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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨随由来間葉系幹細胞 (MSC)が血行性に口腔・顎顔面領域の各組織内にホーミン
グするための分子機構を解明するために実施された。まず、開発された強蛍光発現トランスジェニックマウスよりMSC
を採取してin vitroで増殖させることに成功した。次に、増殖したMSCを免疫不全マウスに移植して体内動態を追跡し
た。組織透過性が従来の緑色蛍光より高いとされる赤色蛍光を発現するMSCの移植後の体内動態について、リアルタイ
ムin vivoイメージングシステムにより蛍光トレース観察することにより成功した。現在、移植後のMSCを組織切片から
採取し、MSC増殖・分化メカニズムの解析を実施中である。

研究成果の概要（英文）：An aim of this study is to elucidate how bone marrow-derived mesenchymal stem cell
s (BM-MSCs) home and mobilize into oral and maxillofacial tissues at molecular level. We succeeded in esta
blishment of in vitro culture system optimized for proliferation of BM-MSCs. Then, we tried to detect in v
ivo kinetics of transplanted BM-MSCs by tracing excited red fluorescence. Then, we succeeded in real time 
imaging of transplanted BM-MSCs by using IVIS. We are investigating molecular mechanisms underlying how tr
ansplanted BM-MSCs home and mobilize into specific tissues by collecting and investigating fluorescent cel
ls from the histological sections.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 間葉系幹細胞　ホーミング

歯学　歯科応用工学・再生歯学



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景：	 
	 口腔・顎・顔面領域における骨、軟骨、歯
根膜、神経あるいは筋肉などの組織修復・再
建には、間葉系幹細胞（以下 MSC）の局所へ
の動員とこの細胞による組織再生作用が不
可欠である。近年、口腔・顎顔面領域組織中
には幹細胞様機能を有する細胞が存在する
という報告が複数見受けられる（総説参照：
Huang,	 G.T.	 et	 al.,	 J	 Dent	 Res,	 88:	 792-806,	 
2009）。我々も、これまでに歯根膜由来未分
化間葉系細胞が骨組織だけでなく血管構造
を構築することを報告して、口腔由来幹細胞
様細胞の多分化能力（pluripotency）につい
て明らかにし、その組織再生能力の高さを証
明してきた（Ibi,	 M.,	 et	 al.,	 Arch.	 Oral	 
Biol.,	 52:	 1002-1008,	 2007;	 Shirai,	 K.	 et	 
al.,	 J.	 Periodontal	 Res.,	 44:	 238-247,	 
2009;	 Okubo,	 N.,	 et	 al.,	 J.	 Vasc.	 Res.,	 47:	 
369-383,	 2010）。しかしながら、我々の報告
も含め、これまでの報告では、口腔・顎・顔
面領域の組織中から採取した細胞集団から
fluorescence-activated	 cell	 sorting	 
(FACS)などを利用して選別された MSC 自体の
増殖・分化能力を探索しているにすぎず、MSC
が各口腔・顎・顔面領域の組織中でどのよう
な位置に存在し、MSC 周囲の微小環境の影響
により、その走化性、増殖・分化能力がどの
ような分子メカニズムで制御されているの
かについては不明のままである。	 
	 
２．研究の目的：	 
	 傷害組織に集積する MSC は骨髄由来と考え
られており、血流を介して各傷害組織に到達
した後、その場で必要な細胞を供給するため
に増殖・分化して組織修復や再生のために働
くとされている。しかしながら、これまでに
骨髄由来 MSC（以下 BMMSC）が、血行性に各
臓器に運ばれて組織修復や再生に働くこと
が実験的に確認された事例は、肺、心臓ある
いは肝臓などの血流量が多い臓器のみであ
る（Zhao,	 T.,	 et	 al.,	 Am.	 J.	 Physiol.	 Heart	 
Circ.	 Physiol.,	 296:	 H976-986,	 2009;	 
Kyriakou,	 C.,	 et	 al.,	 Haematologica,	 93:	 
1457-1465,	 2008）。口腔・顎・顔面領域の組
織中のどの部位に骨髄由来 MSC がたどり着い
て傷害組織修復・再生や生理的な組織のリモ
デリングに働くのかは現在のところ全く不
明であるが、この BMMSC の集積（ホーミング）
部位が明らかになれば、BMMSC の口腔・顎・
顔面各組織へのホーミング機構ならびにそ
の周囲の様々な微小環境による増殖・分化制
御機構を解明する手がかりになることは間
違いない。	 
	 これらの研究により、BMMSC による口
腔・顎・顔面領域の組織再生能力を最大限
に高めるための BMMSC 周囲微小環境につい
て解明したい。	 
	 
