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研究成果の概要（和文）：顎骨骨髄由来間質細胞（MBMSC）は脳由来神経栄養因子（BDNF）の受容体であるTrkB
を発現するとともに、培養上清中にBDNFを分泌していることが示唆された。腸骨骨髄由来間葉系幹細胞の細胞増
殖能および骨分化能は、in vitroにおいてはBDNFの影響を受けないことが明らかとなったが、MBMSCの骨分化に
おけるBDNFの影響については今後のさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：Maxillary/Mandibular Bone Marrow Stromal Cells (MBMSC) express TrkB, which 
is a receptor for brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and it is suggested that BDNF is 
secreted in the culture supernatant. Cell proliferation ability and bone differentiation ability of 
iliac bone marrow-derived mesenchymal stem cells were found to be not affected by BDNF in vitro, but
 further investigations on the influence of BDNF on bone differentiation of MBMSC is necessary.

研究分野： 補綴・理工系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、再生医療に関する研究は飛躍的な発展を遂げており、再生医療等製品の承認も進んでいる。しかしなが
ら、いまだ骨再生を目的とした再生医療等製品の承認はなされていない。本研究結果が骨再生医療に直結するわ
けではないが、骨再生のメカニズムを解析することで骨形成を促進させることが出来れば、我々の目指す顎骨再
生医療だけでなく、医科領域における骨粗鬆症予防や骨折治癒薬開発への波及効果も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 骨補填材を含めた顎骨再生のための新規材料の開発や新たな骨再生手法の開発によって、

歯科領域における骨再生医療は目覚ましい発展を遂げているが、それでもなお骨再生に用
いられる最も予知性の高い移植材は自家骨であるとされている。しかし、自家骨採取は採
取時の負担が大きい、採取量に制限がある、知覚麻痺などの後遺症の可能性がある等の欠
点があるため患者に敬遠されがちであり、より低侵襲で広範囲の骨欠損に対応できる新た
な治療法の開発が望まれている。このような状況の中、歯科領域においても間葉系幹細胞
（Mesenchymal Stem Cells：MSC）/骨髄由来間質細胞（Bone Marrow Stromal Cells：
BMSC） を用いた骨再生医療が臨床応用され始めており、腸骨 BMSC 移植は自家骨を用
いた GBR と比較して有意に骨の形成が促進されたとの報告もあり、その効果は大きな期
待を集めている。MSC は様々な組織から分離可能であるが、由来によってその分化の程
度は異なるとされている。さらに、同じ骨髄由来間質細胞であっても、顎骨由来の細胞は
腸骨由来の細胞より骨分化能が高いとの報告もあることから、顎骨を効率よく確実に再生
するためには顎骨骨髄由来間質細胞（Maxillary/Mandibular Bone Marrow Stromal 
Cells：MBMSC）移植が効果的であると予想される。 

 
(2) 申請者らは MBMSC の in vitro での骨分化能と in vivo での骨形成能が必ずしも一致し

ないことを報告した。骨髄中にはヘテロな細胞集団が存在しており、骨分化能の高い細胞
だけではなく、血管形成（誘導）能が高い細胞や神経誘導能が高い細胞が存在すると考え
られ、in vitro での培養時に低骨分化細胞が混在することは細胞集団全体の骨分化能を低
下させる可能性がある。また、詳細なメカニズムは解明されていないものの、骨形成には
新生骨内への血管新生が不可欠であるとされ、さらに、骨代謝および正常な骨の形成は骨
内に伸展している神経系の調節を受けているとの報告もある。 

 
２．研究の目的 
(1) MSC/BMSC を用いて骨再生を図る研究が報告されて以来、自己細胞を用いた骨増生のた

めの研究は数多く行われており、免疫反応や未知ウイルス等による感染の危険性が少ない
自己細胞移植のニーズは高い。骨増生には血管新生が必要であるとの報告がある一方で、
骨代謝は神経系の調節を受けているとの報告もある。そこで本研究では、MBMSC を用い
て神経誘導（神経突起の伸展）と骨形成との関わりを解析し、骨形成に必要な細胞の性質
を明らかにすることで新規骨再生法の開発を行う。さらに骨形成に必要な細胞の新規評価
法を開発することで確実な顎骨再生医療の実現を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) MBMSC の採取・培養 

