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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜由来iPS細胞あるいは骨髄由来間葉系幹細胞の培養上清およびその構成因子
による骨再生に関し比較検討を行った。即ち各細胞由来の培養上清（ＣM）やそれを模したサイトカイン群
（ＣC）、培養上清より抽出したエクソソーム（Exo）を用いた。
CM、CC、Exoともに細胞遊走、血管新生、細胞分化を促進し、その効果は細胞間に有意な差を認めなかった。動
物実験においても同等の骨形成を示した。
これらの結果よりiPS細胞や骨髄由来間葉系幹細胞を用いた骨再生医療は細胞培養上清やその構成因子を用い代
替できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone regeneration by the secretomes from oral mucosa derived iPS cells and 
bone marrow derived mesenchymal stem cells were evaluated. We used conditioned medium (CM), CM 
mimicked cocktail of cytokines (CC) and exosome (Exo).
CM, CC and Exo improved the migration of  stem cells, angiogenesis and differentiation into 
osteoblast although these three did not show any statistical difference. Even in animal studies, the
 results of bone formation were same.
These results indicated the conditioned medium and its contents will be able to substitute the 
current stem cell therapy in bone regenerative medicine. 

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景	
	 われわれはこれまでに骨髄由来間葉系幹
細胞（MSC）を用いた骨再生医療のトランス
レーショナルリサーチに取り組んできた。一
方では近年、移植細胞の移植後の動態や移植
細胞より分泌される様々な液性因子に関す
る研究から、組織再生には移植細胞のみなら
ず、細胞から分泌されるサイトカインなど
様々な液性因子が関与していることが明ら
かになってきた。	
	 われわれはこの点に着目し、MSC の培養上
清にこれら液性因子が含まれることに着目
し、MSC の培養上清（MSC—CM）による骨再生
研究を行い、MSC の移植と同等以上の効果が
あることを明らかにしてきた。	
	 このように細胞移植を行わない再生医療
の可能性が示唆されたが、一方で実用化のた
めにはより CM による骨再生により有用な細
胞源を確保すること、そして骨再生にとって
不要なあるいは負の作用をも含有するであ
ろう CM ではなく、CM に含まれている有効成
分のみで組織再生がなされる方がメリット
が高いと考えられるが、そのような報告はわ
れわれの渉猟し得る限りは存在しない。	
２．研究の目的	
	 本研究において細胞源として iPS 細胞に着
目し、CM の成分としては骨再生に有用である
とされている既知のサイトカイン、あるいは
エクソソームについて、それぞれによる骨再
生能を in	vitro および in	vivo で検討し、
細胞移植に代わる、あるいは既存の製剤に代
わる組織再生の考え方をもった、あらたなコ
ンセプトを有する治療の可能性を探索する
ことを目的とした。またここから得られる結
果は将来的な創薬にも直結するため、そのた
めの基礎的なデータを収集することも目的
とした。	
３．研究の方法	
(1)細胞、CM の作成	 iPS 細胞は倫理審査委
員会にて承認を得たプロトコールに従いヒ
ト口腔粘膜より上皮細胞を採取し樹立した。
MSC は Lonza 社のものを使用した。いずれも
一定期間増殖させ、 後の 48 時間は無血清
培地にて培養し、その培養上清を CMとした。	
(2)細胞遊走能、血管新生能、骨分化誘導マ
ーカーの評価	 MSC を iPS-CM、MSC-CM 存在下
に培養し細胞遊走能を double	chamber	assay
にて、骨分化誘導マーカーは ALP（アルカリ
ホスファターゼ）、OCN（オステオカルシン）、
Runx2、ColI（I 型コラーゲン）などの発現を
リアルタイム PCR にて検討した。血管新生に
ついては HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）を
培養し形成された管腔の長さや分岐の数な
どを評価した。	
(3)ラット頭蓋骨骨欠損モデルに対する CMの
移植実験	 Wistar ラットの頭蓋骨に直径 5mm
の骨欠損を形成し、足場としてアテロコラー
ゲンシート（テルダーミス®）を用い、各 CM
を含浸させ移植した。移植後 2、4 週にマイ
クロ CT による X 線学的評価、および組織学

的、免疫組織学的評価を行った。	
(4)MC 含有サイトカインの組み合わせによる
骨形成能の評価	 CM に含まれるサイトカイ
ンのうち、IGF-1（インスリン様増殖因子）、
VEGF（血管内皮細胞増殖因子）、TGF-β（形
質転換増殖因子）の 3種類を組み合わせ、CM
を模倣したサイトカイン・カクテル（以下、
CC）を作成し、上記 1〜3 の検討を同様に行
った。	
(5)CM 由来エクソソームによる骨形成能の検
討	 各 CM より超遠心法にてエクソソームを
分離し、上記 1〜3 の検討を行った。	
４．研究成果	
(1)各 CM に含まれるサイトカイン	 各 CM に
含有されるサイトカインはサイトカイン・ア
レイや ELISA 法に検討した。その結果、いず
れの CM においても細胞遊走に関わる IGF-1、
MCP-1、血管新生に深く関与する VEGF、骨分
化に関与する TGF-βなどが含まれ、CM によ
る有意な差は認められなかった。	
(2）細胞遊走能、血管新生能、骨分化誘導マ
ーカーの発現の検討	 コントロール群であ
る PBS に比べいずれの CM も有意に遊走能、
血管新生能、骨分化誘導マーカーの発現亢進
が認められた。一部の指標においては iPS-CM
が MSC-CM に比べ高い値を示したものの、CM
間の有意な差はみられなかった。	
(3)	ラット頭蓋骨骨欠損モデルに対する CM
の移植実験	移植2週目ではiPS-CMが MSC-CM
に比べ有意な新生骨占有面積の増加を認め
た。しかしながら移植後 4週では同等であっ
た。免疫組織学的検討ではいずれの群も 2週
において幹細胞マーカーである CD105 陽性細
胞、血管内皮細胞マーカーである CD31 陽性
細胞の骨欠損部辺縁への集積を認め、iPS-CM
の方がその集積は多かった。	
(4)CC による骨形成能の検討	CM に含まれる
濃度と同濃度を含む CC を作成し、各実験に
て CC と CM の比較を行った。この結果、3 種
のサイトカインのカクテルである CC におい
ても in	vitro、in	vivo いずれも CM と同等
の結果であった。	
(5)エクソソームによる骨形成能の検討	 各
CM 由来のエクソソームについて 1〜3 の検討
を行った。エクソソームを一定の濃度で使用
すると骨形成能が更新することが示された
が、各 CM にくらべ骨形成は in	vivo におい
て少ない傾向であった。	
(6)結論	 以上の研究結果よりヒト口腔由来
の iPS-CM は骨髄由来間葉系幹細胞由来であ
る MSC-CM と同等、あるいはそれ以上の骨形
成能を持つことが明らかとなった。また、CC
の骨形成能に関しても iPS-CM や MSC-CM と有
意差が認められなかった。	
	 これらのことより CM は骨再生に有用であ
ることが示唆された。また細胞移植に代わる、
あるいは既存の製剤に代替する方法として
今後も検討を進めていく必要がある。その中
で iPS 細胞由来の CM や CM 構成成分であるサ
イトカインを組み合わせた CM を模倣した製



剤やエクソソームについても将来的な普及
や創薬を考えた時には有用な方法であるこ
とが示唆された。	
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