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研究成果の概要（和文）：本研究はまず、接着培養にて未分化性を喪失した間葉系幹細胞（MSCs）を、我々が開
発した振盪培養法を用いることで、その未分化性を回復し、長期的に新鮮なMSCsを供給可能な細胞塊（スフェ
ア）を形成する技術を開発し、国内特許出願につなげる事ができた。さらに、このMSCsスフェアを顎骨再生に応
用するために、骨分化誘導を試みた。結果、再接着させたMSCsスフェアから遊走した細胞は効率よくアルカリフ
ォスファターゼ陽性となったが、スフェア自体は陽性細胞が少なく、未分化性が高い状態が維持されている可能
性が示唆されている。そこで、現在はこのスフェアを３次元的に骨芽細胞へ誘導する技術開発に着手している。

研究成果の概要（英文）：We successfully established the newly culture method for mesenchymal stem 
cells (MSCs) to keep their stem-ness under shaking condition. MSCs are getting spheroids with 
shaking culture method. MSC spheroids can supply undifferentiated MSCs for a long period. This 
technology is patent pending.
Moreover, We try to generate bone tissues with MSC spheroids to apply jaw bone regeneration. From 
our results, MSC spheroid can re-attach on a culture dish.  Then, migrated cells from MSC spheroids 
are positive for alkaline phosphatase (ALP) after osteogenic induction. However, there are few 
positive cells in spheroids itself after ALP staining.  It suggested that MSC spheroid kept their 
stem-ness robustly.
From these findings, we are trying to establish the newly osteogenic induction method using MSC 
spheroids. 

研究分野： 再生歯科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
現在の補綴歯科治療は人工材料による修

復・補填治療が一般的であり、症例によって
はインプラント療法が用いられる。しかしな
がら、インプラント治療は脆弱な顎骨には適
応することができず、自家骨や他家骨・人工
材料を用いた骨増成が適応される。しかし、
自家骨・他家骨混合による上顎洞挙上術や、
自家骨によるオンレイグラフトでは、移植骨
が吸収するという報告がある。また、人工材
料に頼っている現在の治療法では、骨置換率
や材料の原料が他家動物由来であるなど、多
くの問題が残っている。特に、自家骨を用い
た再生療法における「移植片の吸収」は打破
しなければならない重要な問題である。 

頭頚部の発生に目を向けると、歯を構成す
る象牙質や歯髄、歯槽骨を含めた頭頚部間葉
組 織 は 神 経 堤 由 来 で あ る (Chai et al. 
Development, 2000)。また最近の報告では、象
牙芽細胞は神経堤細胞から一度シュワン細胞
へ分化した後に歯髄内へ入り、再度、間葉系
の細胞へ脱分化し象牙芽細胞へ分化する事が
報告されている(Kaukua et al. Nature, 2014)。本
研究では、「頭頚部領域における顎骨の再生
には移植細胞の細胞源を発生学的に類似させ
ることが重要である。」との仮説を立てる。
これに基づき、採取が容易な骨髄組織の細胞
群から頭頚部間葉組織の起源である“神経堤
細胞”を同定し、解析・利用することが再生医
療実現への近道ではないかと考えた。  
申請者は、これまで慶應義塾大学医学部岡野
栄之教授・松崎有未准教授(現島根大学医学部
教授)の研究チームで、フローサイトメーター
を用いた間葉系幹細胞(MSCs)の純化技術の構
築、およびこの純化MSCsを用いた基礎研究に
取 り 組 み 、 マ ウ ス の 大 腿 骨 骨 髄 中 の
PDGFRα+Sca-1+分画が高い増殖能を示し、
骨・軟骨・脂肪へ分化可能なMSCs 
を高純度に含有している事を報告した
(Morikawa et al. J Exp Med, 2009)。さらに、こ
の純化MSCs(PαS-MSCs)が、神経堤系である神
経・グリア・平滑筋への分化能を有することを
明らかにしている (Morikawa et al. Biochem 
Biophys Res Commun, 2009)。また、申請者は
PαS-MSCsは神経堤由来・中胚葉由来のMSCs
を含んでおり、その由来に関係なく神経堤系へ
の分化能を有する事を明らかにしている
(Niibe et al. Inflamm Regen, 2011, Morikawa et al. 
Biochem Biophys Res Commun, 2009)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経堤幹細胞を含む成体骨髄

