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研究成果の概要（和文）：舌筋由来Sca-1陽性細胞(MTDSC)よりもヒト歯随幹細胞(hDPSC)を用いてNanog遺伝子発
現を増強させた細胞(hDPSC－Nanog)の方が、より高い骨分化能を示した。また、気孔性炭酸アパタイトフォー
ム、ゼラチン炭酸アパタイトフォーム、GC研究用scaffold(GC)ならびにβ-TCP強化型ゼラチンスポンジ(MedGel)
と比較して、bFGF徐放型bioactive scaffoldをscaffoldとしてヌードマウス皮下に埋入し、骨分化誘導をかけた
hDPSC－Nanogを注入した方が、途中で異物として排泄されることなく、最も良好な骨様組織の形成につながっ
た。

研究成果の概要（英文）：The hDPSC-Nanog showed higher bone differentiation ability than MTDSC-Nanog 
when we compared MTDSC-Nanog to hDPSC-Nanog. Next, we developed pore-related apatite foam carbonate,
 gelatine apatite foam carbonate, bFGF controlled release type bioactive scaffold, scaffold (GC) for
 GC studies and β-TCP reinforcement type gelatin sponge (MedGel). Then, we inserted each scaffold 
under the skin of nude mice, and injected each transfectant treated with bone differentiation medium
 into each scaffold. The pore-related apatite foam carbonate and gelatine apatite foam carbonate 
were eliminated from the body as exogenous material over a period 3 weeks after insertion. On the 
other hand, scaffold for GC studies and β-TCP reinforcement type gelatin sponge were not eliminated
 from the body as exogenous material over a period a month after insertion. However, the combination
 with hDPSC-Nanog and FGF2 controlled release type bioactive scaffold was the best on formation of 
the bone-like tissue.

研究分野：外科系歯学

キーワード： Nanog　bone-like tissue

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
口腔外科的疾患の治療により失った顎骨の

再建は、咬合回復につながり QOLの観点か
らも大変重要である。そこで我々は、以前

から骨欠損部への骨再生を bone tissue 
engineeringの基本戦略から、骨再生の足場
となる基質や骨再生の場所を確保するため

の材料についての開発研究（気孔性アパタ

イ ト 焼 結 体 ） (Biomaterials 2002, 
Biomaterials 2002)と、骨再生に必要な細
胞に関しては骨髄細胞に含まれる間葉系幹

細胞を用いて sacaffold 内で分化誘導し骨
再生に関する検討を行ってきた(J Mater 
Sci Mater Med 2006)。しかしこれまでの実
験結果では、骨髄から採取される骨髄間葉

