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内 容 の 要 旨

　【緒　　言】
　再生医療には細胞（幹細胞），足場，増殖因子（サイトカイン）という 3要素による組織再生が必要である．幹細胞を用
いた再生療法は，細胞と足場を組み合わせることにより自在に生体組織や臓器を再生させることができるため，ドナー不足
や免疫拒絶という問題を抱える臓器移植にかわる医療として注目されている．これまで骨髄間葉系幹細胞（以下BMMSCs）
は細胞ソースとして用いられているが，採取部位，採取量等に多くの問題を抱えている．そこで我々は新たな細胞ソースと
してヒト臍帯動・静脈周囲に存在する間葉系幹細胞（以下HUCPVCs）に注目した．HUCPVCs は医療廃棄物となった臍帯
より採取するためドナーに新たな侵襲を加えることなく十分な細胞を確保できるメリットがある．また，主要組織適合遺伝
子複合体（MHC）class Ⅱのみられない細胞が存在すると報告されている．このことから今後他家移植への臨床応用細胞ソー
スとして期待されている．
　これまでの我々の研究から骨髄幹細胞の培養上清（以下 BM-CM）を用いてHUCPVCs を培養することでより効果的に
HUCPVCs を骨芽細胞へと分化させる可能性があることを見いだしている．おそらくはBMMSCs から放出されるパラクラ
イン因子がHUCPVCs に働きかけHUCPVCs を骨芽細胞へと分化させていると考えられる．
　本研究ではHUCPVCs を BM-CMを用いて培養し，in vitro において分化の状態を確認し，分化させたHUCPVCs が in 
vivo において骨再生を引き起こすかについて検討する事を目的とした．
　【材料と方法】
　In vitro
　HUCPVCs はトロント大学より提供された，臍帯組織を Sarugaser らの方法によって分離，培養した細胞を用いた．
BMMSCsは理化学研究所から購入した不死化した細胞を用いた．HUCPVCsはflow cytometryによりCD105，CD73に陽性，
CD45，CD34，MHC class Ⅱに陰性を示した．実験群は以下の 5群として in vitro での実験を行った．
HUC（－）：HUCPVCs を非石灰化誘導培地で培養
HUC（＋）：HUCPVCs を石灰化誘導培地で培養
CM-HUC：HUCPVCs を Osugi らの方法により作製したBM-CMを加えた石灰化誘導培地で培養
BM（－）：BMMSCs を非石灰化誘導培地で培養