由来のPαS-MSCsを用いた新規顎骨再生技術
の構築を最終目的とする。これを達成するた
めに、PαS-MSCsに付随する以下の問題を解決
していく。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) 従来の接着培養では増殖能に限界が

ある。 
(2) 継代を繰り返すと分化能が失われて

いく。 
(3) 継代を重ねるとPDGFRαの発現が低

下していく。 
幹細胞を用いた再生医療を大きな骨欠損に

適用する場合には膨大な細胞数が必要になる。
接着培養を用いることで必要細胞数の確保が
可能でも、その細胞が既に骨芽細胞への分化
能を消失していては再生医療に利用すること
はできない。  
実際、予備実験の結果、PDGFRαおよびSca-1

を発現しているマウスMSCs(OricellTMマウス
MSC: Cyagen社)を接着培養で17回継代すると、
PDGFRαの発現は25%にまで減少した。一方で
申請者は、撹拌震盪培養装置 (BR-40LF: 
TAIKEC)を用いてこのマウスMSCs株を浮遊
震盪培養すると、2か月間培養しても65%以上
の細胞のPDGFRα発現を維持でき、未分化の
性質を保つという興味深い知見を得ている。
また、この浮遊培養条件下では、三次元的な
細胞塊(スフェア)を形成する。 
さらに、接着培養では5回継代すると脂肪細

胞への分化能が消失するが、すでに分化能を
消失した30回継代後のマウスMSCs株をこの
浮遊条件で培養すると、消失したはずの脂肪
細胞への分化能が飛躍的に回復した。つまり、
この浮遊培養環境は、MSCsの未分化性を維持
できるだけでなく、未分化な状態に引き戻す
技術に繋がる可能性が期待される。  
以上を背景に本研究では以下を明らかにし

ていく。 
(1) 撹拌震盪培養装置を用いた培養条件

を検討することでMSCsの未分化性の
維持を可能にする培養環境を明らか
にする。 

(2) MSCsスフェアから、三次元的に骨芽
細胞・骨様石灰化物への分化誘導を行
い、移植実験によりこの細胞構造体が
顎骨・歯槽骨の再生医療に有用である
か否かを明らかにする。 



３．研究の方法 
＜平成28年度研究計画＞ 

(1) 浮遊培養条件におけるMSCの性状(未分
化状態)解析 
① 増殖能および細胞塊形成の定量評価 
② 間葉系（骨・軟骨・脂肪）および神

経堤（神経・グリア・平滑筋）への
分化能評価および遺伝子発現解析
による定性評価 

③ PDGFRαの発現維持の定性評価 
＜平成29年度研究計画＞ 

(2) 浮遊培養条件で形成されたMSC細胞塊
の骨分化誘導法の確立 

① In vitroにおける三次元的な骨芽細
胞・骨様硬組織の形成能解析  

② MSC細胞塊から誘導した三次元的
骨様組織の移植実験によるin vivo 
解析 

(3) 得られた技術のヒト純化MSCへの応用 
 
４．研究成果 
(1) 振盪培養環境下での MSC の最適な未

分化維持環境を明らかにする。 
① マウス MSC の細胞塊形成 

MSC は接着培養を繰り返す事でその
未分化性を喪失する。 
そのため、本研究では継代数の少ない
細胞（継代 8〜12）、多い細胞(継代 30
〜45)に分けスフェア形成させる事で、
その性状解析を行なった。MSC は
OricellTMマウス MSC を購入し、使用し
た。なお、この細胞は購入時に PDGFRα, 
Sca-1共陽性分画が約 90%存在すること
を確認済みである。 

