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緒言 

 

口唇裂・口蓋裂 (cleft lip and palate; CLP) は、一つの形質の支配に関与する複

数の遺伝子 (polygene) と様々な環境因子との相互作用により惹起される多因

子性疾患であり、それらが、あるしきい値を越えた時に発症する[1]。そして、

胎生期における顔面突起の癒合不全に起因する顎裂を特徴とし、これに伴い歯

列の連続性が失われ、上顎歯列弓の狭窄や歯の先天的欠損、位置異常による不

正咬合が発現する。 

日本人における CLP の発生率については、多くの疫学的研究がなされており、

およそ 400 名～ 500 名に 1 名の割合で出生し、その割合は、口唇裂が 34.5 ％、

口唇口蓋裂が 45 ％、口蓋裂が 20.5 ％と報告されている[2]。CLP 患者の治療

は、哺乳障害や上顎の正常な発育のため、生後可及的早期にホッツ床を装着す

ることより始まる。そして、生後 3 ～ 4 か月で口唇形成術、1 歳半～ 2 歳頃

に口蓋形成術が施行される。その後、鼻咽腔閉鎖が不十分な場合は咽頭弁形成

術が施行され、口唇・鼻形成、犬歯萌出前の二次骨移植、再口唇・鼻形成と度

重なる手術が必要となる[3]。その中でも、二次骨移植術の成否は患者の QOL に

大きく影響する。顎裂が残存することにより、矯正歯科治療が制限される、上

顎セグメントが不安定な状態におかれ、広範囲な補綴治療が必要となる、鼻翼
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基部の骨性のサポートが不十分となり左右非対称となる、口腔前庭粘膜の凹凸

が生じ、瘻孔に食渣の滞留や鼻汁が逆流するなどの問題が生じる[4]。このよう

な問題が生じないためにも、移植部において既存骨と同様の骨代謝を有する十

分な量の骨を早期に再生させることが必要となる。顎裂部への骨移植は、1914 

年 Drachter [5]が初めて成功させたものの、1931 年 Veau ら[6]が口蓋裂部への脛

骨細片移植を試みたところ有効な結果が得られなかったこともあり、骨移植は

行われなくなった。しかしながら、1950 年代に入り、Axhausen [7]により、骨移

植の報告がなされると、再び注目されるようになった。当初は骨移植前に拡大

した歯列の後戻りを防ぐ意味合いが強く、ブロック骨が用いられていた。しか

し、ブロック骨は血流の無い遊離骨であるため感染に弱い上、血管網の再構築

や骨改造機転が遅く、移植された骨の大部分が吸収されることが問題であった。

Boyne ら[8]は、これらの問題を解決するために、血流豊富な新鮮自家腸骨海綿

骨に着目し、これを用いることにより、移植部への犬歯の萌出や、矯正歯科的

な歯の移動による非補綴的顎裂再建が可能であることを報告した。 

一方、移植骨が骨に置換する作用機序については、Wolfgang [9]は、まず海綿

骨に含まれる骨形成能を持つ細胞により新生骨が形成され、その後、新生骨に

骨改造が生じて移植部に類似した骨に置換されると報告した。また、Bruwell ら

[10]は、形成された骨が海綿骨に含まれる未分化間葉系幹細胞 (mesenchymal 
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stem cells; MSCs) に由来することを明らかにしている。また、基礎的・臨床的