BM（＋）：BMMSCs を石灰化誘導培地で培養
　①RT-PCR
　各実験群を 2・4週間培養後，RT-PCR にて Col I，Runx2，ALP，BSP の硬組織関連遺伝子発現をGAPDHで標準化した後，
比較した．
　②ALP活性の測定とALP染色
　各実験群をALP assay では 2・4 週間培養，ALP staining では 4 週間培養後，ALP assay，ALP staining を行い，分化
の状態を確認した．
　In vivo
　①移植材料
　担体として直径 5 mm，厚さ 0.8 mm のコラーゲンスポンジを用いた．HUCPVCs（Passage3）と BMMSCs を 1.0×
106 cells/ml に PBS 中にて調整し，担体を設置した遠沈管に入れ，900 rpmで 1 分間遠心することで担体に播種した．1週
間培養後，ラット頭蓋骨への移植材料として用いた．
　②実験動物
　6週齢の雄性Wister系ラットにペントバルビタールを用いて腹腔内注射で麻酔した．頭蓋冠に二つの円形の骨欠損（全層，
直径 5 mm）を作製し，実験材料を欠損部に移植した．実験群は，sham：何も移植しない群，Control，CM，BM，HUC，
CM-HUCとした．移植後縫合し，抗生剤を腹腔内注射した．また，免疫抑制薬を投与し免疫抑制状態にした．タイムポイ
ントは 4週とした．
　③免疫組織化学
　ラット組織での BM-CMにて培養したHUCPVCs の分化を同定するために凍結脱灰切片にて免疫組織化学による分析
を行った．Osteocalcin （hOC） antibody はヒト骨芽細胞を検出するために用いた．Anti-human nuclear antigen （hNA） 
antibody はヒトの細胞のマーカーとして用いた．Hoechst33342 を，核染色のために適用した．
　④放射線学的観察
　頭部頭蓋冠を含む組織をX線マイクロ CTを用いてマイクロ CT分析を行った．画像を収集して三次元構築ソフトを用
いて，3D画像にして分析した．また，新たに再生された骨の体積を比較した．
　⑤組織学的観察
　頭部頭蓋冠を含む組織を固定脱灰後，段階的エタノールを用いて脱水し，トルエンにて溶剤置換され，パラフィンに包埋
した．標本を 6μmの厚さの組織切片を作るために，冠状方向に切断し，ヘマトキシリン  およびエオシンで染色した．組
織学的分析は，光学顕微鏡を用いて行った．
　⑥統計学的分析
　in vitro と in vivo の結果について，各群の標準誤差を算出し，統計学的評価はKruskal-Wallis non-parametric 検定を用
いた．p値が＜ 0.05 の時統計学的有意差が見られたと評価した．
　【結　　果】
　① In vitro
　RT-PCRにおいて，COL I は 2・4週の全ての群で遺伝子発現が認められた．Runx2 では 2週でのHUC（＋）とCM-HUC
において遺伝子発現を認めた．ALPでは 2・4 週の BM群と 4週の CM-HUCで遺伝子発現が認められた．BSP では 4週の
BM群と CM-HUCで遺伝子発現が認められた．ALP活性の測定では，BM（－）と比較してBM（＋）でALP活性の上昇
が認められた．また，4週においてCM-HUCは HUC（－），HUC（＋）と比較して有意に高いALP活性の上昇が認められ，
ALP染色陽性細胞が認められた．
　② In vivo
　マイクロCT分析によって測定した画像を三次元構築し，新たに再生された骨の体積を比較した．新生骨再生部の体積は
それぞれ，shamは 0.8±0.8 mm3，Control は 1.6±1.5 mm3，CMは 3.8±1.4 mm3，BM 2.4±1.2 mm3，HUCは 4.8±1.1 mm3，
CM-HUC は 5.4±1.0 mm3 であった．HUCと CM-HUC において Control や sham と比較して有意に高い新生骨再生が見ら
れた（p＜ 0.05）．
　組織学的分析においてもHUCと CM-HUC は，Control や sham と比べて，高い骨再生を示した．これらの群では骨梁
の形成が認められ，CM-HUCではより厚みのある骨梁の形成が認められた．BM，CMでは骨細胞が点状に存在していた．