振盪培養を行った結果、どちらも細
胞塊を形成する事が可能であった（図 1）。
1×107 個の細胞を振盪培養環境下で 2 ヵ
月培養すると、継代数の少ない細胞は平
均 34.3 個（n=3）、継代数の多い細胞は平
均 29.6 個（n=3）の細胞塊を形成した。
さらに Feret’s 径計測では、継代数（少）
平均 908.8±2578.8（n=25）、継代数（多）
平均 779.2±195.1（n=10）で大きさに有
意差は認めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② マウス MSC の分化能 
接着培養のみでは、継代数が少ない

（継代数 11）場合でも脂肪への分化能
（オイルレッド O 染色）を喪失したが、
継代数の少ない（9 回）細胞及び多い（30
回）細胞を振盪培養して作製した細胞塊
は、骨芽細胞（アルカリフォスファター
ゼ：ALP 染色）、軟骨細胞（トルイジン
ブルー染色）脂肪細胞（オイルレッド O
染色）と間葉系細胞への分化能を確認す
ることができた（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに分化誘導後の骨芽細胞、軟骨

細胞、脂肪細胞に関連する遺伝子発言を
RT-PCR にて解析した。骨芽細胞分化誘
導後の解析から、接着培養継代数の少な
い細胞（継代数 8~9）では、振盪培養細
胞の方が接着培養細胞よりも骨芽細胞
マーカーである OCN、OPN の発現が高
かった。接着継代培養数の多い（継代数
30 回）細胞では、振盪培養細胞の方が接
着培養細胞に比べて OPN の発現が高か
った（図 3-a）。 

軟骨細胞分化誘導後の解析から、接
着培養継代数の少ない（継代数 8~9）細
胞では、振盪培養細胞の方が接着培養細
胞よりも軟骨細胞マーカーである
Agrican、Sox9、Col2A1 の発現が高かっ
た。接着継代培養数の多い（継代数 30
回）細胞では、振盪培養細胞の方が接着
培養細胞に比べて Agrican、Sox9 の発現
が高かった（図 3-b）。 

脂肪細胞分化誘導後の解析から、接
着継代培養後すぐに分化誘導を行った
接着継代数の少ない（継代数 8）細胞及
び多い（継代数 30）細胞は、脂肪細胞マ
ーカーである Adipsin や PPARγ の発現を
認めなかった。それに対し、振盪培養を
行った接着継代数の少ない細胞(継代数
9 回)は Adipsin と PPARγ の発現が確認で
き、接着継代数の多い細胞（継代数 30
回）細胞は PPARγ の発現が確認できた



（図 3-c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③ マウス MSC 細胞塊の PDGFRα の発
現解析 

マウス MSC の純化マーカーである
PDGFRα はこれまでの解析から、接着継
代を繰り返すことで、その発現が落ちる
ことが明らかになっている。OricellTMマ
ウス MSC は、接着継代わずか８回で約
46%と PDGFRα の発現は半減し、25 回で
は約 25%まで落ちた。一方、接着継代 44
回後に新党培養を行なった OricellTM マ
ウス MSC は PDGFRα の発現を 68%以上
まで回復していた（データ未表示）。 

RT-PCR の解析から、接着継代培養の少
ない（接着継代 9 回）細胞から多い（接
着継代 41 回）細胞に連れて PDGFRα の
発現は減少しているが、接着継代を 11
回及び 37 回行なった OrecellTM マウス
MSC は、その発現が回復している（デ
ータ未表示）。 
④ 神経幹細胞用培地を用いたマウス

MSCs 細胞塊形成と性状解析 
MSC 維持培地を用いた解析から、

我々が用いている PDGFRα+/Sca-1+マウ
ス MSC は間葉系である骨・軟骨・脂肪
への分化能を保有することが明らかに
なった。我々の最終目的は、神経堤幹細
胞としての性質を維持することにある。
MSC 維持培地を用いた解析では、神経
堤幹細胞マーカーとして知られる Nestin
等の一部のマーカーの発現回復までは
確認することができなかった（データ未
表示）。 

