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研究成果の概要（和文）：従来、組織幹細胞が豊富に存在すると推測されている骨膜において、骨膜幹細胞を同定し、
さらに幹細胞特性を維持しながら単離、増殖培養を実現し、骨膜幹細胞を用いた現実的な骨再生医療を確立することを
目的として研究を実施した。ヒト同一細胞集団において、分裂速度が異なる細胞集団が混在しており、分裂速度が速い
細胞集団は、アグリゲート・コロニーを形成することが確認され、分裂速度が遅い集団と比較して有意に軟骨基質産生
量が高く、多分化能を有していた。これらの細胞を用いて、ビーグル下顎骨欠損モデルに移植し、骨再生を確認した。
以上の結果より、骨膜幹細胞の単離、培養方法の最適化を行い、骨膜幹細胞の特性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In periosteum supposed that there were abundant multipotent stem cells to date.
To identify the characterization of periosteum stem cell and realize the isolation system of them, we 
performed the assay of cell colony formation and proliferation using stem cells derived from human 
periosteum for bone regenerative medicine substantively. In the human identical cell group, the different 
population of cell division rate displayed d by Flowcytometer. The rapid division group showed the 
ability of agrregate-colony formation, producing the extracellular matrix and maintaining the 
pluripotential as compared with a late division group. To evaluate the property of rapid division group 
were transplanted into defect of canine mandibular bone. As results, the bone matrix production was 
observed by histological staining, soft X-ray findings, microCT analysis for two months.
This study identified the optimal condition of pluripotential stem cells derived from periosteum.