神経堤由来である顎骨を再生するには、発生を同じくする MBMSC が効果的であると予
想される。また、顎骨骨髄は腸骨骨髄とは異なり歯科医師単独での採取が可能であり、歯
科医師が行う顎骨再生の有用な細胞ソースとなりうる。顎骨からの細胞採取は、インプラ
ント埋入時に余剰になる骨髄液を、申請者らが既に開発したバイオプシーニードル（一般
医療機器：09B2X00010G00056）を用いて極めて低侵襲に行う（鹿児島大学倫理委員会
承認済：課題名「ヒト口腔組織由来骨原性細胞の分離、同定法の確立および骨再生療法の
開発」承認番号 170263 疫）。採取した骨髄液は全自動血球計数機を用いて計測を行い、一
定の細胞密度で TC plate 上に播種・培養する。 
 

(2) 脳由来神経栄養因子（Brain-derived neurotrophic factor：BDNF）が腸骨骨髄由来 MSC
に及ぼす影響の検討 
MBMSC の採取と並行して、BDNF が腸骨骨髄由来 MSC に及ぼす影響を予備実験として
検討する。購入したヒト腸骨由来 MSC の TrkB（BDND の受容体）の発現をリアルタイ
ム RT-PCR と Western Blotting を用いて検討する。また、購入した BDNF を培地中に添
加して細胞増殖能に及ぼす影響は累積細胞増殖曲線を用いて、骨分化に及ぼす影響は ALP
活性定量とアリザリンレッド染色を用いて検討する。 
 

(3) MBMSC の character 解析 
培養・増殖させた MBMSC を用いて抗体アレイおよび TrkB のリアルタイム RT-PCR を
行い、MBMSC の character 解析を行う。 

 



４．研究成果 
(1) MBMSC の採取 

患者からの顎骨骨髄採取は図１に示すバイオプシー
ニードルを用いた。患者の同意を得たうえで、イン
プラント埋入手術時に骨髄採取を行った。本研究期
間中に 10 名の患者から骨髄を採取し、うち 7 株の
MBMSC 培養に成功した。 

 
(2) BDNF について 

神経栄養因子とは神経細胞に細胞外から作用する液
性の蛋白物質の総称であり、BDNF はその１つであ
る。骨、軟骨、腎臓、歯胚などの非神経系の組織に
も発現しており、細胞レベルでも、歯周靭帯細胞、骨芽細胞、免疫担当細胞、血管内皮細
胞、上皮細胞が産生するとの報告がある。また、骨折治癒過程において、骨芽細胞様細胞
によって産生されるとの報告や、歯の形成初期において、未分化な上皮系・間葉系細胞の
増殖、そして象牙芽細胞やエナメル芽細胞への分化に関与していることが示唆されている。 
BDNF の受容体には TrkB と p75 があり、高親和性受容体である TrkB と結合することで
様々な作用が発現している。 

 
(3) BDNFが腸骨骨髄由来 MSC に及ぼす影響

の検討 
BDNFの受容体であるTrkBの発現レベル
をリアルタイム PCR を用いて検討した結
果、骨分化誘導が進むにつれて TrkB の発
現量も上昇していることが示唆された（図
２）。 
 
一方で、Western Blotting にてタンパクレ
ベルでの TrkB の発現を調べたところ、
TrkB の発現は認められたものの、骨分化
誘導に従い発現が上昇する傾向はみられ
なかった（図３）。 
 
80％コンフルエントに培養した MSC の培
地中に BDNF を添加して WST-1 assay を
行ったところ、BDNF の添加は、24 時間
および 48 時間経過時点で細胞増殖には影
響を及ぼさないことが示唆された（図４）。 
 
コンフルエントまで培養した MSC の培地
を骨分化誘導培地に変更した時点で
BDNF を添加し、骨分化への影響を検討し
たところ、BDNF の添加は ALP 活性およ
びアリザリンレッド染色に影響を及ぼさ
ないことが示唆された（図５）。 
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(4) MBMSC のサイトカイン分泌についての検討 
採取したMBMSCの培養上清をProteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit（R&D 
systems）を用いて解析したところ、培養上清中への BDNF の分泌が示唆された（図６）。
また、MBMSC の TrkB の発現量をリアルタイム RT-PCR を用いて検討した結果、細胞株
によるバラツキはあるものの、TrkB が発現していることが示唆された（図７）。 
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