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研究成果の概要（和文）：顎骨由来の間葉系幹細胞（MSC）採取と培養に関して、尐量でも安定

した採取と初代培養が可能となった。細胞増殖能や骨芽細胞への分化能に関しては、腸骨由来

MSC と比べて遜色は認められなかった。また、口蓋裂ビーグル犬を用いた in vivo での骨再生

についての検討では、実験側である顎骨由来 MSC と炭酸アパタイト担体、対照側である腸骨由

来 MSC と炭酸アパタイト担体との間に特別な差異は認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：A collection and a primary cell culture even little steady of 
mesenchymal stem cell (MSC) derived from jaw bone became possible. No significant 
differences in the cell proliferation and the differentiation in osteoblasts between MSCs 
from iliac bone and jaw bone. Moreover, any significant differences were not shown between 
the experimental side, jaw bone origin MSC mixed with the carbonated hydroxyapatite 
particles and the control side, iliac origin MSC with the carbonated hydroxyapatite 
particles in vivo experiment for bone regeneration on the beagle dogs. 
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１．研究開始当初の背景 

口蓋裂では、胎生期における顔面突起の癒合
不全に起因する顎裂を特徴とし、構音障害や
顔面の変形が認められる。顎裂の存在により
歯列の連続性が失われ、上顎歯列弓の狭窄や
先天的な歯の欠損、歯の位置異常による様々
な不正咬合を発症し、矯正歯科治療が必要と
なることが多い。さらに、骨架橋の確立や歯
槽堤の形成、鼻口腔瘻の完全閉鎖などを目的

として、大多数の症例で学童期に顎裂部への
腸骨移植が行われる。しかしながら、腸骨採
取時の外科的侵襲は患者の大きな負担とな
り、長期入院の必要性や腸骨採取後の疼痛と
それに伴う歩行障害など、数々の問題が伴う
のも現実である。そこで我々は以前より顎裂
部の骨再生に腸骨由来MSCを利用する検討を
行い、安定した結果を得てきたのであるが、
顎口腔領域に限局した、より低侵襲な骨再生
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を目指し、顎骨骨髄に着目した。顎骨骨髄由
来 MSC は長管骨骨髄由来 MSCとは異なる性質
を有しているという報告があり、顎口腔領域
の再生医療における応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 

本研究では顎骨由来 MSC と腸骨由来MSC の性
質の違いを詳細に比較検討し、さらに顎骨由
来MSCと炭酸アパタイト担体を組み合わせて
顎裂部骨再生に用いることの有効性を明ら
かにすることを目的とした。その際、尐なく
とも腸骨由来MSCを応用したものの結果と同
程度の結果を得られることを目指した。最終
的には、顎骨由来 MSC を応用した、より低侵
襲に口蓋裂患者顎裂部の骨再生法を確立す
ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（１）顎骨骨髄由来 MSC の炭酸アパタイト上
での代謝に関し、初期接着性および細胞増殖
能について in vitroにより検討を行う。 
 
（２）これまでの in vivo 実験により、移植
後の炭酸アパタイト担体周囲の吸収窩にお
いて破骨細胞の発現が認められ、MSCの存在
により炭酸アパタイトの吸収が亢進した。そ
の理由として MSC による破骨細胞の誘導、活
性化が推察される。本仮説を検証するために、
MSC と歯骨前駆細胞である造血幹細胞の共培
養を行い、破骨細胞の分化や骨吸収活性に対
して MSC が及ぼす影響について検討する。 
 
（３）In vivo では、顎骨由来 MSC および炭
酸アパタイト担体の移植による顎裂部再生
の検討を行う。実験にはビーグル犬両側顎裂
モデルを用いる。顎骨由来 MSC と炭酸アパタ
イトで構成される移植体を作製し、顎裂部の
骨再生を誘導し、再生骨の評価を行う。骨解
析は組織切片を作製し、血管新生数の計測や、
破骨細胞の染色、新生骨の染色などにより評
価を行う。また、各種骨代謝マーカーの発現
について、免疫組織学的検討を行う。 
 
４．研究成果 
（１）顎骨骨髄から、低侵襲にかつ安定した
量の MSC を回収するために、骨髄採取手技お
よび、顎骨骨髄由来 MSC 培養方法の確立を行
う必要があった。従来の腸骨に比して、形態
的に薄い顎骨は骨髄が乏しく、そこから採取
できる骨髄液の量は非常に尐ない。さらに、
骨髄液中の MSC 存在率も低く、その結果、移
植用細胞の単離成功率は大幅に低下した。ま
た、細胞の初期接着率は腸骨由来 MSC に比し
て有意に低く、初期培養成功率に関しても大
幅な低下を生じた。 
そこでまず、顎骨からの骨髄採取場所、採

