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研究成果の概要（和文）：アルギン酸ナトリウムを用いた新規の細胞/骨補填材複合体の作成法の開発によっ
て、従来法に比べ、より均一で操作性の高い複合体の作成することに成功した。この方法により作成した複合体
をマウス頭頂部へ移植することにより、移植部位に骨の新生が認められ、移植体内部には血管のみならず、リン
パ管も誘導されることが確認された。さらに、リンパ管新生因子（VEGF-C）はMSCの骨分化を促進し、MSCの遊走
を促進する効果を有することを見出した。本研究により、骨形成過程においてリンパ管新生が重要な役割を担う
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we succeeded in development of a novel method to 
construct cell/scaffold complex using the sodium alginate. The uniformity and operativity of the 
cell/scaffold complex was apparently improved by using this novel method. Next, we constructed the 
mesenchymal stem cells (MSCs)/scaffold complex using sodium alginate, and then transplanted them on 
the mice calvariae. At 4 weeks after surgery, newly formed bone was confirmed in the grafts. 
Furthermore, neovessel and neolymphvessel formation was induced in the grafts area. VEGF-C is known 
to stimulate lymphangiogenesis, so, we next investigated whether VEGF-C modulates osteogenic 
differentiation of MSCs. Treatment with VEGF-C significantly induced the osteogenic differentiation 
of MSCs. In addition, we also revealed that treatment with VEGF-C significantly enhanced MSCs 
migration. These results indicate that not only angiogenesis but lymphangiogenesis may play an 
important role in bone formation process.

研究分野：歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 

顎堤が高度に委縮した患者に対し効果的
な補綴治療を行うためには、骨が不足した部
位に骨を増生させる必要がある。現在の一般
的な骨造成法は自家骨移植による骨造成で
あるが、採取できる骨量にも限りがある点や、
採骨部に知覚麻痺が残る合併症等の問題点
も多く、新規の骨増生治療法の開発が望まれ
ている。 

近年、自家骨移植に代わる新しい骨増生法
として幹細胞を用いた再生医療の研究が始
まっている。我々は骨髄中に存在し骨、軟骨、
脂肪などに分化する骨髄間葉系幹細胞
（Mesenchymal Stem Cells :MSCs）に着目し、
MSC をセルソースとした顎骨再生医療研究に
取り組んできた。これまで再生医療に用いら
れる MSC は主に腸骨骨髄由来 MSC や脂肪組織
由来 MSC が用いられていたが、我々は顎骨骨
髄中に存在する MSC は腸骨骨髄由来 MSC と同
等かそれ以上の骨分化能を有することを見
出し、顎骨 MSC が顎骨増生を図るための有望
なセルソースであることを明らかにしてき
た。一方で、顎骨 MSC を骨補填材と均質に混
和して大型動物に移植しても骨増生効果に
バラツキが大きく、十分な骨形成効果を得ら
れないことが判明してきた。 

MSC 移植による顎骨増生効果のバラツキの
原因として、①細胞/骨補填材複合体の作成法、
および移植法が確立していなかった点。②移
植体を移植部位に生着させ、移植細胞がその
場に一定期間生存し、骨に分化するためには、
移植部位へ十分な酸素と栄養を供給するた
めの脈管（血管、リンパ管）の誘導が重要と
なるが、これまで骨増生における脈管系再生
についての寄与について十分に考慮されて
いなかった点が挙げられる。従って、MSC 移
植による顎骨増生療法を成功させるために
は、上記２点について詳細に検討を行う必要
がある。 

 

２．研究の目的 

 顎骨 MSC移植による骨増生効果のバラツキ
を軽減させるため、細胞/骨補填材複合体の作
成方法の確立し、骨形成時の脈管系（血管、
リンパ管）誘導の寄与について評価を行う。
さらに、本研究においては脈管の中でもリン
パ管に焦点を置き、リンパ管新生因子
（VEGF-C）の骨再生効果に与える影響につい
て詳細に検討を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞/骨補填材複合体の作成法の確立お
よび、骨形成時における脈管（血管、リンパ
管）新生の寄与：細胞と骨補填材を均一に固
める方法の検討のため、①血漿＋塩化カルシ
ウム、②市販のフィブリン製剤（ボルヒール）、
③コラーゲンゲル、④アガロースゲル、⑤ア
ルギン酸ナトリウム（アルト）を用いて、細
胞/骨補填材複合体を作成し、複合体の均一性、
移植時の操作性（固さ）、マウスへ移植した

際の骨形成能について評価を行う。骨形成の
評価は H&E 染色によって行い、骨形成部位の
血管およびリンパ管新生はそれぞれ、CD31、
LYVE-1 抗体を用いて免疫染色によって評価
を行った。 

