05）（図 3G,H）． 

フラクタル次元は，骨表面の不規則性の複雑さの程度を表す 23)．SMI は骨梁の構造

の指標であり，理想的な板状の場合は 0，棒状の場合は 3，球状の時は 4 とし，その混

合状態を中間値で示す 23)．TBPf は，3D 空間上で骨梁の表面近傍体積の変化に対する

表面積の変化量を計算したものであり，凹面構造の多い骨梁は負となり凸面構造の多い

骨梁は正の値を示す 23) ．すべての群間で，フラクタル次元，SMI,TBPf は有意差を示

さなかった（図 3I-K）． 

 

2. 組織学的および免疫組織化学的検討 

 次に，CT 画像によって描出された骨様組織を詳細に検討するため，摘出物を組織学的

および免疫組織化学的に解析した．HE 染色により，4 群とも歯根間領域を中心として新生骨

（NB）を認めた（図 4A-D）．新生骨は歯根周辺に見られたが，CB-MSC 群のみ歯から離れ

た部位にも骨形成が認められた(図 4D 黄矢印)．一部の標本では，根尖部の象牙質に連続

する肥大したセメント質様硬組織形成を認めた(図. 4B 黒矢印)．これらの根尖部付近におい

ては，セメント質様組織と NB との境界は不明瞭であり，すべての群で認められた．根分岐部

周辺では，NB と歯根象牙質（De）とは不連続であり，De 表層のセメント質と NB の間には結

合組織が介在していた（図 4E-H）．また，各群間での違いは認められなかった．歯根外側で

は De 周囲に結合組織が分布していた（図 4I-L）．歯根外側に新生骨が多く見られた CB-

MSC 群では，根分岐部と同様に NB と De 間には結合組織が介在し，歯根との癒着は認め

られなかった（図 4L）． 

骨芽細胞の分布を検討するため，SP7 に対する免疫染色を行った．すべての群で骨再生

が顕著な根分岐部付近では，新生骨周囲に多くの陽性細胞が認められ，群間の違いは明ら

かではなかった（図 5A~D）．歯根外側において，CB-MSC 群では新生骨部で SP7 強陽性

の細胞が認められたが(図 5D)，他群では新生骨は少なく，結合組織中には SP7 弱陽性細

胞が分布していた（図 5C）．次に破骨細胞の分布を検討するため，TRAP 染色を行った．こ

れまでの実験から陽性細胞が確認されていたサンプル（β-TCP を担体として CB-MSCs を播

種し，ヌードマウスの背部皮下に移植後 4 週で取り出した標本）を陽性コントロールとした（図 

5E）．同時に行った染色では，いずれの群においても，TRAP 陽性細胞は認められなかった

（図 5F~I）． HE 染色による標本を用いて，形態学的に破骨細胞様の形態を示す多角巨細
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胞を検索したが，Collagen 群のごく一部に認められたのみであり（図 5J），他の標本では明

らかな多核の破骨細胞様の細胞は認められなかった． 

HE 染色の結果からは，移植された歯根の周囲に歯根膜様の組織が認められたため，歯根

膜の再生を検討するためにマッソントリクローム染色を行った．4 群とも移植歯周囲には膠原線

維が認められた（図 6A~D）．歯根分岐部では，新生骨と歯根表層のセメント質間に歯根膜様

の膠原線維が走行し，一部では歯根には垂直に入り込む像が認められた(図 6E~H)．ただし，

歯根にほぼ平行，あるいは斜めに走行する線維が多く，骨内へ侵入する像はわずかで，この

傾向に群間の差は認められなかった．歯根外側でも膠原線維の走行は認められ，CB-MSC

群では新生骨と歯根との間に介在していた (図 6I-L)． 

 

