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Abstract 

Tissue engineering using living cells is emerging as an alternative to tissue or organ 

transplantation. The purpose of the present study was to fabricate cell sheets of a 

thickness sufficient for transplantation and shortening of the fabrication periods. 

Human alveolar bone periosteal cells (HABPCs) were seeded at a density of 3.6 × 104 

cells/ml on to the 24 wells of temperature-responsive cell culture dishes at 1, 7, and 11 

days. Fourteen days after the first seeding, the HABPC sheets were harvested from 15 

of the temperature-responsive culture dishes and stacked one over the other to 

fabricate HABPC multilayered sheets. The HABPC multilayered sheets were cultured 

for 1, 3, or 5 days and examined by histological and immunohistochemical analyses. 

Alkaline phosphatase staining and immunohistochemical staining for anti human type 

I collagen, osteopontin, osteocalcin, and runt-related transcription factor 2 showed that 

HABPC differentiation occurring from the outer layers of the HABPC multilayered 

sheets. The results suggested an increase in bone new bone formation from 3 to 5 days. 

Mineralized-like tissues were observed in the HABPC multilayered sheets with von 

Kossa staining at three days. In this study, we were able to shorten the fabrication 

period of the HABPC multilayered sheets by using a higher cell density for the initial 

cell seeding into the temperature-responsive cell culture dishes. In addition, we have 

reported method for the preparation of HABPC multilayered sheets of sufficient 

thickness for transplantation. 
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要旨 

生きた細胞を用いる組織工学が, 組織や臓器移植に代わる手法として浮上してきている。

本研究の目的は, 移植片として使用できる厚みを持つ細胞シートの作製, および作製期間

の短縮化である。ヒト歯槽骨骨膜由来細胞(HABPCs)を 24穴の温度応答性培養器材へ初日

と 7, 11日後に同じウェル上に 3.6 × 104 cells/ml の濃度で播種した。初回の播種より 14

日後, 他のウェルから回収した 15 枚の細胞シートを一箇所の細胞シート上に積層し, 

HABPC 積層細胞シートを作製した。HABPC 積層細胞シートを 1, 3, 5日培養し, 組織学

的, 免疫組織化学的に観察した。alkaline phosphatase 染色およびⅠ型コラーゲン, オステ

オポンチン, オステオカルシン, runt-related transcription factor 2による免疫染色より, 

経時的にシート表層から HABPCs の分化が促進されたと考えられ, 3日目から 5日目にか

けて骨形成能が上昇したことが示唆された。von Kossa 染色では 3日目より石灰化様組織

の形成が認められた。本研究において, 温度応答性培養器材を使用し, 初期細胞播種濃度を

増やすことにより, 作製期間の短縮化が可能となった。さらに, 移植片として単独で使用で

きる十分な厚みを持った HABPC 積層細胞シートの作製方法が示唆された。 

 

キーワード : 細胞シート, 温度応答性培養器材, 骨膜細胞 

 

 

緒言 

 

歯周病は口腔内における最も主要な疾患

であり, 歯周病による歯周組織の喪失は, 

歯牙の動揺や脱落による機能的な障害や, 

歯肉退縮による審美的な障害などを引き起

こし, QOL を大きく低下させる。歯周治療

における最大の目標は, 歯周病により失わ

れた歯周組織の完全な再生である。歯周病

に対する一般的な治療法は, 原因物質およ

び感染組織の物理的な除去と, 根面への組

織付着を促すものが大半である。しかし, 

炎症をコントロールし, 症状を治癒させる

ことが出来たとしても, 歯周組織の再生は

殆ど望めなかった。 

そのような背景を受け, 組織再生誘導法

(guided tissue regeneration : GTR 法) 1)や

エナメル基質タンパク (enamel matrix 

derivative : EMD)2)が開発された。GTR 法

は上皮の侵入を防ぐことでスペースメイキ

ングを可能とし, 歯根膜由来細胞の誘導を

促すことが出来るが, 残存骨壁が少ない場

合には対応できず, 適応が限られている。

EMD を用いる方法は, 根面と骨欠損部へ

エムドインゲルを塗布する方法であるため, 

GTR 法より適応範囲が広く手技は容易で

あるが, スペースメイキングの点で乏しい。

互いの欠点を補えるように双方を併用した

治療法を用いることによって適応範囲の拡

大を図る場合もあるが 3), 術中操作がより

煩雑となってしまう。 

さらに, 近年では組織再生工学を用いた

手法や, 組織再生促進のための補助的因子

の開発が進み, それらを臨床へ応用すべく

様々な研究が行われている。単独で異所性

骨形成シグナルとしての作用を有し, 強い

骨誘導能を持つとされるサイトカインであ
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る骨形成タンパク-2(bone morphogenetic 

