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研究成果の概要（和文）： 

ヒト臍帯動・静脈周囲に存在する臍帯由来間葉系細胞（以下細胞）は低侵襲で間葉系細胞を得

る事ができ、新たな再生医療への応用が期待されている。本研究では細胞中より組織再生に必要

不可欠である pericyte 集団を分離・培養し、その基本特性の解析、さらに石灰化誘導を確認す

ることで組織工学的再生療法開発への可能性を検討した。 

 CD146 陽性細胞は、骨芽細胞分化誘導試薬では石灰化作用を受けなかった。さらに、その細胞

集団の中に Muse 細胞も認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The umbilical cord-derived mesenchymal cells (hereinafter, cells) present in the 

vicinity of the artery and veins of the umbilical cord in humans is capable of obtaining 

mesenchymal cells in a low-invasive manner, and the application of such cells in the field 

of regenerative medicine is therefore now eagerly anticipated. In this research, the 

pericyte group, which is essential to tissue reproduction, was separated from the cells 

and then was cultured. The possibility of developing a new type of tissue engineering 

reproduction therapy was investigated by analyzing the basic characteristics thereof and 

then checking for the induction of calcification. 

 CD146-positive cells did not calcify via the administration of osteoblast 

differentiation-inducing drugs. Furthermore, no Muse cells were observed in the obtained 

cell population. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は日本国民の成人約80％が罹患する、