３．研究の方法：	 

（１）	 骨髄由来間葉系幹細胞（BMMSC）のホ

ーミング先組織の特定：	 

	 新たに開発された強蛍光色発現 TG マウス
の下肢脛骨および大腿骨骨髄から、骨髄細胞
を採取後、間葉系幹細胞増殖培地を用いて、
BMMSC を２次元培養する。付着性に増殖した
細胞から複数の間葉系幹細胞マーカー陽性
細胞を選別して以後の研究に用いる。	 
	 実験には初代培養の BMMSC を用いる予定で
あるが、heterogeneous な細胞集団では BMMSC
の体内動態が実験ごとに異なり、再現性が得
られないことも予想される。また、初代培養
による継代を重ねることで、幹細胞としての
性質を失ってしまうことも予想される。これ
らの場合には、幹細胞マーカー陽性蛍光強発
現 BMMSC を株化（HPV6,	 E7,	 hTERT などの不
死化遺伝子導入による）してから以後の実験
に使用する。	 
	 BMMSC を免疫不全マウスに移植する。その
後、リアルタイム in	 vivoイメージングシス
テム（IVIS）により生体内で BMMSC を追跡観
察して到達組織を確認後、標的組織の組織切
片を作製して BMMSC のホーミングを確認する。	 
	 
（２）各組織への BMMSC ホーミング機構の解
明：	 
	 BMMSC ホーミング先組織の組織切片を作成
し、BMMSC を蛍光顕微鏡下で確認する。加え
て、H-E 染色などの一般的な組織染色法を同
切片に施すことにより、組織中のホーミング
部位を形態学的に明らかとする。加えて、組
織切片よりホーミングした BMMSC を回収し、
ホーミング先組織により特異的に発現が亢
進している走化性因子受容体や細胞接着因
子等の発現解析を行い、BMMSC の口腔・顎顔
面領域ホーミング誘導遺伝子を特定する。	 
	 なお、各組織にホーミングした BMMSC の遺
伝子発現の比較だけでは目的のホーミング
誘導分子を同定することが困難な場合、
BMMSC 内の各タンパク質リン酸化の程度の違
いについても網羅的に比較検討して、ホーミ
ングに関与する細胞内シグナル伝達経路を
明らかにすることにより、ホーミング誘導分
子の同定を目指す。	 
	 また、各組織に BMMSC がホーミングするた
めには、それを手助けするためのニッチ細胞
が必要である。BMMSC の各ホーミング先組織
でのニッチ細胞はそれぞれ異なるとされて
いるが、その全てが同定された訳ではない。
BMMSC ホーミング先組織の組織切片を作成し、
そこから、蛍光を発する BMMSC の周囲に存在
する細胞を回収する。この細胞で発現が亢進
している走化性因子や細胞接着因子等の発
現解析を行い、ニッチ細胞による BMMSC のホ
ーミング誘導機構の解明を目指す。	 
	 
４．研究成果：	 
（１）蛍光強発現 TG マウス由来 BMMSC の培
養法の確立：	 
	 ３〜４週齢の蛍光強発現 TG マウスの脛骨
あるいは大腿骨より、骨髄組織を採取後、市



販の数種の MSC 増殖用培地にて増殖させたと
ころ、培養液の種類によりその増殖効率が著
しく異なることが判明した（図１）。また、
培養に用いる CO2 インキュベーターの設定条
件により、その増殖効率が大きく変化するこ
とが判明した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（２）強赤色蛍光発現 BMMSC の幹細胞マーカ
ーの発現と多分化能力について：	 
	 上記（１）で確立した MSC 培養方法により
継代数２回目の細胞の MSC マーカーの発現を
フローサイトメトリーにより観察したとこ
ろ、Sca-1（図 2A）、CD90（図 2B）、ならびに
CD44（図 2C）の発現がいずれも高い細胞集団
であることが判明した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 さらに、この細胞が骨芽細胞（図３A）な
らびに脂肪細胞（図３B）への多分化能力を
有することが判明した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 以上の結果から、我々が（１）で確立した
細胞培養法により、骨髄組織からマウス骨髄
由来赤色強蛍光発現 MSC を増殖させることに

成功した。	 
	 
（３）強蛍光発現 BMMSC の移植後の in	 vivo
リアルタイム観察について：	 
	 上記（１）と（２）の方法により増殖させ
た強赤色蛍光発現 BMMSC を免疫不全マウスに
静脈注射し、体内動態を追うべく IVIS によ
りリアルタイム観察を試みるも、IVIS による
全身に血行性に飛散する BMMSC の集積を捉え
る事は困難であった。このため、まずは、こ
の細胞をマウス皮下に移植し、この細胞がど
のくらいの数で集積すれば、リアルタイム観
察できるかどうかについて調査した。BMMSC
から発せられる蛍光は、赤色と緑色とを比較
すると赤色栄光の方が高い体内組織透過性
を示すこと（データは示さず）に加え、105