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
口腔・顎・顔面のフレームワークとなる

顎・顔面骨の正確かつ機能的な再生・再建は、

口腔外科医にとって取り組むべき重要な課

題となっている。特に、口腔外科が取り扱う

口唇口蓋裂、口腔腫瘍・癌、重篤歯周病など

大型な骨再建を必要とする疾患は、主に小児

や高齢者が罹患するため、少子高齢社会であ

る現代の日本においてますます重要性を増

している。現在、細胞源として主に骨髄由来

間葉系幹細胞が用いられており、歯槽骨の治

療[Ueda Int J Periodontics Restorative 

Dent 2005]などに用いられている。しかし、

骨髄中の間葉系幹細胞の存在確率は約

0.004%と非常に低い上に、いまだ特異マーカ

ーが未確立で単離・培養技術が確立されてい

ないため、十分な特性を引き出すことができ

ないのが現状である。細胞源の基礎検討とし

て ES 細胞や iPS 細胞などが研究されている

一方、臨床的に期待されているのが骨膜であ

る。間葉系の細胞が豊富に存在する骨膜は、

骨の発生・成長や修復に重要な役割を果たし

ている。骨膜には骨・軟骨再生能の極めて

高い組織幹細胞が豊富に含まれるというこ

とを明らかにしている。しかし、骨膜の組織

幹細胞、すなわち骨膜幹細胞の実態は明らか

になっておらず、組織学的にも骨膜は外側の

線維層(fibrous layer)と内側の形成層

(cambium layer)に大別されのみで、骨膜幹

細胞の局在部位などは不明である。また、再

生医療においても骨膜幹細胞を濃縮・分離し、

培養するのが困難で、再生できるサイズも制

限されているため、骨膜幹細胞の同定と特異

マーカーによる単離や培養法の確立は急務

である。 

 
２．研究の目的 
幹細胞の特性のひとつに細胞接着性が高い

ことが挙げられる。申請者らは骨膜において

も、接着性が高く細胞凝集塊(アグリゲー

ト・コロニー)を作る細胞が幹細胞特性を有

する細胞であると考えた。本研究では、この

ことを活用し骨膜幹細胞を単離して、特異マ

ーカーを確立することを試みる。また申請者

らは幹細胞特性を維持しながら増殖培養を

実現する方法として、細胞接着阻害物質

2-methacryl-oyloxyethylphosphorylcholin

e (MPC)ポリマーを用いた培養法を開発した

[Liu, Takato J Biomed Mater Res 2010]。

この方法は、MPC ポリマーによる低接着スト

レスを培養中の幹細胞に与える方法であり、

骨膜幹細胞においても同様な方法で増殖培

養が実現すると考えた。本研究では、従来、

組織幹細胞が豊富に存在すると推測されて

いる骨膜で、高接着性を指標として骨膜幹細

胞を同定し、さらに低接着ストレスで幹細胞

特性を維持しながら単離、増殖培養を実現し、

骨膜幹細胞を用いた現実的な骨再生医療を

確立することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）各種骨膜におけるアグリゲート・コロ

ニー形成能の評価 各種骨膜由来の細胞を

用いて細胞凝集塊(アグリゲート・コロニー)

形成効率を評価し、幹細胞特性の高い骨膜組

織を検索する。まず、ビーグル(1 年齢、n=3)