系幹細胞は非常に少なく、骨芽細胞様細胞

までの分化に長時間を要した。さらに、開

発研究した気孔性アパタイトが scaffold

として細胞を保持し増殖・分化に十分に寄

与していなかった。以上の研究結果から、

骨髄由来間葉系幹細胞を用いた骨再生を臨

床応用に持って行くのは大変困難であると

考えた。そこで、骨格筋組織中にはサテラ

イト細胞や筋 SP 細胞と呼ばれる幹細胞が

存在し、特に舌筋由来幹細胞では大腿筋由

来幹細胞や心筋由来幹細胞と比較して、骨

形成に関与する BMP2 や BMP4 が特異的に発

現していること（Japanese Circulation 

Society 2008）から、舌筋由来幹細胞に着

目し舌筋由来 Sca-1 陽性細胞(MTDSC)を幹

細胞として骨芽細胞への分化誘導の有無や、

骨形成に対する検討を行い、以下について

明らかにした(Molecular Medicine Reports 

2015)。すなわち、①MTDSC は筋細胞の 4.0%

以上収集可能であった。②MTDSC は増殖期

において線維芽細胞様の形態を示し倍加時

間は約 48 時間で 50 代以上にわたり継代可

能であった。③MTDSC は間葉系幹細胞のマ

ーカーである c-kit および Sca-1 の蛋白発

現を示し、骨分化誘導培地処理にてその発

現は経時的に減弱し、逆に骨分化マーカー

の発現は経時的に増強したがその後減弱し

た。④MTDSC は骨分化誘導培地処理にて石

灰化細胞外基質の形成を示した。⑤β-TCP

強化型ゼラチンスポンジを scaffold とし

て用いた場合のみ、MTDSC と培養後マウス

に移植した時骨様組織の形成を確認した。

以上の研究結果を踏まえて MTDSC を用いた

骨再生法を臨床に応用するには、MTDSC の

実験結果では骨髄由来間葉系幹細胞より細

胞数や分化・増殖においてすぐれていたが、

依然十分ではなくさらなる細胞の増殖・分

化を活性化する必要がある。さらに

scaffold としてゼラチンが細胞の保持に

すぐれていることが確認されたが、自由な

形態付与には吸収性で気孔性のある生体材

料が必要であり，骨形成に適した scaffold

を開発し臨床に用いることが骨再生の鍵で

あり、骨再生を臨床応用するために、細胞

の増殖・分化を高め、骨形成に適した

bioactive scaffold を開発し動物実験で骨

形成を確認することが急務と考えられた。 

 

２．研究の目的 

 骨再生医療を目指して、舌筋由来幹細胞

あるいはヒト歯随由来幹細胞を用いて、効

率の良い骨再生を実現することである。そ

のためには、以下を研究目的とした。 

(1)舌筋由来幹細胞あるいはヒト歯随由来

幹細胞に Nanog 遺伝子を導入することで幹

細胞の増殖能、分化能をこれまで以上に高

めること 

(2)分化した幹細胞を保持し骨形成まで誘

導させる三次元構造を有する bioactive 

scaffold を開発すること 

(3)幹細胞から分化した細胞と開発された

三次元構造を有する bioactive scaffold を

実験動物に埋め込み三次元生物学的骨構造

を作り出すこと 

 

