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研究成果の概要（和文）：口唇裂・口蓋裂における良好な矯正歯科治療の達成には、顎裂部に対

して行われる骨移植術は必要不可欠かつ重要な治療である。本研究は、骨移植術に代わる治療

法として、幹細胞を用いた再生医療の可能性について検討を行った。マウスを用いた実験では、

間葉系幹細胞のみを移植した場合と比較し、間葉系幹細胞と造血系幹細胞を混和して移植した

場合で多くの新生骨が誘導された。造血系幹細胞を併用することで成功率の高い骨組織再生が

可能であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The alveolar bone grafting is one of the most necessary and 

important treatments for the achievement of progress satisfactorily othrodontic treatment 

of the cleft lip and palate patients. The purpose of this study is to examine that the 

possibility of the regeneration of the alveolar bone tissue by using bone marrow-derived 

mesenchymal stem cell (BMMSCs) and hematopoietic stem cell (HSCs). As the result, it is 

considered that the using of both BMMSCs and HSCs is effective method for the bone 

regeneration.  
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１．研究開始当初の背景 

口唇裂・口蓋裂は頭蓋顎顔面領域において

最も発生率の高い先天異常の一つである。特

に他国に比べて日本人における発生率は高く、

出生児約500 人に１人の割合で発症している。 
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口唇裂・口蓋裂患者にとって、顎裂部骨移

植は単に裂隙の形態的閉鎖にとどまらず、矯

正治療後戻りの防止、後続永久歯の萌出誘導、

歯槽堤の形成、顔面形態の改善など多くの利

点を有しており、唇顎裂や唇顎口蓋裂患者の

より良好な矯正歯科治療の結果の達成には顎

裂部骨移植は必要不可欠かつ重要な治療であ

る。現在、顎裂部骨移植の移植骨は腸骨等か

ら採取する自家骨移植が大部分であるが、自

家骨は採取部位が限定される上、骨の形態や

採取量に制限がある。また腸骨からの骨移植

は全身麻酔での処置が不可欠であり、骨移植

骨の生着率は100%ではなく、症例によっては

高度の骨吸収を招き再移植が必要になる場合

があるなど、種々の問題がある。 

骨組織再生療法について、歯科領域ではこ

れまでインプラント治療や歯周疾患治療に応

用するため研究が進められてきた。しかし、

唇顎裂や唇顎口蓋裂患者の顎裂のように、大

きな骨欠損を伴うだけではなく足場となる骨

が全くないことや同部における骨膜の欠損に

より粘膜側からの骨再生は極めて困難とされ

ている。 

 
２．研究の目的 

 近年、iPS 細胞に代表されるような幹細胞

を用いた再生医療の臨床応用が現実になり

つつある。 

そこで、本研究では、顎裂を有する口蓋裂

患者に対して幹細胞を用いた再生療法の可能

性を模索するため、間葉系幹細胞と造血系幹

細胞の併用による骨組織再生療法について検

討を行ない、顎裂部の十分な骨形成を目的と

している。 

 

