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研究成果の概要（和文）：口唇裂・口蓋裂形成手術時に得られた上顎骨からの間葉系細胞で骨形成を確認した．また上
顎骨由来の間葉性細胞を無血清培養し骨形成能が認められた.
10年以上凍結保存された骨組織由来未分化間葉系細胞に染色体の形態異常及び myc遺伝子，p53遺伝子の異常発現が観
察されないとともに骨形成能も確認されたことから、凍結保存された骨組織由来未分化間葉系細胞は代替骨組織のため
の細胞供給源となり得ることが示唆された.

研究成果の概要（英文）：Bone formation of  Mesenchymal stromal cells(MSCs) derived from a surplus of maxil
lary bone fragments, in primary cleft lip / palate operation, was confirmed in vivo. When cultured with se
rum-free medium, maxilla-derived MSCs exhibited osteogenic potential in both in vitro and in vivo. With bo
ne tissue-derived MSCs cryopreserved more than 10 years, in the safety assessment, no abnormality was foun
d in G-band patterns as a morphologic investigation and in myc or p53 analysis. Moreover osteogenic potent
ial and multipotency were maintained. Cryopreserved bone tissue-derived MSCs may be clinically useful.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 

唇顎裂や唇顎口蓋裂の一貫治療として，顎

裂部骨移植は不可欠な治療となっている．

手術時期は（5〜6 歳）から成人年齢（20 歳

前後）と広い年齢層に及び，またこれらい

ずれの骨移植も移植骨のdonor としては自

家腸骨海綿骨が第一選択されているのが実

状である．しかし移植時期が低年齢であっ

たり，recipient の母床の悪条件下では骨

吸収が進行し再度の骨移植が必要な場合な

ど，donor としての腸骨に与える影響が大

きく，採骨部の将来に及ぼす形態的・審美

的影響は未知数である．そこで我々は腸骨

採取の軽減の目的から採取された骨組織か

らの骨髄由来間葉系幹細胞(MSC)の分離・増

殖・凍結保存法の確立【Shimakura Y, 

Yamzaki Y.：Journal of Craniofacial 

Surgery14(1):108-116, 2003】と，その長

期に凍結保存された骨髄由来間葉系幹細胞

(MSC)による再生医工学を用いたハイブリ

ッド型人工骨の開発【Matsui A, Yamazaki Y,

ら J Craniofac Surg.19(3): 693-700, 

2008.，Aoyagi K, Yamazaki Y,：J Craniofac 

Surg. 21(3): 666 -678,2010.  TakaseT, 

Yamazaki Y：The Kitasato Medical Journal 

40(2):122-128, 2010.】を行ってきた．そ

の結果，唇顎裂や唇顎口蓋裂患者各自の骨

髄由来間葉系幹細胞を長期に凍結保存させ，

各患者の必要な時期に必要な量をdonor 

site に侵襲を加えることなく骨髄由来間

葉系幹細胞(MSC)によるハイブリッド型人

工骨を準備し臨床に供することが可能な段

階となるに至り，凍結保存骨髄由来間葉系

幹細胞の細胞遺伝学的性状の安全確認とし

て染色体数分析と染色体染色による核板バ

ンドパターン変化を行い，特に異常を認め

ない結果を得ている． 

【平成14-15年度】ヒト骨髄間葉系細胞から

の骨芽細胞の分離・保存・増殖法の確立と

臨床展開の可能性［代表：山崎安晴］文部

省科学研究費，基盤研究 Ｃ. 

【平成16-17年度】凍結保存自己幹細胞（骨

髄由来間葉系幹細胞）を用いたハイブリッ

ド型人工骨の開発［代表：山崎安晴］文部

省科学研究費，基盤研究C． 

【平成18-19年度】凍結保存幹細胞（骨髄由

来間葉系幹細胞）の継代培養時の変化とそ

の安全性［代表：山崎安晴］文部省科学研

究費，基盤研究C. 

