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Abstract

Recently, cytokines such as fibroblast growth factors

(FGF-2) and bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)

have attracted attention due to its efficacy in periodon-

tal tissue regeneration. Animal studies have reported

that FGF-2 and BMP-2 promote proliferation and dif-

ferentiation of periodontal ligament (PDL) cells, and

subsequently enhance periodontal tissue regeneration.

However, there have been few studies of the interaction

between FGF-2 and BMP-2 on PDL derived cells in

vivo . The purpose of the present study was to use an

animal model to determine whether FGF-2 and/or BMP

-2 influence tissue regeneration using PDL derived

cells.

Implanted materials included human PDL (HPDL)

derived cells (collected from 3 human extracted teeth)

and implants without PDL cells, human demineralized

dentin matrix (DDM ; provided as crushed dentin parti-

cles of extracted teeth), and growth factors (1 : none, 2 :

FGF-2, 3 : BMP-2, 4 : FGF-2+BMP-2). The materials

were implanted into the subcutaneous tissues of nude

mice. Four weeks after the implantation, the mice were

sacrificed, implanted tissue collected, and the tissue

prepared for histological analyses. The rates of new

bone formation and the number of blood vessels in the

implanted tissue were measured, and the expression of

human GAPDH mRNA were verified with RT-PCR.

The histological analyses established that the number

of blood vessels was significantly increased in the im-

planted tissue with FGF-2, the new bone formation ra-

tio was significantly increased with BMP-2, and new

bone formation ratio and number of blood vessels were

increased with a combination of FGF-2+BMP-2, result-

ing in new bone formation with internal newly formed

vessels.

The study suggests that implantation of HPDL de-

rived cells in combination with FGF-2 and BMP-2

would be useful for periodontal tissue regeneration.
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緒 言

歯周病とは，歯肉と歯槽骨，セメント質，歯根膜から
なる歯周組織が歯周病原菌を原因とする慢性炎症により
破壊される疾患であり，成人が歯を喪失する主な原因と
なる疾患である．一度損傷を受け失われた歯周組織の再
生能は限られている（Melcher, 1976）．近年，生体組織
工学を用いて失われた生体組織を再生する再生医療が注
目されている．生体組織工学において，細胞，増殖因子
と足場が組織再生に必要な三大因子である（Langer &

Vacanti, 1993）．増殖因子の中でも，特に塩基性線維芽
細胞増殖因子（fibroblast growth factor；FGF-2）や骨形
成タンパク（bone morphogenetic protein；BMP-2）など
のサイトカインが歯周組織再生療法において注目されて
いる．FGF-2は皮膚，血管，骨，軟骨などさまざまな組
織形成に関与する細胞成長因子の一つである．その働き
は主に組織の創傷治癒，血管新生を促すことであり，線
維芽細胞，血管内皮細胞，未分化間葉系細胞などの細胞
増殖促進作用など様々な生理活性を有している（Gospo-

darowicz et al., 1986 ; Ledoux et al., 1992 ; Tsutsumi et al.,

2001）．歯科領域においては，現在歯周組織への治験の
第Ⅲ相まで進んでおり，FGF-2の歯周組織への局所応用
が歯周病により破壊されたヒト歯周組織の再生に有効で
あることが示されており（Kitamura et al., 2008），今後
臨床応用が期待されているサイトカインである．しかし
治験においては2壁性や3壁性の骨欠損を対象としてお
り1壁性や水平性骨欠損などの大きな骨欠損への応用に
は改善の余地が残っている．ヒト歯根膜由来間葉系細胞
群（HPDL細胞群）に対するFGF-2の作用については
様々な報告があり，主に血管内皮細胞や未分化間葉系細
胞の増殖と分化を促し，血管新生を促進させると報告さ
れている（Nugent & Iozzo, 2000 ; Takayama et al. ,

1997）．また，FGF-2は歯根膜由来未分化間葉系細胞の
基質形成や前骨芽細胞などの未成熟な細胞に対して硬組
織形成を抑制すると考えられている（Debiais et al. ,

1998 ; Takayama et al., 1997）．一方，BMP-2は骨，軟骨
の発生と維持に深く関与しており，それ以外にも多彩な
生理活性を有しているタンパク質である．その働きは主
に異所性の骨誘導能であると報告されており，未分化間
葉系細胞・前骨芽細胞から骨芽細胞への分化や骨芽細胞
の増殖を促進させたと報告されている（Campbell &

Kaplan, 1992 ; Ripamonti & Reddi, 1994 ; Urist, 1965）．歯
科領域においては，rhBMP-2と吸収性コラーゲンスポン
ジキャリアとの組み合わせが海外で現在市販されてお
り，サイナスリフトやインプラントのための骨増大に応

