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　　　　　　　　骨生検所見（移植後4か月）

培養骨膜施用あり　　　　　　　　　　培養骨膜施用なし
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★培養骨膜細胞施用⇒ALP陽性細胞、及びTRAP陽酷細胞の増加
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の採取量を減ずることによる低侵襲化に繋がる．

また，組織および画像解析の結果はCAPCが骨形

成と骨吸収の協調的促進を通じ，活発なリモデリ

ングを伴う再生骨をもたらすことを示唆してい

る。将来の骨再生細胞療法がとるべき方向性は骨

の形態回復にとどまらず，加齢や放射線治療後な

ど様々な骨代謝活性の低下に起因する病態の治療

も含まれるであろう．
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Abstract

　　To　regenerate　pedodontal　tissue　destroyed　by　chronic　periodontitis，　autologous　cultured　peHo－

steal　sheets　in　combination　with　platelet－rich　plasma（PRP）and　hydroxyapatite（HA）gran－

ules　were　used　as　a　clinical　application．　The　periosteum　specimens　were　dissected　from　each

patient，　and　were　incubated　fbr　approximately　six　weeks　until　the　sheets　were　fdmled．　Prior　to

placement　of　the　cultured　periosteal　sheets，　osseous　de企cts　were　thoroughly　debrided　and　filled

with　HA　granules　in　combination　with　PRP．　Standardized　cHnical　and　radiographic　measurements

were　determined　during　fbllow－up　examinations　at　one，　two，　three，　four　and飾e　years．　Clinical

attachment　level（CAL）and　radiographic　i㎡rabony　de企ct　dept11（IBD）were　detem㎡ned　as　ph－

rnary　end－point．

　　One　year　results　of　this　treatment　have　shown　favorable　clinical　results，　and　these　effects　were

stable　and　maintained　after五ve　years，　when　compared　to　baseline　and　three　years．　The　cultured

periosteal　sheets　function　as　a　living　dnlg　delivery　system　to　favorably　in且uence　cellular　functions

and　serves　as　seeds　for　ectopic　bone　fbrmation　near　the　implantation　site　through　production　of

important　growth　factors　related　to　periodontal　regeneration．

　　Tissue　engineering　is　a　novel　means　which　we　believe　will　be　used　extensively　in　the　future　to

treat　periodontal　osseous　de飴cts，　Once　a　successful　cUnical　treatment　has　been　achieved　with　a

combination　of　HCP　sheets，　PRP　and　HA　granules，　the　results　are　maintainable　5　years．　In　addi－

tion　to　the　favorable　long　term　clinical　results　for　treating　periodontal　osseous　defects，　the

long－term　safety　of　tissue　engineered　HCP　sheets　in　penodontal　therapy　was　estabHshed．

Key　words：chronic　periodontitis，　cultured　periosteal　sheet，　c五nical　attachment　leve1，　radiograph－

　　　　　　　　　　ic　infrabony　defect　depth，5－year　results，　long－terml　safety
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はじめに

