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研究成果の概要（和文）： 満期妊産婦から採取したヒト臍帯を酵素処理(EZ)により分離し培養を行った
（UC-EZ）。継代数2のUC-EZを磁気分離法（MACS）により、間葉系幹細胞マーカーであるCD146陽性細胞の分離を
行った（UC-MACS）。2種の細胞とも全ての間葉系幹細胞マーカーが陽性であった。UC-EZではNanog、Oct3/4は陽
性だったがSox2は陰性であった。多分化能解析において、2種の細胞ともAlizarin red陽性の石灰化物とOil red
 O陽性の脂肪小滴の形成を認めた。UC-MACSは全ての間葉系幹細胞マーカーと未分化維持関連遺伝子に陽性で、
骨芽細胞と脂肪細胞への高い分化能を認めた。

研究成果の概要（英文）：Human umbilical cells (UC-EZ) were derived from enzymatic digestion.   Using
 magnetic-activated cell sorting (MACS), CD146-positive mesenchymal stem cells (US-MACS) were 
isolated. Two kinds of cells were positive for stem cell markers.  UC-EZ were positive for Nanog and
 Oct3/4 but negative for Sox2. Two cells formed alizarin red-positive calcified matrix and oil red O
 positive lipid droplets. UC-MACS were positive for all stem cell markers and undifferentiated 
maintenance-related genes.  UC-MACS showed high capacity to differentiate toward osteoblasts and 
adipocytes. 

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 

 近年、唇顎口蓋裂児の顎裂閉鎖において、

しばしば歯槽歯肉骨膜形成術（GPP）が行われ

る。GPP は、主に乳児期に顎裂部を両側の骨膜

弁により被覆し、骨架橋形成を促すことを目的に

行われる外科手術である。GPP による歯槽提の

連続性獲得は、口腔機能の正常な発達や顎裂

への舌の突出防止を、顎裂部二次骨移植が行

われる時期よりはるかに早期に実現することがで

きる。これまで我々は、片側性唇顎口蓋裂児に

対し、術前顎矯正治療後に GPP を施行した症

例の短期的な術後成績を評価し、前後的に劣

成長のない上顎骨と狭窄のない歯列が獲得で

きることを報告した。 

しかしながら、顎裂部を三次元的に評価した

ところ、必ずしも骨架橋形成は十分でなく、垂直

的にも唇舌的にも骨形成量が不十分な例もあっ

た（左図）2)。今後は、いかに顎裂部の骨架橋形

成量を向上させるかが大きな課題と考えている。 

この点に関し、機関内における IRB の承認の

もと、現在 GPP と共に患児の骨髄の移植を局所

へ行っている。しかしながら、乳児期の骨髄液採

取により患児への外科的侵襲が増加する問題

や、骨髄採取が困難な例がある。 

 

２．研究の目的 

骨髄液とは異なり臍帯血はその採取がき

わめて容易で、患児や母体に対する侵襲性も

ない。そこで本課題では、GPP施行後に顎裂

部に形成される骨架橋量を、臍帯血中に存在

する間葉系幹細胞の移植により向上させる

ことを目的とする。具体的には、採取後の臍

帯血をどのように培養し、どのような条件で

幹細胞移植を行えば、GPPの成績向上が得ら

れるかを動物実験により明らかにする。 

 

３．研究の方法 

・主たる研究成果 

産科医院で同意を取得後、帝王切開を施行

した満期妊産婦から採取したヒト臍帯を酵

素処理 (EZ)により分離し、培養を行った

（UC-EZ）。継代数 2の UC-EZを磁気分離法

（MACS）により、間葉系幹細胞マーカーで

ある CD146 陽性細胞の分離を行った

（UC-MACS）。UC-EZ、UC-MACS ともに、

継代数 3にて、細胞形態評価、細胞増殖能評

価、表面抗原解析、遺伝子発現解析、多分化

能解析を行った。 

４．研究成果 

細胞形態は、UC-EZの多くは紡錘形の線維

芽細胞様細胞を呈したのに対し、UC-MACS

は球状で胚性幹細胞様の形態を示した。細胞

増殖能評価では、倍加時間は UC-EZ よりも

UC-MACS でより長かった。表面抗原解析で

は、2 種の細胞ともすべての間葉系幹細胞マ

ーカーが陽性であった。遺伝子発現解析より、

UC-EZ では Nanog、Oct3/4 は陽性だったが

Sox2は陰性であったのに対し、UC-MACSで

はすべての未分化維持関連遺伝子の発現が

認められた。多分化能解析において、2 種の

細胞とも Alizarin red 陽性の石灰化物と Oil 

red O 陽性の脂肪小滴の形成を認め、特に

UC-MACS においてより多くの石灰化物を認

めた。 

表面抗原解析と遺伝子発現解析より、

UC-MACS はすべての間葉系幹細胞マーカー

と未分化維持関連遺伝子に陽性であり、かつ

骨芽細胞と脂肪細胞への高い分化能を認め

たことから、UC-MACSはUC-EZよりもMSC

特性の高い細胞集団であると考えられた。現

在、顎裂の動物モデルにおいて UC-MACSの

移植実験を行っている。 

 

