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研究成果の概要（和文）：幹細胞は低酸素濃度や機械的ストレスにより刺激されると血管および骨形成に関連す
る遺伝子の発現率が上昇し，細胞培養上清中にはそれらに起因するタンパク量が増加した．この培養上清をさま
ざまな組織欠損および炎症性組織傷害モデルに適用すると，炎症を制御し組織を修復し再生させること，その機
序は局在するマクロファージが極性転換し，局所に動員される生体内組織形成細胞が血管網を構築し，組織を修
復あるいは適合組織を形成することがわかった．この培養上清中に含まれる成長因子や基質を同定し，目的とす
る機能別にそれらの最適な組み合わせを明らかにし，それらが実際に組織を修復あるいは再生させることを実験
動物モデルで示した．

研究成果の概要（英文）：Stimulation of stem cells by hypoxia or mechanical stress promoted gene 
expression related to osteogenesis and angiogenesis and increased the amount of protein resulting 
from them in the cell-conditioned media. The application of the conditioned media to various tissue 
defect and inflammatory tissue injury models controled inflammation, repaired and regenerated the 
tissue. The mechanism was that localized macrophages were oppositely polarized and locally mobilized
 tissue forming cells constructed a vascular network and repaired or formed compatible tissue. We 
identified the growth factors and substrates contained in the conditioned media, clarified the 
optimal combination of them according to the target function, and showed that they actually repaired
 or regenerated the tissue in experimental animal models.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 移植・再生医療　再生医学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞は培養環境が過酷なほどそれに適応し生存しようとしてさまざまな基質や因子群を生成し，それらが培養
上清中には含まれる．これらが炎症を制御し組織を修復あるいは適合組織を再生させる効果は因子群では単独因
子と比べて極めて低濃度で得られており，この理由は生体内の複雑な組織修復および形成過程を並行的かつ連続
的に進めているからであり，この効能は効率的なだけでなく生理的でもあると考えられる．さらに目的とする機
能別に有効な因子群を明らかにでき，製剤化および創薬への途を開いた．以上の方法は培養細胞を生体内に導入
する従来の再生医療と比べて，調節性，安全性，普遍性の点で優れ，時間的，経済的に有利であると考える．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
われわれは培養骨髄間質細胞多血小板血漿複合体による骨再生法に取り組み，基礎から臨床

まで研究成果を収めてきたが，再生可能な大きさには限りがあった．その理由は，生体内に適用
したものの内部は低栄養，低酸素濃度，高代謝産物となり，導入された細胞には過酷な環境にな
るからである．そのため導入細胞の生存率はかなり低いことが示されてきた．それでも組織再生
が得られるのは，導入細胞が組織を形成するよりも成長因子や基質などを分泌し，それにより内
在性の幹細胞が動員されて組織を形成させる機序が主体だからであることがわかってきた．ま
た環境が過酷なほど培養細胞もそれに適応し生存しようとして合目的に成長因子や基質などを
分泌するだろう．そしてその分泌したものは培養上清中に含まれるはずである．そこでそれらの
集合体として幹細胞培養上清に着目し，内在性組織幹細胞による組織再生について検討するこ
とにした． 
 
２．研究の目的 
研究の全体構想は，過酷な環境下で幹細胞を培養し，その上清中因子群を適用することにより，

大量の組織再生を可能にし，さらにその製剤化も目指すことであった．研究の目的は，組織欠損
部の環境を調整し，組織を再生させるのに最適な細胞由来因子群を明らかにすること，それらを
得るための培養条件と，生体内で実際に骨を中心とした組織再生を誘導するのに最適な投与方
法を求めることであった． 
 
