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研究成果の概要（和文）：顎骨骨髄中に存在するMBMSCは顎骨増生のための有望なセルソースである。本研究に
より、MBMSCは他の組織由来MSCと脂肪分化能やmiRNA発現パターンが異なり、特徴的な性質を持つことが判明し
た。本研究で、MBMSC由来エクソソームの単離に成功したが、収量が非常に少なく、今後、単離方法の改善が必
要である。また、本研究では、抗菌性ペプチドおよび植物由来活性物質による新規生物活性（リンパ管新生、骨
分化促進）を見出した。これらの研究成果をMBMSCによる骨増生療法に応用することにより、MBMSC移植による骨
増生効果を向上させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mandibular/Maxillofacial bone marrow mesenchymal stem cells (MBMSCs) is a 
promising cell source for mandibular bone regeneration. MBMSC was found to have characteristic 
properties because it differs from other tissue-derived MSCs in adipogenic differentiation ability 
and miRNA expression pattern. In this study, we succeeded in purifying MBMSC-derived exosomes, but 
the yield of exosomes was very low. So, isolation method is need to improved. In addition, in this 
study, we succeeded in identifying novel biological activities in antimicrobial peptides and 
plant-derived bioactive substances. It was suggested that applying these research results to bone 
regeneration therapy by MBMSC transplantation may improve the bone regenerative effect.

研究分野： 再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでMBMSC移植による骨増生効果はバラツキが大きく、治療効果を一定にコントロールすることができなか
った。本研究成果によってMBMSCの特性や機能分子の一部が明らかとなった。さらに、リンパ管新生や骨分化促
進といった組織再生を促進する新規物質を見出すことにも成功した。これらの研究成果を活用することにより、
より効果的な骨増生治療を実施できる可能性が見出された。また、本研究成果は歯科領域のみならず、幅広い領
域の骨再生治療にも応用可能であると考えられ、社会的意義の高い研究成果であると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
顎堤が高度に委縮した患者に対し、適切な補綴治療を行うためには委縮した骨を増生させる

必要がある。現在の一般的な骨増生法は自家骨移植であるが、採取できる骨量に限りがある点や、
採骨部に知覚麻痺が残るなどの問題点も多く、骨移植に代わる骨増生療法の開発が切望されて
いる。骨移植に代わる新しい骨増生療法として、幹細胞を用いた骨増生法が期待され、そのため
のセルソースとして、間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cell:MSC)が注目されている。MSC は腸
骨骨髄、脂肪組織、滑膜、歯髄など生体内の様々な組織に存在することが報告され、これまで多
数の基礎研究が実施されている。近年、国内において腸骨骨髄由来 MSC(iliac bone marrow 
MSC:IBMSC)や、脂肪由来間葉系幹細胞(Adipose Derived Stem Cell:ADSC)を用いた顎骨再生の
臨床研究も実施されている。 
我々は、顎骨骨髄中に存在する MSC(Mandible/Maxillary bone marrow MSC:MBMSC)が IBMSC と

同等かそれ以上の骨分化能を有することを見出し、以前よりその有用性に着目してきた。IBMSC
や ADSC は組織採取の際の侵襲性が問題となるが、顎骨骨髄はインプラント手術の際に、新たな
侵襲を加えずに簡便に採取ができ、ごく少量の骨髄液からでも MBMSC の培養が可能である。ま
た、患者の年齢に関わらず細胞を得ることができる。この点が他の組織由来 MSC よりも優位な点
である。MBMSC を用いた骨再生療法を実施するにあたり、有効性の担保は最も重要な課題である。
しかしながら、MBMSC を用いて骨分化能評価を行ったところ、MBMSC の骨分化能はドナー間での
個体差が大きく、中には in vitro で全く骨分化しない細胞や、移植した際に生体内（in vivo）
での骨形成能が極めて低い細胞があることも判明した。したがって、MBMSC による骨増生療法を
成功させるためには、MBMSC の特性を十分に解析し、正確に理解することが重要である。また、
分化能や生体内での再生能の低い細胞に対しては、何らかの手法を用いて細胞機能の向上や、移
植効果を高める必要があるが、現時点では効果的な手法が見つかっていない。従って、骨増生を
安定的に行うことができる新規の治療法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、MBMSC 移植による骨増生効果を向上させる手法を確立することが目的である。この

