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研究成果の概要（和文）： 
発生学的解析では非症候群性口唇裂を顎裂の有無で選別検討したが染色体8q24及びその浸透性

には関連を見いだせなかった。頭蓋発生の成長抑制に放射線治療後の変形があるが、非ヒト前臨
床試験モデルとしてミニブタを使用したところ、サイトカインである塩基性線維芽細胞増殖因子
(bFGF)製剤を放射線照射後早期から投与した場合、頭蓋顔面領域においても放射線照射の影響検
討は有効であると推測され、幹細胞の移植などによる組織再生治療が有効と推測された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Recent genome-wide association studies identified susceptibility loci for nonsyndromic 

cleft lip with or without cleft palate (NSCL±P) on 8q24.21, 10q25.3, 13q31.1, 15q13.3, 
17q22 and 18q22 in Europe-origin populations. Our study was to determine whether 8q24.21 
was a susceptibility locus for the development of NSCL±P in Japanese patients using DNA 
samples. Our results suggest that the 8q24.21 locus is not associated with susceptibility 
to NSCL±P in Japanese patients and provide further evidence that ethnicity is a strong 
factor in determining susceptibility loci, albeit using a limited number of samples. 
Further study is needed to identify regions involved in the development of NSCL±P in 
the Japanese population.  
 

Next, a high dose of ionizing external radiation damage to the skin and soft tissue and 
craniofacial embryonic development results in changes in function as well as in the 
general body condition. Basic fibroblast growth factor (bFGF) is primarily considered 
as a potent angiogenic growth factor. Resurfacing with a dermal component is required, 
and bFGF stimulates wound healing and enhances human skin-derived mesenchymal stem cells 
under serum-free conditions in a dose-dependent manner. The bFGF improved and maintained 
the tissue viability after immediate irradiation in the skin and soft tissue trough tissue 
stem cells in situ. 
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１．研究開始当初の背景 
頭蓋顔面領域の再建・再生・修復・治癒を、

再生能、増殖能に優れた間葉系幹細胞を用い、
骨組織のみならず、放射線照射後、腫瘍切除
後、脈管系異常後、高度外傷後に認められる
障害を克服可能であるのか基盤的研究を行
う。 
(1)研究の学術的背景 
① 細胞を用いた研究実績と展望 
これまでに間葉系幹細胞は優れた自己再

生能を有し、頭蓋骨治癒、異所性骨再生へ
の分化能を認めたが（Akita S, et al. Wound 
Repair Regen 12: 252-259, 2004: Fukui M, 
Akita S, et al. Wound Repair Regen 13: 
332-340, 2005）、緑色蛍光タンパク遺伝子
導入ヒト間葉系幹細胞を用いた、ヌードラ
ットへの頭蓋骨欠損部への投与では、術後
１週、２週での有意な骨塩量の増加を二重
エネルギーＸ線吸光分析法で明らかとなり、
組織像において、より成熟した骨稜形成を
認めるのみならず、骨成熟タンパクの指標
でもあるオステオカルシンの有意な発現上
昇と骨転写調節因子である RUNXの発現調節
を、緑色蛍光分布と共に認めた。これらか
ら移植したヒト間葉系幹細胞は局所で増殖
し、分化による骨再生することが明らかと
なった。頭蓋顎顔面外科領域で認められる、
重症外傷、ガンなど切除後広範囲欠損、ガ
ン制御目的での放射線照射後、リンパ管・
血 管 な ど の 脈 管 性 異 常 、 von 
Recklinghausen’s disease、に代表される
神経系異常、あるいは Fibrous Dysplasia
に代表される良性ではあるものの難治性か
つ臨床的には高度の異常程度を呈する頭蓋
顔面の潜在的な変形・形成不全に対して、
早期、もしくは、晩期からでの幹細胞を用
いた治療開始によって回復・再生可能か検
討するものであり、極めて臨床的な再生の
妥当性を有する重要な研究テーマであると
思われる。これまでの幹細胞医療への報告
において頭蓋顎顔面に焦点をしぼったもの
は極めて少なく、いわゆる“幹細胞”のカ
テゴリーの中で、頭蓋顔面形態形成に特に
関連するとされる、神経提(neural crest)
細胞との時間・空間的発現、調節、協調・
拮抗作用を検討することにより、現実的な
頭蓋顔面領域が可能か、適切な時期での発
現タンパクの検索と調節因子の同定などを
含めた包括的頭蓋顔面領域の再生を目指し
た。 
② 頭蓋顔面領域での疾患関連遺伝子同定 
 頭蓋顔面領域の先天異常（奇形）関連遺
伝子の同定と臨床像との照合検証を実施し、
該当疾患に対して幹細胞の関与、関連因子
の同定を実施しようとした。 