から下顎骨、上顎骨、頭頂骨、肋骨、腸骨、

橈骨、大腿骨、脛骨由来の骨膜を採取する。

採取した骨膜を細切しコラゲナーゼ処理す

る。回収した細胞を低密度(52 細胞/cm2)で培

養皿に播種する。10%FBS 含有培養液で培養し、

50 細胞以上の細胞集団を形成したものをア

グリゲート・コロニーとする。培養約 4週間

後、各種骨膜のアグリゲート・コロニー数を

計測し、コロニー形成能の高い骨膜を 3つ選

定する。選定した骨膜がヒト由来組織でも同

様なコロニー形成能を有することを検証す

るため、該当骨膜で、手術時に切除され治療

や診断で必要がないため破棄されている組

織を、インフォームドコンセント後に患者か

ら採取する(東京大学医学部倫理員会承認済

み、#622)。採取したヒト由来骨膜を用いて、



前述の方法でアグリゲート・コロニー数を計

測し、形成能を確認する。採取したアグリゲ

ート・コロニーから細胞を回収し、10%FBS 含

有培養液で培養し増殖曲線を描き増殖能を

評価する。また、骨、軟骨、脂肪などの間葉

系組織への分化を誘導し（Human Mesenchymal 

Stem Cell Functional Identification kit, 

R&D 社製）、多分化能を評価する。対照には骨

膜をコラゲナーゼ処理した後、高密度(3200

細胞/cm2)で播種し、通常の単層平面培養を同

期間行った培養骨膜細胞をもちいて比較検

討する。 

（２）アグリゲート・コロニー構成細胞

のマーカー検索 （１）項で得られたアグリ

ゲート・コロニー細胞と通常の培養骨膜細胞

を比較するため、第一にマイクロアレイ法

（Affymetrix 社製、購入予定）を用いて、

網羅的に遺伝子情報を把握する。アレイデー

タをクラスタリングアルゴリズムおよびグ

ラフ比較アルゴリズムによって解析し、マー

カーとなる指標を検討する。次いで、マイク

ロアレイ法で得られた遺伝子指標を参考に

しつつ、フローサイトメーター(BD 社製

Fortessa、現有) を用いて間葉系細胞の代表

的な表面抗原や、骨髄由来幹細胞マーカーな

どの発現レベルを検討し、特異的なマーカー

を絞り込む。 

（３）骨膜幹細胞の同定・単離 FACS(BD

社製 Aria、現有)を用いて、アグリゲート・

コロニー構成細胞から上記マーカーで選別

される細胞を分取し、増殖曲線による増殖評

価と骨・軟骨・脂肪分化などの多分化能を評

価し、選別前のコロニー構成細胞や単層培養

による培養骨膜細胞の結果を比較して幹細

胞特性の向上を確認する。次いで、ヌードラ

ット（8週齢）の頭頂骨に直径 4 mmの欠損

を作製し、（２）項で検討した特異マーカー

陽性ヒト骨膜由来細胞をアテロコラーゲン

と 混 和 し て 移 植 す る (primary 

transplantation)。対照にはアテロコラーゲ

ンのみを移植したものを使用し、移植後 2週、

1、2ヶ月で骨再生を評価する。再生頭頂骨の

骨膜における特異マーカーの局在を免疫染

色で同定するほか、ヒト細胞由来であること

をヒト XY 染色体特異的プローブによる in 

situ hybridization 法で評価する。次いで、

primary transplantation で再生された骨膜

を採取し、FACSで特異マーカー陽性細胞を

単離し、再度ヌードラット頭頂骨欠損モデル

に移植する (secondary transplantation)。

Secondary transplantation における再生骨

膜で、特異マーカーの局在同定と、ヒト XY

染色体特異的プローブによる由来同定を行

い、骨膜が再構成されていること確認し、特

異マーカー陽性細胞が組織幹細胞（骨膜幹細

胞）であることを検証する。 

（４）低接着ストレスによる骨膜幹細胞の増

殖培養法確立  骨膜幹細胞を培養する方法

として低接着性培養皿を用いる。細胞接着阻

害物質 MPC ポリマーを培養皿にコートする

と、濃度依存的に細胞接着を抑制できる。

MPC ポリマー（1-10％）をコートした培養

皿でヒト骨膜幹細胞を培養し、増殖率ならび

に特異マーカー陽性率を評価し、培養効率の

高いポリマー濃度を検索し、MPC ポリマ

ー・コート培養皿を用いた骨膜幹細胞の増殖

培養法を確立する。 

（５）ビーグル下顎骨欠損モデルにおける骨

膜幹細胞による骨再建 ビーグル(1歳齢、雄)