３．研究の方法 

(1) Nanog 遺伝子導入マウス舌筋由来 Sca-1

陽性細胞（MTDSC−Nanog）および Nanog 遺伝

子導入ヒト歯随由来幹細胞（hDPSC−Nanog）

の樹立 

① Addgene 社からマウス Nanog 遺伝子発現

ベクター(pPyCAG-Nanog-IP)を購入し、トラ

ンスフォーメーションを行い、大量培養し

精製後、このプラスミドベクターを、リポ

フェクタミンを用いて、舌筋由来 Sca-1 陽

性細胞(MTDSC)に遺伝子導入し、上記ベクタ

ーの Selection marker である Puromycin を

用いて stable clone(MTDSC−Nanog)を作製

した。同様に空ベクターも MTDSC に遺伝子

導入し、MTDSC−puro を樹立した。 

② Addgene社からヒトNanog遺伝子発現ベク



ター(pCDNA3.1-Nanog)を購入し、トランスフ

ォーメーションを行い、大量培養し精製後、

このプラスミドベクターを、リポフェクタミ

ンを用いて、ヒト歯随幹細胞(hDPSC)[Lonza 

PT-5025]に遺伝子導入し、上記ベクターの

Selection marker である Hygromycin を用い

て stable clone（hDPSC−Nanog）を作製した。

同様に、空ベクターを hDPSC 導入し、hDPSC−

hyg を樹立した。 

(2) MTDSC−Nanogおよび hDPSC−Nanogの増殖

能の検討 

 親株 MTDSC、MTDSC−Nanog、MTDSC−puro、

および親株 hDPSC、hDPSC−Nanog、hDPSC−hyg

それぞれを、 96 穴プレートに 5×103 個ず

つを播種し、 設定した処理時間後に通法に

従って MTT 溶液を加え、37℃ 4 時間反応さ

せた。形成された MTT formazan を DMSO で

溶解し、マイクロプレートリーダーを用い

て OD490nm で吸光度を測定することにより

生細胞数を評価した。   

(3) MTDSC−Nanogおよび hDPSC−Nanogの骨分

化能の検討 

 親株 MTDSC、MTDSC−Nanog、MTDSC−puro、

および親株 hDPSC、hDPSC−Nanog、hDPSC−hyg

それぞれを、骨分化誘導培地(Miltenyi 

Biotec 社)にて培養し、石灰化細胞外基質

の形成を Alizarin red 染色および Von 

Kossa 染色にて検索し、骨分化能を評価し

た。 

(4)気孔性炭酸アパタイトフォームの作製 

 リン酸三カルシウムフォームの作製のた

めに、まず軟質発砲ポリウレタンフォーム

の気孔を DMF 溶媒で溶解除去し、調整した

連続気孔性ポリウレタンフォームにリン酸

三カルシウム懸濁液を浸漬し、ウレタンフ

ォームの骨梁表面にリン酸三カルシウムを

付着させた。その後自然乾燥させ、フォー

ムを電気炉で加熱することによりウレタン

フォームを焼却するとともにリン酸三カル

シウムの焼結がおこりフォームを形成させ

た。作製したリン酸三カルシウムフォーム

を炭酸アンモニウム水溶液とともに水熱処

理用ボンベに入れ 200℃のオーブンに 24時

間入れることにより炭酸アパタイトフォー

ムを作製した。 

(5)３次元構造を有する bioactive scaffold

の作製 

 上記(4)で作製した気孔性炭酸アパタイト

フォームをゼラチンハイドロゲル膜の２層構

造(外側は３ヶ月程度の分解性と強度を有し、

内側は２週間程度の薬剤の徐放性を有する)

を構築するために、ブタ由来のコラーゲンか

ら得られた酸性ゼラチン(新田ゼラチン社)に

β-TCP を含有させ、グルタルアルデヒド溶液

を加えた後グリシン溶液にて未反応官能基を

処理し、凍結乾燥を行い、β-TCP 含有ゼラチ

ンハイドロゲルを作製した。さらにこのゲル

に酸性ゼラチンをコーティングし、熱架橋を

行った後に凍結乾燥を行うことで２層構造を

有したゼラチンハイドロゲル膜を作製した。 

β-TCP含有ゼラチンハイドロゲル膜が内側と

なるように気孔性炭酸アパタイトフォームを

包み込み, 再度凍結乾燥を行うことにより３

次元構造を有する bioactive scaffold（ゼラ

チン炭酸アパタイトフォーム）を作製した。 

(6)FGF2 徐放型 bioactive scaffold の作製 

 メドジェル生理活性物質徐放剤 MedGel を

応用して、FGF2(1μg)を MedGel に滴下し、4℃

で一晩含浸させて、bFGF 徐放型 bioactive 

scaffold として用いた。 

(7)各種 bioactive scaffold を用いた骨再生

能の比較検討 

 上記作製した気孔性炭酸アパタイトフォ

ーム、ゼラチン炭酸アパタイトフォーム、bFGF

徐放型 bioactive scaffold に加えて、GC 研

究用 scaffold(GC)ならびにβ-TCP 強化型ゼ

ラチンスポンジ(MedGel)を scaffold として

ヌードマウス背部皮下に埋入し、それぞれの

中に、骨分化誘導をかけた親株 MTDSC、MTDSC

−Nanog、MTDSC−puro、および親株 hDPSC、

hDPSC−Nanog、hDPSC−hygそれぞれを注入した。

注入 1 ヶ月後に骨再生部位を摘出し，組織学

的（H-E 染色）に骨形成の状態を検討した。 

 

４．研究成果 

 トランスフェクタント(MTDSC−Nanog)、親

株である MTDSC および空ベクターを導入し

た MTDSC−puro の細胞増殖能および骨分化

能に関して比較検討した。その結果、親株

MTDSC、空ベクターを導入した MTDSC−puro、

MTDSC−Nanog は増殖能に関しては有意差を

認めなかった(図 1)。しかしながら、MTDSC

においては Alizarin red 染色および Von 

Kossa 染色にて観察される石灰化細胞外基

質の形成は 14 日目以降に確認され、空ベク

ターを導入した MTDSC−puro においても同



様に 14 日目以降に確認できたが、MTDSC−

Nanog では 10日目以降に石灰化細胞外基質

の形成が認められた。 

 マウスでの骨再生とともにヒトでの骨再生

を 視 野 に 入 れ て 、 ヒ ト 歯 随 幹 細 胞

(hDPSC)[Lonza PT-5025]とヒト Nanog 遺伝子

発現ベクター(pCDNA3.1-Nanog；addgene 社)