研究では、腸骨海綿骨移植は骨形成能を有する MSCs の移植により、新生骨形

成と骨改造、および母床骨への置換が達成されることが目的であり、移植骨自

体の生着を目的とするブロック骨移植とは異なり、自家骨のリモデリングによ

る “in vivo tissue engineering” であると考えている[11, 12]。 

近年、MSCs は骨、軟骨、脂肪だけではなく、心筋、 肝臓、神経および血管

内皮細胞など中胚葉系以外の様々な組織へと分化することが報告されている

[13-15]。この MSCs の幅広い多分化能から虚血性疾患や心疾患の細胞治療への

応用が注目されている。Guilherme ら[16]は、イヌ慢性虚血性心疾患モデルにお

いて MSCs を心筋内注射すると、MSCs は平滑筋や血管内皮細胞に分化し、心血

流量が増加し、心機能が亢進したことを報告している。また、心筋梗塞動物モ

デルを用いた解析では, MSCs が心筋の機能を回復させることが報告されている

[17, 18]。すなわち、梗塞部位に移植された MSCs は、パラクライン作用により

周囲の血管新生を促進し、局所の血流を改善させたと考えられる。さらに、Lu

ら[19]は、糖尿病性重症虚血肢の患者に対し、腸骨骨髄穿刺より採取した MSCs

を筋肉内投与すると下肢血流量が増加し、潰瘍の治癒が促進したと報告してい

る。以上のことより、移植部での血管新生においても MSCs が何らかの働きを

していることが推察される。一方、Langer と Vacanti ら[20]により組織工学とい
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う概念が確立されて以来、細胞移植において細胞が移植部に留まり機能を発揮

するための足場の必要性が論じられている。また、優れた移植材である自家骨

は、賦形性や供給量に限界があるという問題もあり、生体親和性に優れ、骨伝

導能を有する人工骨が骨移植に利用されるようになってきている。近年では、

人工補填材料としてハイドロキシアパタイトセラミックスが注目され、臨床応

用もされている[21-24]。さらに、骨に置換されやすいように 1980 年代から吸収

性を有するリン酸カルシウム系の骨補填材 (α－TCP や β－TCP 等) や生体の骨

に置換可能なアパタイトとして、ハイドロキシアパタイトの一部が炭酸基に置

換された炭酸アパタイトなどが用いられている[25]。 なかでも、未焼結炭酸ア

パタイト (carbonated hydroxyapatite; CAP) は、生体内の歯や骨の主要な無機成分

であり、高い生体親和性を有するとともに、未焼結であることから結晶が小さ

く、酸への溶解性も高いことより、注目されている。しかし、これらの骨補填

材は単独で用いた場合、小範囲の骨再生ならば可能であるが、再生領域が大き

くなると、循環障害が生じ骨再生は困難となる。これまでの報告でも、厚みの

ある移植材料を用いる際には、内部に酸素と栄養を供給するための血管新生が

必要であることが報告されている [26]。さらに、Maes ら[27]は、骨折部での骨

形成においては、初期の血管進入が必要不可欠であると述べている。移植部の

骨再生においても、骨再生に先立つ血管新生は必要不可欠と考えられる。 
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これまで、骨移植の材料として主に用いられてきた腸骨海綿骨細片は、全身

麻酔を伴うなどの若年者が多くを占める CLP 患者にとって負担が大きい。特に、

移植部に循環障害を生じ骨壊死が生じる可能性がある両側性顎裂や、顎裂幅が

大きい場合、年齢が高い場合などにおいて、手術が複数回に及ぶこともあり、

さらに患者の負担は増加する。このような負担を伴う二次骨移植の成否は、一

般的に骨架橋を X 線写真を用いて二次元的に評価することにより行われてきた

[8, 28-36]。また、 X 線 CT を用いた三次元的な解析では、術後に中切歯と犬

歯の歯軸のコントロールが可能な良好な骨架橋を呈していたのは僅か 21 ％ 

であったと報告している[37]。さらに、そのほとんどが月単位での評価であり、

骨架橋形成までの経日的な変化を評価した報告は少ない。 

そこで、上記の特徴を持つ CAP を足場とし、造血支持能による組織への生着

や造血系再構築の促進作用[38]や、HLA class II 抗原が無く免疫抑制作用を有す

るとされる自己 MSCs を移植することにより、既存骨と同様の骨代謝を維持し

た骨再生が期待される。また、MSCs は骨髄液中の細胞成分の 0.001 ％ ～ 

0.01 ％ と微量であるが、一定期間未分化性を維持した培養が可能であること、

さらに穿刺による骨髄の採取法が確立されていることなどの理由から、さまざ

まな再生治療に応用されている。歯科領域では、人工材料と自己細胞複合体に

よる臨床応用が既に行われている[39]ものの、CLP 患者における骨再生治療の
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応用例は少数に留まっている。また、CLP 患者の骨移植は、成長発育途中の学