今回、細胞培養液をより神経堤幹細
胞の生存条件に近づけるため、神経幹細
胞用培地（Laura et al. Protoc Exch, 2006
を改変）での培養を試みた。この方法で、
OricellTM マウス MSC が細胞塊を形成す
るかを検証した。さらに形成した細胞塊
の未分化性を、中胚葉系への分化能（骨、
脂肪、軟骨）と神経細胞への分化能につ
いて検証した。さらに、RT-PCR にて神
経堤幹細胞マーカーである Nestin, Twist
の発現、間葉系幹細胞マーカーである
PDGFRα の発現を解析した。 

結果、接着継代培養の少ない（継代
数 9 回）細胞は神経幹細胞用培地を用い
て振盪培養を行うと、細胞塊を形成した

（データ未表示）。 
この細胞塊の分化能解析を行なったと

ころ、骨芽細胞（ALP 陽性）、脂肪細胞
（オイルレッド O 陽性）、軟骨細胞（ト
ルイジンブルー陽性）の中胚葉系細胞へ
の分化能を確認できた（図 4-a）。さらに、
神経細胞への分化能解析では、細胞塊か
ら遊走した細胞の神経細胞への分化能
（βⅢ-Tublin 陽性）を確認できた（図 4-a）。 

フローサイトメトリー解析では、
PDGFRα+/Sca-1+分画の減少を確認した
（図 4-b）。 

しかしながら、接着継代培養の多い
（継代数 39 回、43 回）細胞も神経幹細
胞用培地を用いることで細胞塊を形成
した（図示せず）。この細胞塊の遺伝子
発現を RT-PCR にて解析した結果、神経
堤幹細胞マーカーである Nestin、Twist
の発現と PDGFRα の発現を確認できた
（図 4-c）。これまでの解析から、神経幹
細胞用培地の有効性が確認された。今後、
さらに培養期間や培養細胞数等より詳
細な最適培養条件を探索する予定であ
る。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) ヒト純化 MSCs 細胞塊への応用の可能
性探索 

① MSC 維持培地を用いた細胞塊形成
能 

我々の開発した新規培養法がヒト純
化 MSC（LNGFR+/Thy-1+）へも応用す
ることが可能かを検証した。ヒト MSC
維持培地（Mabuchi et al. Stem Cell reports, 
2013）を用いてヒト純化 MSC の細胞数
を1×106個/フラスコと1×107個/フラスコ
に分けて振盪培養を行なった結果、接着
継代数 4 回のヒト純化 MSC もマウス
MSC 同様に細胞塊を形成した（図 5）。 

1 ヶ月の培養では、1×106個/フラスコ
では 14.3±2.0 個の細胞塊を、1×107個/フ
ラスコでは15.0±1.0個の細胞塊を確認し
た。2 ヶ月の培養では 1×106個/フラスコ
では 10.7±2.1 個の細胞塊を、1×107個/フ
ラスコでは11.7±2.5個の細胞塊を確認し
た。Feret’s 径計測では、2 ヶ月の培養で



1×106個/フラスコは699.0±205.4μm（n=5）、
1×107 個 / フラスコは 794.0±440.0μm
（n=19）であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、接着継代数 19 回のヒト純化

MSC も同様に細胞塊を形成することを
確認しており、１ヶ月の培養では、1×106

個/フラスコでは 21.3±7.0 個の細胞塊を、
1×107個/フラスコでは 23.3±8.5 個の細胞
塊を確認した。２ヶ月の培養では 1×106

個/フラスコでは 17.0±11.6 個の細胞塊を、
1×107個/フラスコでは 17.3±4.5 個の細胞
塊を確認した。Feret’s 径計測では、1 ヶ
月 の 培 養 で 1×106 個 / フ ラ ス コ は
534.2±269.1μm（n=6）、1×107個/フラスコ
は 759.9±369.5μm（n=9）であった。2 ヶ
月 の 培 養 で 1×106 個 / フ ラ ス コ は
733.8±193.2μm（n=5）、1×107個/フラスコ
は 1158.3±225.1μm（n=6）であった。 
② ヒト純化 MSC の遺伝子発現解析と