目標をクリアするために、（1）MBMSC の特性を多面的に解析し、MBMSC の機能制御分子の解明、
（2）MBMSC に発現する分子を用いたセルフリー骨増生法の可能性探索のため、MBMSC から分泌さ
れるエクソソームの発現解析、および miRNA 発現解析、（3）組織再生促進を目的とした抗菌性ペ
プチド、および植物由来活性成分の新規作用の探索をおこない、最終的な目標である新規の顎骨
増生療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
ヒト顎骨由来間葉系幹細胞（MBMSC）の採取は、鹿児島大学病院臨床研究倫理委員会の承認を

得て（承認番号：170263 疫 課題名：「ヒト口腔組織由来骨原性細胞の分離、同定と骨再生療法
の開発」）、インプラント手術の際に患者の同意のもとで骨髄液を採取した。採取した骨髄液を播
種し、MBMSC の培養をおこなう。腸骨骨髄由来 MSC(iliac bone marrow MSC:IBMSC)は Lonza 社
より購入したものを使用した。本研究では、MBMSC を 5 株、IBMSC を 3株用いて評価をおこなっ
た。本研究に用いた MBMSC はドナー年齢が 39 歳～69 歳、IBMSC のドナー年齢は 25 歳～41 歳で
あった。継代数はいずれの細胞も P5～P7 のものを使用した。MBMSC の特性解析を目的として、
MBMSC と IBMSC において、骨、軟骨、脂肪分化能比較、フローサイトメトリーにて MSC 特異的細
胞表面抗原発現（CD11, CD13, CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD166, HLA-DR, 
HLA-ABC）の評価をおこなった。 
MBMSC の培養上清中に分泌するエクソソームの採取は、それをフォスファチジルセリン（PS）

アフィニティー法 （MagCapture：Wako）、ポリマー沈殿法 （ExoQuick-TC:SBI）、カラム精製法 
(Capturem:Takara)を用いた。採取したエクソソームの評価は、エクソソームマーカータンパク
（CD9, CD63, CD81, HSP70）発現をウエスタンブロッティングによって評価をおこなった。 
miRNA 発現解析は、5株の未分化 MBMSC および 3株の未分化 IBMSC を用いておこなった。それ

ぞれの細胞からセルライセートを作成し、3D-Gene マイクロ RNA チップ（東レ）によって網羅的
に発現を解析した。 
抗菌性ペプチド LL-37 によるリンパ管新生促進効果について、リンパ管内皮細胞に対する増

殖、遊走、管腔形成に与える影響を評価した。また、植物由来活性物質（ブラックジンジャーエ
キス）による骨分化促進作用について評価をおこなった。 
 
４．研究成果 
(１)MBMSC と IBMSC の特性解析 
本研究で用いた MBMSC と IBMSC において特性解析をおこなった。各細胞間における増殖能の

評価をおこなった結果、株間による増殖能の差は認められるが、MBMSC と IBMSC 間での顕著な差
は認められなかった。次に、フローサイトリーによる細胞表面抗原発現比較をおこなった。本研
究では、CD11, CD13, CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD166, HLA-DR, HLA-ABC



について評価をおこなった。CD105 において、株間で陽性率
（13.4%～92.8%）にバラツキが認められたが、その他の細胞表
面抗原においては、MBMSC と IBMSC 間で有意な差は認められな
かった。 
次に、MBMSC と IBMSC の骨・軟骨・脂肪分化能の比較をおこ

なった。骨・軟骨分化能は同等であったが、MBMSC の脂肪分化
能は 5 株すべての細胞において著しく低いことが明らかとな
った（図 1）。MBMSC において脂肪分化が抑制されるメカニズム
の解明のため、多能性幹細胞マーカー（Oct-4, SOX2, Nanog）
遺伝子発現を比較した。また、顎骨は神経堤由来組織であるた
め、神経堤細胞マーカー（SOX10, p75NTR, FOXD3）遺伝子発現比較をおこなった。今回評価をお
こなった多能性幹細胞マーカー、および神経堤細胞由来マーカー遺伝子発現は、細胞株間におけ
る差は認められたが、MBMSC と IBMSC 間において有意な差は認められなかった。 
MBMSC において脂肪分化能が低下している分子メカニズムの解明のために、脂肪分化に重要な