用されている．BMP-2はHPDL細胞群に対して骨芽細胞
への分化および骨の形成を促進する作用を有し，ALP活
性を上昇させることが報告されている（Kobayashi et al.,

1999）．これまでにShiraiらは，株化したブタ歯根膜由来
間葉系細胞にFGF-2及びBMP-2が与える影響を検討し，
ブタ歯根膜由来間葉系細胞はBMP-2刺激により石灰化物
を形成するだけではなく，FGF-2の刺激により管腔様構
造を構築したこと，FGF-2はBMP-2の誘導する石灰化物
の形成を抑制し，反対にBMP-2はFGF-2の誘導する管腔
様構造の形成を抑制したことを報告している（Shirai et

al., 2009）．In vivoにおけるFGF-2＋BMP-2の相互作用に
関する報告として，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞
（hBMMSCs），FGF-2＋BMP-2を併用することで骨密度
が上昇したことが報告されている（Akita et al., 2004）．
しかし，HPDL細胞群に対するFGF-2及びBMP-2の相互
作用に関する報告はない．これまで，歯周組織再生療法
に用いられてきた移植材としては，自家骨あるいは骨補
填剤がある．自家骨は骨採取における侵襲，骨採取量の
制限などの課題が残されており，骨補填剤は非吸収性で
あることが多く，生体内で永久に残存し感染源になりう
ることなど改善する余地が残っている．そこで今回の研
究では，拒絶反応のない自己組織由来材料であり，利用
されることなく捨てられているヒト抜去歯象牙質の再利
用に着目し，担体としてDDMを用いた．また，Shiraiら
のin vitroの研究結果に基づき，HPDL細胞群に対して
FGF-2及びBMP-2を併用すると血管新生や骨新生が促進
するとの仮説を立て，担体とHPDL細胞群からなる埋植
体を製作し，そこにFGF-2，BMP-2およびその併用を添
加しヌードマウス背部皮下に移植することによって組織
再生，特に血管組織形成や骨様組織形成にどのような影
響を及ぼすかを検討した．

材料と方法

1．実験動物と飼育
実験動物は4週齢の雄性ヌードマウス（BALB / c Slc-

nu体重：約20g）を1週間の検疫期間をおき，実験に使
用した．室温平均24℃，明暗12時間周期のもとで固形飼
料と水を自由に与えて飼育した．本研究は北海道医療大
学動物実験の承認（承認番号：第014号）を得て行っ
た．

2．HPDL細胞群の採取
HPDL細胞群は北海道医療大学歯科内科クリニックを

受診した患者において，治療上抜歯が必要と判断し抜去
した3人の患者の3本の歯の歯根膜組織からoutgrowth
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細胞 FGF-2 BMP-2

無添加群

HPDL1

－ －
HPDL2

HPDL3

無細胞群

FGF-2群

HPDL1

＋ －
HPDL2

HPDL3

無細胞群

BMP-2群

HPDL1

－ ＋
HPDL2

HPDL3

無細胞群

FGF-2
+BMP-2
併用群

HPDL1

＋ ＋
HPDL2

HPDL3

無細胞群

表1 埋植体の条件

1条件あたり4カ所，DDM（20mg/site）は全てに含まれる．
HPDL細胞群：1×107個／site
FGF-2：2μg/site BMP-2：5μg/site

法にて増殖させ（Nagatomo et al., 2006），3細胞群を採
取し，それぞれHPDL1，HPDL2，HPDL3とした．歯
根膜組織はNo．11メスを用いて各抜去歯の歯根中央1／
3から採取し，Ⅰ型コラーゲンコート培養ディッシュ上
で10％ウシ胎児血清（FBS, Valley Biomedical），2mM

L-グルタミン（Invitrogen），200 μg /mlカナマイシン
（Sigma-Aldrich），100μg/mlペニシリン・ストレプトマ
イシン（Sigma-Aldrich），5μg / mlアムホテリシンB

（Sigma-Aldrich）含有DMEM培地 （Sigma-Aldrich）をbi-

opsy mediumとして用い24時間培養した．その後得られ
たHPDL細胞群は，growth mediumとして10％FBS，2
mM L-グルタミン，200μg/mlカナマイシン含有DMEM

培地を用いて5代継代培養後，歯根膜特異的遺伝子であ
るPLAP-1，periostinの発現を確認して埋植実験に使用し
た．全ての培養は37℃，5％CO2の条件下で行った．