いわゆる｢国民病｣であり、歯を喪失する原因

の約半数を占め、生活習慣病のひとつでもあ

る。一般的な歯周病の治療は、歯周ポケット

にある歯周病原菌を取り除き、歯肉の炎症を

抑えることで、歯槽骨が溶けて無くなるのを

防ぐ。また、その後に感染組織を外科的に除

去・切除することにより、歯槽骨の無くなっ

た歯肉はやせ、歯の根の部分が露出してしま

い、審美障害が残る。さらに、その治癒も本

来の状態に完全に戻ることはなく、再発を起

こしやすいという難治性がある。 

歯周組織再生を達成し、本来の状態に限り

なく近づけるためには、軟組織、硬組織が混

在する歯周組織を“１つの機能単位”として

再生させる必要がある。現在、臨床応用され

ている歯周組織再生療法はＧＴＲ法、エナメ

ルタンパク質（EMD）を用いる方法がある。こ

れらの方法はいずれも溶けてしまった歯槽骨

を再生し、歯周組織をある程度再生させるこ

とが可能であるが、手術がとても難しく、術

後感染が起きやすく、薬剤に動物（ブタ）由

来の原材料を用いており未知感染のおそれが

ある（EMD）、組織再生までに時間（６～８ヶ

月）がかかるといった問題点がある。 

再生医療や細胞治療における我が国の細胞

培養・操作技術は、基礎科学分野において国

際的な競争力を保持しており、基礎研究や臨

床研究においても多くの臨床実績と有効性が

認められている。研究代表者は、2005 年 3 月

より 1 年間 Institute of Biomedical & 

Biomedical Engineering(Bone Interface 

Group), Faculty of Dentistry, University 

of Toronto（Chief & Chair Professor John E 

Davies）に留学し、ヒト臍帯動・静脈周囲に

存在する間葉系細胞 Human Umbilical Cord 

PeriVascular(HUCPV) cells（Human umbilical 

cord perivascular (HUCPV) cells: A source 

of mesenchymal progenitors, Stem Cells, 

23:220-229, 2005）について、その分離、培

養および凍結保存に関する研究に従事した。

臍帯由来間葉系細胞は、その採取に際してド

ナーへの侵襲がなく、ウイルス感染の危険性

や抗原性が少ない可能性が示唆され、新たな

細胞ソースとして注目されている。 

研究代表者はこれまでに、科学研究費補助

金、平成 19 年度：若手研究（Ｂ）｢ヒトさい

帯由来幹細胞を用いた歯周組織再生療法に関

する集約的研究｣の交付をうけ以下の結果を

得ている。平成 19 年度は、トロント大学で研

究代表者が自ら臍帯より分離、培養し凍結保

存した臍帯由来間葉系幹細胞を 2 検体、すな

わち生理活性物質で未刺激の初代細胞 1 検体

ならびに骨分化誘導培地で分化誘導した 3 継

代めの細胞 1 検体を用いた。分子生物学的な

解析から HUCPVCs は、Oct3/4 の遺伝子発現が

認められ未分化状態を維持すること、また細

胞表面マーカーを解析したところ幹細胞マー

カーの一つである CD44 の発現を確認した。さ

らに、骨分化誘導試薬(50µg/mL  ascorbic 

acid, 10M/L β－glycerophosphate, 10-8M/L 

dexamethasone)を添加して培養することで

RT-PCR でⅠ型コラーゲンならびにオステオカ

ルシンの遺伝子発現を確認した。また、鶴見

大学歯学部倫理審査委員会の承認のもと連携

医療機関より臍帯を GMP に準拠し開設された

歯学部附属細胞培養室(cell Processing 

Center:CPC)に受け入れる体系を構築した。20

年度より連携医療機関で書面にて同意の得ら

れた被験者から３検体臍帯の提供を受け、増

殖率、蓄積分裂回数を 10 継代まで求めた。増

殖速度は２～４継代で高く、最大で 11倍であ

った。3ヶ月以上の長期培養を行ったが、全て

の検体で細胞老化を認め、異常増殖は認めら

れなかった。 

また初代細胞を骨分化誘導試薬添加培地で

培養し、RT-PCRにてⅠ型コラーゲンならびにオ

ステオカルシンの遺伝子発現を確認した。さ

らにアリザリン染色により濃染を認めた事か

ら、本研究で用いた細胞は骨形成能を有する

ことを明らにした。 

 
２．研究の目的 

ヒト臍帯動・静脈周囲に存在する未分化間

葉系細胞を用いた次世代の組織工学的歯周組

織再生材料を開発するための基礎データを得

ることである。 

 