３．研究の方法 
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，歯髄幹細胞とした．培養条件は酸素濃度，機械的ストレスについて，生体にとって過
酷な環境，組織破壊が起きる環境を想定して設定した．培養終了後，無血清培地でさらに 48 時
間培養し，それを遠心分離することによりその上清を得た．培養上清の組成を明らかにするため
に，その中に含まれるタンパク質をマススペクトロメトリーにより網羅的に解析して同定し，そ
の機能面からさらに種類を絞って ELISA で発現を確認し定量した．またその遺伝子発現につい
て，培養終了後の細胞から RNA を抽出しリアルタイム RT-PCR にて解析した．さらに培養上清の
機能を明らかにするために，細胞遊走能，創傷治癒能，管腔形成能，組織系性能などを評価した． 
培養上清の担体としてコラーゲン，リン酸カルシウムなどの許認可材料のほか，培養上清中の

因子や基質の親和性を高める表面加工処理を施したチタンを用いた． 
実験モデルは骨欠損を中心にしたが，その基盤は血管形成であることが判明したため，それを

組織欠損および炎症性組織傷害に展開した． 
 
４．研究成果 
(1) 培養条件による上清中因子の変化と組織再生 
 骨髄および歯髄
由来の幹細胞は，低
酸素濃度あるいは
伸展による刺激が
加わる培養環境下
にあると，その細胞
において骨と血管
形成に関連する遺
伝子の発現が促進
し，また培養上清中
にはそれらに起因
するタンパク量が
増加した（図 1）．そして
その培養上清により管
腔形成能および血管内
皮細胞の創傷治癒能と
石灰化能が増強し，つま
り血管と骨形成が促進
した．さらにこの培養上
清を実験動物の骨区域
欠損などに適用し，培養
上清中の因子群が骨お
よび血管形成を促進す
ることを示した（図 2）．
これは先行する血管形
成により骨形成が促進
したと考察した． 
 

図 1 低・標準酸素濃度培養歯髄幹細胞の血管形成関連遺伝子発現 

図 2 低・標準酸素濃度培養上清による骨形成と関連遺伝子発現 



(2) 幹細胞培養上清中因子群の定量とその適用による組織再生 
 幹細胞培養上清中
に含まれるタンパク
を定量した．その量に
応じて，目標とする再
生組織別に成長因子
などを候補として絞
り込み，上清中と同濃
度でそれらの組み合
わせを検討し，その最
適なものでは上清と
同程度に組織再生が
得られることを示し
た（図 3）．再生した組
織は骨だけでなく，歯
周組織も含まれた．ま
た前破骨細胞の増殖，
破骨細胞への分化を
調整し，顎骨壊死を防
ぐ効果も見い出した．
これらは製剤化への
途を開いたと考えて
いる． 
 
(3) 幹細胞培養上清による炎症制御とその治療 

幹細胞培養上清により，骨
欠損，自己免疫性脳脊髄炎，
肝線維症，急性肝不全，知覚
および運動末梢神経圧挫お
よび切断の各実験動物モデ
ルにおいて，病態を改善し組
織を再生できることを示し
た（図 4）．またこの機序は幹
部に局在するマクロファー
ジの炎症型・組織破壊型から
抗炎症型・組織再生型への極
性転換であることも示せた．
さらにこの効果は培養上清
中の特定の因子によること
までもが明らかにできた． 
 
(4) 骨と結合するチタン表面の解析と結合能の増強 
 幹細胞培養上清によりチタン表面を修飾する前の検討として，吸着するタンパクを網羅的に
解析し，その種類と量を明らかにした．またチタン表面の化学的処理により，骨形成を促進する
因子の吸着する量が増え，骨結合能も増強することを示した． 
 
以上を総括すると，細胞は培養環境に適応しようとしてさまざまな因子群を生成し，それらが

培養上清中には含まれ，これらが炎症を制御し組織を再生させること，その根本には血管形成促
進による血管網構築があることを示した．またこれらの効果は因子群では単独因子と比べて極
めて低濃度で得られており，この理由は生体内の複雑な組織形成過程を並行的かつ連続的に進
めているからと考えられる．これらの知見が将来，創薬につながれば，どの医療機関でもできる
組織再生法への途が開かれることが期待できる． 
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