3．ヒト凍結乾燥脱灰象牙質顆粒の製作
ヒト凍結乾燥脱灰象牙質の製作は，村田らの方法に従

い行った（村田ら，2003）．すなわち，修復・補綴物，
根管充填物や齲蝕のないヒト抜去歯を低温骨粉砕機
（NS‐101，岡田鉄工所）で液体窒素冷却下にて粉砕し，
完全脱灰12時間（2％HNO3，pH2．0），洗浄60分（冷蒸
留水），凍結乾燥を12時間行い，凍結乾燥脱灰象牙質顆
粒（Demineralized Dentin Matrix：DDM）として用い
た．その後，DDMは粒径0．4～0．8mmサイズの篩にか
けて回収した．

4．成長因子
成長因子として，リコンビナントヒトBMP-2（R&D

Systems），リコンビナントヒトFGF-2（科研製薬）を使
用した．溶媒としてPBSを用い，Shiraiらの報告（Shirai

et al., 2009）を参考にしてFGF-2溶液は2μg/site，BMP-2

溶液は5μg/siteとなるように調整した．

5．埋植体の調整
埋植体には，担体としてDDM（20mg/site）を用い，

移植する細胞としてHPDL1，HPDL2，HPDL3のそれ
ぞれを用い，無細胞群も設定した．成長因子の付与に
は，①無添加群，②FGF-2群，③BMP-2群，④FGF-2＋
BMP-2併用群の4条件を設定した．埋植体として，
DDMと3つのHPDL細胞群および無細胞群からなる4群
に4条件の成長因子を付与することによって，16条件の
埋植体を調整した．埋植体の調整は埋植直前に行った．

6．埋植体の皮下埋植法
皮下埋植は，村田らの方法に従い行った（村田

ら，2003）．すなわち，滅菌注射用水で10倍希釈した
Pentobarbital sodium（NENBUTAL�，大日本住友製薬）
を8μl/g体重でヌードマウスの腹腔内に投与し，全身麻
酔を行った．その後，背部両側にそれぞれ1カ所ずつ，
計2カ所に約10mmの皮下切開を加えて，皮下結合組織
を鈍的に剥離してポケットを形成し，1条件あたり4カ
所で計32匹64カ所埋植体を埋植した．埋植体は切開創付
近に後戻りしないよう切開創から十分な距離をとって埋
植し，創部はナイロン糸で2～3針縫合し，抗生剤軟膏
（アクロマイシン�，ポーラファルマ）を塗布した．

7．薄切切片の作製
埋植4週後にエーテル吸入による深麻酔にて屠殺し，

埋植体を周囲結合組織とともに一塊として摘出し，10％
中性緩衝ホルマリン液に24時間浸漬固定した．10％
EDTA溶液中で脱灰した後，パラフィン包埋し，厚さ3
μmの切片を作製した．

8．Reverse transcription - polymerase chain reaction（RT-

PCR）
移植したHPDL細胞が生着しているかを検討するため

に，HPDL1，HPDL2，HPDL3および無細胞の成長因
子無添加群からなる摘出試料を用い，以下の実験を行っ
た．摘出した組織をISOGEN（Nippon gene）に浸漬，ホ
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モジナイズし，全RNAを添付プロトコールに従い抽出
した後，cDNAをcDNA reverse transcription kit（Applied

Biosystems）を用いて合成した．PCRはTaq PCRコアキ
ット（Qiagen）を用いて60℃ 25cyclesにて行った．標
的遺伝子としてヒトglyceraldehyde‐3‐phosphatedehydro-

genase（GAPDH）を用い forward / reverseプライマー
（5 ‐́CGACCACTTTGTCAAGCTCA‐3´／5 ‐́AGG

GGTCTACATGGCAACTG‐3´；NM002046）を作製し
た．PCR反応産物は1．5％（w/v）アガロース（Sigma-

Aldrich）に電気泳動後，エチジウムブロマイドで染色
し，Light Capture（Atto）を用いて観察した．

9．摘出した埋植体の組織学的観察と血管数・新生骨形
成割合の分析
作製した薄切切片にヘマトキシリン－エオジン

（Hematoxylin-Eosin：H-E）染色を施し，光学顕微鏡で組
織学的観察後，1条件あたり無作為に5視野（倍率100
倍）を選び1視野当たりのDDM周囲に存在する血球を
含む管腔状構造を血管としその数を計測した．また，同
様に1条件あたり無作為に5視野を選び1視野当たりの
DDM周囲に存在する新生骨の面積およびDDMの面積を
Image J（NIH）にて計測後，新生骨形成割合（新生骨の
面積／DDMの面積）を算出した．

