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研究成果の概要（和文）：培養骨の移植部位における炎症が移植細胞に与える影響については十分理解されてい
ない．本研究から，移植組織中に見られる炎症性サイトカインがin vitroにおいて骨芽細胞の細胞死を引き起こ
し，骨分化を抑制することが明らかとなった．その結果移植後の細胞数の減少や再生骨量の減少に影響を与えて
いる可能性が示された．また，副腎皮質ステロイドの投与が移植部位における炎症を抑制する可能性について検
討した．その結果，投与回数を制限することで，炎症性サイトカインの発現抑制と細胞死の減少が得られること
が示された．本研究から，移植部位における炎症と細胞数減少との関係，およびそのメカニズムの一部が明らか
になった．

研究成果の概要（英文）：The effect of local inflammation on the transplanted cells at transplanted 
site is not well understood. The results from this study showed that the inflammatory cytokines 
observed at the transplanted site induced apoptosis of the osteoblasts in vitro and they also 
inhibit the osteogenic differentiation. This may cause the reduction of transplanted cell number and
 the volume of regenerating bone in vivo. The effect of corticosteroid administration on the local 
inflammation was also studied. The results showed that the limited number of corticosteroid 
administration could reduce the expression of inflammatory cytokines and the apoptosis of 
osteoblasts at the transplanted site. This study unveiled a part of the relationship between the 
local inflammation and the reduction of transplanted cell number as well as the underlying possible 
mechanisms. 

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療では移植細胞の生存率が低い問題が報告されているが，その原因については十分明らかになっていな
い．われわれは，免疫正常動物を用いた骨再生モデルの実験から，移植部位におけるサイトカインの発現を明ら
かにしてきた．本研究では，短期間のステロイド投与が移植部位におけるサイトカインのプロファイルを変え，
移植細胞の生存数を増加させる可能性を示した．また，移植部位に見られるサイトカインは骨芽細胞の細胞死を
誘導するのみでなく，骨分化を抑制することを明らかとした．この結果は移植細胞の生存率や機能向上のための
新たな治療法の開発につながるため，再生医療の費用の軽減や治療期間の短縮に貢献することが期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、幹細胞を用いた再生医療が注目されている。口腔外科領域でも骨髄や骨膜由来細胞を

用いた培養骨が作製され，臨床研究を通じてその安全性や有効性が報告されている．これらの
新たな治療は、従来の骨移植とは異なり健康な組織を採取する必要がないことから，患者への
負担が少ない．一方，人工骨による骨再生治療も徐々に応用範囲が広がっているが，人工骨に
は骨再生能（骨を作る能力）が無いため，適応されるのは小さな骨欠損や周囲を骨で囲まれた
骨欠損など限界がある． 
細胞を用いた培養骨では，移植材料自体が骨形成能を有するため、高い治療効果が期待でき

る．しかしながら，10 年以上の臨床応用を経ても従来の治療を置き換える存在にはなっていな
い．その大きな原因は，細胞治療の構造的な問題である個体差と，治療に大量の細胞を用いる
ために，長期間の培養と高額な費用が必要であるなど，その効率性の低さにある．これまでの
われわれの研究から，移植後局所のサイトカイン濃度が上昇し，それが移植細胞の生存や分化
に大きな影響を与えることが明らかになってきた．実際に大量の細胞を移植しても，生存し，
目的の機能を果たす細胞数はわずかであるとされている．移植細胞の生存率が低いために，治
療に必要とされる細胞数は大量にならざるを得ない．その結果として細胞調製に必要な期間や
費用は増大し，細胞治療の効率性が著しく損なわれてしまう．骨再生に限らず，現在の細胞を
用いた再生医療にとっての大きな課題の一つは，移植後の局所の環境をコントロールすること
で移植細胞の生存や分化を促進し，少ない細胞数で効率的な再生を達成することである．細胞
治療の効率化は，現在の再生医療で問題となっている治療可能な欠損の大きさの制限や高コス
トという問題の解消に対しても直接貢献する． 
 
２．研究の目的 
細胞移植による組織再生については，これまで有用性が報告されているが，実際に移植した

細胞のうちどの程度の細胞が患者の体内に生着し，組織再生に関与するかについてはよくわか
っていない．これまでの研究から，軟骨再生においては細胞とともに移植された人工材料（担
体）に対する炎症による細胞への障害が大きいこと，マクロファージの浸潤とサイトカインに
より細胞死が誘導されることが報告されており，移植細胞の生着率の減少と効率の悪化に影響
していると考えられる．しかしながら，移植部位に存在するサイトカインは多数あり，またそ
れらの相互作用も予測されるため，その全容を解明することはできていない．したがって，移
植後の局所の炎症状態を解析し，それらのサイトカインが骨芽細胞の生存と分化に与える影響
の解析をすることで，細胞の生存率を向上させるための戦略を考えることが重要と考え，本研
究を計画した． 

