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研究成果の概要（和文）：本研究では、造血幹細によって誘導されるMSCのステムネスシグナルを解明し、組み
換えヒト(rh)BMP-2で誘導する再生骨に、シグナル関連分子を活用した、骨形成の促進と維持を実現する方法を
確立し、長期に骨量・骨質を維持できる機能的骨再生を実現することで骨再生への応用を目指すとともに、口腔
外科再生医療の発展の一助とすることを目的として、研究を実施した。In vivo, in vitroでの検討結果から、
幹細胞特性の維持、骨髄細胞の動員、定着させるためには、ステムネス因子の持続的な徐放が必要となる。その
ため、因子の徐放に関して、今後も検討していく必要があると考える。

研究成果の概要（英文）：In this study, we will elucidate stemness signals of MSCs induced by 
hematopoietic stem cells and aim to establish a method to achieve the promotion and maintenance of 
bone formation by utilizing signal related molecules in recombinant human (rh) BMP-2 induced 
regenerated bone. In addition, we aim at application to bone regeneration by realizing functional 
bone regeneration that can maintain bone volume and bone quality for a long time. Eventually, we 
studied with the aim of contributory to develop oral surgery and regenerative medicine. From the 
results of in vivo and in vitro studies, we indicated in order to maintain stem cell properties, 
mobilize and establish bone marrow cells, persistent release of stemness factor is required. 
Therefore, we suggest that be necessary to study the continuing release of the factor in the future.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 造血-間葉相互作用　間葉系幹細胞　造血幹細胞　ステムネス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄間葉系幹細胞（MSC）は、現在有用とされているマーカーで分離したとしても、その多くは特性を異とする
細胞集団であるため、極僅かであるMSC本体の特性を解明することは非常に困難である。しかしながら申請者ら
は、造血幹細胞（HSC）とMSC間に幹細胞間の相互作用が存在することに注目し、それにより幹細胞同士が相互の
特性維持に寄与している可能性を示唆した。これまで、MSCからHSCにシグナルが伝達されていることが報告され
ていたが、本研究では、HSCからMSCへのシグナルも伝達されていることがわかった。この知見は、幹細胞間に特
異的であり、幹細胞ニッシ研究を加速させるうえで非常に重要な結果であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨髄間葉系幹細胞(MSC)は骨髄中に存在し、一旦組

織損傷が起これば損傷部へと遊走し骨、軟骨、筋肉
の間葉系組織へ分化することが知られている。骨髄
は骨髄穿刺という手法で患者から比較的に容易に採
取できるため、MSC は再生医療における細胞源とし
て歯槽骨再生などで既に臨床応用されている[Ueda 
2005 Cytotherapy]。従来、歯槽骨など骨欠損に対し、
MSC を自家骨移植や GBR 法などと併用させることに
より骨造成がおこなわれてきたが、術後吸収や十分
な量と強度を有する骨が再生できない、などといっ
た理由から、満足のいく結果は得られていない[Kfir 2007 J Oral Implantol]。また、現在、
PDGF や FGF-2 といった成長因子が、骨芽細胞やその前駆細胞である間葉系幹細胞の増殖を促進
し、骨表面に投与することにより添加的骨形成を促進することが知られている。しかし、新た
に形成された骨は通常、幼弱な線維性骨であり、その内側に存在する骨髄は、初期には赤色髄
を示すが、後に急速に黄色化し、最終的に形成された骨も消退する[Liu 2003 J Bone Miner 
Metab]。これは、添加的に形成される骨への間葉系幹細胞の動員不足と、造血系からの間葉系
幹細胞へのステムネスシグナルの欠如が相俟って生じる現象であると申請者は考える(図 1)。
さらに、MSC の骨髄における存在確率は約 200 万分の 1 とごく少数しか存在しておらず、臨床
で用いるためには大量に増殖培養する必要があることから、現行の MSC 増殖培養では骨や軟骨
などへの分化能、すなわち幹細胞特性(ステムネス)の顕著な低下は不可避である。そのため、
口腔外科領域における骨再生医療をさらに発展させてゆくためには、MSC の培養技術を向上さ
せてゆく必要がある。したがって申請者らは、造血-間葉シグナルを同定し、MSC のステムネス
を維持するメカニズムを解明することで、MSC の大量増殖にともなう機能低下を抑制し、増殖
させた MSC を用いた骨再生を実効的な医療にすることが可能であると考えた。 
２．研究の目的 
外傷、歯周病や外科手術にともなう骨欠損に対する臨床応用として骨髄由来間葉系幹細胞