10．統計解析
計測結果は平均値±標準偏差で表示し，Steel-Dwass法

およびWilcoxonの順位和検定を用いて有意水準を0．05に
て解析した．

今回の実験終了後，採取した細胞は廃棄し，遺伝子解
析を行わないことで北海道医療大学歯学部・大学院歯学
研究科倫理委員会の承認を得た（承認受付番号：81
号）．

結 果

1．摘出した埋植体中におけるヒト由来細胞の存在：ヒ
トGAPDH mRNAの発現
摘出した組織中にHPDL細胞群由来のものが存在する

か否かを検討するためにヒトGAPDH mRNAの発現を調
べた結果，HPDL1，HPDL2，HPDL3の成長因子無添
加群から摘出した組織の全てから，ヒトGAPDH mRNA

の発現がみられた（図1A～C）．しかしDDMのみから
なる無細胞群では，ヒトGAPDH mRNAの発現はみられ
なかった（図1D）．

2．摘出した埋植体の組織学的所見
HPDL1を含む埋植体埋植4週後のH-E組織像では，

無添加群において弱拡大（×100）でDDMの象牙細管の
横断面が観察でき（図2A），強拡大（×400）では
DDM周囲には細胞が配列し薄い線維性膜で被包化され
ていた（図2B）．FGF-2群では，DDM周囲に血球を含
む管腔様構造が多数みられた（図2CD）．しかし新たな
骨の添加はほとんど認められなかった．BMP-2群では弱
拡大でDDM表面に新生骨が添加性に形成されているの
がみられ（図2E），強拡大では骨細胞を含む新生骨が
観察された（図2F）．FGF-2＋BMP-2併用群では弱拡大
でDDM表面に新生骨が添加性に形成されて，血球を含
む管腔様構造も同時に観察された（図2G）．また，強
拡大では血球を含む管腔様構造をとり囲むように新生骨
の形成がみられた（図2H）．HPDL2を含む埋植体で
は，HPDL1の時と同様の所見がみられた．すなわち無
添加群では血球を含む管腔様構造がみられたが，新生骨
はみられなかった（図3AB）．FGF-2群では，多数の血
球を含む管腔様構造をみることができた（図3CD）．
BMP-2群ではDDM表面に添加性に新生骨の形成がみら
れた（図3EF）．FGF-2＋BMP-2併用群では，血球を含
む管腔様構造をとり囲むように新生骨の形成がみられた
（図3GH）．HPDL3を含む埋植体でもHPDL1，HPDL

2とほぼ同様な所見がみられた（図4A～F）．しかし，
FGF-2＋BMP-2併用群において血球を含む管腔様構造は
みられたが，新生骨の形成はみられなかった（図4
GH）．無細胞埋植体では，無添加群で血球を含む管腔様
構造がみられるが，新生骨はみられなかった（図5
AB）．FGF-2群では，DDM周囲や内部に血球を含む管腔
様構造がみられた（図5CD）．BMP-2群では，DDM表
面に添加性に新生骨の形成がみられた（図5EF）．FGF-

2＋BMP-2併用群において血球を含む管腔様構造はみら
れたが，新生骨の形成はみられなかった（図5GH）．

3．血管および新生骨の分析観察
摘出された組織中の血管数と新生骨形成割合をH-E染

色切片上で画像解析により算出した（図6，7）．

1）血管の分析観察
HPDL細胞群を含む埋植体では，1視野（倍率100

倍）当たりのDDM周囲に存在する血管数は，FGF-2群で
は16．01±8．30個／視野で，FGF-2＋BMP-2併用群では
15．28±9．05個／視野であり，これら両群と無添加群
（6．28±4．55個／視野）およびBMP-2群（6．68±5．72個／
視野）との間に統計学的な有意差を認めた（p＜0．05，

Tomohide UEYONAHARA et al.／Effects of FGF-2 and BMP-2 on the tissue regeneration using PDL derived cells10
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Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
図1 RT-PCR：
Ａ：HPDL1 Ｂ：HPDL2 Ｃ：HPDL3 Ｄ：細胞なし

HPDL細胞群を含む埋植体を埋植した組織からはヒトGAPDHの発現がみられ，HPDL細胞群を含まない埋植体を埋植した組
織からはヒトGAPDHの発現がみられなかった．

図2 HPDL1を含む埋植体埋植4週後のH-E組織像：
Ａ：無添加群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM（※）の象牙細管の横断面がみられる．
Ｂ：無添加群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲には細胞の配列．及び薄い線維性膜で被包化されていることがみられ