（２）リンパ管新生因子（VEGF-C）による骨
形成促進効果の検討：MSC における VEGF-C お
よ び VEGF-A 分 泌 の 評 価 は angiogenic 
protein arrayを用いて測定を行った。VEGF-C
が MSC の骨分化に与える影響については、ア
リザリンレッド染色、アルカリフォスファタ
ーゼ活性定量、RUNX2 発現によって評価を行
った。骨分化促進の分子メカニズム解析には、
ERK 等の細胞内シグナル変化をウエスタンブ
ロットによって評価を行い、変化が認められ
た因子に関しては選択的阻害剤を用いるこ
とによってさらに詳細なメカニズムの解明
を行った。 
（３）リンパ管新生因子（VEGF-C）による MSC
の細胞遊走促進効果の検討：VEGF-C による
MSC の遊走促進効果は transwell chamber を
用い、outer chamber に 50 ng/ml の VEGF-C
を添加し、遊走した細胞をギムザおよびメイ
グリュンワルドにて染色し評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）細胞/骨補填材複合体の作成法の確立お
よび、骨形成時における脈管（血管、リンパ
管）新生の寄与 

細胞と骨補填材を均一に固める方法の検
討のため、前記方法を用いた。①では採取さ
れた血漿の質により固まり方にバラツキが
生じることが判明した。また、②では、移植
体が固まりすぎるため、移植体内部に細胞の
侵入ができず十分な骨再生効果が得られな
かった。次に、③では移植に耐えうる十分な
強度を保つことができず、④で作成した移植
体は、マウスへ移植を行っても骨の形成は認
められなかった。⑤を用いる方法は、比較的
操作性も高く、細胞/骨補填材の均一性も前
述の方法よりも向上することが明らかとな
った（図１）。 

 
次に、アルギン酸ナトリウムを用いて作成

した MSC/骨補填材複合体をマウス頭頂部へ
移植を行うことにより、骨補填材周囲に新生
骨の形成が確認された。骨形成部位への脈管
誘導作用の評価を行ったところ、移植体内部
に血管（矢頭）およびリンパ管（矢印）が誘



導されていることが明らかとなった（図２）。
本研究結果より、細胞/骨補填材複合体の作
成にはアルギン酸ナトリウムを用いる方法
が効果的であることが明らかとなり、さらに
MSC 移植による骨の形成過程には血管のみな
らずリンパ管も誘導されることが見いださ
れ、骨再生におけるリンパ管新生の必要性が
示唆された。 

 
（２）リンパ管新生因子（VEGF-C）による骨
形成促進効果の検討 
 MSC 移植による骨形成過程において新生骨
周囲にリンパ管の新生が確認されたことか
ら、骨組織の再生においては血管のみならず
リンパ管導入の必要性が示唆された。そこで、
MSC においてリンパ管形成の主要な因子であ
る VEGF-C を分泌しているか angiogenic 
protein arrayを用いて評価を行ったところ、
培養上清中に血管新生因子である VEGF-A の
分泌は確認されたが VEGF-C の分泌は認めら
れなかった（図３）。 

 
 次に、VEGF-C が MSC に与える効果について
評価を行ったところ、MSC の増殖には影響し
なかったが、有意な骨分化促進作用を有する
ことが見いだされた（図４）。また、VEGF-C
の添加によって、MSC の骨分化に重要な転写
因子である RUNX2発現が増加することも明ら
かとなった。 

VEGF-C添加によるMSCの骨分化促進作用の
分子メカニズムの解明のために、VEGF-C 添加
よる細胞内シグナル変化を評価したところ、
VEGF-Cの添加によってERKのリン酸化が有意
に亢進することが明らかとなった。さらに、
ERKの活性化を抑制することによって VEGF-C
による MSCの骨分化促進作用が減弱すること
から、VEGF-C による骨分化促進は ERK シグナ
ルを介して誘導されることが明らかとなっ
た（図５）。 

 
（３）リンパ管新生因子（VEGF-C）による MSC
の細胞遊走促進効果の検討 
 上記の研究により、VEGF-C は MSC において
ERK シグナルを活性化することが明らかとな
った。ERK シグナルは細胞の増殖、分化、遊
走に関与することが知られている。骨再生に
おいて、再生部位に効果的に MSC を遊走させ
ることができれば、再生促進につながる。そ
こで、VEGF-C が MSC の遊走に与える影響につ
いて評価を行った。50 ng/ml の VEGF-C の添
加によって MSCの遊走が有意に亢進すること
が示され（図６）、ERK シグナルを阻害するこ
とによって VEGF-C によって促進される遊走
効果が完全に抑制されることも明らかとな
った。以上の結果から、リンパ管新生因子で
ある VEGF-C は MSC の骨分化を促進するのみ
ならず、再生部位に MSC を遊走することによ
っても骨再生を促進する可能性が示唆され
た。今後はリンパ管新生促進作用と骨再生効
果との相関性に関して動物モデルを用いて
評価を行う予定である。 
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