Control では担体の孔に結合組織が満たされていた．shamでは骨膜のみ認められた．炎症反応はどのグループでも観察さ
れなかった．
　ヒト細胞の普遍的なマーカーである hNA抗体を用いたところ，CM-HUC 群の細胞の核にて陽性反応を示した．また，
Hoechst33342 を用いたところ，同群のラットとヒトの細胞の核が検出された．この 2つの像を重ね合わせると，ラット体
内でのヒトの細胞の生着が認められた．Control 群では hNA抗体に陽性反応は見られなかった．さらに，骨形成マーカー
であるOC抗体では，hNA抗体にて染色された細胞の細胞質を染色した．このことから移植したCM-HUCの細胞が骨芽細
胞へと分化したことが示唆された．
　【考　　察】
　本研究で得られた結果の一部は我々が予期したものに反していた．
　第一に，in vitro での結果は，in vivo での結果を反映していなかった．In vitro において，ALP assay や ALP 染色は培
養細胞の骨形成の指標として用いられる．しかし，ALP活性で非常に高い活性を示した BM（＋）群は，in vivo において
骨形成が見られなかった．この結果は，in vitro で得られた結果が in vivo での細胞の挙動を予測するとは限らないことを
示した．
　第二に，我々が使用した不死化された骨髄幹細胞は in vitro において石灰化傾向を示したものの，in vivo では Osugi ら
の報告とは一致しなかった．Osugi らは初代培養ヒト骨髄細胞からの培養上清は，ラット骨髄細胞の分化を促進することを
示している．今回本実験では，利便性のために不死化された骨髄幹細胞を選択した．また，ドナーは 91 歳の女性に由来し，
E6，E7 および hTERTを発現させ不死化していた．これは不死化される前に，元の細胞集団はほとんど骨形成の可能性が
なかったと考えられる．
　第三に，我々の結果は幹細胞が宿主の環境によってその場に適した分化を引き起こすことを示した．HUC群と骨形成の
見られなかった群（sham，Control，BM）の違いは，宿主の環境が骨形成に関与したのではないかと思われる．実際，統
計学的にHUCや CM - HUCと shamや Control との間には骨形成量に有意差が認められた．宿主の環境は，遊走した細胞
集団の分化に影響を及ぼすと予想される．
　最後に，我々はグループごとの n数が少ないことを認める．骨形成量に見られる傾向はより多くの n数によって統計的
により有意になったと考えられる．

審査の結果の要旨

　再生医療には細胞（幹細胞），足場，増殖因子（サイトカイン）という 3要素による組織再生が必要である．幹細胞を用
いた再生療法は，細胞と足場を組み合わせることにより生体組織や臓器を再生させることができるため，ドナー不足や免
疫拒絶という問題を抱える臓器移植にかわる医療として注目されている．これまで骨髄間葉系幹細胞（以下 BMMSCs）が
細胞ソースとして用いられているが，採取部位，採取量等に多くの問題を抱えている．本論文申請者らは新たな細胞ソース
としてヒト臍帯動・静脈周囲に存在する間葉系幹細胞（以下HUCPVCs）に注目した．本研究ではHUCPVCs を骨髄幹細
胞の培養上清（以下 BM-CM）を用いて培養し，in vitro において骨芽細胞へと分化するか，そして分化させたHUCPVCs
が in vivo において骨再生を引き起こすかについて検討する事を目的とした．in vitro で HUCPVCs を培養し，RT-PCR に
より遺伝子発現を検討したところ，BM-CMを加えたHUCPVCs（以下 CM-HUC）で，培養後 2週あるいは 4週において
Runx2，ALP，BSP の遺伝子発現が増加した．また CM-HUC は HUCPVCs を石灰化誘導培地で培養した場合（HUC＋）
とくらべて有意に高いALP活性の上昇が認められた．次に in vivo でラット頭蓋冠に骨欠損（全層，直径 5 mm）を作製し
様々な条件で培養した細胞を播種したコラーゲンスポンジを埋入した．4週後に組織を回収し，マイクロCT分析，組織学
的観察により評価した．マイクロCT分析によりHUCと CM-HUCにおいて Control や shamと比較して有意に高い新生骨
再生が見られた．組織学的分析においてもHUCと CM-HUCは，Control や shamと比べて，高い骨再生を示した．さらに
ヒト細胞の普遍的なマーカーであるhNA抗体と骨形成マーカーであるOC抗体を用いてCM-HUCについて免疫染色を行っ
たところ，hNA抗体にて染色された細胞の細胞質にOCの局在が見られた．このことから移植したCM-HUCの細胞が骨芽
細胞へと分化したことが示唆された．
　以上，本研究における結果は，HUCPVCs が示す骨分化能を in vitro，in vivo の両面から検討したものであり，臨床応用
においてもHUCPVCsが骨再生の細胞ソースとして有用である可能性を示した知見と考えられる．よって，本論文は博士（歯
学）の学位請求論文として十分な価値を有すると判定した．