３．研究の方法 

(1)骨髄由来間葉系細胞(MSC)と骨髄由来造

血系幹細胞(HSC)の採取 

①MSC の採取および細胞培養 

   C3H/He Slc マウス(4週齢♀)大腿骨および

脛骨の骨髄から通法に従い骨髄細胞を採取

した。骨髄細胞を 4週間 20％FBS 含有

α-Minimum Essential Mediumにて培養し、

骨髄細胞由来 MSC を得た。また、培養 3週間

後に骨髄細胞を固定、0.05％Toluidine Blue

で染色を行い、形成されたコロニー数および

形態の観察を行った(colony forming unit 

fibroblast(CFU-F) assay)。 

②HSC の採取 

C3H/He Slc マウス(4週齢♀)の大腿骨およ

び脛骨の骨髄細胞より Milteny Biotec 社 

MACS MicroBeasds (magnetic cell sorting 

CD105+ Sca-1+ +LTR-HSCs)を用いてHSCを分離

した。 

(2)in vitro における分化能の検討 

6 well plate に MSC 群、MSC+HSC 群、MSC+10

倍量 HSC(MSC+10HSC)群の組み合わせで細胞

を播種し、分化培地に交換し多分化能につい

て検討を行った。分化培地には Osteoblast 

Differentiation Medium および Adipocyte 

Differentiation Medium (DS Pharma 

Biomedical)を使用した。分化培地交換 3 週

間後に、骨芽細胞は Alizarin Red 染色およ

び von Kossa 染色を行い、Gregory CA らの方

法に従い各群の石灰化量を比較した。脂肪細

胞は Oil Red O 染色を行い、well 中の任意

の 5か所の脂肪細胞数を各々カウントし、比

較した。さらに骨形成の指標となる各種遺伝

子の発現を比較するため、realtime-PCRを行

い mRNA の発現量を比較した。 

(3)in vivo における分化能の検討 

MSC、HSC および Hydroxyapatite(HA) (セ

ラタイトⓇ)を、①HA群 ②MSC+HA群 ③HSC+HA

群 ④MSC+HSC+HA 群の 4 種類の組み合わせで

混和し、ヌードマウス(BALB/c Slc–nu/nu)背

部に移植した。移植 8週間後にマウスを屠殺

し、移植体を EDTA にて脱灰。脱灰後、通法



 

 

に従い切片を作成、HE染色を行い形成された

新生骨を顕微鏡下にて観察した。 

 
４．研究成果 

(1) in vitro における分化能の検討 

 C3H/He Slcマウス大腿骨および脛骨から採

取した骨髄細胞由来 MSC の CFU-F assay の結

果を図１に示す。 

 

 

       
 

 
図 1． CFU-F assay 

 また骨芽細胞分化培地にてMSC を 3週間培

養し、Alizarin Red 染色の結果を図 2aに、

von Kossa 染色の結果を図 2bに示す。脂肪細

胞分化培地にてMSC を 3週間培養した組織像

を図 2cに示す。 

         

図 2a Alizarin Red  図 2b von Kossa  

 

 

 

 

図 2c Oil red O 染色 

 分化培地により、骨髄由来 MSC の骨芽細胞

分化能および脂肪細胞分化能が確認された。 

 以上より C3H/He Slc マウスより採取した

骨髄細胞由来MSCは自己増殖能および細胞多

分化能をもつ細胞であることが示された。 

 

  In virtoにおける骨芽細胞分化培地による

MSC およびHSC 培養後の Alizarin Red 染色の

結果を図 3a、von Kossa 染色の結果を図 3b、

石灰化量比較の結果を図 3cに示す。 

 

 

 

 

 

    MSC       MSC+HSC    MSC+10HSC 

図 3a Alizarin Red 染色 

 

 

 

MSC      MSC+HSC    MSC+10HSC 

図 3b von Kossa 染色 

 

図 3C 石灰化量の比較 

MSC 群、MSC+HSC 群、MSC+10HSC 群の 3群で

肉眼的には染色に差が認められなかった。ま

た石灰化量の比較を行った結果、MSC 群、

MSC+HSC 群、MSC+10HSC 群の順に吸光度は大

きくなっていた。 

In virtoにおける脂肪細胞分化培地による

MSC および HSC の Oil Red O 染色組織像を図

4aに、脂肪細胞数を図 4bに示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4a Oil Red O 染色像 

MSC 群と MSC+HSC 群、MSC 群と MSC+10HSC

群を比較すると MSC 群の脂肪細胞数は、2群

に比較して有意に少なかった。これにより、
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HSC を MSC と同時に培養することにより脂肪

細胞数が増加し、細胞分化能が高まることが

示唆された。 

 

図 4b 脂肪細胞数の比較 

 細胞を播種し、24時間後に回収したものを

コントロールとし、MSC 群、MSC＋HSC 群、MSC

＋10HSC 群の 3群の細胞にて各々脂肪細胞分

化培地および骨芽細胞分化培地に交換し 24

時間後に細胞を回収した。回収後の realtime 

-PCR の結果を図 4cに示す。

 

図 4c realtime-PCR 

 ALP および typeⅠcollagen の mRNAは各群

ともにコントロールよりも低い値であった。

一方、BMP-4、Runx2 の mRNA は各群ともにコ

ントロールよりも高い値を示し、特に

osteopontinのmRNAは骨芽細胞分化させたサ

ンプルに多く認められた。なお、osteonectin

と BSP の mRNA は検出限界以下であった。 

(2)in vivo における分化能の検討 

  ヌードマウス(BALB/c Slc–nu/nu)背部に移

植したMSCおよび HSCの HE染色像を図5a～d

に示す。 

 図 5a HA 

 図 5b HA+HSC 

 図 5c HA+MSC 

 図 5d HA+MSC+HSC 

 

HA群およびHA＋HSC群の移植体では新生骨

は認められなかったが、HA＋MSC 群およびHA

＋MSC＋HSC 群の移植体では新生骨が認めら

れた。さらに HA+MSC+HSC 群では新生血管も

認められ、骨の新生がより盛んであることが

示唆された。 

以上の結果より間葉系幹細胞と造血系幹

細胞の併用により、骨組織の再生が盛んにな

ることが示唆された。 
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