　近年の組織工学技術のめざましい進展により，

歯周骨内欠損に対する新しい再生治療の門戸が開

かれてきた1）…3）．培養骨膜シートと自己多簸小

板廠漿およびハイドロキシアパタイト穎粒を骨内

欠損に用いて治療した我々の過去の研究結果か

ら，12か欝予後においてベースラインと比較し

て，歯閥ポケット減少，臨床的付着の獲得，エッ

クス線的骨増加の点において統計学的に有意な改

善を認めた4）．しかしながら，この研究は術後1

年までの結果で，結果の長期的な予後を追跡した

報告は無い．そこで本研究の脚約は培養骨膜シー

トと自己多血小板血漿およびハイドロキシアパタ

イト頼粒を骨内欠損に用いた｝台療の5年予後の結

果を報告することにある．

培養骨膜シートの姓状およびPRPと

　　　　HA移植物の作製

　歯周緯織を再生させるための組織工学的“戦曙寸

として我々は，細胞として患者自己由来骨膜細胞，

足場としてハイドロキシアパタイ際凝粒（HA），

細胞増殖園子として患者自己撫来多揃t小板血漿

（PRP）を選択した、理論的には維織工学の3要

素を満たすこととなり，骨形成および付着の獲得

による歯闇組織再生が期待される．培養骨膜シー

トについては，患者の下顎大臼歯頬側部の付着歯

陶下の轡蜜面より，5mmX5斑mの骨膜小片を採

取後，ウシ胎兇癒1清（10％），抗生物質（1％），

アスコルビン酸（25μ9／lnl）を含むMe苗um199

にて培養シャーレ上で6週闇培養して直径が⑳一

50mm程度になるシート状構造物を得た．骨膜小

片を培養系に移してから，4－8捧後に最初の細胞

遊走を確認することができる．増殖の速度は経日

的に増してくるが，骨膜小片の周囲にアルカリホ

スファターゼ（AL頚活性の発現を認める，未分

化骨膜での石灰化はほとんど認められないが，デ

キサメタゾン・ビタミンC・β一グリセロリン酸

を添加した油化誘導培地」で培養すると，ALP

発現および石灰化は顕著に誘導される．来分化状

態では，線維芽網胞同様に且噺の産生が認めら

れるが，分化誘導によって1七8，1ぶ欝，拡Fづ，

拡FBPなどの産生が充進するようになる．培養骨

膜シートは，5層以上に細胞は蚕繕化される5）．

　PRPと醤A移植物の調整については，患者末梢

⇒

治療前 治療後叢年

　　　　懸1培養骨膜シート移植によるエックス纏的不透過像の充違

術前の骨欠損を示すエックス線像（左），術後5年経過後のエックス線像（左），

骨再生憎麗と思われるエぴクス線的不透過像（白矢印），
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血鼠5ccから2回の遠心分離により，0．6ccのPRP