protein-2 : BMP-2) 4)は, 骨形成促進を目的

として整形外科や歯科の分野で研究されて

いる。また, 多血小板血漿 5)は, 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, 上皮

細胞成長因子などの因子を放出し, 創傷治

癒を促進させる 6, 7)。歯科の分野ではインプ

ラント埋入前処置として骨再生誘導療法に

も用いられている。細胞間シグナル分子で

ある塩基性線維芽細胞増殖因子は, 線維芽

細胞や血管内皮細胞などの細胞増殖を刺激

することが報告されており 8), 血管新生を

促すことで, 組織再生の促進が期待されて

いる。 

理想的な組織再生療法には, 簡便な操作

性や外科的侵襲の低さ, 高い安全性と生体

親和性, 組織再生量や再生後の形態に対す

る高い予知性などが求められる。自家の細

胞を用いた組織工学的手法 9, 10)は, 足場・細

胞・増殖因子という再生の 3要素 11)が揃っ

ており, 組織再生療法の理想形に近いと考

えられている。 

組織再生工学の中でも, 自家の培養細胞

を用いた細胞シートの研究が注目されてお

り, 多くの研究が報告されている。医科の

分野では心筋 12)や食道および胃粘膜 13), 角

膜 14)の再生に応用され, 再生医療における

新たなアプローチとして研究が進められて

いる。歯科の分野では, 歯根膜細胞 15), 骨

膜細胞 16, 17), 歯肉上皮細胞 18), 口腔粘膜細

胞 19)などを用いた細胞シートの研究が行わ

れている。また, これらの細胞シートを用

いた研究において, 温度応答性培養器材

20-22)が多用されている。温度応答性培養器

材 は , 温 度 応 答 性 高 分 子

(N-isopropilacrilamide)を培養器材表面に

固定しており, 温度変化のみで表面性状を

親水性と疎水性に変化させ, 細胞と培養器

材における接着をコントロールすることが

できる。温度応答性培養器材を用いること

により, 産生された細胞外基質や細胞間結

合を破壊することなく, 培養された状態を

維持したまま, 細胞をシート状に回収する

ことが可能となった。 

以前, 尾形らはヒト歯槽骨骨膜由来細胞

を用いた細胞シートを折りたたみ, 移植片

を作製し, 移植片内の細胞が骨芽細胞へ分

化した可能性を示唆した 17)。しかし, 細胞

を培養皿に播種した後, 細胞シートを作製

するまでに 4 週間の期間を要するため, 作

製期間の短縮化が課題であった。 

本研究の目的は, 移植片として単独で使

用できる十分な強度と厚みを持つ細胞シー

トの作製, および細胞シート作製までの期

間を短縮することである。また, 作製した

細胞シートを 1, 3, 5日間培養し, 組織学的, 

免疫組織化学的に観察し, その経時的変化

について検討した。 

 

材料および方法 

 

1. 細胞培養 

本研究には, 神奈川歯科大学附属病院に

来院した歯周病患者(45 歳・女性)から採取

した細胞を用いた。神奈川歯科大学倫理委

員会承認(承認番号 : 第 178 番)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剥離を行い, 歯

槽骨上にある骨膜組織を 5 × 5 mm2 程度

採取した。採取した骨膜組織を細分化した

後, 100mm 培養皿(Becton, Dickinson and 
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Company, USA)上に静置した状態を保ち

培養した。細胞培養液はα -Minimum 

Essential Medium(GIBCO, USA)に 10 % 

ウシ胎児血清(FCS : Whitter Bioproducts, 

USA), 0.25 mM L-ascorbic acid 

2-phosphate(WAKO, 大阪 )および 100 

units/ml penicillin(GIBCO, USA), 100μ

g/ml streptomycin(GIBCO, USA), 

3.5mg/mlの D-glucose（WAKO, 大阪）を

添加した培地（α-MEM）を使用し, 2日間

毎に培地交換を行った。その後, 骨膜組織

から遊走してきた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た。

HABPCs がコンフルエントに達した後 , 

細胞濃度を 1.8 × 104 cells/ml に調整し, 

37℃, 5 % CO2 の環境にて継代培養を行っ

た。本研究では, 細胞シート作製に必要な

細胞を得るため, 初代培養細胞より 1 週間

ごとに継代培養し, 継代 3 代目および 4 代

目の HABPCs を使用した。なお本研究は

ヘルシンキ宣言を尊守し行った。 

 