取方法および培養手技についての徹底した

検討を、ビーグル犬を用いて行う必要が生じ
た。骨髄採取に使用するツールや培養液に至
るまで、従来の腸骨に対するものから再検討
を行った結果、主に使用するツールの素材を
変更することで、骨髄液が効率よく確実に採
取可能となった。また、細胞の初期培養時に
使用する培養液の種類を変更し、従来の手技
に若干の変更を加えることで、安定した細胞
初期培養が行えるようになった。 
同じ骨髄由来でも、腸骨由来のものと顎骨由
来のものとでは性質がやや異なり、同一の手
法では扱えないことが明らかとなった一方
で、顎骨骨髄から安定した MSC の単離・培養
手技を確立できたことは、今後の検討にとっ
て有益であった。 
 
（２）採取・初期培養時の細胞取扱いに関す
る違いを除けば、腸骨骨髄由来MSCと比して、
その後の細胞増殖能や骨芽細胞分化能に顕
著な違いは確認されなかった。また、初期培
養以降の細胞接着性に関しても、両者の間に
大きな違いは認められなかった。さらに、炭
酸アパタイト担体との培養に際しても、通常
培養と比して変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）破骨細胞前駆細胞を MSC 培養上清で培
養した結果、通常培養液で培養を行ったもの
に比して、有意に高い増殖能を示した。また
有意差は認められなかったものの、細胞生存
数に関しても高い傾向が認められた。MSC は
破骨細胞の生存に対して何等かの影響を及
ぼす可能性が示唆されたが、環境依存性など
の条件について今後さらなる検討が必要で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）In vivo では、顎骨由来 MSC と炭酸ア
パタイト担体を組み合わせた移植体を作製
し、口蓋裂モデルビーグル犬の上顎顎裂部に
移植を行った。実験側には顎骨由来 MSC と炭
酸アパタイト担体を、対照側には腸骨由来
MSC と炭酸アパタイト担体をそれぞれ移植し、
骨再生を誘導した。腸骨由来 MSC と炭酸アパ
タイト担体の移植は、以前より本研究チーム
で検討を行い、安定した成績と国内外におけ
る評価を得ているが、それと比しても、実験
側の骨再生自体に遜色は認められなかった。    
再生骨部について血流量の測定を行った

ところ、実験群と対照群との間に明らかな差
は認められなかった。X 線写真上でも同様に
差異は認められなかった。本研究期間中に組
織標本の作製と病理組織学的検討まで達成
されなかった。そのため血管数の測定や新生
骨の組織学的なデータを得ることができな
かったが、現在引き続きデータを回収中であ
る。今後さらに N数を増やして検討するとと
もに、再生骨への歯の移動により、再生骨の
代謝について検討を行う必要がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）in vivo での骨再生が研究期間内に終
了できない見込みであったため、新生骨と関
連が強いと考えられた新生血管数に関して、
in vitro にてリアルタイム PCR 法を用いた検
討を行った。その結果、MSC の一部が血管内
皮細胞増殖因子（VEGF）を発現しているとい
うデータを得ることができた。 
さらに詳細な細胞の性質について検討を行
うため、FACS解析を行った。CD105, 29, 44,73
陽性、CD34, 45陰性という結果を得ることが
できたが、現時点までに VEDF の分泌機能を
有するものに特徴的とされる結果を得るこ 
とができていない。今後さらなる手法の改善
が必要と思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（６）腸骨骨髄からの MSC 採取は、歯科医師
にとってハードルが高く、またその管轄外で
ある。しかしながら顎骨骨髄からの細胞採取
であれば、皮膚に傷を付けることなく、チェ
アサイドで局所麻酔のみで歯科医師が行う
ことが可能となる。骨再生誘導能において腸
骨由来 MSC と遜色がなければ、現在の方法に
比べてはるかに低侵襲に顎裂部の骨再生が
行えることとなり、再移植や顎裂の大きな症
例など、従来の方法では手術の困難であった
患者にも適応範囲が広がる可能性がある。顎
骨からの安全で確実な細胞採取と適切な細
胞培養、および骨再生法についての検討は、
今後さらに詳細に進めていく必要があると
考えられる。 
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