 
３．研究の方法 
マウスを用いた骨再生実験モデルを用いて異所性に培養骨を移植し，細胞移植後の組織を解

析した．特に抗炎症作用を有する副腎皮質ステロイドを投与することで，これら局所における
炎症性サイトカインの発現，および移植された骨芽細胞のアポトーシスへの影響について検討
を行った．次に比較的良好な骨再生が見られたサンプルと骨再生が不十分なサンプルとの比較
から，移植局所での炎症に関与するサイトカインについての検討を行った．さらに，発現の見
られたサイトカインを in vitro において骨芽細胞に作用させ，細胞障害や分化抑制に作用する
因子についても検討を行った． 
 

４．研究成果 
(１）ステロイドの投与が骨芽細胞の生存に与える影響 
SP7/osterix を骨芽細胞マーカーとして使用した．７日目に陽性細胞はβTCP 周囲にみられた

が，２８日目には減少した (Fig. 1a-d). ３日目においてステロイドグループの細胞数はコン
トロール群より有意に大きかったが(p<0.0001)その後いずれのグループでも減少した (Fig. 
1e). 
 

(２）ステロイド投与がアポトーシスに与える影響 
３回投与では両群に差は認められなかったが，７回投与群ではステロイド投与群において多

くのアポトーシス細胞が認められた (Fig. 2a-d). 細胞数の検討から，７回投与群ではステロ
イド群において有意にアポトーシス細胞が増加していた (p<0.01) (Fig. 2e). 
 
(３）破骨細胞形成に対するステロイドの影響 
TRAP 陽性細胞（破骨細胞）は３回投与群および７回投与群双方に見られたが，３回投与群で

はステロイド群とコントロール群に明らかな差は認められなかった．一方，７回投与群ではス
テロイド投与群で陽性細胞が増加していた (Fig. 3a-d).細胞数の検討からも７回投与におい
ては，ステロイド群ではコントロール群と比較して有意な破骨細胞数の増加を認めた 
(p<0.05)(Fig. 3e). 
 
(４）ステロイド投与がサイトカインの発現に与える影響 
qRT-PCR による結果からは，IL-2 の発現にはステロイド群とコントロール群で有意差を認め



なかった (Fig. 4a). 一方，IL-4 の発現は３回投与の場合ステロイド群で有意に高く，７回投
与ではステロイド群で有意に低い値であった(Fig. 4b).  IL-6 の発現は，３回投与群ではステ
ロイド群で減少したが，７回投与群では有意に増加した(Fig. 4c).TNF-α の発現には有意差は
認められなかった (Fig. 4d). *p<0.05, **p<0.01. 
 
(５）ステロイド投与が TNF-の局在に与える影響 
われわれのこれまでの研究では，培養骨周囲には TNF-が発現し，これが骨芽細胞の生存に

影響を与える可能性を示していた．したがって，ステロイド投与による TNF-α発現への影響を
免疫組織化学的にも検討した．７日目のサンプルでは両群で陽性細胞が認められた(Fig. 5a, c).
染色性は両群とも２８日にかけて弱くなった(Fig. 5b, d). 陽性細胞数には両群で有意差を認
めず，qRT-PCR の結果を裏付けるものであった (Fig. 5e).  
 
(６）骨芽細胞の骨分化に与えるサイトカインの影響 
 次に，これまで移植された培養骨周囲で発現が見られたサイトカインが実際に骨芽細胞に与
える影響について in vitro で検討した．IL-6 および TNF-αを骨芽細胞の培地中に加え，その
２４時間後と７２時間後に RNA を抽出し，Runx2 の発現を検討した．IL-6 投与では Runx2 の発
現に明らかな変化は認められなかった．一方，TNF-α投与では２４時間，７２時間双方で Runx2
発現の減少を認めた．同様に IL-6 と TNF-αが ALP 活性に与える影響について検討した．IL-6
は ALP 活性に影響を与えなかったが，TNF-α投与では ALP の発現が有意に低下した（Fig.6）ま
た，この変化は TNF-α濃度の影響を受けず，低濃度であっても強く骨分化を抑制した. 
 
(７)サイトカインが骨芽細胞の細胞死に与える影響 
 IL-6 と TNF-αの投与が骨芽細胞のアポトーシスを誘導するかどうかを検討した．アポトーシ
スマーカーとして Fas 遺伝子の発現を解析した．IL-6 を投与しても Fas 遺伝子の発現はコント
ロール群と差を認めなかった．一方，TNF-αを投与したところ，コントロール群と比較して有
意に Fas の発現が増加した．この結果から，TNF-αは細胞のアポトーシスを起こすと考えられ，
培養骨を移植後に移植細胞の細胞死を引き起こしている一つの原因となっている可能性が示唆
された (Fig.7)． 
 
８）IL-6 と TNF-αの同時投与が骨芽細胞分化に与える影響について 
 次にIL-6の投与量を一定としてTNF-αの投与量を変化させた．その結果，TNF-αによるRunx2
の発現抑制は一部の濃度でやや増強された．次に TNF-α量を一定として IL-6 の量を変化させ
た．IL-6 量を増加させると，２４時間後では TNF-αの影響を軽減させたが，７２時間ではすべ
ての群で Runx2 の発現はさらに抑制された．この結果から，IL-6 単独では移植細胞の骨分化に
与える影響は大きくないものの，TNF-α等の他の炎症性サイトカインと共存することで，移植
細胞の骨分化をさらに抑制することが示唆された．   
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