2. HABPC 積層細胞シートの作製 

HABPC 積層細胞シートの作製のため, 

継代 3 代目の HABPCs を 3.6 ×  104 

cells/ml の濃度で, 24 穴マルチウェルの温

度応答性培養器材(UpCell® : Cell Seed, 東

京)へ播種し, 37℃, 5 % CO2 の環境でα

-MEM 培地にて培養した。7 日後, コンフ

ルエントに達した HABPCs 上に継代 4代

目の HABPCs を同じ細胞濃度で播種し, 

その 4日後にさらに継代 4代目のHABPCs 

を同じ細胞濃度で播種した。その後 3 日間

培養した。培養期間中に用いた培地は 2 日

毎に交換した。細胞を播種した UpCell® を

室温 22℃にて 15分間静置した後, HABPC 

積層細胞シート作製のため, 支持体である

Cell Shifter(Cell Seed, 東京 )を用い , 

UpCell® の各ウェルより細胞をシート状の

まま剥離し, 一箇所のウェル上へ 15枚の細

胞シートを重ねて設置した。合計 16枚の細

胞シートを積層させることにより三次元構

造を与え, HABPC 積層細胞シートを作製

した。合計 15 個の HABPC 積層細胞シー

トを作製し, 1, 3, 5日培養するグループ(n 

=5)に分けてα-MEM培地にて培養した。 

 

3. 組織学的検索 

培養した  HABPC 積層細胞シートは , 

各期間培養後, 4 % パラホルムアルデヒド

水溶液中で, 4℃, 6時間の固定を行った。そ

の後, パラフィン包埋を行い, ミクロトー

ムを用いて厚さ約 4μm の切片を作製した。

作製した切片を, キシレン（WAKO, 大阪）

および 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %のア

ルコールにて順次脱パラフィンを行い, ヘ

マトキシリン（WAKO, 大阪）・ エオシン

（WAKO, 大阪）染色 (HE 染色 )および 

ALP 染色キット（WAKO, 大阪）による 

alkaline phosphatase(ALP) 染色を行った。

von Kossa 染色は紫外線下で 5 %硝酸銀水

溶液（WAKO, 大阪）に 1時間反応させ, 水

洗した後に 5 %チオ硫酸ナトリウム水溶液

（WAKO, 大阪）に 5 分間反応させた。再

度水洗し, 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。 

 

4. 免疫組織化学的検索 

組織学的検索と同様の方法にて切片を

作製し, 脱パラフィン後に 10 % 正常ヤギ

血清（normal goat serum : NGS）にてブ
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図 1  作製 HABPC 積層細胞シート 

a : サイズ計測。 

b : ピンセットによる把持。 

 

表 1  細胞数と抗体反応陽性率 

 

 

 

 

 

 

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-Ⅰ）ラビット抗体

(1/200 : 株式会社エル・エス・エル, 東京), 

抗ヒトオステオカルシン(OC)ラビット抗

体(1/25 : Biomedical Technologies Inc, 

USA), 抗ヒトオステオポンチン(OPN)ラ

ビット抗体 (1/1500 : SANTA CRUZ 

BIOTECNOLOGY, USA), 抗 ヒ ト 

runt-related transcription factor 2 

(Runx2)ラビット抗体 (1/50 : SANTA 

CRUZ BIOTECNOLOGY, USA)を用い, 

4℃で一晩反応させた。二次抗体と発色に

は Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 

IgG Antibodies（Life Technologies, USA）

を用いて室温で1時間作用させた。また, 1, 

3, 5日培養した各グループの切片へ, 同様

の二次抗体および発色材を 1 時間作用さ

せ, ネガティブコントロールとした。観察

は蛍光顕微鏡(BH2-RFCA : OLYMPUS, 

東京)にて行った。 

 

5. 統計分析 

本研究では, 1, 3, 5日培養した各グルー

プの HE 染色像において, 5箇所の 800μ

m × 1200μm の範囲を任意に選択し(n 

=5, 計 25 箇所), その範囲内にて計測した

細胞核数の平均値を各グループの細胞数と

した。 

ネガティブコントロール像より免疫陽性

反応が特異的であることを確認した後, 画

像解析ソフト  ImageJ (Ver. 1.46 : U.S. 