(MSC)を用いた骨再生が行われている。しかし、現時点の技術では MSC は増殖培養によって幹細
胞特性が著減するため、欠損に対する確実な骨再建・再生法であるとは言い難い。MSC を用い
た骨再生法を実効的な医療にしてゆくためには、特性（ステムネス）を維持した MSC を再生骨
に保持し続けることが不可欠である。申請者らは造血系から間葉系に対して、ステムネスを維
持するシグナルの存在を示唆していることから、本研究の目的は、造血幹細胞によって誘導さ
れる MSC のステムネス・シグナルを解明し、シグナル関連分子を活用した、骨形成の促進と維
持を実現する方法を確立し、骨再生への応用を目指すとともに、口腔外科再生医療の発展の一
助とすることである。 
３．研究の方法 
 申請者らはこれまでの報告[金澤 2014 ISSCR]と細胞の相
互作用の原則から、間葉系幹細胞のステムネス維持には造
血幹細胞の支持が不可欠であると考える。そのため、歯槽
骨において増量した骨が消退せずに、量と質を維持するた
めには、間葉系幹細胞が存在、増殖することが必要であり、
また造血幹細胞から間葉系幹細胞への増殖刺激あるいは類
似の増殖刺激が不可欠であると考えた。 
 したがって、造血幹細胞によって誘導されるMSCのステムネ
ス・シグナルを解明し、組み換えヒト(rh)BMP-2で誘導する再
生骨に、シグナル関連分子を活用した、骨形成の促進と維持
を実現する方法を確立し、長期に骨量・骨質を維持できる機能的骨再生を実現することで骨再生
への応用を目指すとともに、口腔外科再生医療の発展の一助とすることが本研究の目的である。
そのため、以下の研究を、研究期間内(平成28年-30年、3年間)に実施した。 

①ステムネス・シグナル関連分子の検索と機能解析 
②幹細胞誘導評価とステムネス・シグナル関連因子の仕様設定 
③マウス皮下移植実験による幹細胞誘導型再生骨の確立 
④ラット下顎骨欠損モデルに対する幹細胞誘導型再生骨移植と骨再生の検証 
 

① ステムネス・シグナル関連分子の検索と機能解析に関して、 
CD31- CD45- Ter119- Sca-1+ CD140a+で標識される GFP 陽性マウス MSC と Sca-1+ c-Kit+ Lin-で
標識される野生型マウス HSC の共培養系を用いて、シグナル遺伝子を解析する。共培養 6日後
に HSC を除去するために FACS にて GFP 陽性細胞のみを単離する。MSC は mRAN を回収する。対



照には同期間単独培養した MSC の mRNA を用いる。これら mRNA を用
いて発現上昇または抑制する遺伝子をマイクロアレーにより網羅的
に解析する。また、変動遺伝子を Gene Ontology, Pathway 解析し、
遺伝子変動の一般的な傾向を把握するとともに、著明な発現上昇を
示す上位遺伝子を 40程度検討する。候補遺伝子の発現上昇に対する
再現性は、同共培養系を用いて GFP 陽性マウス MSC における発現変
化を real time RT-PCR を用いて検討し、血球系から間葉系へのステ
ムネス・シグナル候補を選定する。また、選定した因子に関して、
機能を抑制するインヒビターが存在する場合は in vitro MSC 培養中
に添加しステムネス抑制することを検証し、インヒビターが存在し
ない場合は因子機能を遺伝的に抑制するあるいは恒常活性型にレン
チウイルスベクターを用いて培養 MSC に導入する。また、遺伝子を
導入した MSC については、単独培養でもステムネスが変化することを確認する。遺伝子導入後、
細胞増殖評価ならび多分化能評価を行い、導入した遺伝子が MSC 分化に促進的に働くことを確
認し、シグナル分子の機能を解析し、最終的に因子を同定する。 
②幹細胞誘導評価とステムネス・シグナル関連因子の仕様設定に関して、 
①項で同定したステムネス・シグナル因子が液性因子である場合は、細胞培養液中へ添加し、