る．
Ｃ：FGF-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造が多数みられる．
Ｄ：FGF-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｅ：BMP-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｆ：BMP-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．骨細胞を含む新生骨がみられる．
Ｇ：FGF-2＋BMP-2併用群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｈ：FGF-2＋BMP-2併用群，強拡大（×400，bar：25μm）．血球を含む管腔様構造をとり囲むように新生骨の形成がみられる．
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図6）．一方で，無細胞埋植体では，血管数はFGF-2群
で22．85±7．43個／視野であり，無添加群（5．65±3．70個
／視野）およびBMP-2群（5．95±4．64個／視野）との間に
統計学的な有意差を認めた（p＜0．05）．さらに，FGF-2

＋BMP-2併用群では15．75±9．36個／視野であり，無添加
群，BMP-2群との間に統計学的な有意差を認めた（p＜
0．05）．また，FGF-2群はHPDL細胞群を含む群より無細

胞群で統計学的に有意に大きな値を示した．

2）新生骨の分析観察
HPDL細胞群を含む埋植体では，1視野（倍率100

倍）当たりのDDM周囲に存在する新生骨形成割合は，
BMP-2群では0．036±0．069であり，この値は他群と比較
して有意に高かった（p＜0．05）．またFGF-2＋BMP-2併

上與那原朝秀 等／FGF-2及びBMP-2がヒト歯根膜細胞群において組織再生に与える影響

図3 HPDL2を含む埋植体埋植4週後のH-E組織像：
Ａ：無添加群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM（※）の象牙細管の横断面がみられる．
Ｂ：無添加群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲には細胞の配列．及び薄い線維性膜で被包化されていることがみられ

る．
Ｃ：FGF-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造が多数みられる．
Ｄ：FGF-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｅ：BMP-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｆ：BMP-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．骨細胞を含む新生骨がみられる．
Ｇ：FGF-2＋BMP-2併用群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｈ：FGF-2＋BMP-2併用群，強拡大（×400，bar：25μm）．血球を含む管腔様構造をとり囲むように新生骨の形成がみられる．
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用群では0．009±0．029であり，これは無添加群と比較し
て有意に高い値を示した（p＜0．05，図7）．一方で，無
細胞群では，1視野（倍率100倍）当たりのDDM周囲に
存在する新生骨形成割合はBMP-2群で高い傾向にあった
が，無添加群，FGF-2群およびFGF-2＋BMP-2併用群と
の間には有意な差は認めなかった．また，BMP-2群では
HPDL細胞群を含む群は無細胞群よりも統計学的に有意

に大きな値を示した（p＜0．05）．

考 察

これまで歯周組織再生療法に用いられてきた移植材
は，自家骨あるいはリン酸カルシウム系セラミックなど
の無細胞性生体材料である（Block & Kent, 1985）．自家
骨には，骨採取における健常組織への侵襲，患者の精神

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

図4 HPDL3を含む埋植体埋植4週後のH-E組織像：
Ａ：無添加群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM（※）の象牙細管の縦断面がみられる．
Ｂ：無添加群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲には細胞の配列．及び薄い線維性膜で被包化されていることがみられ

る．
Ｃ：FGF-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造が多数みられる．
Ｄ：FGF-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｅ：BMP-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｆ：BMP-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．骨細胞を含む新生骨がみられる．
Ｇ：FGF-2＋BMP-2併用群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｈ：FGF-2＋BMP-2併用群，強拡大（×400，bar：25μm）．血球を含む管腔様構造が確認できるが新生骨の形成はみられない．

13

（13）

第３２巻１号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００７～０１９　原著　上與那原　　　４Ｃ  2013.07.04 17.23.25  Page 13 



B

D

F

HG

A

C

E

的身体的負担過多，骨採取量や形態の制限などの課題が
残されている（Block & Kent, 1985）．また無細胞性生体
材料では主にハイドロキシアパタイトが組織親和性と骨
伝導能を有することから骨補填材として広く用いられて
いる（島田ら，1989；小笠原ら，2000）．しかしなが
ら，それらの骨補填材は非吸収性であるため，生体内で
永久に残存し感染源になりうることや，骨誘導能を有さ

ないため，早期の骨増生は望めず，患者の時間的負担過
多になりやすい．そこで利用されることなく捨てられて
いるヒト抜去歯象牙質の再利用に着目し，本研究では担
体としてDDMを用いた．
今回の研究では，担体とHPDL細胞群からなる埋植体

を製作し，そこにFGF-2，BMP-2およびその併用を添加
しヌードマウス背部皮下に移植した．背部皮下では骨形

Tomohide UEYONAHARA et al.／Effects of FGF-2 and BMP-2 on the tissue regeneration using PDL derived cells

図5 HPDL細胞群を含まない埋植体埋植4週後のH−E組織像：
Ａ：無添加群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM（※）の象牙細管の横断面がみられる．
Ｂ：無添加群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲には細胞の配列．及び薄い線維性膜で被包化されていることがみられ