考察 

本研究では，歯の移植用の担体としてアテロコラーゲンのスポンジを使用した．アテロコラー

ゲンとは，アレルギーの原因部分の一つであるテロペプチドを酵素処理で取り除いたものであ

り，抗原性が低いことから医療用・化粧品用に広く利用されている 25)．今回使用したアテロコラ

ーゲンは，線維化アテロコラーゲンと熱変性コラーゲンを 9：1 の割合で混合し，熱処理による

架橋を行ったスポンジ状の材料である 16)．止血や創傷治癒促進の作用があり，ティッシュエン

ジニアリングの担体としても皮膚再生などに広く使用されているが 26)，骨再生への応用は少な

い．その理由として，吸収速度の速さがあげられる．これまで骨再生の担体には，セラミック素

材としてハイドロキシアパタイトや--TCP のブロック，あるいは顆粒が多く用いられてきたが，

近年ではポリマー，あるいはセラミック系素材とポリマーの複合体なども研究されている 27)．ハ

イドロキシアパタイトの吸収速度は遅く 27)，-TCP はハイドロキシアパタイトより吸収速度は速

いものの，移植後７２週程度も吸収と骨再生が続くとされており 28)，生体内では 4 週程度で吸

収されてしまうコラーゲンとは大きな違いがある．理想的環境下では 4 週間程度で骨再生が見

られるが，臨床における骨再生には通常３－８か月程度を必要としていることからも，コラーゲ

ンと細胞を用いた骨ティッシュエンジニアリングは困難であり，むしろ骨形成を阻害する可能性

があることが知られている 27, 29)． 

今回コラーゲン担体のみを歯と移植した群では，歯のみを移植した群と比較して骨新生の

増加は見られなかったが，これはβ-TCP ブロックと歯との移植によって明らかな骨新生の促

進が見られた Uchikawa らの報告とは異なる 12)．本研究でも示したように，アテロコラーゲン

スポンジそのものには骨形成能や骨分化能はなく，β-TCP と比較すれば骨誘導能も低いこと

を反映しているものと考えられた．一般的にコラーゲンは単独で骨再生用の細胞の担体として

用いられることはなく BMP-2 など比較的早期に骨再生が得られる増殖因子用の担体として用

いられてきており 30, 31)，骨形成細胞を用いた骨ティッシュエンジニアリング用の担体としては適

しているとはいえない．ただし，ハイドロキシアパタイトやβ-TCP ブロックでは，歯根の形態や

複雑な歯槽骨欠損の形態に整形することは困難であり，顆粒状のものは，顆粒を移植部位に
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とどまらせるためには，コラーゲンやチタン製の膜などで多く方法が必要であり，技術的には困

難である．今回の実験でも，骨欠損の形態に応じて柔軟に形態を合わせることができるコラー

ゲンスポンジの操作性の良さは明らかであり，骨再生用の担体として使用することが可能とな

れば，今後自家歯牙移植への臨床応用を考える上では，有利と考えられた． 

本研究では，骨形成性細胞として CB-MSCs 由来スフェロイドを用いた．CB-MSC 群では

Collagen 群と比較として有意に新生骨量が増加した．一方，MNC 群では，コラーゲンのみを

用いた群と有意な差を認めなかったが，これは移植された細胞中に含まれる MSCｓあるいは

骨形成性細胞の数に差があるためと考えられた．MNC では培養を行っておらず，ヒト骨髄

MSC 中に含まれる骨形成幹細胞（CD271+/C45-）の割合は 0.06%程度とされており 32)，CB-

MSCs と比較して低い．また，近年の研究から，CB-MSCs 中の骨形成性細胞は，これまで骨

再生に広く利用されてきた骨髄間質細胞と比較しても高い骨分化能や骨形成能を持つことが

知られている 13)．さらに，CB-MSCs を 3 次元培養して得られたスフェロイドを本研究では用い

ているが，これは平面培養された CB-MSCs よりさらに高い骨分化能と骨形成能を持つ 14, 15) .