３．研究の方法 

本研究は、鶴見大学歯学部倫理審査委員会

の審査と承認（第510号）のもと、連携医療機

関（産婦人科）に通院中の妊婦様に本研究の

趣旨を十分説明し、書面にて同意の得られた

対象者より臍帯の提供を受けた。また本学に

て矯正治療あるいはその他の理由で抜歯を受

ける患者様から同様に抜去歯の提供を受け行

った。 

（１）細胞  

効率的に組織を再生させるには、再生部位

での血管新生・構築が必須である。一般的に

血管新生は内皮細胞とPericyteによって構築

されている細小血管から、pericyteが離脱す

ることで開始される。そこで我々はこの

pericytに注目し、臍帯からより多くの



pericyte集団を得るため、以下に示す３つの

方法で細胞を分離した。 

①Sarugaser（Stem Cells, 23:220-229, 2005

）、金指（日保存誌 53(1):25～32,2010）らの

方法に従い、まず得られた臍帯を5～6cmに細

切し、外膜を取り除いた。続いてWharton’s 

jelly層より臍帯動脈および静脈を摘出し

Collagenase Type Ⅰを用いて37℃で18～24

時間酵素消化し細胞成分を分離する方法（以

下normal explant）。 

② ①のコラゲナーゼ処理後の臍帯動・静脈を

そのままカルチャーフラスコに静置し、

outgrowthした細胞を得る方法（以下vessel 

explant）。 

③ 臍帯を外膜など取り除くことなく可能な

限り細切し、Collagenase Type Ⅰを用いて37

℃で18～24時間酵素消化し細胞成分を分離す

る方法（以下full explant）。 

初代細胞は15% FBS含有α-MEM中に懸濁し、

T-75フラスコに播種し37℃、 5% CO2条件下で

培養を開始し、３～４継代細胞について

pericyteのマーカーといわれるCD146、さらに

間葉系細胞のマーカーといわれる、CD44、CD90

、CD105、CD271、STRO-1、血球系マーカーで

あるCD34、CD45について、FITC あるいはPE

標識モノクローナル抗体を用いたシングルカ

ラー染色を行い、FCMにて各抗体の発現解析を

行った。 

また、歯周組織再生に有効な細胞群として

すでに臨床応用されている骨髄由来間葉系細

胞（Lonza社）そして矯正治療などの抜去歯か

ら歯根膜細胞、歯髄細胞、歯肉細胞をコント

ロールの細胞として用いた。 

さらに上述の３～４継代細胞について

pericyteのマーカーであるCD146陽性細胞を

得るためミルテニーバイオテク株式会社細胞

分離カラムおよび標識抗体を用いて陽性細胞

、陰性細胞に分けた。 

 

（２）生理活性物質による分化誘導および細

胞内シグナル伝達解析  

生理活性であるBMP-2（100ng/mL）、FGF-2

（10ng/mL）および硬組織誘導培地（デキサメ

タゾン、βグリセロリンサン、アスコルビン

酸）で１、２、４週間分化誘導を行い形成さ

れるNoduleをアリザリン染色することで硬組

織形成能をスクリーニング評価した。そして

骨分化形成能をもつ細胞についてCol1、BSP1

、Cbfa1、OC、ALP、CD146の遺伝子発現をRT-PCR

法で調べた。 

 

（３）足場材料  

 細胞を保持する足場（Scaffold）として臨

床研究で用いているゼラチンハイドロゲルを

予定し、βTCPで機械的強度を増加させたもの

を京都大学再生医科学研究所田畑泰彦教授よ

り供与を受けた。 

 

（４）その他  

 一般に間葉系幹細胞は接着性の細胞とし

て生体各組織から採取するので、単一の細胞

種ではなく複数の種類の細胞から構成され

る。近年、ヒト間葉系組織、間葉系培養細胞

において多分化能を有するが腫瘍性を持たな

いMuse(Multiliniage – differentiating 

stress enduring) 細胞が報告された。 

 本研究の最終年は、各細胞群中のMuse細胞の

有無、形成率を調べた。 

 
４．研究成果 

CD146の発現は、上記方法（１）②vessel 

explantにおいて他の２つの方法より多く発

現する傾向を示した（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 
細胞分離の方法による CD146 発現の違い

使用した臍帯の一例

（１）②の方法で得られる細胞 

上記（１）①の方法

上記（１）②の方法 上記（１）③の方法



臍帯 No.2 

臍帯 No.3 

臍帯 No.4 

臍帯 No.5 

臍帯 No.6 

臍帯 No.7 

 

その他の遺伝子発現は（１）①～③のすべ

ての群において、CD44、CD90、CD105陽性、CD34

、CD45、CD271、STRO-1は陰性であり、差は認

められなかった。 

 （１）②の方法で得られた初代細胞を通法
どおり培養し３～４継代した後、ミルテニー
バイオテク株式会社細胞分離カラムおよび
標識抗体を用いて CD146 陽性細胞、陰性細胞
に分けた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このようにして得た CD146 細胞すなわち

Pericyte 集団を数種類の生理活性物質で骨
芽細胞へ分化誘導を試みた。研究分担者がマ
ウス骨髄細胞にて骨分化誘導を確認した
BMP-2（コアフロント株式会社）（100ng/mL）、
FGF-2（R&D systems）（10ng/mL）さらに連携
研究者が使用している骨分化誘導試薬
(50µg/mL アスコルビン酸、10M/L β-グリセ
ロリン酸, 10-8M/L デキサメタゾン)を用い、
CD146 陽性臍帯由来間葉系細胞を 24well 
plate 上に 1.0x104 に調整後、１、２および
４週間培養を行った。 
コントロールの細胞として、骨髄由来細胞
（Lonza 社）、歯根膜細胞、歯髄細胞、歯肉
細胞を用いた。石灰化の状態は、アリザリン
染色で Nodule（石灰化結節）を観察すること
で確認した。 
 その結果、骨髄細胞、歯根膜細胞、歯髄細
胞は４週間の培養期間でアリザリン陽性を
示したが、CD146 陽性臍帯由来間葉系細胞は
陽性を示す検体は認められなかった（ストッ
ク細胞も含め７検体）（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2011 年 3 月 11 日の東日本大震災により発
生した停電により、冷凍庫、冷蔵庫などの電
化製品が使用出来ず、分子生物学的解析に用
いる試薬、その他多くの要冷蔵、要冷凍の試
薬類、特に培養中の細胞は全滅した。このた
め細胞だけでなく、新たに分析試薬類を得な
ければならず、計画が遅れてしまった。 
この遅れを取り戻すため、最終年度は歯根膜
細胞、歯髄細胞を新たに分離培養し、臍帯由
来細胞は液体窒素にストックしてあったマ
スター細胞を用い、同様の実験を繰り返した
が、震災前と同じ結果しか得られなかった。 
 