を用いて、トランスフェクタント(hDPSC−

Nanog)を作製し(図 2)、親株である hDPSC お

よび空ベクターを導入した hDPSC−hyg ととも

に、細胞増殖能および骨分化能に関して比較

検討した。その結果、親株 hDPSC、空ベクタ

ーを導入した hDPSC−hyg、hDPSC−Nanog は 14

日目までの増殖能に関しては有意差を認めな

かった(図 3)。しかしながら、hDPSC において

は Alizarin red 染色および Von Kossa 染色に

て観察される石灰化細胞外基質の形成は 14

日目以降に確認され、空ベクターを導入した

hDPSC−hyg においても同様に 14日目以降に確

認できたが、hDPSC−Nanog では 7 日目以降に

石灰化細胞外基質の形成が認められた(図4)。

すなわち、マウス Nanog 遺伝子発現ベクター

を舌筋由来 Sca-1 陽性細胞(MTDSC)に遺伝子

導入して得たMTDSC−Nanogでは10日目以降に

石灰化細胞外基質の形成が認められたことか

ら、今回のヒト Nanog 遺伝子発現ベクターを

ヒト歯随幹細胞(hDPSC)に導入して得られた

hDPSC−Nanog が骨再生により有用と考えられ

た。 

 有用な scaffold を探索するために、気孔性

炭酸アパタイトフォーム、ゼラチン炭酸アパ

タイトフォーム、bFGF 徐放型 bioactive 

scaffold に加えて、GC 研究用 scaffold(GC)

ならびにβ-TCP 強化型ゼラチンスポンジ

(MedGel)を scaffold としてヌードマウス背

部あるいは大腿部皮下に埋入し、それぞれの

中に、骨分化誘導をかけた親株 MTDSC、MTDSC

−Nanog、MTDSC−puro、および親株 hDPSC、

hDPSC−Nanog、hDPSC−hygそれぞれを注入した。

その結果、気孔性炭酸アパタイトフォームと

ゼラチン炭酸アパタイトフォームは、埋入後

3 週前後で異物として排泄されたが、GC 研究

用 scaffold およびβ-TCP 強化型ゼラチンス

ポンジ(MedGel)は、1 ヶ月以内に皮膚外へ異

物として排出されることはなかった。またそ

れぞれ埋入部を切除して、ホルマリン固定後、

パラフィンブロックを作製し、薄切切片を用

いて HE 染色を行った所、 bFGF 徐放型

bioactive scaffold が、最も良好な骨様組織

を形成していた。すなわち、他の scaffold と

比較して、メドジェル 生理活性物質徐放剤 

(MedGel)を用いて作製した bFGF 徐放型

bioactive scaffold が、最も有用と考えられ

た。 

 そこで、hDPSC−Nanog と FGF2 徐放型

bioactive scaffold との併用が最も骨再生に

有用と考えられたため、FGF 徐放型 bioactive 

scaffold をヌードマウス皮下に埋入し、骨分

化誘導をかけた hDPSC−Nanog と、コントロー

ルとして空ベクターを導入した hDPSC−hyg に

骨分化誘導をかけたものを、それぞれマウス

皮下へ注入し長期に観察を行った。その結果、

FGF2 徐放型 bioactive scaffold は、埋入後 3

ヶ月まで異物として排泄されることは無かっ

た。埋入後 3 ヶ月後に埋入部を切除して、ホ

ルマリン固定後、パラフィンブロックを作製

し、薄切切片を用いて HE 染色を行った所、 コ

ントロールとして空ベクターを導入した

hDPSC−hyg に骨分化誘導をかけたものと比較

して、骨分化誘導をかけた hDPSC−Nanog を注

入した bFGF 徐放型 bioactive scaffold 埋入

部において、より良好な骨様組織が観察され

た(図 5)。MedGel のハイドロゲルから FGF2 が

徐放されることで、hDPSC−Nanog からの骨分

化誘導が促進されたと考えられた。ただし、

三次元生物学的骨構造を有するまでには至

らなかったため、今後更なる工夫が必要と

考えられた。なお現在 BMP2(1〜5μg)を

MedGel に滴下し、4℃で一晩含浸させて、同

様に hDPSC−Nanog、hDPSC−hyg それぞれととも

にヌードマウス大腿骨相当部皮下に埋入

し,BMP2 徐放による hDPSC−Nanog の骨分化誘

導能を検討中である。 
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