フローサイトメトリー解析 
接着継代培養数の少ない（継代数 7

回）及び多い（継代数 19 回）細胞、そ
こから２ヶ月の振盪培養を行った細胞
の未分化維持に関連する遺伝子発現を
RT-PCR にて解析した。 

解析の結果、Sox2, Oct3/4 の発現は振
盪培養後に増加することが確認できた
（データ未表示）。フローサイトメータ
ーによる解析では、接着継代培養を 2 ヶ
月間繰り返した（接着継代数 21 回）細
胞は間葉系幹細胞マーカーである
CD106 の発現は 6.0 と 7.5%（n=2）と著
しく低下したが、接着継代培養数の少な
い（継代培養数 7 回）細胞を同期間であ
る 2ヶ月振盪しフローサイトメトリー解
析を行うと、59.6%と 87.1%（n=2）と発
現がある程度維持されていることが確
認できた（データ未表示）。 
③ ヒト純化 MSC の分化能 

次に接着培養を行なったヒト純化
MSC の分化能を解析したところ、接着
継代数の多い（接着継代数 20 回）細胞
では、ALP 陽性の骨芽細胞への分化能を
確認したが、オイルレッド O 陽性の脂肪
細胞は確認できず、軟骨分化誘導におい
ては軟骨ペレットの形成が確認できな
かった（図 6-a）。接着継代数の少ない（接
着継代数 9 回）の細胞は、軟骨分化誘導

行なったところ、軟骨ペレットを形成し
たが、トルイジンブルー陽性細胞はごく
わずかであった。 

接着継代数の少ない（継代数 6 回及
び 9 回）細胞を 2 ヶ月振盪培養行うと、
細胞は骨芽細胞（ALP 陽性）、脂肪細胞
（オイルレッド O 陽性）、軟骨細胞（ト
ルイジンブルー陽性）への分化能を確認
できた（図 6-b）。 

さらに接着継代培養数の多い（継代
数 19 回）細胞を１ヶ月振盪培養行って
も、骨芽細胞、軟骨細胞への分化能が確
認でき、脂肪細胞誘導においても脂肪滴
形成が確認できた（未染色）(図 6-c)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

④ ヒト純化 MSC 細胞塊の形態保持及
び細胞供給能力 

作製したヒト MSC 細胞塊は、再度接着
性の培養皿へ播種すると、すべての細胞
塊において、崔接着性が確認できた。さ
らに接着は数時間後に確認でき、細胞塊
周囲から接着性細胞が遊走してくるこ
とが確認できた（図 7-a）。 
細胞塊は機械的に剥がすことで、再度

別の培養皿に播種することが可能であ
り、再接着 3 回目の細胞は、骨芽細胞
（ALP 陽性）、脂肪細胞（オイルレッド
O 陽性）へ分化する能力を保持していた
（図 7-b）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これまでの解析から、ヒト純化 MSC

においてもマウス MSC 同様、我々の振
盪培養が未分化製の維持・回復に影響を
与える可能性が示唆された。現在、この



研究は国内特許出願（特願 2017-83483）
を行い、さらに神経幹細胞用培地を用い
た神経堤幹細胞に特化した培養が可能
かを解析中である。 

(3) MSC 細胞塊の三次元的な骨様石灰化
物への分化誘導 
マウス MSC 及びヒト純化 MSC から

作製した細胞塊を骨分化誘導培地
（LONZA 社製）にて分化誘導を行うと、
一度細胞塊を接着性培養皿に接着させ、
遊走した細胞は効率よく ALP 陽性細胞
に分化するが、細胞塊自体の染色性が弱
いことが分かっている（データ未表示）。 
そこで現在、作製した細胞塊の未分化

製維持のための最適条件の探索と共に、
細胞塊を三次元的に効率よく骨分化す
るための分化誘導法の探索を行なって
いる段階である。 
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