働きをする転写因子である PPAR
γ,C/EBPα,遺伝子発現比較をおこ
なった。未分化状態では、MBMSC と
IBMSCにおいて有意な発現の差は認
められないが、脂肪分化誘下におい
ては、MBMSC は IBMSC に比べ有意に
発現の低下が認められた（図 2）。さ
らに、MBMSC はグルコーストランス
ポーターである GLUT4 の発現が低
く、細胞内へのグルコースの取り込
みも抑制されていることが明らか
となった。以上の結果から、MBMSCは
他の組織由来 MSC とは異なる特性
を有しており、脂肪になりにくいこ
とから、骨の再生に用いるセルソー
スとしては適していることが判明
した。 
 

（２）MBMSC に発現する分子を用いたセルフリー骨増生法の可能性探索 
 エクソソームにはタンパク質や miRNA、mRNA などの分子が含まれ、由来する細胞と類似の機能
が備わり、細胞間相互作用に重要な働きをする。そこで、MBMSC から分泌されるエクソソームを
分離して、エクソソーム移植による骨増生治療の可能性について探索した。MBMSC からのエクソ
ソームの採取は、フォスファチジルセリン（PS）アフィニティー法、ポリマー沈殿法、カラム精
製法用いておこなった。MBMSC の培養上清を準備し、上記 3種類の方法によって、エクソソーム
の精製をおこなったところ、フォスファチジルセリン（PS）アフィニティー法、カラム精製法で
はエクソソームの採取はできなかった。ポリマー沈殿法で精製したエクソソームにおいて、エク
ソソームマーカータンパク発現評価をおこなったところ、CD9, CD63, CD81, HSP70 の発現が確
認された（図 3）。以上の結果から、ポリマー沈殿法を用いることによって、MBMSC からエクソソ
ームを採取することが可能となった。一方で、MBMSC から精製されるエクソソームが非常に少量
であり、骨増生治療に用いるた
めに必要な量のエクソソームを
準備するためには、大量の MBMSC
の培養上清が必要となる。MBMSC
を大量に増殖させるためには、
継代培養を複数回行う必要が生
じるが、継代数が異なる細胞間
で分泌されるエクソソームが同
質のものか、現時点では不明で
あるため、今後解析する必要が
ある。 
近年、幹細胞の分化制御に重要な役割を果たしていると報告されている因子として、マイクロ

RNA(miRNA)が注目されている。我々は 5 株の MBMSC と 3 株の IBMSC を用いて、細胞内に発現す
る miRNA について網羅的に解析をおこなった。MBMSC と IBMSC において多数の miRNA 発現に差が
あることが判明した（図 4）。また、MBMSC の骨分化能の異なる細胞間で miRNA 発現比較をおこな



ったところ、骨分化能が高い細胞群において 4倍以上高発現する miRNA が 36 個、骨分化能が低
い細胞群において 4倍以上高発現する miRNA が 34 個あることが判明した。現在、これらの miRNA
が制御する遺伝子を解析中であり、骨形成に関与する可能性のある miRNA については、今後生体
内へ移植をおこない骨形成促進作用について評価をおこなう予定である。 

 
（３）組織再生促進を目的とした抗菌性ペプチド、および植物由来活性成分の新規作用の探索 
 骨組織再生の促進において、再生部位に脈管系（血管およびリンパ管）の誘導が重要であるこ
とが報告されている。本研究では、抗菌性ペプチドである LL-37 の新規機能の探索のために、リ
ンパ管新生促進作用について評価をおこなった。LL-37 の作用により、リンパ管内皮細胞は増殖
促進傾向を示すことが明らかとなった。また、LL-37 はリンパ管内皮細胞の遊走および、管腔形
成を促進することが明らかとなった（図 5）。この結果から、LL-37 はリンパ管新生促進効果を示
すことが初めて見出された。この結果は、MBMSC 移植による骨増生時に、MSC と LL-37 を併用す
ることにより、骨増生効果が増強される可能性が示された。 

 
 MBMSC の骨分化能は個体間でバラつきが大きい。骨分化能の低い MBMSC に対しては、その骨分
化能を向上させることによって、移植による骨増生効果を高めることができる可能性がある。そ
こで、骨分化能を向上させる新規物質の探索をおこなうことを目的とし、植物由来活性成分であ
るブラックジンジャーエキスによる MSC の骨分化へ与える影響について評価した。骨分化誘導
培地中に、1, 2.5, 5, 10µM のブラックジンジャーエキスの添加によって MSC の骨分化が促進す
ることが見出された。本研究により、骨分化能が低い MSC に対して、細胞移植前にブラックジン
ジャーエキスで処理することによって骨分化能を回復させる可能性があり、骨増生治療におい
て有用な働きをする可能性が見出された。 
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