個以上の細胞が集積しなければ、体外から蛍
光シグナルを検知することが難しいことが
判明した（図４）。この結果より、血行性に	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
体内深部少数でホーミングしている BMMSC を
可視化するためには、組織透過性の高い蛍光
を発する BMMSC を開発・作製することが必須
であることが判明した。このため、現在、組
織透過性の高い近赤外蛍光を発する TG マウ
スの作製を連携研究者らにより開始してい
る。また、励起波長として近赤外蛍光を発す
るタンパク質を発現するベクターの作製も
進めており、既存の BMMSC 株細胞にこの発現
ベクターを導入後、マウス血管内に注入する
ことで BMMSC のホーミング先の特定をリアル
タイムに可能にしたい。	 
	 このように、経血管系からの強赤色蛍光
BMMSC の体内深部へのホーミングの観察は、
さらなる実験系の開発が必要である一方、皮
下などの体内各所へのまとまった細胞数で
の移植後の BMMSC 動態観察は図４のごとく可
能であると考えられた。このため、我々は、
図４のごとく皮下に埋入させた BMMSC がその
後どのような動態を示すかについて、移植後
１ヶ月後の様子について IVIS を用いたリア
ルタイム観察を試みた。すると、図５に示さ
れる通りに、その検知される蛍光強度は低下
しているものの、蛍光を発する細胞の存在を
確認することができた。この結果から、我々
が作製した赤色蛍光強発現マウス由来 BMMSC
の体表近くへの移植後の体内動態について、
リアルタイムに追跡可能であることが判明



した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（４）移植後 BMMSC の組織内分布について：	 
	 移植細胞の増殖・分化機構の解明を目的と
して、移植部位（移植後１ヶ月）の組織切片
を作製して観察した。図６は、その凍結切片
を蛍光顕微鏡で観察した像である。この結果
より、１ヶ月前に移植した BMMSC（赤色蛍光
を発する）は、皮下組織の比較的特徴的な部
位に集積して層を形成しながら広く分布し
ていることが判明した（矢尻部分）。この結	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
果より、凍結切片から移植後 BMMSC を選択的
に抽出する研究基盤が確立できたと判断さ
れた。しかし、問題点として、形態的な組織
観察を可能とする一般的な組織染色や、特徴
的な細胞の性質を判断する抗体染色の過程
で有機溶媒を本切片に作用させると、赤色蛍
光タンパク室が溶出してしまうことが明ら
かとなった。このため、これらの切片上では
赤色蛍光が検知できないくらいに現弱して
しまい、固定切片上から蛍光を頼りにして
BMMSC を削出して採取することが困難である
ことが判明した。このため、隣接する連続切
片を作製後、蛍光観察用（組織採取用）と組
織染色用を分けて用意する方法で、移植後の
BMMSC の増殖・分化制御機構を解析中である。
また、これまでは、初代培養 BMMSC を移植実
験の度ごとに TG マウスより採取して用いる
方法を実施していたが、実験間での MSC マー
カーの発現にばらつきが認められていた。こ
のため、安定した幹細胞マーカー発現と増
殖・分化能力を備えた強蛍光発現 BMMSC の細
胞株を作製する実験を実施しており、複数の
クローン細胞集団を得ている。現在、各クロ
ーン細胞の幹細胞マーカーの発現と多分化
能力について検証中であり、今後の本研究推
進のために活用したい。	 

	 一方、一般的に、BMMSC をはじめとした臓
器由来幹細胞を移植する際や in	 vitro 実験
に用いる際には、その必要数を確保するため、
in	 vitro細胞培養系を利用して細胞増殖させ
てから用いるが、細胞分裂ごとにその増殖・
分化能力が低下してしまうことが明らかと
されている。このため、我々は、MSC の増殖・
分化に影響を与える分子についても調査を
行い、我々の研究の基盤とされる BMMSC の培
養技術の向上を行った。その結果、線維芽細
胞増殖因子、上皮成長因子などの液性因子に
は、MSC の増殖を促進すると共にこの細胞を
分化させない作用があることを明らかとし
た。また、トランスフォーミング成長因子
-beta	 (TGF-β)は、この細胞の分化を促進す
ることが明らかとされた。これらの研究成果
により、本研究に用いる BMMSC の自己複製能
力と多分化能力の維持のために有用な情報
が多数得られた。	 
	 以上の研究成果により、強蛍光発現 BMMSC
の自己複製能力と多分化能力の維持に働く
細胞培養技術が確立された。加えて、この細
胞を利用した BMMSC ホーミング機構を解析す
るための in	 vivo蛍光観察研究の基盤を整え
ることができた。現在、BMMSC ホーミング部
位より細胞を採取して、この細胞のホーミン
グ機構や増殖・分化調節機構について解析を
進めているところである。今後も本研究活動
を継続して実施し、BMMSC による口腔・顎・
顔面領域の組織再生能力を最大限に高める
ための BMMSC の周囲微小環境についての調
査を続けたい。	 
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