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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系幹細胞および歯髄幹細胞培養上清に含まれている成分を検出し，その一部を定量
した．培養上清により細胞接着能，細胞遊走能，血管新生能，抗炎症効果，抗アポトーシス効果が高められること，低
酸素濃度培養環境下で得られた培養上清により細胞遊走能，血管新生能がさらに高められることをインビトロで示した
．また培養上清により実際に血管網構築が進み骨再生が促されること，低酸素培養上清によりこの過程がさらに促進さ
れることをインビボで示した．

研究成果の概要（英文）：The components of the conditioned media collected from bone marrow mesenchymal 
stem cells and dental pulp stem cells were detected and partially quantified. We showed that the 
conditioned media enhanced cell adhesion ability, cell migration ability, angiogenic potential, 
anti-inflammatory action and anti-apoptotic effect, and that the conditioned media from hypoxic-cultured 
cells further enhanced the cell migration ability and the angiogenic potential in vitro. We also showed 
that the conditioned media promoted vascular network formation and consequent bone regeneration, and that 
the conditioned media from hypoxic-cultured cells further promoted this process in vivo.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 移植・再生医療　再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
われわれは培養自己骨髄間質細胞多血小板

血漿複合体による骨再生法に取り組み，基礎
から臨床まで研究成果を収めてきたが，なお
再生可能な大きさは 1 センチほどにとどまっ
ていた．その理由は適用したものの内部は，
中心に近づくほど低栄養，低酸素濃度，高代
謝産物となり，導入された細胞には過酷な環
境になるからである．そのため導入細胞の生
存率は 1 割に満たないことがあるが，それで
も組織再生が得られるのは，導入細胞が組織
を形成するよりもサイトカインなどを分泌し，
それにより内在性の幹細胞を動員して組織を
形成させる機序が主体だからである．そこで
サイトカインの集合体として幹細胞培養上清
に着目し検討したところ，これがもつ有力な
骨形成作用を in vitro, in vivo で確認して
いた． 
一方，確実に大量の骨形成を可能にするも

のに骨延長法があり，独自に開発した創内型
延長装置を用いた骨延長法により 10 センチ
以上にもおよぶ下顎骨区域欠損でも再建でき
ることを示していた．骨延長は放射線照射な
どの悪条件でも適用できる優れた生体内組織
再生モデルであることから，これを延長部に
内在性幹細胞・前駆細胞を動員するシステム
であるととらえ，サイトカインによる組織再
生の機序の一部を明らかにした．また延長部
への細胞培養上清の適用により有意な骨形成
促進効果があること，それは血管網構築促進
によるものであることを示した． 
他方，米国では骨形成タンパク質製剤によ

り下顎骨区域欠損部に骨形成を得たとの報告
があるが，健全骨膜が温存されているなどの
特別な要件を満たす必要があった．また単独
の因子が有効なのは組織再生過程のごく一部
でしかなかった． 

本来，組織再生は多段階の過程を経るもの
であり，適切なサイトカインの組み合わせが
適時適所に作用すべきである．また再生の場
には何よりも血行を確保すべきである．幹細
胞培養上清が血管内皮成長因子のほか多くの
成長因子を含み，単独因子よりもその効果が
高いと考えていた． 
以上を踏まえ，本研究課題はこれまでの知

見を骨再生に向けて体系化し，あらためてサ
イトカインの適用法を工夫することによって，
延長装置を用いることなく，骨延長に匹敵す
る大量の骨再生を可能にし，これにより顎骨
区域欠損の再建を目指すものであった． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は骨延長法による組織再生過

程を幹細胞培養上清で再現すべく，上清の内
容，投与方法と時期を変数とし，求めるもの
を動員される細胞の種類と数，形成される組
織の種類と量として解析し，その結果から骨
再生のための至適な条件を決定することであ
り，その全体構想は幹細胞培養上清の適用法
を工夫することにより，延長装置を用いるこ

となく，骨延長に匹敵する大量の骨再生を可
能にし，これにより顎骨区域欠損の再建を目
指すことであった． 
 
３．研究の方法 
幹細胞培養上清はヒト細胞を培養して調製

し，細胞種は骨髄間葉系幹細胞，歯髄幹細胞
とした．培養終了後に無血清培地でさらに 48
時間培養し，それを遠心分離することにより
その上清を得た． 
培養上清の組成を明らかにするために，そ

の中に含まれるタンパク質を質量分析法によ
り網羅的に解析して同定し，その機能面から
さらに種類を絞って ELISA で発現を確認し定
量した．またその遺伝子発現について，培養
終了後の細胞から RNA を抽出しリアルタイム
RT-PCRにて解析した．培養細胞の種類，分化
度と培養条件を変数とし，求めるものを骨と
血管を中心に組織再生に関連するタンパク質
発現，遺伝子発現，細胞増殖能，細胞遊走能，
動員される細胞の種類と動態，再生組織の範
囲と密度として解析を進め，組織再生に最適
な因子群を含む培養上清を得るための条件を
探索した．in vitro では細胞増殖および遊走
アッセイ，RT-PCR，ウェスタンブロッティン
グ，管腔形成アッセイを進めた．in vivo では
マウスあるいはラットの頭蓋骨欠損モデルに
培養上清を含む担体を適用して，形成された
組織を組織学的，Ｘ線学的に，また多重免疫
組織化学法にて評価した．細胞動態は，体外
で蛍光標識した細胞を体内に導入し，組織再
生の場に遊走する様相を画像解析により評価
した． 
培養上清の担体としてコラーゲン，リン酸

