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研究成果の概要（和文）：口唇口蓋裂は胎児診断率が高く，出産時に臍帯由来間葉系幹細胞と臍帯血清を採取して体外
で増幅培養し，出生3～6か月頃に施行される口唇口蓋形成術時に顎裂部に骨細胞に分化させて移植する，という治療の
可能性を探る研究を行った。現在の治療法では5～10歳頃に腸骨海綿骨を移植して良好な顎骨が得られるが，臍帯由来
の幹細胞は腸骨海綿骨由来の幹細胞とは性質が異なり，骨に分化しにくい傾向が認められた。骨への分化傾向をもつ臍
帯由来幹細胞を免疫不全マウスの顎裂欠損モデルに移植しても，幹細胞移植のないモデルと比較して顎骨形成に差は認
められなかった。移植細胞だけではなく移植床周辺環境の検証も重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Prenatal diagnosis of cleft lip and palate is accurate. We investigated the clinic
al applicability of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells harvested at birth for primary gingivope
riosteoplasty and bone grafting 3 to 6 months after birth. Secondary bone grafting, which is usually perfo
rmed when the patient is 5 to 10 years old using iliac cancellous bone, provides good results.
Our findings revealed that the quality of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells differed from that
 of iliac cancellous bone-derived mesenchymal stem cells, because differentiation of umbilical cord-derive
d mesenchymal stem cells into bone cells was difficult to achieve. We detected no difference between the b
one formations in the umbilical cord-derived mesenchymal stem cell graft model and those of the non-cell g
raft model using the nude mouse with partial maxillary defects. Studies of the recipient niche might be as
 important as the cell quality.
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１．研究開始当初の背景 
 
口唇口蓋裂患者の顎裂に対する治療は，腸

骨などから十分な量の海綿骨採取が可能に
なる６才頃まで成長を待って骨移植を行う
二期的顎裂部骨移植術がスタンダードであ
る。しかし，生後３カ月頃に初回口唇形成術
と 同 時に行 わ れる歯 肉 粘骨膜 形 成 術 
Gingivoperiosteoplasty (GPP)を施行した症
例の中には，顎裂はある程度再生骨によって
閉鎖され，少なくとも歯牙誘導の面では二期
的顎裂部骨移植術を回避できたとする臨床
報告もある。 
GPP は顎裂骨欠損部を歯肉周囲の粘骨膜弁

で被覆して骨欠損部を骨膜と顎骨で囲まれ
た閉鎖腔として静置することで顎裂骨欠損
部に骨再生を図る手技である。GPP と同時に
この骨欠損スペースに質の高い骨細胞や骨
幹細胞などを移植すればより有用な口唇口
蓋裂の顎裂に対する治療につながると考え
られる。さらに，一般的に GPP で作成される
骨欠損スペースは，低年齢である，頭頸部と
いう血流豊富な領域である，全面的に骨幹細
胞の存在する骨膜と骨そのものによって裏
打ちされる，歯牙萌出という機能により移植
後の評価が可能である，という点で，レシピ
エントとして最良の条件を備えていると考
えられる。しかし，実際の臨床では生後間も
ない乳児の全身どこからであっても，移植に
十分な量の骨髄（海綿骨）を採取することが
不可能である。現状では，口唇口蓋裂に対す
る初回手術で施行するGPPでわずかな下鼻甲
介骨を採取して移植すれば顎裂部に骨再生
は認めるが，歯牙萌出に十分な骨量を伴う顎
骨が形成される症例は非常に稀であり，ほと
んどの患児が二期的顎裂部骨移植術を受け
ている。 
一方，口唇口蓋裂は超音波による顔面スク

リーニングで 50％以上の胎児診断が可能で
あり，意識してスクリーニングを施行すれば
90％以上の正診率とされる。出生前診断を受
けた児の両親が出生前に形成外科を受診す
る機会は確実に増加しており，産科と連携し
てそのような児の出生時に臍帯や臍帯血を
採取することは困難なことではない。臍帯血
や臍帯間質には間葉系幹細胞 Mesenchymal 
Stem Cell(MSC)が含まれることが知られてお
り，各分野で臨床応用に向けた研究が行われ
ている。本研究では，超音波検査による出生
前診断を受けた口唇口蓋裂児の出生時に臍
帯を採取し，臍帯間質から MSC を分離，増幅
培養し，最終的に骨に分化させて初回口唇口
蓋形成術時にGPPを施行した顎裂骨欠損部に
移植するという治療の可能性について検証
した。 
 
 
２．研究の目的 
 
採取した臍帯由来MSCの効率的な増幅培養

法について検証する。ウシ胎児血清を用いず，
臍帯採取時に採取できる臍帯血清による増
幅培養がどの程度可能かどうか，培養した
MSC を分化させて骨細胞が得られるかどうか，
について検証する。培養細胞を用いる動物実
験を最終目標として，当施設併設の Cell 
Processing Center(CPC)で施行する移植産物
作成法に準じて臍帯由来 MSC の管理を行う。
臨床応用を見据えてこのような培養と骨細
胞の作製を手術までの3-6カ月に行う場合の
問題点を見つけ出す。 
培養した MSC について，Fluorescence 

activated cell sorting(FACS) を用いて臍
帯由来MSCの幹細胞としての特性解析を行う。
分化培地を用いて臍帯由来MSCの多分化能に
ついても検証する。骨分化能については骨髄
などの異なる組織由来の MSC と比較する。 
動物実験では，上顎骨に欠損を作成した顎