増殖ならびに多分化能を評価する。培養後の細胞曲線ならびに骨、軟骨、脂肪細胞への分化を
評価し、培養条件を設定する。シグナル分
子が細胞外基質である場合は、培養液に添
加する代わりに培養ディッシュへ固着化
し、培養したヒト MSC の増殖ならびに多分
化能を評価する。これらを総合し、ステム
ネス・シグナルを活用した MSC 増殖培養法
を確立する。次に、rhBMP-2 および①で同
定した因子を担体として 3%アテロコラー
ゲンに添加して作製したゲルに、GFP マウス由来 MSC を 2.0x105 cells/mL 投与し、20% FBS, 
20ng/mL FGF-2 を添加した IMDM にて in vitro ペレット培養をおこなう。因子の投与量は一般
的に用いられる推奨濃度をベースラインとして、10, 100 倍希釈および 2, 10 倍濃縮の計 5 点
を設定し、培養後、MSC のステムネス評価をおこなう。評価にはペレット培養後 1, 3 週後に細
胞を回収し、FACS にて MSC の割合計測をおこない、また回収細胞を骨、軟骨、脂肪誘導をおこ
ない分化能の変化を評価する。これらの結果をもとに因子の最適な投与量を決定する（図 3）。
評価には、DEXA 法を用いた骨塩定量、3D-μCT による骨形態評価を行った後、組織切片を作製
し組織学的に観察する。さらに、免疫組織学的に骨形成を評価し、TRAP 染色で骨吸収を評価す
る。また、骨髄における幹細胞の変化を FACS にて MSC、HSC を細胞免疫学的に計測し評価する。
これらの結果をもとに、BMP-2/因子誘導再生骨の骨量・骨質を維持し、骨髄における幹細胞誘
導能を構築するのに適した因子・細胞投与条件を設定する。 
③マウス皮下移植実験による幹細胞誘導型再生骨の確立に関して、 
②項の情報をもとに、rhBMP-2および②で決定した因子量、また担体として3%アテロコラーゲ

ンを凍結乾燥したBMP-2ペレットに高ステムネスMSCを細胞濃度で投与し、in vitroにて1週間培
養を行い、マウスの背部皮下へ移植し、骨再生を誘導する。移植後の周囲組織との親和性、相互
作用、骨および骨髄の形成能あるいは幹細胞誘導能を評価する。評価には、DEXA法を用いた骨塩
定量、3D-μCTによる骨形態評価を行った後、組織切片を作製しH-E染色法、トルイジンブルー染
色法、Azan染色法を用いて組織学的に観察する。さらに、骨分化マーカーを用いて免疫組織学的
に骨形成を評価し、TRAP染色で骨吸収を評価する。また、骨髄における幹細胞の変化をFACSにて
MSCはGFP, CD140a, Sca-1を、HSCはLin、Sca-1, c-kitを細胞免疫学的に計測し評価する。これ
らの結果をもとに、BMP-2/因子誘導再生骨の骨量・骨質を維持し、骨髄における幹細胞誘導能を
構築するのに適した培養条件と因子・細胞投与条件を設定する。 
④ラット下顎骨欠損モデルに対する幹細胞誘導型再生骨移植と骨再生の検証に関して、 
最後に、Fisher311 ラットの下顎骨（臼歯部相当の骨体部下縁）に骨欠損を作製し、④項の

製造条件で製造した幹細胞誘導型再生骨を移植する。再生骨の形状に関しては、あらかじめ同
週齢のラット頭蓋の CTを撮影し、コンピューターシュミレーションで欠損部の 3次元データを
作成し、その 3次元データをもとに、欠損部の 3次元形状と一致した再生骨を作製する。再生
骨を欠損部に移植し、骨膜縫合することにより、細胞漏えい、移動を防ぐ。対照群(n=3)として
BMP-2 ペレットを移植する（図 4）。評価には経時的に移植部の単純 X線撮影をする他、移植組
織を摘出し、DEXA 法を用いた骨塩定量、3D-μCT による骨形態評価を行い比較検討する。さら
に、組織切片を作製し、H-E 染色法、トルイジンブルー染色法、Azan 染色法を用いて組織学的
に観察する。これらの結果を元に、最終的な幹細胞誘導型再生骨の製造技術を確立する。 