童期に行われるため、移植材が速やかに吸収され、新生骨に置換されることに

より、既存骨と同様に顎裂部への歯の萌出あるいは移動が可能でなければなら

ないことが挙げられる。 

以上の背景より、我々はこれまでにビーグル犬顎裂モデルを用いて MSCs と

CAP 担体の移植による骨再生実験を行い、骨再生を誘導するとともに、再生部

位への歯の移動が可能であることを明らかにした。その結果、移植 3 か月およ

び 6 か月後の組織切片において、MSCs と CAP を用いた群 (実験群) の再生

骨における血管数は、CAP のみの群 (対照群) に比較して有意に高い値を示し

た[40]。また、移植 3 か月後の組織像において、再生骨組織中に存在する蛍光

標識された骨細胞の割合がおよそ 5.7 ％ であり、移植した MSCs の一部は移

植部に留まり、骨芽細胞へ分化するが、その割合は少数に留まることが明らか

となった。そこで、本研究では移植 MSCs が、血管新生にどのような影響を及

ぼしているかを明らかにすることを目的とした。まず、CLP 患者より採取した 

MSCs の同定を行い、その MSCs と血管内皮細胞 (HUVEC) を用いて、in vitro

にて血管新生の検討を行った。さらに、ビーグル犬顎裂モデルを作製し、移植

部における血流量の経時的変化を観察した。 
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試料と方法 

 

Ⅰ. MSCs の同定 

 

1． 細胞採取と MSCs の単離および培養 

 3 名の CLP 患者より腸骨海綿骨細片移植時に骨髄液を採取した。その後、基

本培地 α-minimum essential medium (α-MEM; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

に 10 ％ ウシ胎仔血清 (fetal bovine serum; FBS, 第一化学, 東京)、0.24 μl/ml

カナマイシン (明治製菓, 東京)、0.5 μl/ml ペニシリン (Sigma Aldrich)、1 mg/ml 

アンホテリシン B (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA)、および 400 U/ml

ヘパリン (持田製薬, 東京) を添加した溶液に骨髄液を一時保存した。その後、

採取した骨髄液を含む α-MEM を 300 g で遠心分離し、上清を取り除き新たな 

α-MEM を加え、直径 10 cm の細胞培養用シャーレ (CORNING, New York, NY, 

USA) に細胞密度 5 × 10⁵ cells/cm² となるように播種し、37 ℃、5％ CO2 存在

下にてコンフルエントになるまで 1 週間培養した。なお、本研究は、広島大学

病院倫理委員会の承認（承認番号 第疫-45）を得て行った。 
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2. MSCs の表面抗原の解析 

 細胞の表現形を検討するため、MSCs の指標として報告されている主な表面

抗原について解析を行った。MSCs 陽性マーカーとして、PE mouse anti-human 

CD 29 (BD Biosciences, Heidelberg, Germany)、APC-H7 mouse anti-human CD 44 

(BD Biosciences)、Brilliant VioletTM 421 mouse anti-human CD 73 (BD Biosciences)、

FITC mouse anti-human CD 105 (BD Biosciences)、FITC mouse anti-human CD 34 

(BD Biosciences)、PerCP mouse anti-human CD45 (BD Biosciences)、PE-CyTM７

Mouse Anti-Human CD 271 (BD Biosciences)、Alexa Fluor® 647 anti-human STRO-1 

(BD Biosciences)を用いた。 Isotype control として、 PE mouse IgG1 (BD 

Biosciences)、 APC-H7 mouse IgG1 (BD Biosciences)、Brilliant VioletTM 421 mouse 

IgG1 (BD Biosciences)、FITC mouse IgG1 (BD Biosciences)、PerCP mouse IgG1 

(BD Biosciences)、PE-CyTM７mouse IgG1 (BD Biosciences)、Alexa Fluo® r647 

mouse IgG1 (BD Biosciences) をそれぞれ用いた。培養細胞 (継代数 P4) を 

0.25 ％ トリプシン (ナカライテスク, 京都) と 1 mM EDTA (和光純薬工業, 

大阪) を含むリン酸緩衝液 (phosphate buffered saline; PBS, 日水製薬) で処理

し、調整した細胞浮遊液 5 × 105 個の細胞を 300 µl の PBS に懸濁し、上記抗

体と 20 ～ 30 分間、4 ℃ で静置した。その後、細胞を 2 ％ FBS (第一化学) 