る．
Ｃ：FGF-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲や内部に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｄ：FGF-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｅ：BMP-2群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM表面に新生骨が添加性に形成されている．
Ｆ：BMP-2群，強拡大（×400，bar：25μm）．骨細胞を含む新生骨がみられる．
Ｇ：FGF-2＋BMP-2併用群，弱拡大（×100，bar：100μm）．DDM周囲に血球を含む管腔様構造がみられる．
Ｈ：FGF-2＋BMP-2併用群，強拡大（×400，bar：25μm）．血球を含む管腔様構造が確認できるが新生骨の形成はみられない．
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成に関与する細胞が少ないため，新生骨形成は埋植体の
効果によるものと考えることができる．今回の研究では
埋植体におけるサイトカインの効果を検討するために背
部皮下に埋植実験を行った．
本研究では移植したHPDL細胞が組織に生着している

かを検討した．RT-PCRの結果，HPDL1，HPDL2，
HPDL3の成長因子無添加群による埋植体から，ヒト
GAPDH mRNAの発現が確認された（図1A～C）が，
無細胞無添加群ではGAPDH mRNAの発現が認められな
かった（図1D）．このことより，ヌードマウス背部皮
下に移植したHPDL細胞群が生着し組織形成に関与した
ことが考えられる．GAPDH mRNAの発現において細胞
群間に強弱があったことから，摘出した組織に存在した
HPDL細胞群の量に差があることがわかる．一方，骨形
成量に差はなかった．このことから，埋植したHPDL細
胞群は骨以外の組織の形成にも関与した可能性が考えら
れる．
無細胞無添加群とHPDL細胞群を含む無添加群では，

ともに新生骨はみられず血管数も同程度であった．この
ことから，異所性にHPDL細胞群を移植しても血管新生
や骨新生を促進しないということが考えられる．背部皮

下にDDM単独を埋植して4週後に新生骨が観察された
という報告（Murata et al., 2010）もあるが，32週間観察
しても骨誘導は認められなかった（佐藤ら，2002），あ
るいは3週間の観察期間中での新生骨の形成量にバラつ
きが大きかった（Ike et al., 1998）とも報告されてい
る．本研究においてもこれらの研究と一致するように無
添加群では新生骨形成がみられなかった．DDM単独に
おける新生骨形成に関してはさらなる検討が必要と思わ
れる．
無細胞群において比較すると，FGF-2群は無添加群，

BMP-2群およびFGF-2＋BMP-2併用群よりもより多くの
血管がみられ，さらに，FGF-2＋BMP-2併用群では無添
加群とBMP-2群よりも多く血管がみられた．HPDL細胞
群を含むFGF-2群，FGF-2＋BMP-2併用群はそれぞれ無
添加群，BMP-2群と比較して有意に多くの血管がみられ
た．FGF-2は歯根膜由来間葉系細胞に対して管腔形成促
進作用があり（Shirai et al., 2009），FGF-2は創傷治癒過
程において皮層に対して血管新生を促進する働きがある
（Tsuboi et al., 1990）と報告されている．このことから
本研究ではFGF-2を含む埋植体の働きによりhost由来，
donor由来細胞両方に対して血管の形成を促すことによ

北海道医療大学歯学雑誌 32� 平成25年

図6 血管数
測定値は平均±標準偏差（n＝4）で表示している．
青：HPDL細胞群を含む群 赤：無細胞群
同色の異なるアルファベット間に統計学的有意差を認める
（Steel-Dwass法：p＜0．05）．
＊は有意水準0．05以下をもって有意差ある群間を示す（Wil-
coxonの順位和検定）．

