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研究成果の概要（和文）：ヒト顎骨延長症例のconsolidation periodを短縮することを目的とした治験を組むにあたり
小動物をモデルとした同一実験系を作成し脂肪由来間葉系幹細胞を用いた骨再生付加効果を検証した。細胞移植後１か
月での評価では肉眼的にも統計的にも骨誘導群のほうが骨再生能を促進する可能性があることがわかった。また特殊染
色ではADSCの抗原であるCD90,105 それぞれの局在を認めることができたため、移植細胞の一部は代謝・吸収されるこ
となく移植部位で骨再生に関与している可能性が大きいことが示された。

研究成果の概要（英文）：we made the experiment system that assumed a small animal a model on making the 
clinical trial for the purpose of shortening consolidation period of the human jawbone extension case and 
inspected the bone reproduction addition effect using the fat origin mesenchyma system stem cell. We 
understood that bone instruction group might promote a bone reproduction by the evaluation in one month 
after cell transplant. In addition, it was shown that the transplant cell was more likely to participate 
in bone reproduction in a transplant part without metabolism being absorbed because it was able to accept 
local existence of CD90,105 each which was an antigen of ADSC by the special stain.

研究分野：形成外科
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１．研究開始当初の背景 
当科では主に小顎症により呼吸困難・呼吸器
感染症・摂食障害などのさまざまな合併症に
より生命の維持に危機を及ぼす症候群（クル
ーゾン症候群、アペール症候群など）に対し
て新生時期から積極的に手術加療を行って
いる。具体的には相当部位に当たる頭蓋骨ま
たは顔面骨の骨延長術を施行し速やかに狭
小部位の体積拡張を図るものであり、学童期
に上がるまで複数回の手術を要することが
患者に強いられている。おおよそ 30 ㎜前後
の骨延長術を行った場合、延長部位に新生骨
が再生されるまで 3か月以上の保定期間が必
要であり患者にとって苦痛である。近年まで
この延長部位の骨新生を短縮するために腸
骨からの自家骨移植、ヒトリコンビナント
BMP などの化合物質、濃厚血小板などが試
作され発表されてきたが、幼児にとってはド
ナーの成長障害や外来薬剤への安全性など
の懸念がありいずれも長期安全性は保障さ
れていない。しかしながら本手術では新生骨
ができるまでに、常に感染や骨折とのリスク
を背負っており、今後新しい方法でのより短
期間での患者への治療奉仕が確立されるこ
とが望まれている。 
２．研究の目的 
すでにヒト下顎の発達障害にて治療が確立
されている手術法、顎骨延長法の欠点である
保定期間の短縮を目的とし、下顎骨骨延長モ
デルを小動物にて再現した上で欠損部位に
脂肪由来間葉系幹細胞の骨誘導モデルおよ
びコントロールモデルを移植する。移植後の
延長部位での反応および両者間の統計学的、
病理学的比較を行う。 
３．研究の方法 
前回の研究課程において、骨欠損部の骨再生
治療を行うにあたり、動物実験で脂肪由来間
葉系幹細胞と骨髄由来間葉系幹細胞双方に
おいて骨分化誘導の方法論を確立できた。ど
ちらの幹細胞でも大きな有意差なく骨分化
能を有することが示された。今後この研究を
ヒト応用へ発展させるべく引き続きこの過
程を通じて理想的な移植用細胞足場の開発
および長期間にわたる安定した機能を維持
する骨を創造しうる幹細胞培養技術を確立
したい。 
 
（1）in vivo モデ
ルの確率 
N=12 にて日本家
兎メス9-12週の下
顎の骨延長モデル
を作成した。下顎
骨犬歯～切歯にか
けて下歯槽神経を
温存して骨きりを行い、内固定型骨延長器を
取り付けた。Initial gap は 4 ㎜を設け、こ
の間隙にコラーゲンスポンジにウサギ脂肪
由来間葉系幹細胞を載せて移植し、5 日間の
待機時間を設けたのちに 1日 1㎜で計 5㎜延