吸収期間が短いアテロコラーゲンスポンジを担体として骨再生に用いる場合には，CB-MSCs

によるスフェロイド，あるいはそれと同等の高い骨形成を有する細胞を使用が必要と考えられ

た．その一方で，CB-MSC 群では Collagen 群と比較して骨量の増加は見られたものの，骨

梁解析の結果からは Tb.N の減少と Tb.Sp や Tb.Spac の増加が見られた．これは比較的疎

な骨梁が形成されていることを意味しているため，移植歯の安定性については不利な条件と

考えられる．歯槽骨の状態はリモデリングによって応力の影響を受けるため， CB-MSCs スフ

ェロイドの有用性を確実なものとするためには，同所性の移植モデルを用いた，より長期間の

経過観察によって再生骨の成熟の程度を見る必要がある．なお，今回の４週間という移植期

間が MNC による骨新生には十分でなかった可能性も否定できないが，予備実験の段階で 8

週間の経過観察を行った標本でも，4 週後からの骨量の増加は認められなかった．したがって，

本研究で得られた新生骨量の違いは，観察期間が原因であったとは考えられない．  

本研究では CB-MSC 群以外のすべての群においても，歯根間領域を中心とした骨新生が

認められているため，骨芽細胞の由来については複数の細胞源を想定する必要がある．歯根

膜細胞は骨形成能を持ち 33)，歯髄にも高い骨形成能を持つ細胞が存在することが知られて

いる 34)．本研究では骨芽細胞のトラッキングを行うことはできなかったため，それぞれの骨形成

細胞の由来については確定できていない．しかしながら，すべての群で歯根間領域における

骨再生を認めたことから，この部分では歯根膜由来の骨形成細胞が重要な役割を果たしてい

ることが推測された．また，歯根尖周囲にはセメント質様の肥大した硬組織が形成されている

サンプルが見られたが，群間での差はなく，さらに部位が根尖周囲に限局していたことから，こ

れらには歯髄由来の細胞の関与が推測される．一方，歯根の外側に形成された骨は，CB-

MSC 群で明らかに多く認められ，それ以外の群では少なかった．そこで CB-MSCs のみによ

る骨形成能を確認するため， MNC とアテロコラーゲンスポンジのみ，あるいは CB-MSCs ス

フェロイドとアテロコラーゲンスポンジとのみで歯を伴わずに移植したところ，CB-MSCs を移植
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したサンプルでのみ骨形成が認められた（補足図 1）．これらの結果から，CB-MSC 群で見ら

