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研究成果の概要（和文）：MSC-CMからMCP-1を除去したdepMSC-CMを作成した。マクロファージ（BMM）はラット
大腿骨より採取培養した。BMMをMSC-CM、depMSC-CM存在下で培養し極性を確認した。ヒトMSCを各CM存在下で培
養、骨形成関連遺伝子発現を検討した。ラット頭蓋骨欠損モデルでは各CMを移植し骨形成を検討した。
MSC-CMにはMCP-1が含有され、MSC-CM存在下で培養したBMMにおける抗炎症性マクロファージマーカーの発現、ヒ
トMSCにおける骨形成関連遺伝子の発現の亢進を認めた。移植実験ではMSC-CM群で骨形成が促進、免疫組織化学
的評価で抗炎症性マクロファージ数が上昇した。

研究成果の概要（英文）：depMSC-CM was prepared by removing MCP-1 from MSC-CM. Macrophages (BMM) were
 collected and cultured from rat femurs. Polarity was confirmed by culturing BMM in the presence of 
MSC-CM and depMSC-CM. Human MSCs were cultured in the presence of each CM, and osteogenesis-related 
gene expression was examined. In a rat calvaria bone defect model, each CM was implanted and bone 
formation was examined.
MSC-CM contains MCP-1, and the expression of anti-inflammatory macrophage markers in BMM cultured in
 the presence of MSC-CM and the expression of osteogenesis-related genes in human MSCs were 
enhanced. In the transplantation experiment, bone formation was promoted in the MSC-CM group, and 
immunohistochemical evaluation showed an increase in the number of anti-inflammatory macrophages.

研究分野： 口腔外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MSC-CMに含有されるMCP-1がマクロファージ極性転換およびそれに続く骨形成に重要な役割を担っていることが
示唆された。
MSC-CMによる骨形成に関わる因子の同定は組織再生のメカニズムを明らかにするばかりでなく、創薬の基盤研究
ともなり得る。幹細胞ニッチにおける造血幹細胞－間葉系幹細胞間の相互作用などを含め新たな骨再生の戦略と
して今後も研究を継続する予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、幹細胞が分泌する液性因子群が組織再生に深く関与することが明らかにされて

いる。われわれは骨髄由来間葉系幹細胞由来培養上清（MSC-CM）が血管新生、細胞遊走、

骨芽細胞分化の亢進等を介し骨形成を促進させること、特に血管新生および細胞動員効

果が早期骨形成を可能にしていることを示してきた。一方、組織再生においては「炎症

環境の抗炎症、血管・組織再生環境への転換」が血管・組織再生に先行することも明ら

かになってきた。 

 

２．研究の目的 

今回、マクロファージの極性転換に着目し「MSC-CM が炎症環境を整備し、抗炎症型であ

る M2 型マクロファージを誘導し早期骨形成を可能にする」との仮想を立て研究を実施

した。これまでの先行研究で MSC-CM に多く含まれることが明らかであった単球走化性

因子 MCP-1 を用い上記

仮説の検証を行った。 

 

３．研究の方法 

MSC-CM含有 MCP-1濃度

は ELISA 法にて測定し

た。MSC-CM から MCP-1

を除去した depMSC-CM

を作成した。マクロフ

ァージ（BMM）はラット

大腿骨より採取培養し

た。BMM を MSC-CM、depMSC-CM 存在下で培養し免疫染色および qRT-PCR 法で極性を確認

した。ヒト MSC を各 CM存在下で培養、骨形成関連遺伝子発現を qRT-PCR 法で検討した。

ラット頭蓋骨欠損モデルでは各 CMを移植し骨形成部をマイクロ CT、免疫組織化学的に

検討した。 

 

４．研究成果 

in vitro においてラット大腿骨骨髄より単離したマクロファージを MSC-CM あるいは

MCP-1 を除去した depMSC-CM 存在下で培養したところ、MSC-CM 群では M1 型マクロファ

ージマーカーである iNOS、CD80 発現の減弱および M2 型マクロファージマーカーである

CD206、Arg-1 発現が増強し MSC-CM は M2型マクロファージを誘導することが示された。 

次に、ヒト MSC を MSC-CM あるいは depMSC-CM 存在下に培養し骨形成関連遺伝子発現を

比較した。結果、オステオポンチン、アルカリホスファターゼ等の発現が MSC-CM 群に

比べ depMSC-CM 群で有意に低下した。in vivo においてもラット頭蓋骨骨欠損モデルへ

の移植実験を行ったところ、移植後 1、2 週でみられた MSC-CM 群における骨形成が

depMSC-CM 群では有意に抑制された。さらに移植後 72 時間ではいずれの群も骨形成は

明らかでなかったが、MSC-CM 群で M2 型マクロファージが優位、depMSC-CM 群では M1 型

マクロファージが優位となった。 



以上より MSC-CM に含有される MCP-1 がマクロファージ極性転換およびそれに続く骨

形成に重要な役割を担っていることが示唆された。 

MSC-CMによる骨形成に関わる因子の同定は組織再生のメカニズムを明らかにするばか

りでなく、創薬の基盤研究ともなり得る。幹細胞ニッチにおける造血幹細胞−間葉系幹

細胞間の相互作用などを含め新たな骨再生の戦略として今後も研究を継続する予定で

ある。 
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