長を行った。総延長距離は 9㎜となった。 
（2）細胞の調整 
日本家兎メス9-12週の頸部より約5ｇ相当の
皮下脂肪を摘出し、コラゲナーゼ処理を行っ
た。具体的には 10%牛胎仔血清,L-グルタミン
酸(20mM/ml),および抗菌薬(ペニシリン
1000U/ml,ストレプトマイシン 0.1mg/ml)を
添加した DMEM 培地(シグマアルドリッチ)に
て 20日間初代培養を 37℃,5%CO2 条件下にて
行った。継代は,トリプシン-EDTA により処理
し,直径10ｃｍディッシュに5000個／㎠とな
るよう播種した.これを継代 3 代目まで継続
し、その 24時間後,上記培地に 10-8M デキサ
メタゾン,10mMβ-グリセロリン酸,50μg/ml
アスコルビン酸2-リン酸を加え,10日間培養
し,骨芽細胞へ分化,誘導した。 
培養 10 日後の骨芽細胞を再び,トリプシン
-EDTAにより処理し,5ｘ10^6個/100㎕に調整
した細胞をコラーゲンスポンジ（スポンゼル
®）へ積載して複合体を作製したのち,移植前
にその後下顎延長部位へ移植した。一方で、
骨誘導をかけないコントロール群とコラー
ゲンスポンジのみの細胞無積載群も用意し
た。 
（3）脂肪由来間葉系幹細胞の骨分化能の評
価 
（2）で同様に得られた継代 3 代目の骨分化
された細胞と、コントロール群をそれぞれ対
象として骨分化能の確認としてアルカリフ
ォスファターゼ染色とアリザリンレッド染
色を施行した。 
 
 
(4)細胞移植後の骨再生能評価 
組織形態学的評価 
骨誘導群、コントロール群、細胞無積載群の
3群を移植したのちに 1か月、2か月、3か月
での保定時間を振って組織を切片として取
り出し肉眼的観察を行ったが 2 か月、3 か月
の保定期間のグループではすべての個体で
骨新生が完了しており、移植細胞における保
定期間の短縮効果の評価には不向きと判断
して 1か月後での評価を選択した。 
 切片はＨＥ切片と骨新生をみるためにビ
ラヌエバーゴールドナー染色を施行した。 
骨密度計測 
移植骨の新生骨を評価するため、皮質骨密度、
海綿骨密度、全骨密度において延長部分、μ
CT（LathetaL-200,Hitachi,Japan）を用いて
計測を行った。 
 
移植細胞の局在観察 
移植した間葉系幹細胞の局在を調べるため
に in situ hybridization 法を用いて間葉系
幹細胞マーカーである CD90,CD105 をターゲ
ットとした染色を行った。 
 
４．研究成果 
（1）in vitro での骨誘導プロトコールの確
率 

コントロール群



 ３で示した誘導法に基づき、10 日間の誘導
期間でほぼ確実に骨分化へ誘導できる実験
系を確立した。評価法はＡＬＰ染色とアリザ
リンレッド染色を選択した。いずれも骨誘導
群は陽性反応を示し、コントロール群では骨
分化能は示さなかった。 
ALP 染色 

 
アリザリンレッド(AR)染色 
 

 
 
（2）組織形態学的評価 
1 か月後の局所観察では延長部位でのＨＥ切
片およびビラヌエバ・ゴールドナー染色では
肉眼的には骨誘導群がコントロール群と比
して石灰化骨が多く見受けられた。骨誘導群
のほうがコントロール群に比べて石灰化骨
の比率が多く見受けられた。→３か月経過す
るとほぼ恒常状態に達するため、1 か月の時
点での組織評価では骨誘導群＞コントロー
ル群で石灰化が進行していると推察される。 
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移植骨部位での骨密度計測： 
全骨密度、皮質骨密度においては有意差が出
なかったが海綿骨密度において骨誘導群の
ほうが密度が高かった。 →1 か月での評価

ではやはり骨誘導群が骨形成能を促進して
いた 

 
 
特異的骨染色による組織学的評価 
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コントロール群 
 

 
 

 
 
 
ヒト顎骨延長症例の consolidation period
を短縮することを目的とした治験を組むに
あたり小動物をモデルとした同一実験系を
作成し脂肪由来間葉系幹細胞を用いた骨再
生付加効果を検証した。細胞移植後１か月で
の評価では肉眼的にも統計的にも骨誘導群
のほうが骨再生能を促進する可能性がある
ことがわかった。また特殊染色では ADSC の
抗原である CD90,105 それぞれの局在を認め
ることができたため、移植細胞は代謝・吸収
されることなく移植部位で骨再生に関与し
ている可能性が大きいことが示された。 
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