れた骨量の増加は，移植された CB-MSCs スフェロイド由来の骨形成細胞による可能性が高

いと考えられた． 

CB-MSC 群以外では歯根間領域と歯根外側領域とで骨形成能の違いが見られた原因は

不明だが，ティッシュエンジニアリングによる組織再生には，細胞や担体の他に生理活性物質

が必要とされている．細胞が骨形成の方向に誘導されるためには，骨形成性蛋白などが必要

であるが，歯根間といった比較的閉鎖的な空間では，このような骨形成性因子が保持されや

すかったものと考えられる．実際の歯槽骨再生治療でも，1 壁性や２壁性の骨欠損と比較して，

３壁性以上の壁を持つ骨欠損では再生が得られやすい 35)．したがって，骨再生のための条件

がより厳しい歯根外側領域では，移植した細胞による骨形成能の違いが大きく影響したものと

考えられた．ただし，本研究ではメカニズムの解明には至っておらず，今後歯根間と歯根周囲

における骨形成性蛋白の発現や局在の違いについても，検討していく必要がある． 

一般的に骨形成には骨芽細胞の成熟が必要であり，そのためには破骨細胞と骨芽細胞と

の相互作用が必須とされている．しかしながら，今回の我々の実験結果からは，TRAP 陽性細

胞が見られず，形態学的にも成熟した破骨細胞はほとんど見られなかった．骨形成の様式とし

ては，発生，あるいは再生過程で起こる骨形成と，リモデリングによる骨形成があることが知ら

れているが 36)これは今回の実験における骨新生が骨芽細胞と破骨細胞の相互作用によるリモ

デリングのメカニズムとは異なるメカニズムによってできたものとあることを示唆している．再生

骨の形成過程については不明な点も多く，細胞分化の制御についてもよく知られていない．

本研究で見られた骨形成のメカニズムを解析することで，ティッシュエンジニアリングによる骨

再生過程の新たなメカニズムの解明につながる可能性もあるものと考えている． 

新生骨と歯根の間には膠原線維が存在し，一端は歯根に嵌入している像が認められたこと

から，これらは歯根膜と考えられた．ただし，コラーゲン線維の走行は歯根と並行なものが多く，

歯根と新生骨を連結する機能的な構造はごく一部のみであった．機能的な歯根膜の獲得に

は機械的刺激が必要とされており，移植された歯が実際に負荷を受けることが必要と考えられ

る．その一方で，-TCP ブロックによる移植で見られた担体，あるいは新生骨と歯根との癒着

は根尖部以外では認められなかった．したがって，アテロコラーゲンスポンジを歯牙移植の担

体として用いることは，-TCP ブロックによる担体と比較して，操作性のみならず，骨性癒着の

予防からも歯牙移植には有利であると考えられた． 

本研究の結果から，CB-MSCs スフェロイドとアテロコラーゲンスポンジによる担体を併用す

ることで，歯牙移植と同時に歯槽骨の増生が得られる可能性が初めて示された．CB-MSCs

の採取は歯科領域でも容易であり，わずかな骨片からでも十分な細胞数が得られると考えら

れる．また，賦形性に優れたアテロコラーゲンスポンジとの組み合わせで骨新生が見られたこ

とから，今後臨床的にも応用可能な技術となることが期待される． 
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補足図１ 



20 
 

 

補足図２ 
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図の説明 

図１．実験の流れ 
3 週齢雄の C57BL/6J マウスから上顎の第 1 臼歯（M1）と第 2 臼歯（M2）

の抜歯と，脛骨と大腿骨の剖出を行った．脛骨と大腿骨から MNC を抽出し，

さらに残った骨組織を細切後，酵素処理を行い， CB-MSCs を分離した．CB-
MSCs を培養後，2 継代目の細胞を用いて，専用のディッシュ上でスフェロイ

ドを形成した．実験には抜去した歯のみの群（Tooth 群），成型したアテロコラ

ーゲンスポンジと抜去した歯の群（Collagen 群)，Collagen 群に MNC を播種

した MNC 群，Collagen 群に CB-MSCs スフェロイドを播種した CB-MSC 群

の計 4 群を用いた．6～8 週齢の SCID 雄マウスの背部に切開を行い，背部皮

下に 1 匹あたり 4 つのサンプルを移植した．4 週後に移植物を摘出し，解析を

行った． 

 
図２．ＣＴによる移植歯周囲の骨の解析 

A~D: 4 群のCT 画像の再構成 3Ｄ構築画像を示す．CB-MSC 群では，他

の 3 群と比較して新生骨が著明であった．Tooth 群，Collagen 群，MNC 群で

は新生骨は主に歯根間にみられたが，CB-MSC 群では歯根外側や歯冠方向へも

骨の新生も認めた．E: 4 群の TV の比較を示す．F: 4 群の BV の比較を示

す．G: 4 群の BS の比較を示す．H: 4 群の BV/TV の比較を示す．I: 4 群

の歯根外側領域の TV(TVo)の比較を示す．J: 4 群の歯根外側の

BV/TV(BVo/TVo)の比較を示す．K: 4 群の歯根間領域の TV(TVr)の比較を示

す．L: 4 群の歯根間領域の BV/TV(BVr/TVr)の比較を示す．M: 4 群の TV に

占める TVo と TVr のパーセンテージを示す．CB-MSC 群では，TV，BV，BS
はそれぞれ Tooth 群， MNC 群，および Collagen 群に比べ有意に高値を示し

