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研究成果の概要（和文）：細胞は培養環境中に合目的な因子を放出する．その因子を含む骨髄間葉系幹細胞およ
び歯髄幹細胞の培養上清を組織欠損モデル，臓器障害モデルに適用すると，それぞれ組織再生，障害軽減に有効
であり，それには血管網構築が先行することを示した．培養環境を酸素濃度1％などの過酷な条件設定をする
と，培養細胞における血管新生に関連する遺伝子発現，その培養上清中のタンパク質が増し，管腔形成能，細胞
遊走能はいずれも高くなり，血管網構築に有効であった．培養上清中の主な因子を組み合わせたもの，培養上清
中からそれらを除いたものを適用することにより，その因子の有効性を示した．本研究は組織再生に有効な血管
網構築法の端緒を開いた．

研究成果の概要（英文）：Cells release targeted factors into the culture environment. When the 
conditioned media derived from culturing bone marrow mesenchymal stem cells or dental pulp stem 
cells were applied in tissue defect models and organ disorder models, they were effective for 
regenerating tissues and alleviating disorders, and they followed vascular network construction. 
When the culture environment was set severely such as 1% oxygen concentration, genes related to 
angiogenesis expressed in cultured cells, those proteins in the conditioned media, tube formation 
and cell migration abilities were increased, it was effective for the vascular network construction.
 Applying the main factors in the conditioned media and also them excepting the main factors 
demonstrated the effectiveness of the factors for the vascular network construction. The research 
has opened the beginning of the vascular network construction method effective for tissue 
regeneration.

研究分野： 口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
われわれは培養細胞あるいはその培養上

清を用いた骨再生に関する一連の研究を通
して，骨形成部では血管構築が骨形成に先行
する様相を観察し，組織再生が促進されるに
はその前に血管形成自体が促進されている
ことを，組織形態計測，血管形成関連タンパ
ク質および遺伝子発現解析により明らかに
してきた．また血管や骨の形成に適した培養
上清を調製する試みにも取り組み，その手が
かりを得ていた． 
軟骨や角膜を除くほとんどすべての組織

の形成，維持には酸素，栄養供給や代謝物排
除のため密な血管網が必要である．骨に限ら
ず組織再生には母床の血管化が必須であり，
さらにその先行が特に大規模な組織を得る
カギと考えていた． 

そこで幹細胞培養上清の調製法と適用法
を工夫することにより，組織区域欠損部に骨
再建など大規模組織再生を可能にするため
の血管網構築を誘導することを着想した． 
 
２．研究の目的 
 本研究の全体構想は幹細胞培養上清の調
製法と適用法を工夫することにより，区域欠
損のような組織欠損部に血管網構築を誘導
し，骨再建など大規模組織再生を可能にする
ことを目指すものであり，その目的は血管系
を誘導するのに最適な幹細胞培養上清を得
るための培養条件と，生体内で実際に血管系
を誘導するのに最適な上清の投与方法を求
めることであった． 
 
３．研究の方法 
 本研究の出口は「幹細胞培養上清を用いて
血管網を構築し，区域欠損部などでの大規模
組織再生を可能にする」という臨床的な課題
解決であり，そのカギは血管化に最適な幹細
胞培養上清の抽出とその適用法の工夫であ
った． 
幹細胞培養上清の調製とその機能解析の

手法，低酸素培養の設定はそれを扱ったわれ
われの既報に準じた． 

幹細胞培養上清は，所定の手続きを経て得
たヒト細胞を培養して調製した．細胞種は骨
髄間葉系幹細胞，歯髄幹細胞とし，その培養
に用いた無血清培地を遠心分離することに
よりその上清を得た． 
機能解析は上記の既報で示したデータを

活かし，それを補完できるように項目を設定
した．培養細胞の種類，分化度，酸素分圧を
変数とし，求めるものを血管新生に関連する
サイトカイン，遺伝子発現，細胞増殖能，細
胞遊走能，管腔形成能，動員される細胞の種
類と動態，血管新生の範囲と密度，として解
析を進めた． 
動物の頭蓋骨および脛骨部分欠損モデル，