National Institutes of Health, USA)を用

い, HE 染色で得られた細胞の大きさを参

考に免疫染色陽性反応を示した箇所を計測

し, 平均細胞数で除した数値を各々平均す

ることで, 各グループにおける免疫陽性反
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応率の値とした。統計分析は Dr.SPSSⅡ

(Ver. 1.1 : IBM SPSS, USA)を用いて, 分散

分析後, Tukey 法による多重比較検定を行

った。有意水準は p < 0.05とした。 

 

結果 

 

1. 作製 HABPC 積層細胞シート 

 UpCell® 上で培養した  HABPCs は , 

Cell Shifter にてシート状に剥離すること

が可能であった。細胞シートを 16枚積層さ

せることにより, 弾力性を持った HABPC 

積層細胞シートが細胞播種後 14 日目で作

製できた。移植片は, ピンセットで把持し, 

移動させることが可能であり, それにより

形態を損なうことは無かった。作製した 

HABPC 積層細胞シートの大きさは作製直

後の状態で, 直径が 5～6mm , 厚さは 1.5

～2mm 程度であった(図 1- a, b)。 

 

2. 組織学的所見 

HE染色において, 1日培養したグループ

では, HABPC 積層細胞シート内部に大き

な空隙がいたるところに観察された(図 2-a, 

b)。この空隙は 3 日培養したグループにお

いて, 明らかに狭小化し(図2-c, d), 5日培養

したグループおいて, さらに狭小化した(図

3-e, f)。また, 空隙の狭小化は培養皿と接し

ていなかった面において積極的に起こる傾

向が認められた。 

平均細胞数では全てのグループ間で有意

差が認められた(1日と 3日培養のグループ

間にて p < 0.05, その他のグループ間比較

にて p < 0.01)。1日培養したグループが最

も平均細胞数が少なく, 5日培養したグルー

プが最も多い結果であり, 経時的な細胞の

増殖が示された(表 1)。 

ALP 染色では 1 日培養したグループに

おいて既に陽性反応が認められており(図

3- a, b), 3日および5日培養したグループに

おいてもそれぞれ陽性反応が観察された

(図 3- c, d, e, f)。各グループに共通して, 培

養皿に接していた面において陽性反応は明

らかに少なく, 培養液と接している反対側

に多くの陽性反応を示す傾向が認められた。 

von Kossa 染色では 1日培養したグルー

プにおいて全ての試料で陽性反応は認めら

れなかった(図 4- a, b)。3日および 5日培養

したグループにおいて , 全ての  HABPC 

積層細胞シートの表層にて僅かな箇所に石

灰化様組織の形成が認められた(図 4- c, d, e, 

f)。また, いくつかの試料において, HABPC 

積層細胞シートの内部にも石灰化様組織が

認められた。 

 

3. 免疫組織化学的所見 

Col-Ⅰ 陽性所見は, 1 日培養したグルー

プでは, HABPC 積層細胞シートの表層に

若干の陽性反応を認めた(図 5- a)。3日およ

び 5 日培養したグループでは, HABPC 積

層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増

加を認め(図 5- b), 5日培養したグループに

おいては表層に著明な陽性反応を認めた

(図 5- c)。 

OPN 陽性所見は, 1日培養したグループ

では, HABPC 積層細胞シートの表層に若

干の陽性反応を認め (図6- a), 3日培養した

グループにおいては表層に著明な陽性反応

を認めた(図 6- b)。5日培養したグループに

おいては内部へ陽性反応の増加を認めたが, 

表層における反応は減少傾向であった(図

6- c)。 
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図 2  HE 染色像 

a : 1日培養グループ。細胞シート間の接着が不完全であり, いたるところに空隙が認められ

た。 

b : 図 a 実線範囲拡大像。 

c : 3日培養グループ。図 a と比較し, 細胞シート間の空隙は狭小化した。 

d : 図 c 実線範囲拡大像。 

e : 5日培養グループ。培養皿に接していない面において細胞シート間の空隙はさらに狭小

化した。 

f : 図 e 実線範囲拡大像。 
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図 3  ALP 染色像 