た．CB-MSC 群では，TVo は他の 3 群と比較して有意に高値であり，歯根外側

への骨新生が著明であった．Coll: Collagen 群．*p＜0.05 **p＜0.01．  

 
図３．µCT による移植歯周囲の骨梁構造の解析 

A~D: 4 群のＣＴ画像のスライス画像を示す．E: 4 群の Tb.N の比較を示

す．F: 4 群の Tb.Th の比較を示す．G: 4 群の Tb.Sp の比較を示す．H: 4
群の Tb.Spac の比較を示す．I: 4 群のフラクタル次元の比較を示す．J: 4 群

の SMI の比較を示す．K: 4 群の TBPf の比較を示す．CB-MSC 群では Tooth
群，Collagen 群と比較して Tb.N が低値であり，Tb.Sp, Tb.Spac は高値であっ

た．Coll: Collagen 群． *p＜0.05 **p＜0.01．  
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図４．HE 染色像 
A~D:標本全体の弱拡大像を示す．E~H:標本の根分岐部の強拡大像を示す．

I~L:標本の歯根外側の強拡大像を示す．４群とも歯根間領域に新生骨が認めら

れた．CB-MSC 群では歯根外側にも新生骨が認められた．NB: 新生骨，De:
象牙質 Scale bar:500 m(A-D), 100 µm(E-L)，黄矢印：歯根から乖離した骨

組織，黒矢印：根尖周囲の肥大セメント質様構造． 

 
図５. 免疫組織化学染色（SP7）と TRAP 染色 

A~D: 各群の SP7 染色像を示す．いずれの群においても，骨新生が見られ

る部分では SP7 強陽性細胞が多く認められた．CB-MSC 群では，歯根外側で

も新生骨部に一致して強陽性細胞を多数認めた．E: TRAP 染色陽性コントロ

ールの標本を示す．赤矢印で示す部位に TRAP 陽性細胞が認められる．F~I: 
各群の TRAP 染色を示す．いずれの群においても TRAP 陽性細胞は認められ

なかった．J: Collagen 群の HE 標本を示す．歯根外側に破骨細胞様の多核細

胞を認める（黒矢印）． 

 
図６. マッソントリクローム染色 

A~D: 標本全体の弱拡大像を示す．E~H:標本の根分岐部の強拡大像を示

す．I~L: 標本の歯根外側の強拡大像を示す．４群とも，新生骨と歯根の間に

は歯根膜腔が維持されており，膠原線維の走行が見られた．歯根膜腔では，歯

根と水平に走行する膠原線維が多く見られ，一部はセメント質や骨へ侵入する

ものの，多くは未熟な歯根膜様組織であった．NB: 新生骨，De:象牙質，

Scale bar:×25 500 m(A-D)，100 µm(EL)． 
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補足図の説明 
補足図１．細胞と担体のみの移植結果． 
コラーゲン担体に MNC あるいは CB-MSC を播種し，歯を挿入せずに SCID
マウス背部皮下へ移植して４週後に摘出した．μCT スライス画像（A，B)．μ

CT 画像の３D 再構成画像（C, D).サンプルのパラフィン切片による H-E 染色

画像（E, F).コラーゲン担体に MNC を播種後移植したサンプルでは，硬組織

の形成は認められなかった（A, C, E)．一方 CBCD を播種後移植したサンプル

では，豊富な骨組織の形成が見られ，内部には骨髄様の構造も認められた（B, 

D, F). Scale bar=200μm 
 
補足図２．µCT による移植歯周囲の骨解析（M1） 
µCT による移植歯周囲の骨解析について，骨組織体積，骨体積，骨表面積を使

用した歯 M1 の結果を示す．M1 においては，CB-MSC 群は Collagen 群，

MNC 群と比較し有意に新生骨が著明であった． 