図7 新生骨形成割合：
測定値は平均±標準偏差（n＝4）で表示している．
青：HPDL細胞群を含む群 赤：無細胞群
違う条件間における異なるアルファベット間に統計学的有意
差を認める（Steel-Dwass法：p＜0．05）．
＊は有意水準0．05以下をもって有意差ある群間を示す（Wil-
coxonの順位和検定）．
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り血管数の増加に関与したことが考えられる．血管新生
は組織再生に重要であるため，FGF-2による血管数の増
加は歯周組織再生に有効であると考えられる．また，
FGF-2群においてHPDL細胞群を含む群と無細胞群を比
較すると，無細胞群の方が有意に多く血管がみられた．
FGF-2はHPDL細胞群に対して作用するよりもヌードマ
ウス背部皮下の場の細胞に働きかけた方が効果的に血管
数は増加することが考えられる．BMP-2群ではHPDL細
胞群の有無に関わらず血管数は同程度であり，無添加群
と比較しても有意差は認めなかった．無細胞群について
FGF-2＋BMP-2群とFGF-2群とを比較すると，FGF-2と
BMP-2を併用した場合のホスト細胞による血管新生は
FGF-2単独で添加した場合より減少している．このこと
はShiraiらの結果と同様であり，BMP-2がFGF-2の血管新
生の働きを抑制したと考えられる．一方，HPDL細胞群
を含むFGF-2＋BMP-2併用群ではHPDL細胞群を含む
FGF-2群と比較して血管数は減少しなかった．このこと
はHPDL細胞群を含むFGF-2＋BMP-2併用群では新生骨
が形成され，さらに図2GH，3GHにみられるような硬
組織形成に伴う血管新生が生じたことによると考えられ
る．骨再生に先だって血管新生が起こることが報告され
ている（岸ら，2001）ことから，創傷治癒の過程で生じ
る血管新生はその後の組織再生にとって重要な最初のス
テップであると考えられる．
骨新生についてみてみると，無細胞群では，BMP-2群

はわずかに新生骨の形成を認めたが，無添加群，FGF-2

群およびFGF-2＋BMP-2併用群との間に有意差はみられ
なかった．また，FGF-2＋BMP-2併用群でもほとんど新
生骨の形成がみられなかった．一方，HPDL細胞群を含
む4群のうち，BMP-2群は他群と比較して有意に高い新
生骨形成割合を示した．また，FGF-2＋BMP-2併用群に
おける新生骨形成割合は無添加群と比較して有意に高い
値を示したが，BMP-2群より有意に低い値を示した．
Debiaisらの研究によると，FGF-2はヒト頭蓋由来細胞に
作用させると，未分化な状態では細胞増殖を促進し分化
を抑制するが，分化が進んだ状態では細胞増殖促進効果
はなかったとの報告がある（Debiais et al., 1998）．この
ことから，今回の研究ではBMP-2はHPDL細胞群中に存
在する未分化間葉系細胞と骨芽細胞に対して作用し骨分
化を促したが，FGF-2＋BMP-2の併用群ではFGF-2が未
分化間葉系細胞に対して作用し，BMP-2の骨芽細胞への
分化および骨形成促進作用を抑制したものと考えられ
る．FGF-2群では，HPDL細胞群の有無に関わらず新生
骨はほとんどみられなかった．BMP-2群では，新生骨形
成割合は無細胞群よりもHPDL細胞群を含む群で統計学

的に有意に高い値を示した．ヌードマウスの背部皮下に
は骨系の細胞が少ないためBMP-2による骨芽細胞への分
化および骨形成の促進効果が小さかったが，HPDL細胞
群中には骨芽細胞や骨芽細胞に分化しうる未分化間葉系
細胞など様々な細胞を含むとされており（Seo et al. ,

2004 ; Hidaka et al., 2012），BMP-2による骨分化促進効
果が際立って出現したと考えられる．FGF-2＋BMP-2併
用群では，HPDL細胞群を含む群が無細胞群より高い新
生骨形成割合の傾向を示した．これは使用したリコンビ
ナントBMP-2がヒト由来であることに起因しているかも
しれない．
現在，歯周治療において行われるフラップ手術による

原因除去療法では，炎症状態に陥った歯周組織に治癒を
促すことは可能であるが，歯周組織の再生はほとんど望
むことはできない．そこで，組織再生誘導法（GTR法）
（Nyman et al. , 1982）やエムドゲイン�療法（Heijl,

1997）が開発され，それまでの原因除去療法に比べ，歯
周組織の再生において一定の成績をあげている（Mur-

phy & Gunsolley, 2003 ; Tonetti et al., 2002）．しかし，
GTR法やエムドゲイン�療法は組織内の細胞に働いて再
生を導いているために，広範囲な歯周組織欠損において
は組織再生に十分な細胞の遊走や増殖が困難である．そ
のため，これらの歯周組織再生療法では部分的な再生し
か期待できないことから，適応症が限られているのが現
状である．また，これまでに歯周組織欠損の残存骨壁数
は歯周治療の予後に大きく関係しており3壁性の骨欠損
は組織再生能が高く，1壁性や2壁性の骨欠損は組織再
生能が低いと報告されている（Kim CS et al., 2004）．そ
こで，近年の生体組織工学を用いた手法に注目が集ま
り，特にサイトカイン療法にかかる期待は大きい．しか
しながら，骨が再生しにくいと考えられる1壁性や2壁
性骨欠損，さらには水平性骨欠損にサイトカイン療法を
用いた研究は僅かである．Saitoらはビーグル犬の歯周
組織における水平性骨欠損に対してBMP-2を用いて骨形
成が増大したと報告している（Saito et al., 2003）．一
方，Kinoshitaらは12匹のビーグル犬に水平性骨欠損を人
工的に作製し，rhBMP-2を投与したところ，歯周組織の
再生が認められたが，骨の再生量は平均0．68mmであっ
たと報告しており（Kinoshita et al., 1997），期待された
より骨の再生量は少なく，得られた骨再生がBMPの作
用によるものか否かの判断が困難であると思われる．
Murakamiらの実験（Murakami et al. , 1999 ; 村上et al. ,