a : 1日培養グループ。培養皿に接していない面において多くの陽性反応が認められた。 

b : 図 a 実線範囲拡大像。 

c : 3日培養グループ。培養皿に接していない面において多くの陽性反応が認められた。ま

た, 図 a と比較し, 培養皿に接していた面においても陽性反応が増加した。 

d : 図 c 実線範囲拡大像。 

e : 5日培養グループ。図 a, c と比較し, 陽性反応は減少した。 

f : 図 e 実線範囲拡大像。 
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図 4  von Kossa 染色像 

a : 1日培養グループ。陽性反応は認められなかった。 

b : 図 a実線範囲拡大像。 

c : 3日培養グループ。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 

d : 図 c 実線範囲拡大像。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 

e : 5日培養グループ。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 

f : 図 e 実線範囲拡大像。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 
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図 5  Col-Ⅰ 免疫染色像 

a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に若干の陽性反応を認めた(矢印)。 

b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増加を認めた(矢

印)。 

c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 

 

図 6  OPN免疫染色像 

a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に若干の陽性反応を認めた(矢印)。 

b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 

c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート内部へ陽性反応の増加を認めた(矢印)が, 表

層における反応は減少傾向であった。 
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図 7  OC免疫染色像 

a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に僅かな陽性反応を認めた(矢印)。 

b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 

c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増加を認めた(矢

印)。 

 

図 8  Runx2免疫染色像 

a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に僅かな陽性反応を認めた(矢印)。 

b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 

c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)が, 3

日培養グループと比較してその数は減少傾向であった。 
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OC 陽性所見は, 1日培養したグループで

は, HABPC 積層細胞シートの表層に僅か

な陽性反応を認めた(図 7- a)。3日培養した

グループにおいては表層に著明な陽性反応

を認めた(図 7- b)。5日培養したグループに

おいては, 内部へ陽性反応の増加を認めた

(図 7- c)。 

Runx2 陽性所見は, 1 日培養したグルー

プでは, HABPC 積層細胞シートの表層に

僅かな陽性反応を認めた(図 8- a)。3日およ

び 5 日培養したグループでは, HABPC 積

層細胞シート表層に著明な陽性反応を認め

た(図 8- b, c)。 

なお, Col-Ⅰ, OPN, OC, Runx2のいずれ

の免疫染色像においても全てのグループ間

で明らかな有意差が認められた(p < 0.01)。

OPN および Runx2 においては, 3日培養

したグループが最も陽性反応が多く, Col-

Ⅰ および OCにおいては, 5日培養したグ

ループが最も陽性反応が多い結果となった

(表 1)。 

 

考察 

 