の下顎に骨欠損を作製する。再生骨移植群で

は、自家骨膜より特異マーカーで分取した骨

膜幹細胞を MPC ポリマー・コート培養皿で

培養し、細胞数 1x108細胞を確保する。培養

骨膜幹細胞をβTCP足場素材と混和し、欠損

部に合致する形態を付与したチタンメッシ

ュトレイを用いて欠損部に移植する。コント

ロール群では、βTCP足場素材のみをメッシ

ュトレイに充填し、欠損部に移植する。自家

海綿骨 (PCBM)移植群では、腸骨から採取し

た海綿骨をチタンメッシュトレイに充填し、



欠損部に移植する。移植後 2ヶ月で移植組織

を摘出し、Ｘ線撮影、μＣＴ撮影、組織像な

どを用いて骨再生を評価する。また、骨膜に

おけるマーカー細胞の局在を免疫染色で評

価する。 
 
４．研究成果 

（１）各種骨膜におけるアグリゲート・コロ

ニー形成能の評価 アグリゲート・コロニー

を形成する細胞を評価するため、蛍光標識し

たヒト由来細胞を Flow cytometerで解析を

行った。まず、ヒト由来細胞を培養し、コン

フルエント後（7 日）に継代培養を行った。

この際に、PKH26 による蛍光標識を行い、

細胞を播種した。蛍光標識していない細胞を

control群として同様な培養を行った。評価は

day0、3、6、9、12、15の 6ポイントとし、

1x10^6cells/mL に調整した細胞浮遊液を

Flow cytometerで解析を行ったところ、day0

では蛍光強度のピークが 5x10^4であったが、

day15では 5x10^3にピークがシフトし、ヒ

ストグラムはダルになった。次にその PKH

蛍光強度の減弱が、細胞の代謝などによる自

然消失ではなく細胞分裂によるかどうかを

検証するために、分裂を止めた状態での培養

細胞を Flow cytometerで解析を行った。ヒ

ト細胞を培養し、7 日後コンフルエントに到

達した時点でマイトマイシン C を 10µg/mL

培地で添加し、PKHによる蛍光標識を行い、

継代培養を行った。評価は、同様に day0、3、

6、 9、 12、 15 の 6 ポイントとし、

1x10^6cells/mL に調整した細胞浮遊液を

Flow cytometerで解析を行ったところ、day0

で 5x10^4に存在していた蛍光標識のピーク

は day15でも変化は見られなかった。これら

の結果より、蛍光強度の減弱は、自然消滅で

はなく、細胞分裂による減少であることが明

らかとなった。 

（２）アグリゲート・コロニー構成細胞のマ

ーカー検索（１）の解析より、ヒト細胞を継

代培養することにより、同一集団においても

細胞増殖速度が異なる細胞集団が混在して

いることが分かった。これらの細胞群の特性

を明らかにするために、FACSセルソーター

で day3 の培養細胞を分裂速度の速い群と遅

い群とに分取し、骨・軟骨分化誘導を行った。

分取した細胞群は三次元高密度培養を行い、

骨・軟骨分化培地で培養を行った。培養 1週

間後、各群の細胞から RNA を採取し、

realtime-PCRによって col2遺伝子の発現を

評価した。培養 21 日後、トルイジンブルー

染色による組織学的解析を行い、軟骨形成を

評価した。以上の解析方法より、分裂速度の

速い細胞群は、遅い群より col2発現が有意に

高く、組織所見より、強いメタクロマジーを

示す結果となった。したがって、同一集団に

おける細胞分裂速度の違いは、分化特性に関

連していることが示唆された。 

（３）骨膜幹細胞の同定・単離 

（１）、（２）項より、分裂速度が速い細胞

集団は、アグリゲート・コロニーを形成す

ることが確認された。これらの細胞集団の

特性をより詳細に検討するため、これらの

細胞の同定および増殖法を検討した。アグ

リゲート・コロニー構成細胞から増殖曲線

による増殖評価と骨・軟骨・脂肪分化など

の多分化能を評価し、選別前のコロニー構

成細胞や単層培養による培養骨膜細胞の結

果を比較して幹細胞特性の向上を確認した。

分裂速度の速い細胞集団は、遅い集団と比

較して有意に軟骨基質産生量が高く、多分

化能を保持していることが明らかとなった。

さらに骨欠損モデルを作製し、骨膜由来細

胞を移植した。経過観察後、X線、µCTを

用いて骨再生を評価した。再生された骨膜

が移植細胞由来であることが確認されたこ

とにより、アグリゲート・コロニー構成細

胞が骨膜幹細胞であることが推測された。 
（４）低接着ストレスによる骨膜幹細胞の増
殖培養法確立 
次に、これらの細胞をより純化し、大量に

作製するために培養法を検討した。骨膜幹



細胞を培養する方法として低接着性培養皿

を使用した。MPC ポリマーをコートした

培養皿でヒト骨膜幹細胞を培養し、培養効

率の高いポリマー濃度の最適化を行い、骨

膜幹細胞に適した培養法を検討した。 

（５）ビーグル下顎骨欠損モデルにおける骨

膜幹細胞による骨再建 

ビーグル(1 歳齢、雄)の下顎に骨欠損を作製

した。再生骨移植群では、自家骨膜より特異

マーカーで分取した骨膜幹細胞をMPCポリマ

ー・コート培養皿で培養し、細胞を確保した。

培養骨膜幹細胞をβTCP 足場素材と混和し、

欠損部に合致する形態を付与したチタンメ

ッシュトレイを用いて欠損部に移植した。コ

ントロール群では、βTCP 顆粒のみをメッシ

ュトレイに充填し、欠損部に移植した。移植

後 2 ヶ月で移植組織を摘出し、軟Ｘ線撮影、

μＣＴ撮影、骨形態計測や組織像などを用い

て骨再生を評価した。移植 2ヶ月後、μＣＴ

撮影などにて骨再生を確認しするとともに、

組織像でも骨形成を確認した。 
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