2000）においても，実験的に作製されたモデルはFGF-2

を用いなくても比較的再生が生じやすいと考えられる3
壁性の骨欠損であった．これらの実験結果から歯周組織
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再生には，成長因子の種類と同様に骨欠損形態が影響を
及ぼしているものと考えられ，このことが歯周組織再生
にとって不利な条件を作り出しているものと考える．そ
こで本研究では，より複雑で大きな歯周組織欠損の再生
を目的とし血管新生に重要なFGF-2と骨誘導能を有する
BMP-2の併用に注目した．これまでにヒト間葉系幹細胞
（hMSCs）を用いてFGF-2＋BMP-2を併用すると，
hMSCsのみ，hMSCs+FGF-2あるいはhMSCs+BMP-2と比
較して有意にALP陽性細胞数が増加したと報告されてい
る（Akita et al., 2004）．さらに，in vivoでヌードラット
の頭蓋骨欠損モデルを用いてFGF-2＋BMP-2の併用効果
を検討したところ，埋植2週で最も骨形成が促進され，
PBSを用いた群，hMSCs群と比較して有意に骨形成量が
増加したと報告されている（Akita et al., 2004）．また，
ウサギの脊椎固定にウサギのBMMSCs，FGF-2＋BMP-2

を併用すると，BMMSCsのみと比較して有意に高い成
功率を示し，BMMSCs+FGF-2，BMMSCs+BMP-2と比較
してもその成功率に高い傾向があることが示されている
（Minamide et al., 2007）．
今回の研究では，担体のみと比較してHPDL細胞群を

含むFGF-2及びBMP-2の併用群における血管数，新生骨
形成の増加がみられた．さらにHPDL細胞群を含むFGF-

2及びBMP-2併用群では，組織像において内部に新生血
管を含む骨新生が特徴的にみられた．以上のことから
HPDL細胞群を含むFGF-2及びBMP-2の併用による移植
は組織再生に有用である可能性が示された．

結 論

FGF-2，BMP-2およびその併用がHPDL細胞群におい
て血管組織形成や骨様組織形成に及ぼす影響を検討し，
以下の結果を得た．

1．HPDL細胞群を含む埋植体を埋植すると摘出した組
織からヒトGAPDH mRNAの発現を認め，移植した
HPDL細胞群が生着していることが確認できた．

2．HPDL細胞群の有無に関わらずFGF-2群では無添加
群，BMP-2群と比較して有意に多くの血管がみられたが
新生骨形成はみられなかった．さらにFGF-2群では，無
細胞群はHPDL細胞群を含む群よりも有意に多くの血管
が観察された．

3．HPDL細胞群を含むBMP-2群では無添加群，FGF-2

群およびFGF-2＋BMP-2併用群と比較して有意に新生骨
形成割合が増加した．さらに，HPDL細胞群を含むBMP

-2群では，無細胞BMP-2群と比較して有意に新生骨形成
割合が増加していたが，血管数には差を認めなかった．

4．HPDL細胞群を含むFGF-2＋BMP-2併用群では，血
管数は無添加群やBMP-2群と比較して有意に増加した．
またFGF-2群と比較しても同程度の血管数であった．一
方，同様の条件において，新生骨形成割合はBMP-2群と
比較して有意に減少したものの，HPDL細胞群を含む無
添加群と比較すると有意に増加した．HPDL1，HPDL

2を含むFGF-2＋BMP-2併用群では血管を取り囲むよう
に新生骨の形成がみられた．

以上の事から本研究によりヒト歯根膜細胞群にFGF-2

とBMP-2を併用添加すると，担体のみと比較して血管お
よび骨形成を増加させ，内部に新生血管を含む骨新生が
形成されることが示された．また増加した血管および骨
形成はヒト歯根膜細胞群に由来する可能性が示唆され
た．本研究の知見を基に大型動物を用いて，歯根膜細胞
群の移植とFGF-2及びBMP-2添加が歯周組織再生に及ぼ
す効果について検索を行っていく予定である．
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