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研究成果の概要（和文）：本研究は口唇裂口蓋裂（CLP）患者におけるより侵襲の少ない間葉系幹細胞（MSCs）を用い
た骨再生医療を目標とし、骨再生に必須である血管新生にMSCsが及ぼす影響について検討を行った。本実験結果より、
MSCsは骨分化誘導後と比較してVEGF発現量が増加すること、MSCsと血管内皮細胞を共培養することにより血管新生が促
進されることが明らかとなった。さらに、動物実験においても、MSCsを移植することで移植部の血管新生が亢進され、
初期血流量が増加しそれに続く早期の骨再生が起こることが明らかとなった。
これらより本研究がCLP患者の顎裂部の骨再生に有用であることが示され、臨床応用の可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is bone regeneration of Jaw cleft of patients with cleft 
lip and palate (CLP) by use of mesenchymal stem cells (MSCs), so we examined the effects of MSCs on 
angiogenesis. From the results, it was suggested VEGF expression of MSCs was increased as compared with 
which of osteoblast differentiation, the angiogenesis of endothelial cells was promoted by coculture with 
MSCs. Additionally, vascularization of the transplanted area initial blood flow was increased and 
enhanced by transplantation of MSCs in vivo. So it was suggested that applications of this method may be 
available as a new therapeutic tool for CLP.

研究分野： 骨再生
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１．研究開始当初の背景 
口唇裂・口蓋裂（CLP）は、複数の遺伝子要
因と環境要因から発症する多因子性の疾患
であり、日本人における発症率は 0.19%であ
る。病態は、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。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、ほとんどの症例において同部への腸
骨移植が学齢期に行われるが腸骨採取時の外
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、種々の問題が伴う。そこで、
我々の研究グループでは、腸骨採取に伴う侵
襲を低減しながら骨再生を達成する方法と
して、MSCs 移植による骨再生療法の検討を
重ねてきた。骨再生過程においては、移植後
に形成された結合組織に血管が侵入し、栄養
と酸素を供給する環境が整えられた時点で、
骨芽細胞による類骨の形成と石灰化の誘導
が行われる。顎裂部への MSCs と CAP の移
植においても、骨形成に先立って結合組織と
血管網の構築が良好に達成されることが重
要と考えられる。したがって、骨再生後に骨
小窩に検出されることのない大多数の移植
MSCs においても、初期再生組織における血
管形成に何らかの役割を果たしている可能
性が推察される。 
２．研究の目的 
骨髄由来 MSCs の血管内皮細胞への分化段
階に応じた VEGF 産生様相を検討するとと
もに、液性因子による VEGF 産生調節機構を
解明すること、さらに、移植後の MSCs によ
る血管誘導と、これに続く骨再生の亢進が生
じるか否かを検討すること。さらにその結果
を元に、MSCs による血管新生能を高めた骨
再生法を確立し、顎裂閉鎖治療に応用するこ
とを究極の目的とした。 
３．研究の方法 
実験 1 では MSCs の分化による VEGF 産生
能への影響の検討を行った。ビーグル犬の腸
骨および顎骨骨髄から単離培養した MSCs
を用いて各々の MSCs について、未分化の状
態および骨分化誘導後の VEGF の発現レベ
ルについて定量 PCR 解析を行った。実験 2
では CAP 上での培養による VEGF 産生能へ
の影響の検討を行った。CAP ディスクを作製
し、MSCs を CAP を静置した培養皿および
通常の培養皿上で培養した。実験 1 と同様に
骨分化誘導前後の VEGF 発現レベルについ
て定量 PCR 解析を行い、CAP の存在が、血
管新生能に対してどのような影響を及ぼし
ているかを検討した。実験３では血管内皮細
胞 に 対 す る MSCs の 及 ぼ す 影 響 を
angigenesis assay により経時的に血管新生
の比較検討を行った。実験４ではビーグル犬
顎裂モデルを用いて MSCs の血管新生に及
ぼす影響についてレーザードップラー血流
計による再生骨の血流量の計測を行った。 
４．研究成果 

実験１では骨分化誘導した MSCs では、
VEGF-A の遺伝子発現は、有意に低下した 
(図１)。さらに、ウエスタンブロット解析に
より VEGF-A のタンパク質発現が減少す
ることが示された (図２)。 

 

 
実験２において CAP 上での培養においても
未分化 MSCs の方が VEGF 発現量は高いこ
とが明らかとなり、また発現量は通常培養と
優位な差は認めなかった。 
実験３では MSCs と血管内皮細胞を共培養
することにより MSCs と  HUVEC の 
cocluture 群において、培養開始 3 日目より
管腔様構造が認められた。その後も、複数の
管腔様構造の連なりが認められた（図３）。 
一方、HUVEC に VEGF を添加した群と 
HUVEC の monoculture 群においては、明
確な管腔様構造の形成は認められなかった。 

 

図１ 骨分化誘導の有無による VEGF-A 遺伝子発現 
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 図 2 骨分化誘導による VEGF-A 蛋白発現の変化 
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また、MSCs と HUVEC の生細胞数は、
indirect coculture 群において、monoculture 
群に比較して、有意に高い増加が認められた。
一方、 direct coculture 群では  indirect 
coculture 群ほど高い増加は認められなかっ
た (図４)。 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
実験４では雌ビーグル犬の両側上顎切歯相
当部に口蓋裂の顎裂様に人工的な欠損部を
作製し、口蓋裂モデルとした（図５）。MSCs
移植後、レーザードップラー血流計を用いて、
移植部の血流量の変化を検討したところ、実
験側、対照側ともに 3 日目、5 日目ではほ
ぼ血流は計測されず、7 日目に両側ともに血
流が認められ、実験側は 9 日目にピークを
迎えた。一方、対照側は １１日目にピーク
を迎えた。その後、両側ともに血流は減少し
たが、実験側では著しい血流の減少が起こり、
MSCs を用いた実験側では、対照側と比較し
て計測部における血流の回復と減少が早い
ことが示された。その後、血流は、実験側は
移植後 23 日目より、対照側は移植後 47 日
目よりともにプラトーとなったが、実験側に
おいては移植後 １１日目より再び血流の増
加が認められた (図６)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
以上の結果より、MSCs は、直接的に 
HUVEC による血管新生に影響を及ぼすと
ともに HUVEC にパラクライン的に作用し
て血管新生因子の産生を亢進させる可能性
が示唆された。また、移植部において、血管
新生を亢進し、初期血流量が増加し、それに
伴い運ばれた破骨細胞により、CAP が吸収
され、早期に骨形成がおこると考えられた。 
 これらのことより、本術式が CLP 患者の
顎裂部の骨再生に有用であることが明確に
示され、臨床応用の可能性が強く示唆された。 
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