を調整し，このうちPRP　O．3mlにつき，α1gのア

ルギン酸ナトリウムを添加して活性化し，0．5gの

HAと混和させた6）．

臨床症例

56歳の女性，下顎左側許大臼歯近心に6㎜

の歯周ポケット，6mmの付着の喪失，およびエ

ックス線的に5mmの骨欠損深さを示す3壁性骨

欠損を認めた，下顎左側第二小臼歯遠心部から下

顎左側第二大臼歯遠心部まで縦切開および歯肉溝

切開を加え，全層弁を形成して剥離し，徹底的な

炎症性肉芽組織および病的セメント質を掻爬して

吸収された骨欠損形態を明示した．HAとPRPを

混合した移植物を骨辺縁まで充填し，さらにその

上から培養骨膜シートを移植物を覆うように設置

して，歯肉弁を復位させ縫合した．

　術後1年目に歯周ポケット深さと付着の喪失

は，それぞれ3mmと5mmを示した．これはべ

一スラインと比較して1mmの付着の獲得が生じ

たことを示している，歯周ポケット深さの減少と

付着の獲得という好ましい臨床反応はその後3

年，5年と維持された．エックス線的不透過像の

尤進は，術後1年目，3年目，5年目においてみら

れた（図1）．この患者は歯周維持療法に対してき

わめて協力度が高く，術後5年目においても歯周ポ

ケット深さと付着の喪失は3㎜と5mmであり，

この値は過去2年と比べて安定しており不変であ

った．

臨床研究

　2005年7月から2007年3月までに培養骨膜シー

トを用いて歯周外科手術を受けた25人が本研究

に登録された．このうち15人は1年予後の研究

に含まれていた人達である4）7）．5年の予後観察

期聞中に6か月目，1年目，2年目の時点で一人ず

つ脱落し，結果として中等度から高度の慢性歯周

炎を呈する22名（女性18名，男性4名，平均年

齢57．4±7．9歳）が解析の対象となった，

　歯周基本治療完了後3か月目に全顎の再評価を

行い，治療に対する反応性を見極め歯周再生治療

の適応かどうかを決定した．歯周手術法はすでに

上で述べた通りである．術後の厳密なプラークコ

ントロールからなるメインテナンスリコールのた

めの受診は約1か月に1度の割で5年間継続され

た，ベースラインと1年目，3年目，5年目のデー

タの有意差検定は，ウィルコクソン順位和検定で

行った．

　術後1年目の結果はベースラインと比較して，

平均歯周ポケット深さ，平均付着の喪失，平均エ

ックス線的骨欠損深さにおいて有意な改善を認め

た（歯周ポケット深さ：2．9±0．4mm　対7．6±

1．4mm，危険率く0．01；付着の喪失：4．8±

1．4mm対8，0±1．4㎜，繊率く0．01；散損

深さ：1．4±1．1mm　対4．6±1．Omm，危険率く

0．01）．術後3年目経過しても平均歯周ポケット深

さと平均付着の喪失は1年目と比較して安定して

いた（歯周ポケット深さ：3．0±0．2mm　対

2．9±0．4mm；付着の喪失：4．7±1．3mm対

4，8±1．4㎜）そして3朝の散損漂の値は
1年目と比較して統計学的に有意に改善した

（α6±0．9㎜対1．4±1．1㎜，危険率く0．01）．

この傾向は術後5年目まで続いたが，歯周ボケッ

ト深さと付着の喪失においては3年目と比較して

統計学的に有意差は無かった（歯周ポケット深

さ：2．9±0．3mm対3．0±0．2㎜；鰭の喪

失：4．6±1．2mm対4．7±1．3㎜）．しかしな

がら，エックス線的骨欠損深さは5年目と3年目

の間で統計学的に有意に改善した（エックス線的

散損深さ：0．2±0．5mm対0．6±α9㎜，危
険率く0．05）8），さらに注目すべきは本研究の5年

間の予後観察期間にわたって，有害事象は生じな

かったことである．

考 察

　本研究が示したことはヒト培養骨膜シートと自

己多血小板血漿およびハイドロキシァパタイト穎

粒の組み合わせの治療結果は5年の評価期間にわ

たって安定した生理学的支持構造を維持していた
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ことであるが，これは期間を通じて患者さんの優

れた口腔清掃レベルと健康な歯肉組織を維持でき

たことが背景にある．特筆すべきは5年間の観察

期間中，22名の患者の何れにも感染の発症や有害

事象の発生は一切無かったことである．以前の著

者らの報告によると術後6か月で得られた付着の

有意な獲得は術後1年目まで維持されていた4）7）

ことと，エックス線的骨不透化像が増加すること

であった．本研究結果はこの早期の所見を5年目

まで延長したもので，より臨床的に安定であるこ

とが示された．

　ヒト培養骨膜シートと多血小板血漿およびハイ

ドロキシアパタイト願粒を用いた治療は，術後5

年目で4．7mmの歯周ポケット深鍼少，3．5㎜

の付着の獲得および4．5mmのエックス線的骨内

欠損の改善を認めた．以前に著者らが報告した多

血小板血漿とハイドロキシアパタイト穎粒の混合

物を骨内欠損に填塞する方法では術後1年目にお

いて，4．7±1．6mmの歯周ポケット深さの減少，

3．4±1．7mmの付着の齢，3，5±1．5㎜のエッ

クス線的骨欠損深さの変化がみられた6）．ヒト培

養骨膜シートと多血小板血漿およびハイドロキシ

アパタイト頼粒を用いた本治療の結果は培養骨膜

シート無しの多血小板血漿およびハイドロキシァ

パタイトだけの治療より臨床的に好ましい結果が

得られた．この臨床結果に寄与した重要な因子の

一つは，ヒト骨膜シートに含まれる骨原性細胞の

存在であろう．

　6週間培養して作製された骨膜シートのアルカ

リホスファターゼ活性はフォンコッサ染色で陽性

にそまる石灰化物沈着所見と一致していた9）－12）．

さらにヒト培養骨膜シートをヌードマウスの背部

皮下組織に移植したところ，石灰化した類骨様組

織を形成した9）－12），加えてヒト骨膜シートの表

面抗原を解析したところ，CD73，　CD90，　CD105

分子の発現が陽性でCD19，　CD34，　CD45分子の

発現は陰性であった．これは国際細胞治療学会に

よって定義された骨髄間葉系細胞の最低条件と一

致している13）．

　ヒト骨膜シートから放出される様々なサイトカ

インについて調べると，分化誘導培地で培養した

骨膜シートからは骨芽細胞の分化と関連のある

GRO，　IL－8，　MCP－1が放出されていた9）．一方，

対照として分化誘導させない培地で培養した骨膜

シートからは，起炎物質であるIL－6やIL－7の

高いレベルでの放出が認められた．従ってヒト培

養骨膜シートは生物学的に機能する薬剤除放シス

テムとして細胞に好ましい影響を与え，歯周組織

再生に関連のある重要な増殖因子の産生を通して

移植した周囲の異所性骨形成の核として作用する

ことが明らかとなった．

結 論

　ヒト培養骨膜シートと多血小板血漿およびハイ

ドロキシアパタイト願粒の組み合わせの治療でひ

とたび臨床結果が成功すれば，その結果は5年間

維持されることが明らかとなった．これより歯周

治療に於いて組織工学的に作製されたヒト培養骨

膜シートの長期安全性について確立された．
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