を含む PBS にて洗浄した後、 250 g で 5 分間遠心し、上清を取り除き、2％  
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FBS を含む PBS を加えて総量を 500 µl とした。その後、50μm フィルターを

通してから測定を行った。なお、検出と解析については、 FACS AriaII (BD 

Biosciences) を用いた。 

 

3. 骨芽細胞への分化誘導 

 6-well dish (FALCON, Flanklin Lakes, NJ, USA) を type Ⅰ collagen (日本ハム, 

大阪) でコーティングした。その後、各ウェルに 4.8 × 10³ 個の細胞を播種し、

α-MEM (Sigma Aldrich) にて 37 ℃、5％ CO2 の条件下で 20 日間培養を行っ

た。コンフルエントに達した時点で、 α–MEM に 100 nM dexamethasone (Sigma 

Aldrich)、10 mM β-glycerophosphate (東京化成工業, 東京)、0.2 mM ascorbic acid 

2-phosphate (Sigma Aldrich) を添加した骨芽細胞分化誘導培地 (osteogenetic 

differentiation medium; ODM) に置換し、 37 ℃、5％ CO2 条件下で 20 日間培

養を行った。 

 

4. 脂肪細胞への分化誘導 

 12-well dish (FALCON) の各ウェルに 3.8 × 104 個の細胞を播種し、α-MEM 

(Sigma Aldrich) にて 37 ℃、5％ CO2 条件下で 20 日間培養を行った。コンフ

ルエントに達した後、脂肪細胞分化条件下で培養した。すなわち、α-MEM に 10 
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µg/ml insulin (和光純薬工業)、1 µM dexamethasone (Sigma Aldrich)、200 µM 

indomethacin (和光純薬工業)、500 µM 3-isobutyl-1 methylxanthine (和光純薬工

業) を添加した脂肪分化誘導培地を 2 日毎に､ α-MEM に 10 µg/ml insulin (和

光純薬工業) を添加した脂肪分化維持培地を 3 日毎に交換し、37 ℃、5％ CO2 

条件下で 28 日間培養を行った。 

 

5. 軟骨細胞への分化誘導 

 15 ml ファルコンチューブ (BD Biosciences) に 2.5 × 105 個となるように

MSCs を播種し、500 g で 5 分間遠心後、軟骨分化誘導培地で 3 日おきに培地

交換を行いながら、37 ℃、5％ CO2 条件下で 28 日間培養した。軟骨分化誘導

培地として 100 nM dexamethasone (Sigma Aldrich)、50 µg/ml ascorbate 2-phosphate 

(Sigma Aldrich)、4.5 mg/ml D-glucose (Sigma Aldrich)、100 µg/ml sodium pyruvate 

(和光純薬工業)、1％ ITS–plus (6.25 µg/ml insulin, 6.25 µg/ml transferrin, 6.25 

µg/ml selenous acid, 5.33 µg/ml linoleic acid, 1.25 mg/ml FBS)、(BD Biosciences)、

10 ng/ml TGF-β3 (BD Biosciences)、2 mM L-glutamine、1 % Penicillin-streptmycin 

(Sigma Aldrich) を添加した α-MEM (Sigma Aldrich) を用いた。 

 

6. 骨芽細胞分化の評価 
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 MSCs の骨芽細胞への分化を評価するために、骨芽細胞分化誘導 20 日目に、