足場材料の選択は現在臨床研究で有効性

が示されている、ゼラチンハイドロゲルに着
目した。京都大学再生医科学研究所田畑泰彦
教授より供与されたゼラチンはブタ皮膚由
来であり、そのままでは機械的強度が不足す
るため、βTCP を用いてスポンジ状に加工し
たものを準備した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
CD146 磁気ビーズで分離した

臍帯由来間葉系細胞 

CD146(-) CD146(+) 

歯髄 歯根膜  骨髄  臍帯

N=3    N=3   N=1   N=1

図３ 
歯髄、歯根膜、骨髄細胞に比べ、CD146 陽性

臍帯由来間葉系細胞は用いた７検体ともにア
リザリン陽性の検体は認められなかった。 

図４ 
ゼラチン（右）と 
βTCP 含有ゼラチンスポンジ（左） 



 
上記の通り石灰化誘導試薬で CD146陽性臍

帯由来間葉系細胞は良好な骨分化誘導を認
めることは出来なかったため、ハイブリット
体作製、実験動物への移植は行えなかった。 
 

 このように、臍帯由来間葉系細胞および

CD146陽性臍帯由来間葉系細胞は、それら細胞

集団では骨再生を引き起こす細胞内シグナル

伝達をしめることはなかったことから、より

幹細胞に近い細胞を分離する必要があると考

えた。すなわち、一般に間葉系幹細胞は接着

性の細胞として生体各組織から採取するの

で、単一の細胞種ではなく複数の種類の細胞

から構成される。近年、ヒト間葉系組織、間

葉系培養細胞において多分化能を有するが腫

瘍性を持たないMuse(Multiliniage – 

differentiating stress enduring) 細胞が報

告された。そこで本研究の最終年は、各細胞

群中のMuse細胞の有無を調べた。 

 東北大学大学院医学研究科出澤真理教授ら

より技術移転をうけ、本計画を実行した。す

なわち、Muse細胞はCD105およびSSEA-3ポジテ

ィブの細胞集団をフローサイトメータで分離

した（図５）ところ、７日目にクラスターを

確認した（図６）。この結果臍帯由来間葉系

細胞中には一定程度Muse細胞が存在する事が

示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

これに対して、CD146陽性臍帯由来間葉系細胞

すなわちPericyte集団中（図７）のMuse細胞

の有無も検討したが、P3の領域にはCD105、

SSEA-3陽性の細胞は認められなかった（図８）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 現在、東北大学大学院医学研究科出澤真理
教授、京都大学再生医科学研究所田畑泰彦教
授らと｢臍帯由来間葉系細胞中 Muse細胞の特
性解析と歯周組織再生医療応用への展開｣の
共同研究を開始するところである。 
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図６ 
FACS 後７日目に確認されたクラスター

図５ 
臍帯由来間葉系細胞のソーティング

P3 の領域（この検体では全細胞中 3.2%）に
CD105、SSEA-3 陽性細胞が認められた。 

図７ 
CD146 陽性臍帯由来間葉系細胞 

CD105 CD146 

図８ 
Pericyte 集団の FACS 
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