さらに当科では数年前より，可及的に学童

期での顎裂部骨移植を減少させる目的で唇

顎裂や顎裂にcollapse のない唇顎口蓋裂

の患者に対して初回口唇形成手術に併せて

歯肉骨膜形成術【Millard ら（Plastic and 

Reconstructive Surgry,1999）は，口唇形

成時に歯肉骨膜形成術を行い，早期の顎裂

閉鎖を行う方法を提唱し，その結果，従来

混合歯列期に行われる顎裂部への骨移植の

必要が減ずると述べている】を行ってきて

いる．しかしそれら歯肉骨膜形成術を行っ

ても５〜６歳時点で骨架橋は認められるも

のの，骨組織の絶対量の不足ため矯正歯科

治療に支障があり通常の顎裂部骨移植に踏

み切っているのが現状である．この原因の

一つは歯肉骨膜形成を行って骨形成の環境

を整えても「骨組織つくる細胞」そのもの

の絶対数の不足にあると考えられる．そこ

で我々は今までの研究を踏まえ，従来の顎

裂部骨移植年齢時に腸骨骨髄をDonor とす

ることなく出生時，口唇裂形成手術，口蓋

裂形成手術時に得られる，それぞれ臍帯血，

顎裂骨膜，口蓋骨等から自己血 scaffold 

(フィブリンネット：PPP),成長因子(PRP)，

骨芽細胞系間葉幹細胞を単離・長期凍結保

存し，顎裂部骨移植年齢時に再構成骨組織

を代替骨としての臨床展開可能性を検討し

た． 

前述の臍帯血に関しては，医療技術の進歩

に伴い，妊婦の胎児エコー検査により出生



前に胎児の口唇裂・口蓋裂診断が可能とな

っている現在，本学でも術前診断に基づき

紹介があり，年々増加傾向にある．胎児診

断のご両親への形成外科的なケアーは勿論

であるが，出産時の臍帯血由来から自己血

清，scaffold(フィブリンネット：PPP),成

長因子(PRP)を単離し，凍結保存後も有用で

あることを報告している【K Baba, Y 

Yamazaki:20th Congress of the European 

Association for Cranio - Maxiilo- Facial 

Surgery:359-363,2010 (proceeding)】 

【平成20-22 年度】臍帯血由来間葉系幹細

胞の凍結保存と唇顎口蓋裂患者への臨床応

用の可能性.文部科学省科学研究費，基盤研

究C. 

以上の研究を踏まえ，再生医工学による再

生骨組織移植が可能となれば腸骨骨髄に依

存しない学童期での顎裂部骨移植が可能と

考えこの研究に着手するに至った． 

 

2. 研究の目的 

＊当院に産婦人科にて分娩される妊婦より，

インフォームドコンセントを得て，分娩後

破棄される臍帯より血液（臍帯血）を採取

し，本研究に使用した．提供された上顎骨

を初代培養し，得られた間葉系細胞を凍結

保存，研究に併せて解凍後，その間葉系幹

細胞を使用した． 

(1)胎児診断により口唇裂・口蓋裂を診断さ

れた新生児の臍帯血から自己血清の分

離・保存と同患児の初回手術時で提供さ

れた骨組織由来間葉系細胞とで再構成

し代替骨組織としての可能性を検討． 

(2)上顎骨由来間葉系細胞の分離・増殖・保

存の確立． 

(3)上顎骨由来間葉系細胞の骨形成能の確

認(in vivo, in vitro)． 

(4)10年以上凍結保存されたヒト腸骨由来

間葉系細胞の安全性を確認． 

(5)臨床応用の可能性検討 

３．研究の方法 

(1)胎児診断により口唇裂・口蓋裂を診断さ

れた新生児臍帯血からの分離・保存と初

回手術時に提供された下鼻甲介(骨組

織)由来間葉系細胞とによるin vivoでの

骨形成能を確認した． 

(2)上顎骨からの間葉系幹細胞を分離・増

殖・保存を無血清培地で行った. 

(3)上顎骨由来間葉系幹細胞の骨形成能を

無血清培地で確認した． 

・ in vitro：間葉系細胞を無血清培地かで

骨分化誘導培養し細胞生化学的活性(  

Runx2, ALP, Osterix, OC)で確認した． 

・ in vivo：間葉系幹細胞を無血清培地で

増殖，次に骨分化誘導培養．担体はハイ

ドロキシアパタイトを使用．動物(ヌ−ド

マウス)に移植し骨組織の組織学・免疫

組織学的に検索した． 

(4)10年以上凍結保存されたヒト腸骨由来

間葉系細胞の安全性を確認した． 

 ・核板バンドパターン分析 

 ・腫瘍化の検索 

(5)臨床応用の可能性検討 

   10年以上凍結保存されたヒト腸骨由来

間葉系細胞の骨形成能の確認した． 

 

４．研究成果 

(1)口唇裂・口蓋裂形成手術時に得られた下鼻

甲介( 骨組織)由来間葉系細胞の骨形成能

を確認(in vitro, in vivo)した．in vitro

では，下鼻甲介より採取した骨組織由来間

葉系細胞は，FBS 添加培地ヒト血清添加培

地，無血清培地のいずれの培養でも Ca の

産生が確認された．また骨芽細胞マーカー

の評価では ALP，OC の発現を認めたことか

ら骨芽細胞への分化能を有することが確

認された．in vivo では，自己臍帯由来血

清と同児由来間葉系細胞の再構成代替骨

組織に明らかな骨組織形成が確認された．

培地としては自己血清が最も優れている



ことが確認された． 

(2)口唇裂・口蓋裂形成手術で得られる下鼻

甲介(上顎骨)の検体数が少ないため，成人

上顎骨由来の間葉性細胞で基礎研究をお

こない，無血清培地(STK)による上顎骨由

来間葉系細胞の分離・増殖・保存が可能で

あることが判った． 

(3)上顎骨由来間葉系細胞を無血清培地

(STK)と FBS 添加培地で培養し，両者の骨

形成能についての比較検討し，上顎骨より

得られた間葉系細胞は骨芽細胞の供給源

となること，この細胞を利用した代替骨が

作製可能であること，また培養では無血清

培地の使用が可能であることが示唆され

た．FBS 添加培地にともなう感染リスクや，

自己血清培地にともなう患者の負担軽減

を考慮すると，無血清培地は有用と考えら

れた． 

(4)10 年以上保存された腸骨由来間葉系細胞

の安全性を無作為抽出した検体で検討し

た結果，染色体の形態異常は確認されなか

った．また myc 遺伝子，p53 遺伝子の異常

発現は確認されなかった． 

(5)10年以上保存された腸骨由来間葉系細胞

により骨組織形成が確認され，長期間凍結

保存された骨組織由来間葉系細胞は，代替

骨のための細胞供給源となり得ることが

示唆された． 
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