Alizarin Red 染色を行った。染色は、培地除去後、PBS (日水製薬)にて細胞層を

洗浄した後、4% パラホルムアルデヒド (和光純薬工業) にて固定し、1% 

Alizarin red-S solution (キシダ化学, 大阪) にて行い、染色された細胞層をデジ

タルカメラ (Cyber-shot, SONY, 東京) で撮影した。 

 

7. 脂肪細胞分化の評価 

 細胞の脂肪分化への分化誘導を評価するために、分化誘導後 7、14、21、お

よび 28 日目に、Oil Red O 染色を行った。染色液はイソプロパノール 100ml Oil 

Red O (和光純薬工業) 0.3 g を加え、ポリエチレン容器中で 24 時間、70 ℃に

して保存液を調製した。保存液：イオン交換水＝ 6：4 に混合して撹拌後 10 分

間室温で静置し、上清をフィルターにて濾過した。培地を吸引後、PBS で 2 回

洗浄し、10% ホルマリンで 10 分間固定を行った。その後 PBS で 2 回洗浄を

行い、使用液を加え、イオン交換水で 3 回洗浄し、オールインワン蛍光顕微鏡 

(BZ-8100, KEYENCE、大阪)を用いて観察を行った。 

 

8. 軟骨細胞分化の評価 

 培地を吸引し、 4％ パラホルムアルデヒド (和光純薬工業) で 24 時間固定
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を行った後、PBS にて細胞凝集塊の洗浄を行い、70、90、100 ％ エタノールに

より脱水した後に 100％ キシレンにて 1 時間の組織の透徹を 2 回繰り返し

た。その後パラフィン包埋を行い、厚さ 5 µm の切片を作製後、toluidine blue (和

光純薬工業) を用いて染色を行い、オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-8100, 

KEYENCE, 大阪) を用いて観察した。 

 

Ⅱ. MSCs と血管内皮細胞 (HUVEC) を用いた血管新生についての検討 

 （in vitro） 

 

1. 細胞の培養 

 MSCs は実験Ⅰと同様のものを用いた。HUVEC は CellPlayerTM Angiogenesis 

HUVEC CytoLight Green (ESSEN BIOSCIENCE, Michigan 州, USA) を用いた。 

MSCs、HUVEC ともに 2 回の継代を繰り返した後、以下の実験に使用した。 

MSCs は実験Ⅰ同様の α-MEM (Sigma Aldrich) にて培養を行い、HUVEC は 

EBM-2 basal medium (Lonza, Basel, Switzerland) にて培養を行った。共培養にお

いては、MSCs が EBM-2 basal medium (Lonza) で培養可能であることと、

HUVEC が α-MEM で培養可能であることを確認した上で、1：1 の割合で培地

を混合したものを用いた。 
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2． MSCs と HUVEC の共培養における生細胞の変化についての検討 

20 mm × 20 mm のチャンバースライド (IWAKI, 大阪) に HUVEC 5.0 × 103 

個の細胞を播種したもの、HUVEC と MSCs を 2.5 × 103 個ずつ同じ割合で混

合し播種したもの、HUVEC を 5.0 × 103 個の細胞に 40 ng/ml VEGF を添加し

たものを 37 ℃、5 ％ CO2 条件下で培養した。培養開始 2、3、4 日目にオール

インワン蛍光顕微鏡 (BZ-8100, キーエンス) を用いて観察した。 

 

3. MSCs と HUVEC の共培養における生細胞数の測定 

5.0 × 103 個の HUVEC と MSCs をそれぞれ 24-well dish (FALCON) に播種

し、培養したものを Monoculture 群とした (図 1-①, ②)。また、5.0 × 103 個

の HUVEC を 24-well dish (FALCON) に播種し、0.4 µm pore size の culture 

insert (FALON CELL CULTURE INSERT, BECTON DICKINSON, Flanklin Lakes NJ, 

USA) に、5.0 × 103 個の MSCs を播種し、24-well plate に重層したものを 

HUVEC insert with  MSCs とした (図 1-③)。一方、5.0 × 103 個の HUVEC を 

24-well dish  (FALCON) に播種し、0.4 µm pore size の culture insert (BECTON 

DICKINSON) に 5.0 × 103 個の HUVEC を播種し、24–well plate に重層したも

のを MSCs insert with HUVEC とし (図 1-④)、これらを Indirect coculture 群

とした。さらに各 2.5 × 103 個の MSCs と HUVEC をそれぞれ 24-well dish 
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(FALCON) に混合して播種し、培養を行ったものを Direct coculture 群とした 