裂モデルに対して，臍帯由来 MSC から分化さ
せて作成した骨細胞を移植し，有効な骨再生
が得られるかどうかを検証する。移植細胞の
性質によって骨再生に差を認めるようであ
れば，より効率的な移植法や移植環境につい
て検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 口唇口蓋裂児，非口唇口蓋裂児を問わず，
出産時に同意を得て得られたヒト臍帯から
MSC を分離，培養する。同時に採取する臍帯
血清を用いた培養とウシ胎児血清を用いた
培養で増幅効果を比較する。臨床応用を想定
して3カ月程度でどの程度の細胞が得られる
かを検証する。 
 増幅培養して得られた細胞について，FACS
を用いて幹細胞としての細胞特性を解析す
る。分化培地を用いて脂肪，軟骨，骨への分
化能を検証する。幹細胞としての特性や多分
化能については骨髄由来幹細胞をコントロ
ールとして比較する。 
 動物実験ではマウスの上顎骨に骨欠損を
作成した顎裂マウスモデルを用いる。免疫不
全マウスで顎裂モデルを作成し，臍帯由来
MSC を様々な条件で移植し，病理組織学的に
検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
MSC をヒト臍帯から効率よく採取し，同時

に採取した臍帯血血清を用いた増幅培養で
もウシ胎児血清と同等の増幅効果が得られ
ることを確認した(n=29)。血清（遠心分離後
の上清のみ）は胎盤剥離以前の採取では平均
20ml 採取可能であったが，娩出後の採取では
平均 4ml の採取にとどまった。胎盤剥離以前
の採取は臍帯静脈穿刺により，胎盤娩出後の
血清は臍帯動静脈のカットダウンによる。臍
帯は自然分娩，帝王切開とも 1 個体で 20cm
採取して使用したが，コンタミネーションの



割合に差は認めなかった。MSC の分離，培養
という点では，自然分娩，帝王切開にこだわ
る必要はないが，自家臍帯血清だけを用いる
培養では，児娩出直後の臍帯静脈穿刺による
血液を回収しなければ，ウシ胎児血清の使用
は回避できないと考えられた。児娩出直後の
臍帯静脈穿刺で得られた約 20ml の血清で初
期培養を行い，その後は適宜患児から採血し
て血清を得るという流れでウシ胎児血清の
使用を回避できる可能性があると考えられ
た。 
臍帯採取から初回細胞播種までの時間は

平均 8.5 時間であった。臍帯採取から初回分
離細胞播種までの時間と関係なく，3 継体ま
での培養で細胞の増殖能や細胞の形態に大
きな個体差を認めた。中には形態的に仮足を
認めないままほとんど増殖せず，3 カ月では
十分な量のMSCが得られないと判断できるケ
ースも存在した。このような個体で分離手法
や初回細胞播種までの時間が他の個体と異
なることはなく，臍帯間質に存在する細胞の
活性については，分娩以前で個体差が決定さ
れている可能性が示唆された。臨床応用を想
定した場合には，活性が低く移植には適さな
いMSCしか採取できない個体が存在する可能
性があることを考慮すべきであると考えら
れた。 
FACS による初回播種で得られた細胞の特

性解析では，CD73，CD90 は陽性であるが，
CD105 が検出されない傾向があり，骨髄由来
MSC とは大きく性質が異なることが予想され
た。分化誘導培地を用いる多分化能の検証で
は，脂肪，軟骨への分化傾向は骨髄由来 MSC
との差を認めなかった。しかし，臍帯由来 MSC
は明らかに骨への分化傾向に乏しいことが
確認された。骨に分化しうることは確認でき
るため，多分化能を有すると判断できたが，
分化培地の性状や添加物を変更しても骨髄
由来 MSC と同等の骨分化は困難であった。今
後，分化の手法について検証を重ねれば骨髄
由来MSCと同等の骨分化能を引き出すことが
可能かもしれないが，FACS の結果と合わせて
考えても臍帯由来 MSCは骨髄由来 MSCと比べ
て幹細胞としての特性が大きく異なる可能
性が示唆された。 
顎欠損にMSC移植を行う動物実験モデルの

作成では，顕微鏡下の操作で免疫不全マウス
上顎骨に直径2mmの骨欠損を作成して移植を
行う GPP モデルを作成した。口唇口蓋裂で施
行する GPP 同様，上顎骨の骨孔は全面骨膜と
骨で囲まれるスペースであることに配慮し
て作成した。このような GPP マウスモデルに
対して，MSC そのもの，骨への分化誘導を行
った MSC，MSC 移植なし（コントロール）と
いう条件でヌードマウスのGPPモデルへの移
植を行った。骨移植部を含む上顎骨薄切標本
の病理組織学的評価では，移植細胞の性質，
骨への分化度によって骨欠損部の骨再生に
量的差を認めなかった。細胞の性質，移植法
がすべて同じ条件であるはずの同一群内で

骨再生に量的差を認め，中には MSC 移植なし
でも骨再生が良好なケースも認められた。手
技的な問題で移植条件が一定していない可
能性があると考えられた。この結果から，骨
再生における細胞移植法（移植部周辺環境）
の検証は移植細胞の質の検証と同程度に重
要であると考えられる。また，骨再生が必要
なスペースにできるだけ多くの骨細胞，骨幹
細胞を播種した方がよいか，という疑問も生
じるため，今後は骨再生に適量な移植骨細胞，
骨幹細胞の検証，スペースを埋めるためのス
キャフォールドとの組み合わせ移植につい
ての検証なども必要になってくると考えら
れる。 
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