 

(2)臨床疾患モデル作成 
 頭蓋顔面再生治療モデとして、放射線障害
モデルにおける組織損傷、因子による組織保
護性などの検証。 
 
２． 研究の目的 
(1) 体性幹細胞（脂肪幹細胞など）同定と組

織再生に関与と治療への応用可能性の検
討 

  
侵襲の少ない、実現可能な細胞の分離と合目
的的かつ有効安全な手法の検索 
 
(2) 頭蓋顔面疾患先天異常（奇形）例からの

関連染色体・遺伝子の末梢血からの同定 
  
多遺伝子疾患と考えられる非症候群姓唇顎
口蓋裂など患者サンプルからの一塩基多型
調査 
 
(3)放射線障害モデルの作成と予防、治療効
果をもたらす因子、細胞治療方法の調査 
 
 外放射線障害が組織へもたらす変化と治
療可能性の大型モデルを用いた検討 
 
以上(1)～(3)の確立と得られた知見から時
間・空間制御可能な疾患像を検討することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)小動物（マウス）及び大動物（ミニブタ）
皮下脂肪由来幹細胞の抽出、細胞同定 
小動物（マウス）では糖尿病モデルである

NOD (Non-Obese Diabetic)マウス(n=4)とそ
の littermateである ICR(n=4)マウスを用い、
更に皮下組織の萎縮効果と続発する“脂肪萎
縮”モデルとして、放射線を外照射した。放
射線照射は原爆後障害医療研究施設 4階にて
ISOVOLT TITAN 320を用い 5 Gy照射とした。   
脂肪由来細胞は、ヒトにおける実際と同様に
放射線照射以外部位のソケイ部位などから
脂肪採取し、ヒトにおける閉鎖系回路が使用
不可能なことから、肉様膜を含めて皮膚切開
し皮下脂肪を採取し 10 cm-ペトリ皿上でリン
酸緩衝液添加し、組織をmincingし、50ccチ
ューブ内に移動し、ヒトと同じCelase™ (0.5 
単位/ml脂肪組織)を加え、37℃にて 30 分間
インキュベート、更に 10 分 37℃で震盪器に
て撹拌。組織消化後、600×g 5 分間で室温
沈降。滅菌BSA (Bovine Serum Albumin) 5ml
入れ再度撹拌し準備した。細胞数計測後対照
群に 2.97×106 細胞個/5ml、放射線群 3.8
×106 細胞個/5m細胞を洗浄脂肪組織と混和
して皮下に移植注入した。 体重変化などの
経過観察と 4週後の組織採取し検討した。 



