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研究成果の概要（和文）：幹細胞の培養上清に含まれるサイトカインなどの液性因子（MSC-CM）を用い骨および歯周組
織の再生を行うことを確認した。MSC-CMは幹細胞の遊走能を亢進し、さらに骨形成関連遺伝子、血管新生関連遺伝子の
発現を上昇させた。さらにラット骨欠損モデルやイヌ歯周組織欠損モデルでは早期の骨あるいは歯周組織再生が確認さ
れた。またこれらの効果はWntシグナル阻害剤であるsFRP-3により促進された。本研究によりMSC-CMにより体内に存在
する幹細胞を局所に遊走させ、血管新生を経て骨あるいは歯周組織再生がなされるという新たなコンセプトの再生医療
の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that secretome from the stem cell conditioned media (MSC-CM) regenera
ted bone and periodontal tissue defect. MSC-CM enhanced the migration and the expression of osteogenic and
 angiogenic related gene expressions of the stem cells cultivated with MSC-CM. Moreover, bone and periodon
tal tissue regeneration were confirmed using the animal models. This study revealed that MSC-CM induced th
e migration of stem cells and bone and periodontal defect were regenerated through the angiogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢化社会において、加齢に伴う骨粗鬆
症およびそれに伴う骨折、歯周病による歯の
喪失は患者の QOL、ADL に直結する疾病で
ある。骨粗鬆症に対しては現在のところビス
ホスホネート製剤の投与が、歯の喪失に対し
ては歯科インプラントなどの補綴処置が現
在行われている治療として一般的である。ま
た骨折に対しては創内固定が進歩した現在
に於いても荷重制限が一定期間必要であっ
たり、ビスホスホネート製剤の使用において
は顎骨壊死など治療に難渋する合併症が問
題となっている。歯科補綴治療に関しては歯
及びインプラント等の補綴装置の安定には
十分な歯槽骨量が必要であるが、抜歯や歯周
病によりそれらは大きく吸収しその後の補
綴処置に十分な骨量が存在することはまれ
である。 
 申請者らはこれまで骨再生医療として自
己骨髄由来幹細胞（Mesenchymal Stem 
Cells; MSCs）と多血小板血漿(Platelet Rich 
Plasma; PRP) を 用 い た 培 養 骨 (Tissue 
Engineered Bone)について基礎研究から臨
床研究を行い良好な結果を得ている。具体的
には患者腸骨骨髄より穿刺針にて MSCs を
含む骨髄液を採取し、一定期間培養、骨芽細
胞様細胞に分化させたものを PRP と混合し
て歯槽骨の吸収した部分に移植しその後イ
ンプラント補綴を行うもので、長期予後を含
め良好な臨床経過をたどっている 1)。またこ
の手法は動物実験において骨粗鬆症モデル
や骨折あるいは仮骨延長モデルに応用され、
骨質強化や早期の骨化など優れた成績を収
めている。 
 しかしながら細胞移植を行う場合、細胞培
養に一定期間を要し、培養に伴う設備投資、
維持費、人件費といったコストは決して安価
ではない。さらに幹細胞の取り扱いや臨床応
用などに係る手続きや法整備の問題なども
あり、幹細胞を用いた細胞移植は現段階では
施設限定的な治療法といわざるを得ない。幹
細胞の有用性を保持しつつもこれら細胞移
植にまつわる問題が回避可能な治療法があ
れば、これは患者側、医療者側にとってきわ
めて意義の高い治療法となり得る。 
 近年、細胞培養に使用された培養上清に
様々なサイトカイン等液性因子が含有され、
これらが幹細胞の遊走や増殖、分化に寄与し
ていることが in vitro および in vivo におい
て明らかになった。従来の細胞移植治療にお
いても移植した細胞が再生組織になること
に加え、パラクライン効果により周囲の内在
性幹細胞の病変部位への遊走、血管新生など
を促し組織再生や組織修復に一定の効果を
有していることが示されている。 
 骨再生の場においてこういった現象が利
用可能であれば、細胞培養上清あるいはその
生成物を用いた「細胞移植を伴わない」新規
骨再生医療（幹細胞由来成長因子療法）の実
現が可能であると考えられる。 
 加えて申請者らはこれまでに Wnt シグ
ナルの性質を利用した幹細胞を用いた新規
骨再生医療の開発を行ってきた。従来より
Wnt シグナルは骨形成において重要な役
割を担っていることが明らかである。 
 しかしながら培養上清に含まれるパラク

ライン因子や Wnt シグナルの特性を利用し
た骨再生医療の研究はこれまでになされて
いない。従来の骨移植や幹細胞移植を回避で
きる本研究のような手法は今後「あらたな」
再生療法となることが可能であると考え本
研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では幹細胞の培養上清を用いるこ
とにより、その液性因子に含まれるサイト
カイン等の効果により「細胞移植を伴わな
い」全くこれまでの発想とは異なる骨再生
医療を開発しようとするものである。 
さらに従来の細胞移植療法が「施設特異