骨表面を覆う結合組織である骨膜は, 骨

側の骨形成層とその外層に存在する線維層

の 2 層より構成される。骨形成層には骨芽

細胞など骨形成能を有する細胞が含まれて

おり, 骨の成長や修復, 再生に関与する。本

研究で用いた骨膜組織は, 骨形成細胞を含

んでいる可能性の高い, 歯槽骨側より採取

した。 

組織学的所見では, 全ての試料において 

HABPC 積層細胞シートを構成する細胞シ

ート間に空隙が観察された。この空隙は, 

HABPC 積層細胞シート作製時の細胞シー

トを重ねる工程において生じたと考えられ

る。これは我々が以前行った研究 23)におい

ても認められていた。また, この空隙は経

時的に狭小化を示した。このことは, 細胞

シートを構成する細胞の増殖と細胞外基質

の産生による細胞間結合の増加などにより, 

HABPC 積層細胞シート自体が収縮したこ

とによるものと考えられる。培養皿に接し

ていた側では空隙の狭小化は起き難く, 反

対側では細胞シート同士が密着し, 空隙が

消失するなど狭小化が積極的に起こる傾向

であった。これは, 培養皿と接していない

面がより培地に接し, 栄養の供給が得られ

易い環境であり, 細胞増殖や細胞外基質の

産生が盛んに生じたためと考えられる。今

回, 細胞の生死を特異的に確認してはいな

いが, HE 染色像にて観察した限りでは, 

HABPC 積層細胞シート内部にネクローシ

スの所見は全ての試料において存在しない

ように思われた。これは, 前述の空隙へ培

養液や酸素が浸透・拡散することで, 複数

の細胞シートが積層されていても栄養供給

が十分に行われていたためと考えられる。

しかし, これらについては今後, HABPC 

積層細胞シート内部の細胞の生死判定を詳

しく行い, 調査する必要がある。 

骨芽細胞は骨形成に重要な役割を担い, 

Col-Ⅰ, ALP, OPN, OC などの特異的な遺

伝子を発現する。骨芽細胞の分化の初期よ

り Col-Ⅰ 基質が形成され, ALP, オステオ

ネクチン, OPN, OCなどの遺伝子が順次発

現し, タンパク量の上昇が起こる。産生さ

れた骨基質は, 最終的に細胞外へ沈着して

いく 24-27)。 

Col-Ⅰ は骨基質の 90 %を占めるタンパ

ク質であり, ハイドロキシアパタイト結晶
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の沈着による石灰化により骨が形成される

28)。その含有量は骨の強度に深く関わって

おり, Col-Ⅰ 量の低下は骨粗鬆症などを引

き起こす。また, 未分化の前骨芽細胞の増

殖のための足場としての役割も担う。さら

にインテグリンなどの細胞接着分子と結合

し, 細胞内シグナルを活性化する働きもあ

る 29)。本研究における免疫組織化学的検索

では , 1 日培養したグループにおいて 

HABPC 積層細胞シートの表層より若干の

陽性反応を認め, 3日培養したグループでは

表層および内部方向へ陽性反応が増加した。

そして, 5 日培養したグループにおいては, 

表層で特に著明な反応を示した。これらの

結果は, HABPC 積層細胞シートの表層よ

り骨形成が開始される可能性を示唆してい

る。 

リン酸エステルを無機リンとアルコール

に分解する酵素である ALP は, 骨組織に

おける骨芽細胞のみならず前骨芽細胞にお

いても存在し, 骨芽細胞分化の初期にその

発現が認められる。そのため骨芽細胞分化

のマーカーとして重要視されている 30)。本

研究では 1 日培養したグループにおいて既

に著明な陽性反応が認められ, 3日および 5

日培養したグループにおいても陽性反応が

認められた。どの試料においても培養皿に

接触していない面の表層において陽性反応

が著明に示された。本研究では, ALP 染色

像において統計分析は行わなかったが, 陽

性反応を示す部位は経時的に減少傾向を示

した。これらの結果より, HABPCs の分化

は培地に接していた面の表層から開始され, 

1日目から5日目にかけて HABPC 積層細

胞シート内の骨形成能が上昇した可能性が

示唆された。 

OPNは骨組織に含まれ, 骨のリモデリン

グやメカニカルストレスの調節に関わる骨

基質タンパクである 31, 32)。OCは成熟骨芽

細胞に特異的に認められる非コラーゲン性

タンパク質であり, Runx2 や Activating 

transcription factor-4 によりその発現が

調節される 33, 34)。本研究では OPN, OCと

もに 1 日培養したグループにおいて 

HABPCs 積層細胞シートの表層より非常

に僅かな陽性反応を認め, 3日培養したグル

ープにおいて表層の反応は著明となった。

そして , 5 日培養したグループでは 

HABPCs 積層細胞シートの内部方向へ陽

性反応が増加していった。さらに, 統計学

的分析により, OPNは 3日培養したグルー

プの陽性反応数が最も多く, 5日目にかけて

減少し, OCは 1日目から 5日目へと陽性反

応率は有意に増加していた。この結果は , 

骨芽細胞分化マーカーの発現様式と一致し

ており, これらのことからも, 1日目から 5

日目にかけて HABPCs 積層細胞シート内

の骨形成能が表層から内部へ向かって上昇

したと考えられた。 

骨芽細胞は前述の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,骨組織の維持や再生, 代謝に重要な役割

を担っている。BMP によって発現誘導が

認 め ら れ る 遺 伝 子 と し て , Runx2, 

Osterix/Sp7 などが確認されている 35)。

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。Osterix/Sp7 

は前骨芽細胞から骨基質タンパクを形成す

る未熟骨芽細胞へ分化させるとともに, 軟

骨細胞への分化を抑制する。骨芽細胞へ分

化した後, Runx2 は骨芽細胞を未熟な分化
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段階に保ち, 骨細胞への移行を抑制する 36)。