 大動物（ミニブタ）については自己脂肪組
織採取し、ヒト臨床と全く同じ“閉鎖系”細
胞分離装置(Celution システム)を用いて細
胞分離・精製後、対照群と“脂肪萎縮”群と
しての放射線照射群で検討した。放射線照射
は外科用 X線システム（DHF-105CX-B, 日立
メデイコ）にて線源を照射面から 20cm 高さ
で固定し、放射線（60 kV, 25 分, 最長 9 分
の 20 分間隔で 3 回照射）発生させた。放射
部位に線量計（ガラス素子）を 8 つ貼付し、
照射後に長崎大学アイソトープセンターに
て線量計算した。組織移植細胞源である脂肪
は、ヒト実際と同様に吸引法によりそけい部、
大腿から採取し、回路で分離精製後、細胞測
定後全量を洗浄脂肪組織と混和して注入移
植した。術後 4 週まで経過観察し、4 週後に
全身組織検討を含む検討した。ミニブタは毎
日の一般状態の観察、体重測定は移植前、移
植後、7，14，21，28 日で実施し血液顎検査
は放射線照射前、移植術後、移植後 14、21
日に前大動脈洞カニューラから採取し血液
学検査、血液生化学検査実施した。28 日剖検
時、脳、肺、心、肝、脾、腎、副腎、移植部
位皮膚・皮下組織について病理組織検討した。 
 
(2)非症候群姓唇顎口蓋裂のゲノムワイド法
を用いた責任遺伝子同定 
学内倫理委員会承認の下、承諾頂いた非症

候群姓唇顎口蓋裂患者 122例と対象正常者
190名からのサンプルをゲノムワイド関連法
を用いて、浸透性と一塩基多型調査した。 
 
(3)放射線照射モデルの確立 
 ミニブタモデルを用い、外放射線照射装置
（原爆後障害医療研究施設 4 階にて ISOVOLT 
TITAN 320、及び外科用 X線システム
（DHF-105CX-B, 日立メデイコ）を用いたモ
デル確立し、自家幹細胞移植による効果検討
と共に糖タンパクを用いた放射線障害予防
効果検討した。 
 
４．研究成果 
(1)幹細胞同定と移植後の組織状態 

①皮下脂肪への影響がある（糖尿病マウ
ス,NOD とその野生型マウス、ICR）を用いた
マウス実験では 4 週間観察期間で、対照群、
放射線照射群共に、全マウス 10％の体重増加
を認め、行動なども異常を認めなかった。脂
肪由来幹細胞と脂肪組織を混和した注入し
た皮下組織部位にも拒絶などの炎症反応、異
物反応は一切認められなかった。また、主要
臓器である肝、筋（大腿筋）、心臓、腎臓、
大腸、小腸、脳などにも組織学的な病理所見
を認めておらず、皮下・皮膚は対照群、放射
線照射群で全く組織学的異常を認めなかっ
た。 
 

② ミニブタにおける自家脂肪幹細胞 
以下、151（左上、対照）、251（右上、放射
線 5Gy）、252（左下、放射線 5Gy）、253（右
下、放射線 5Gy）から採取された自家脂肪由
来幹細胞の増殖性は、正常ヒト脂肪由来幹細
胞、ADSC と同じ special 培地中ヒト ADSC と
同様の細胞増殖性を維持している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方で、正常ヒト ADSC の分化培地では、ミ
ニブタ ADSC を分化させるのは困難であり、
分化培地中でほとんどの細胞がアポトーシ
スを起こして死滅しため、in vitro 中の分化
能検討には培地条件の検討が必要と考えら
れた。 
 
(2)非症候群性唇裂口蓋裂の遺伝子単離 
 8q24.21 遺伝座から 13 の一塩基多型、SNP
についてゲノム DNAからの直接シークエンス
法で検討したところ SNPは 357個体で確認さ
れたが有意差検定で表現形間の有意差を認
めず、8q24.21 遺伝座は非症候群性唇顎口蓋
裂の浸透性には無関係であった。 
 
(3) 放射線照射モデルにおける塩基性線維芽

細胞増殖因子、bFGFの組織防護効果 
 
 幼弱ミニブタ（4～8週）を用い、双茎皮弁
下に組織拡張器(tissue expander)を挿入し、
10Gy 放射線照射した実験における組織保護
性、皮弁活性では、術後 2 週までに bFGF 使
用群で組織保護性が有意に高く、真皮―表皮
接合部の細胞増殖性、CD31、α-SMAシメされ
る成熟血管数が有意に上昇し、アポトーシス
トー知る細胞数は有意に低下したため、放射
線照射直後からの bFGF 投与は防護効果を有
すると考えられた。 
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