４．研究成果 
2016年度は①ステムネス・シグナル関連因子の検索と機能解析および②幹細胞誘導評価と因子

の仕様設定までを実施計画として研究を遂行した。まず、造血-間葉相互作用実証のため、幹細
胞ニッシの本態であるマウス骨髄由来MSCおよびHSCを用いて共培養をおこなった。基礎検討によ
り共培養によるMSCの増殖能、分化能の顕著な変化を認めたことから、共培養後のMSCのみをFACS
により分離し、非共培養MSCとの遺伝学的相違点をマイクロアレーにて解析し比較検討をおこな
った。その結果、MSCのステムネスに寄与すると思われる遺伝子発現の著明は変化を認めた上位
40遺伝子に着眼し、再現性確認ののち最終的に4遺伝子を検討対象とし、これら遺伝子のインヒ
ビターを用いて、in vitro平面およびアテロコラーゲン包埋3次元培養における機能欠損モデル
として、MSC特性変化を評価した。その結果、着眼各遺伝子機能欠損によって、MSC特性の低下お
よび向上を認めたことから、最終的な因子同定およびこれらを用いた再生骨作製を開始した。 
2017年度は最終的な因子同定およびこれらを用いた再生骨作製をおこなった。インヒビターは

臨床導入を目指すうえで、GMP基準に抵触する可能性があるため、着眼遺伝子がシグナル制御に
よって機能を抑制または促進することを鑑みて、インヒビター添加後のMSCと正常MSCとのシグナ
ル変化を次世代シーケンサーを用いて解析をおこなった。その結果、着眼4遺伝子のインヒビタ
ー添加群において、全てに共通して発現上昇および抑制を認めるシグナルがいくつか存在するこ
とが示唆されたことから、これらのシグナルをin silicoにてgene ontology(GO)解析、パスウェ
イ解析をおこない、幹細胞特性に関与するシグナル内に存在し、それらのシグナルが伝達される
経路から、マイクロアレーで選定した4遺伝子を通過する因子、つまりマスターレギュレーター
を探索した。その結果、4遺伝子を発現制御する可能性のある数十個のシグナル因子を特定した。
さらに、このうちGMP基準を満たした因子の探索をおこなったところ、最終的に10シグナル因子
に関して、選定をおこなった。これら因子の培地への添加方法・条件をシグナル因子の半減期か
ら推測し、組み換えタンパク質を用いて検討をおこなった。また、同時にBMP2/アテロコラーゲ
ンにより作製した再生骨の作製および頭蓋骨部分欠損モデルの作製を開始した。 
2018年度は前年度に続き、同定因子をBMP2/アテロコラーゲンにより作製した再生骨に添加す

るための条件検討をおこなったが、再生骨作製時に負荷される熱で因子の失活が生じてしまうこ
とから、再生骨作製後に因子を添加することで因子の機能を付与することとした。また、因子の
徐放性能をin vitroにて評価したところ、即時的に徐放され、その後急速に効果が半減以下とな
った。したがってin vivoでの評価として、前年度に作製準備したラット頭蓋骨部分欠損モデル
に因子添加再生骨を移植し、移植後1，2週間という短時間での再生骨の骨置換効果および再生骨
内細胞動態の変化を検討した。また、再生骨の動態変化を移植後4、8週で確認をおこなった。そ
の結果、再生骨の骨置換は移植後1週では生じず、2週で置換が始まったが、因子非添加群と比較
し骨置換に有意な差は認められなかった。一方、再生骨内での細胞動態において、骨髄形成能に
は因子非添加群と比較し、細胞動員や血管新生の明らかな差を認めた。しかしながら、移植後4
週および8週において、非添加群での骨形態は維持されているものの、細胞成分の消失および血
管消失を認め、添加群においても、周囲骨との同化は接触部においては確認したが、内部では新
生血管は減少し、骨髄様構造は緩慢となっていた。以上のことから、移植直後の形態を維持する
ためには、因子の持続的な徐放が必要となり、また、骨髄細胞は一時的に動員されるが、これら
が定着するには、さらに時間を要すことが分かった。そのため、因子の徐放に関して、今後も検
討していく必要があると考える。 
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