的」な治療法である反面、この培養上清あ
るいはその生成物は大量生産が可能であり
治療を一般化するとともに、「創薬」に適
していることも重要な点である。 
(1)幹細胞培養上清の生物学的、生化学的特
性と内在性幹細胞への作用機序 
(2)内在性幹細胞における細胞特性とくに
増殖・遊走能と骨再生能への影響 
(3)Wnt シグナルレギュレーション下での
幹細胞培養上清の特性変化 
 以上を明らかにすることにより「新たな
骨再生医療とそのための創薬」を可能にす
ることである。 
 
３．研究の方法 
 ヒトあるいはラット骨髄由来幹細胞
(MSC)を用いた。培養上清を採取し幹細胞由
来液性因子（MSC-CM）とした。 
(1)幹細胞培養上清により培養した MSC の細
胞特性の検討 
① 幹細胞培養上清に含有されるサイトカイ

ンの定量的測定 
 MSC-CM に含有されるサイトカインの発
現を検討する。方法としては ELIZA 法を用
い、発現を定量化した。 
② 幹細胞培養上清により培養した MSC の

細胞特性の検討 
 MSC-CM で培養した MSC の増殖能 BrdU
法などにより、遊走能は 2 層構造のカルチャ
ーインサートを用いたMigration Assayにて、
骨分化能は骨分化マーカーの発現を RT-PCR
法などにより検討した。 
またWntシグナル阻害因子である sSRP-3を
添加して MSC を培養して得られた培養上清
についても同様の検討を行った。 
③ 動物を用いた移植実験 

これまでの細胞を用いた基礎実験のデー
タをもとに動物への移植実験を行った。 

a) 骨欠損モデル：ラット頭蓋骨に径 5mm
の骨欠損を作成し、MSC-CM を含浸さ
せたアテロコラーゲンスポンジを充填
し、移植 2、4 週後に組織学的評価を
行った。また、sSRP-3 を作用させて
得られた MSC-CM については移植後
１週間で CT による骨形成の評価を行
った。 

b) 歯周組織欠損モデル：イヌ歯根周囲に
幅 4mm、深さ 5mm の 1 壁骨欠損をも
つ歯周組織欠損モデルを作成し移植材
を充填し、移植 8 週後に組織学的評価
を行った。 

 



４．研究成果 
(1)幹細胞培養上清により培養した MSC の細
胞特性の検討 
① MSC−CM に含有されるサイトカイン量

は表1のようであった。すなわち、IGF-1、
VEGF、TGF-β1、HGF は検出されたが
他の骨再生効果があると報告されている
サイトカインは検出されなかった（表１）。 

② MSC-CMはラットMSCの遊走能を亢進
させた（図１）。 
また、MSC-CM はラット MSC における
アルカリフォスファターゼ(ALP)、オス
テオカルシン、Runx2 といった骨形成関
連遺伝子、および VEGF、Ang1、Ang2
といった血管新生関連遺伝子の発現を亢
進させた（図２）。 

 
表 1 MSC-CM に含有されるサイトカイン 

Factors Concentration 

(pg/mL) 

IGF-1 1515.6±211.83 

VEGF 465.84±108.81 

TGF-β1 339.82±14.41 

HGF 20.32±7.89 

PDGF-BB N.D 

BMP-2 N.D 

FGF-2 N.D 

SDF-1 N.D 

 

図１ MSC-CMはラットMSCの遊走能を亢進さ
せた。 

 
図２ MSC-CM はラット MSC の骨形成・血管新
生関連遺伝子の発現を亢進させた（縦軸は相
対的。 
 
③ 移植実験結果 
 a)骨欠損モデルにおいては 2 週という早い
段階において対象群に比べ有意な新生骨面
積の上昇が見られ、4 週に至っては欠損部を
ほぼ新生骨が占有した。組織学的にも良好な
骨再生が確認された（図３）。 
 b)歯周組織欠損モデルにおいても歯槽骨高
さ、面積、新生セメント質高さいずれにおい
ても MSC-CM 移植群において有意な上昇を認
めた(図４)。 

 

図３ ラット骨欠損モデルにおける骨再生 
 

 
図４ イヌ歯周組織欠損モデルにおける歯
周組織再生 

 
④Wnt シグナル阻害剤 sFRP-3 の MSC-CM によ
る骨再生への影響の検討 
 sFRP-3 を添加して MSC を培養し得られた
MSC-CM の骨形成関連遺伝子の発現およびラ
ット骨欠損モデルでの骨再生について



sFRP-3 を添加しない通常の MSC-CM とで比較
を行った。結果は図５に示す通り、1 週とい
う早期において骨形成関連遺伝子の発現上
昇を認め CT画像においても sFRP-3 添加によ
り早期からの骨再生を認めた。 

 

 

図５ Wnt阻害剤sFRP-3添加により作成され

た MSC-CM による骨再生（上段：遺伝子発現、

下段：CT 画像） 
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