即ち, 骨の成熟には骨芽細胞への分化後に 

Runx2 の発現が抑制されていくことが必

要となる。本研究では 1 日培養したグルー

プにて HABPC 積層細胞シート表層より

僅かに陽性反応を認め, 3日および 5日培養

したグループでは表層に著明な反応を認め

た。また, 統計学的分析により, 3日培養し

たグループの陽性反応率が最も高く, 5日目

にかけて減少したことが明らかとなった。

これらのことより, 3日目から 5日目にかけ

て Runx2 の発現の抑制が始まり, HABPC

積層細胞シート内の細胞が骨形成能を発揮

できる状態となっていた可能性が考えられ

た。 

 von Kossa 染色において, 1 日培養した

グループにおいては, 全ての試料で石灰化

様組織は観察されなかったが, 3日および 5

日培養したグループでは全ての試料の 1～

3 箇所に石灰化様組織が認められた。この

結果は, UpCell® を用い, 16 枚の細胞シー

トを積層させることにより, 平面培養では

得ることのできない 3 次元的な培養環境が

得られたことと, それにより HABPCs 内

部に含まれているとされる骨形成細胞が, 

石灰化に必要なコラーゲン基質をより多く

得ることができたため, 石灰化誘導物質を

添加していない通常の培地による培養にお

いても石灰化様組織を生じ得たものである

と考えられた。石灰化様組織が形成された

箇所は, HABPC 積層細胞シートの表層が

大半であったが, 内部に形成された試料も

存在した。いくつかの試料において

HABPC 積層細胞シート内部で早期に石灰

化様組織の形成を認めたことは, 本研究で

の HABPC 積層細胞シート表層より石灰

化が起こるという結果と矛盾するものであ

る。Li らは間葉系幹細胞を有するヒト歯髄

細胞における研究において, 低酸素状態は

歯髄細胞に石灰化を誘導させたと報告して

いる 37)。本研究で用いた骨膜細胞において

も間葉系幹細胞が含まれているとされてい

る 38)。本研究のHE 染色による組織学的検

索における限りでは, HABPC 積層細胞シ

ート表層から内部までネクローシスの所見

は 5日目まで認められなかったが, 16枚と

いう多層の細胞シートにより構成されるも

のであり, HABPC 積層細胞シートの内部

は表層と比較して低酸素状態であったこと

が予想される。よって , 低酸素状態が 

HABPC 積層細胞シート内部における石灰

化に影響を及ぼしていた可能性が考えられ

る。この矛盾点の解明については今後のさ

らなる研究が必要となる。 

本研究によって HABPC 細胞シートを

複数枚積層し, 単独で移植が可能と思われ

る十分な厚みを持った HABPC 積層細胞

シートの作製方法が示唆された。尾形らの

研究 17)と比較し, 初代培養細胞より細胞シ

ート作製に必要な細胞が得られた後, 温度

応答性培養器材である  UpCell® を用い , 

初期細胞播種濃度を 2倍に調整し, 3回目の

細胞播種の時期を短縮することで, 半分の

期間の 2 週間で細胞シートを作製すること

が可能であった。作製したHABPC 積層細

胞シートは, 石灰化誘導物質を添加してい

ない通常の培地による培養において, 石灰

化を引き起こした可能性が考えられた。組

織学的 , 免疫組織化学的検索により , 

HABPC 積層細胞シートは, 経時的にシー

ト表層より HABPCs の分化が促進された

と考えられ, 特に 3 日目から 5 日目にかけ
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て HABPC 積層シート内部の骨形成能が

上昇したことが示唆された。今後, より長

期間の培養を行い, その経時的変化につい

て検索する必要がある。また, 本研究にお

いて用いた細胞は, 単一の被験者より得ら

れた細胞であるため, 今後, 被験者数を増

やし, 本研究結果との差異を確認すべきで

ある。さらに, 本研究における 1, 3, 5日培

養グループ各々の結果を踏まえ, 動物実験

モデルにおいて移植片の生体内における経

時的変化を比較検討することにより, 移植

に最適な培養期間を導き出すことも重要で

ある。 

 

本論文の要旨は, 第 55回春季日本歯周病

学会学術大会(平成 24年 5月 19日)におい

て発表した。 
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