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研究成果の概要（和文）：従来法（骨髄細胞付着培養分離法）に比べ約120,000倍の効率でマウ

ス MSCsを直接精製する方法を確立した。さらに特に、骨髄 MSCs においてその一部が神経堤由

来であることを突き止めた。また、これら純化した MSCs は近年報告されて再生医療への応用が期待

されている人工多能性幹細胞(Induced pluripotent stem cells ; iPS cells)になりやすいという
ことを明らかにした。光硬化性ゼラチンは低分子量化体に改良したことで硬化前は室温下にお

いても適度な粘性を有し、操作性が向上したことにより様々な骨欠損状態に合わせた形態が容

易に付与可能と考えられ、光硬化によって要求される機械的強度で形状は保持可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）：We confirmed that prospective isolated MSCs showed a 120,000-fold 
higher colony forming frequency thanthe conventional MSCs. Furthermore, Our results 
suggested that MSCs in adultbone marrow have at least two developmental origins, one of 
which is the neural crest. Furthermore, prospectively enriched MSCs are a promising 
candidate for the efficient generation of high-quality iPS cells. This photocurable solution 
also has adequate viscosity at room temperature before curing,and it manipulation is 
enhanced. It is assumed that forms suitable for various bone defects will thus be easily 
rendered,and it is also assumed that the shape can be retained with the mechanical 
strength required by photocurable. 
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(1)再生医療の分野では，骨髄中の間葉系幹

細胞が脂肪，骨，軟骨などさまざまな間質細

胞への分化能を持つとされていることから，

本人由来幹細胞ソースとして注目を浴びて

いる。 
(2)失われた歯周組織の再構築のために現在

までに組織再生誘導療法そしてエムドゲイ

ン療法といった歯周組織再生に対するアプ

ローチが数多く報告されている。しかし、こ

れらの有効性に関しては、必ずしも満足でき

るものではなく、GTRは欠損部にメンブレン
を設置することが困難であり，術者の熟練を

要することや，メンブレンの露出による感染

の可能性もある。また、エムドゲイン療法は

使用法が簡便であるが、ゲルのため骨欠損内

に停滞させることが困難であるといった臨

床上解決されるべき課題点も多い。 
 
２．研究の目的 
(1)フローサイトメトリーにて分離したヒト

MSCs に対してもマウス以上に MSCs 特異
的な抗原の組み合わせを見つけ組織再生能

力の高い細胞を選択的に増し、さらに神経幹

細胞の選択的培養法で神経提系および間葉

系細胞への分化能を確認していく。 
(2)われわれは簡便にかつ歯周組織の再生ス

ペースを確保できる新しい担体の開発が必

要であると考え、足場の開発を試み，操作性

が良く，再生の場を保つための賦形が容易に

行え，組織吸収性である可視光硬化型ゼラチ

ンを開発した。また足場内での細胞の移動，

増殖，望ましい細胞への分化のために生理活

性物質が重要であるが，その有望な因子とし

て申請者らも臨床試験に参加して良好な結

果を得ている b-FGF の適用が考えられる。
臨床応用を考えると、現在一般的に行われて

いる血清添加培養法では、たとえそれがヒト

血清であっても、それらの中のどの成長因子

が歯周組織再生に有効であるのかは明らか

ではない。b-FGFに加え、さまざまなリコン
ビナントの成長因子を用いて最も歯周組織

再生に理想的な組み合わせを見つけ出そう

と考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) 頭頸部口腔領域は非常に様々な組織が複

雑に絡み合って形成されているため、まず発生

学的起源幹細胞からそれぞれの組織へ確実に

分化させる方法を確立していかなければ最終的

に再生させた組織を機能させることは困難であ

る。そこでまずフローサイトメトリーを用いて直接

骨髄から分離してきたマウスおよびヒトMSCsが
筋・骨格だけではなくセメント質・歯根膜・歯槽骨

などの組織を確実に誘導させる分化方法を検討

する。 

(2)光硬化性ゼラチンの改良 
今後の歯周組織再生療法での足場としての

条件として 
①欠損部に適合するための自在な賦形性（粘

性）②その状態を保つための物理的強度 ③

材料の操作性 ④生体における吸収性とそ

の速度 ⑤生体親和性 ⑥含浸した成長因

子などを一定期間にわたって適度に放出し

続ける物質除放性 ⑦細胞増殖としての細

胞接着性があげられる。これらすべての条件

を満たす材料を作成することが要求される

が現在作成したエオシン化ゼラチンは賦形

性、物理的強度、細胞毒性がないといった要

求は満たしているが、ゲル調整においてやや

粘度が高く室温での取扱いが困難である。ま

た、細胞を移植する際には十分な量の細胞を

できるだけダメージを与えずに欠損部位に

適用することが必要である。そこで、室温に

おいても操作可能な水溶液であり、細胞が本

来の機能を営むだけの環境で増殖・分化して

いける足場を目指して光硬化性ゼラチンの

改良を行う。 

 



 

 

４．研究成果 

われわれらはこれまでに、マウス骨髄由来間

葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cells；
MSCs)に対して特異的な抗原の組み合わせ
を300種類もの細胞表面抗原をスクリーニン

グした。さらに、これらを指標従来法（骨髄

細胞付着培養分離法）に比べ約120,000倍の
効率でマウスMSCsを直接精製する方法を確

立した (Morikawa, S et al: J Exp Med, 
206(11): 2483-2496, 2009)。さらに特に、骨
髄MSCsにおいてその一部が神経堤由来であ
ることを突き止めた(Biochem Biophys Res 
Commun, 379(4): 1114-1119, 2009)。ヒト
MSCsに対してもマウス以上にMSCs特異的
な抗原の組み合わせを見つけ出すことに成

功し，組織再生能力の高い細胞を選択的に増

やすことができるようになりつつある(論文

投稿中)。また、光硬化性ゼラチンは、低分

子量化体に改良したことで硬化前は室温下

においても適度な粘性を有し、操作性が向上

したことにより様々な骨欠損状態に合わせ

た形態が容易に付与可能と考えられ、光硬化

によって要求される機械的強度で形状は保

持可能となった。 
平成23年度は歯周病にて欠損した歯槽骨・歯
根膜・セメント質組織を再生させる新たな再

生療法の確立を目指し、高純度マウス及びヒ

トMSCsからの各歯周組織構成細胞の分化誘
導実験を試みた。高純度MSCsは現在報告され

ている従来法によって分離されるMSCsに比
較して骨・軟骨・脂肪への分化能は格段に高

いことがわかった。しかしながら、歯周組織

構成細胞である歯根膜細胞やセメント質へ

の分化誘導が困難であることから、新たな分

化誘導方法を探索する必要がある。マウス、

ヒト間葉系幹細胞を純化し、それが非常に骨

分化誘導に適している幹細胞であることは

確認でした。しかし歯周病によって失われた

組織を完全に再生させるためには歯槽骨だ

けでなく、セメント質や歯根膜組織への分化

誘導も必要である。現在、骨分化ほど効率的

な分化が認められないため、これらの細胞へ

の最適な分化誘導方法を検討していく予定

である。また最終年度の成果としてマウス

MSCsが、近年報告されて再生医療への応用
が期待されている人工多能性幹細胞

(Induced pluripotent stem cells ; iPS cells)
になりやすいということを明らかにした。今

後はMSCsの歯周組織構成細胞への分化誘導
方法の検討に加え、iPS細胞から歯周組織構
成細胞への分化誘導方法やiPS細胞から歯周
組織の発生学的起源である神経堤細胞に分

化させた後、歯周組織構成細胞への分化誘導

法も検討する予定である。 
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