臓器障害モデルを用いた．組織欠損部，障害
臓器にシリンジにより培養上清を注入して
浸潤させた．上清の内容，投与頻度を変数と

し，血管新生から血管網構築の得られる範囲
と要する期間，欠損部に動員される細胞動態
を求めるものとして検討した．血管化は免疫
組織化学的に評価した． 

培養上清中の主な因子を組み合わせて投
与し，それを上清そのもの，それらの因子を
上清から除いたもので比較し，血管化につい
て評価した． 
 

４．研究成果 
(1) 幹細胞培養上清の調製条件 
 培養環境を酸素濃度 21％の標準に対して
1％などの低い酸素濃度の環境下で歯髄幹細
胞を培養すると，培養細胞に発現する血管新
生に関連する遺伝子，培養上清中のそれらの
タンパク質，管腔形成能，細胞遊走能はいず
れも標準よりも特に低酸素条件で有意に高
かった（図 1）． 
 

図 1 低酸素培養上清による血管新生促進 
マトリゲル管腔形成試験 A: 対照，B: 培養
上清，C: 低酸素培養上清，D: 分岐数，E: 総
管腔長，F: 管腔面積（雑誌論文①より引用） 
 
また培養上清を生体内の組織欠損モデル，

障害臓器モデルに適用することにより，組織
再生が促されること，臓器障害の程度が軽く
なることを示した．またその効果は標準より
も低酸素条件で有意に高かった．さらにその
過程は培養上清に含まれる血管形成に関係
する因子が組織欠損部で作用し，血管網が構
築されるところから始まることを示した（図
2）． 
 

図 2 低酸素培養上清による血管新生促進 



α-SMA に対する免疫組織化学染色 A: 対照，
B: 培養上清，C: 低酸素培養上清，D: 血管
密度（雑誌論文①より引用） 
 
(2) 培養上清中の因子による血管形成 
骨髄間葉系幹細胞培養上清中に含まれた

多くの因子のうちで主なものはインシュリ
ン様成長因子-1，血管内皮細胞増殖因子，ト
ランスフォーミング増殖因子-β1 であった．
これら 3種の因子を上清中と同濃度として組
み合わせたものを添加すると，培養細胞に発
現する血管新生に関連する遺伝子，培養上清
中のそれらのタンパク質，管腔形成能，細胞
遊走能はいずれも培養上清と同程度に高く
なった（図 3，4）．  
 

 
図 3 培養上清中因子による血管新生促進 
A: 各培地中での管腔形成能，B: 管腔長，C: 
分岐数，EM: 血管内皮細胞用培地，CM: 培養
上清，depCM: サイトカインを除去した培養
上清，CC: サイトカインカクテル，VEGF: 血
管内皮細胞増殖因子（雑誌論文②より引用） 
 
またこれを生体内の組織欠損部に適用す

ることにより，血管形成のみならず骨などの
組織再生が促されることを示した．逆にこれ
らの効果は，培養上清からこれら 3 種の因子
を除いたものでは認められなくなることを
示した．このことから確かにこれらの因子が
組織欠損部で作用し，血管網構築を促すこと
がわかった（図 5）． 

 
図 4 培養上清中因子による遺伝子発現上昇 
ALP, OCN, Runx2: 骨形成関連，VEGF, Ang-1: 
血管新生関連（雑誌論文②より引用） 
 

 
図 5 培養上清中因子による血管新生促進 
CD31: 血管内皮細胞，CD105: 幹細胞，DAPI: 
細胞核（雑誌論文②より引用） 
 
(3) まとめ 
低酸素濃度の培養環境下に置かれた細胞

は酸素供給を欲し環境改善のために血管形
成を促す因子を放出する．その因子を利用し
て組織を形成する細胞のライフラインであ
る血管網を整備することは効率的な組織再
生，臓器障害軽減のための有効な方策である
と考えられた． 
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