カルシウムなどの許認可材料のほか，水酸化
ナトリウムや大気圧プラズマにより親水化処
理を施したポリ乳酸グリコール酸共重合体膜
やチタンを用いた． 
 
４．研究成果 
(1) 培養上清中の成分分析 
骨髄および歯髄幹細胞培養上清に含まれて

いる成分として Type I collagen，Decorin，
Vimentin，Fibronectin など約 3000種のタン
パク質を質量分析法により検出した．またサ
イトカインアレイでは Hepatocyte growth 
factor ， Matrix metalloproteinase-10 ，
Monocyte chemotactic protein (MCP) -1，
Angiogenin (ANG)， Stem cell factor ，
Insulin-like growth factor (IGF) -1，
Vascular endothelial growth factor (VEGF)
など約 40 種の成分を検出した．これらを
ELISA 法により定量するとその主要なものは
IGF-1，MCP-1，VEGF-A，ANG，Interleukin-6，
Macrophage colony-stimulating factorなど
であった．また細胞培養の環境を低酸素濃度
下にすると VEGF-A と Angiopoietin-2 の発現
が遺伝子レベルでもタンパク質レベルでも亢
進することが明らかになった． 
 



(2) 培養上清の機能解析 
培養上清には細胞接着能，細胞遊走能，血

管新生能を高め，抗炎症作用，抗アポトーシ
ス作用を有する成分が含まれていた．また低
酸素濃度培養環境下で得られた培養上清によ
り細胞遊走能，血管新生能がさらに高められ
た（図 1）． 
 

 
図 1 管腔形成能の比較 

 
上段は基本的な培地(A)，培養上清(B)，低酸
素培養上清(C)を添加した基質中で血管内皮
細胞により形成された管腔の様子を示し，下
段はそれぞれの管交差点数(D)，総管長(E)，
総管形成面積(F)をグラフ化したものである．
培養上清により，さらに低酸素培養上清によ
り管腔形成能が高められるのがわかる． 
 
(3) 骨欠損モデルおける組織再生 
 マウス，ラットの頭蓋骨，大腿骨の骨欠損
モデルなどで培養上清により骨再生が促進さ
れること，それは欠損部で血管新生が進んで
構築された血管網によることを示した．また
低酸素培養上清によりこの過程がさらに促進
されることがわかった（図 2，3）． 
 

 

図 2 生体内での血管新生の比較 
 
各図は基本的な培地(A)，培養上清(B)，低酸
素培養上清(C)を骨欠損部に注入した後，一定
期間中に形成された組織像と，その血管密度
を示したグラフ(D)である．血管平滑筋細胞が
蛍光免疫染色されている．培養上清により，
さらに低酸素培養上清により生体内での血管
化が促進されるのがわかる． 

 

 
図 3 骨形成の比較 

 
各図は基本的な培地(A,B)，培養上清(C,D)，
低酸素培養上清(E,F)を骨欠損部に注入した
後，一定期間中に形成された組織像と，それ
ぞれで発現している遺伝子量を示したグラフ
(G)である．図中の実線は骨断端を，点線は形
成された仮骨の境界を示す．培養上清により，
さらに低酸素培養上清により生体内での骨形
成が促進されるのがわかる． 
 
(4) 適用方法による組織再生 
 チタン製インプラントやポリ乳酸グリコー
ル酸共重合体膜の表面に培養上清を付着させ
たものでは，それらの周囲の骨形成が促進さ
れた．また水酸化ナトリウムや大気圧プラズ
マなどで表面加工処理をすることにより培養
上清の付着率が向上し，さらに骨形成が促進
された（図 4）． 

図 4 適用方法の比較 
 
骨欠損部に担体を適用してから 4 週，8 週後
の新生骨の面積を示したグラフである．担体
であるポリ乳酸グリコール酸共重合体膜は無
処理(M)，親水化処理(HM)後にリン酸緩衝液
(PBS)あるいは培養上清(CM)を含ませた．培養
上清を多く含む担体により骨形成量が増加す
るのがわかる． 
 
組織再生は多段階の過程を経るものであり，

適切なサイトカインの組み合わせが適時適所
に作用すべきである．また再生の場には何よ
りも血行を確保すべきである．幹細胞培養上
清は血管新生に寄与する多くの成長因子を含
み，また低酸素環境に置かれた細胞はさらに
それを増強するように因子を放出していた．
培養細胞は低酸素，低栄養といった環境で飢
餓状態になるとその周囲環境を改善しようと



して血管新生などに有効なサイトカイン類を
放出すると考えられる．培養環境を任意に設
定することで合目的性のあるサイトカインや
細胞外基質類を含む上清を得ることが目論め
る． 
本研究の結果から，これまでの知見を補完

して骨再生に向けて体系化できた．またあら
ためてサイトカインの適用法を工夫すること
によって，延長装置を用いることなく，骨延
長に匹敵する大量の骨再生を得る構想の実現
に近づいた．将来は創薬につながればどの医
療機関でもできる組織再生法への途が開かれ
ると確信する． 
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