・当初計画した基礎的研究に関連して、今後

の研究を進めていくにあたり、以下の重要な

臨床的知見が得られた。 

1) GPPは、早期の顎裂閉鎖を可能にし、連

続性を持った顎堤形態の獲得と共に、舌の突

出がない良好な口腔機能の発達を促す。GPP

は、上顎の発育に対しマイナスとなり交叉咬



合を誘発するという報告や、施行後に十分な

骨架橋が得られないといった報告もあり、そ

の効果には懐疑的な意見もある。そこで、明

海大学病院矯正歯科で咬合管理を行ってい

る 5歳児 UCLPのうち、埼玉医科大学形成外

科で GPP を施行した症例と非施行例間の顎

発育と歯列形態を比較した。 

明海大学病院矯正歯科において出生直後

より口蓋床を用いた術前顎矯正を行った後、

埼玉医科大学病院形成外科において生後 4-7

か月時に口唇形成術（Noordhoff法）、1.1‐1.6

歳時に口蓋形成術（Furlow 変法）を行った

UCLP 児を対象とした。これらのうち 5例（平

均 5.2歳）は口唇形成術時と GPPを同時施行

し、3例（平均 5.2歳）は GPP非施行であっ

た。側面頭部Ｘ線写真を撮影しセファロ分析

により顎発育を、歯列模型より歯列形態を評

価した。またオルソパントモグラフを用いて、

顎裂部の骨架橋を観察した。 

セファロ分析より、SNA、SNB、ANB、上

下顎乳前歯の歯軸のいずれも GPP 施行例と

非施行例間に有意な差はなく、共に骨格性‐

級の傾向を示した。上顎歯列の長径と犬歯間

幅径は施行例と非施行例間に有意な差はな

かったが、第二乳臼歯間幅径は施行例で大き

かった。非施行例はいずれも overjetがマイナ

スであった。また施行例は 5症例とも顎裂部

に骨架橋がみられた。 

5 歳までの評価では、GPP の施行は顎発育

や歯列形態に悪影響を与えず、顎裂部に非施

行例にはない骨架橋が形成された。このよう

な良好な短期成績が得られたことに、GPP施

行前の術前顎矯正によって歯列を狭小化さ

せないよう十分留意した点と、注意深く GPP

適用症例を選んだことが関係したと考えら

れる。このように GPPでは、その適用例を十

分に検討して施行を決定することが、良好な

術後成績を得る上で重要である。 

 

2) 術前顎矯正（PIO）は、口唇裂・口蓋裂児

における哺乳障害、口唇や鼻の形態異常、上

顎歯槽形態の改善を目的として行われる。こ

れらに加え PIOは、口唇形成術や歯肉骨膜形

成術 (GPP) の施行前に、披裂を近接させ手

術成績を向上させる役割も担う。特に GPPで

は、顎裂間距離が大きい例はその施行自体が

困難となる。一方で、PIO により無理な顎裂

縮小を図った例では、GPP後に上顎の劣成長

や歯槽弓の狭小化をきたす。このように PIO

開始前に歯槽形態改善の難易度が評価でき

れば、GPPの適用を含めた手術計画の立案や

手術成績の向上に役立つ。そこで PIOの治療

結果に関連する因子を検討した。 

出生直後より口唇形成術直前まで PIOを行

った UCLP児 13例（平均 30日齢）の PIO開

始前の歯列模型を用いた。True Definition 

Scanner（3MTM 社）で採得した STL データ

上に、三次元分析ソフト Point Master（日本

ビジュアルサイエンス社）を用い、基準点・

基準平面を設定し距離・角度計測を行った。

また PIO終了後の口腔内を直接計測した。 

PIO後、8例で両側歯槽突起が接触し(接触

群)、5例で接触がなかった (非接触群)。接触

群と非接触群間で、PIO 開始前の顎裂間距離

（両側歯槽突起の近心断端間水平距離）に有

意な差はなかった。一方、PIO 開始前の鼻中

隔下端と正中矢状平面間の水平距離や鼻中

隔下端の側方偏位量は、非接触群に比べ接触

群で有意に大きかった。また PIO開始前の鼻

中隔下端と正中矢状平面間の水平距離と、

PIO 前後の顎裂間距離の減少量間に正の相関

があった。 

UCLPにおいて PIOによる歯槽形態の改善

は、PIO 開始前の顎裂間距離でなく、鼻中隔

を含む鼻上顎複合体の側方偏位と関連性が

あった。以上より、GPP施行にあたり PIOに

より上顎歯槽弓を狭小化させないように留

意し、PIO 開始前にみられた鼻上顎複合体の

側方偏位が改善された症例に限り GPP を適

用することが望ましいと考えられる。 
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