(図 1-⑤)。 

 

① HUVEC 1.0 × 104 cells/well (Monoculture 群)  

 

 
 
② MSCs 1.0 × 104 cells/well (Monoculture 群) 

  

 
 
 
③ HUVEC insert with MSCs (Indirect coculture 群)  

HUVEC  1.0 × 104 cells/well  
   MSCs  1.0 × 104 cells/well 
 

 
 
④ MSCs insert with HUVEC (Indirect coculture 群) 

MSCs 1.0 × 104 cells/well 
   HUVEC  1.0 × 104 cells/well 
 

 
 
⑤ HUVEC : MSCs =1:1 (Direct coculture 群) 

HUVEC 5.0 × 103 cells/well 
   MSCs     5.0 × 103 cells/well   

  

 図 1 本研究で用いた培養条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HUVEC 

MSCs 
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上記の 5 種の培養系について、いずれも 37 ℃、5％ CO2 条件下で培養を行

った。培養開始 1、3、5、7、9 日目の生細胞数を調べるため、Cell Titer○R Aqueous 

One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA) を用いた 3-(4 , 

5-dimethylthiazol–2– yl)- 5-(3–carboxymethoxyphenyl)–2-(4–sulfophenyl)–2 H-te 

trazolium, inner salts (MTS) 法による評価を行った。波長 490 nm における吸光

度を測定には、マイクロプレートリーダー VERSAmax (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA) を用いた。 

 

4. MSCs と HUVEC の共培養における血管新生関連遺伝子マーカー発現の 

経日的変化 

Ⅱ-3 と同様の 4 種類の培養系について、図 2 に示す濃度で細胞を播種し、

37 ℃、5％ CO2 条件下で培養を行った。培養開始 1、3 および 7 日目に Trizol® 

Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) と RNeasy® Mini Spin Colum (QIAGEN, 

Venlo, Netherlands) を用いて下層の細胞層より total RNA を抽出した。RNA は

分光光度計 BioSpec-nano (島津製作所, 京都) を用いて、波長 260 nm の吸光

度を測定し、定量した。その後、ReverTraAce (東洋紡, 大阪) および Random 

primer (東洋紡) を用いて、1 μg の total RNA から cDNA を合成し、血管新生

因子である vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A)、matrix metallo 
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proteinase-2 (MMP-2)、matrix metallo proteinase-9 (MMP-9)、platelet endothelial cell 

adhesion molecule-1 (PECAM-1) の発現について、SYBR Green® Real-time PCR 

Master Mix (東洋紡) を用いて、Lyght Cycler® 480Ⅱ (Roche Diagnostics, Basel, 

Switzerland) により遺伝子発現量を解析した。用いたプライマーの配列を表 1に

示す。反応条件は、95 ℃で 15 秒の変性反応と 55 ℃で 30 秒のアニーリング

及び 72 ℃で 10 秒の伸張反応を 1 サイクルに設定し、45 サイクル行った。 

表 1． PCR プライマー塩基配列 (ヒト) 

 
 

 

 

 

 

Gene Sequence (5` → 3`) 

GAPDH 
forward     GTG AAC CAT GAG AAG TAT GAC AACA 

reverse     GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT 

VEGF-A 
forward     CCT TGC CTT GCT GCT CTA 

reverse     CAC CAC TTC GTG ATG ATT CTG 

MMP-2 
forward     ATA ACC TGG ATG CCG TCG TG 

reverse     GCC AGT CGG ATT TGA TGC TT 

MMP-9 
forward     CCT TGT GCT CTT CCC TGG A 

reverse     TTC GAC TCT CCA CGC ATC TC 

PECAM-1 
forward     GCA GTG GTT ATC ATC GGA GTG  

reverse    GAC ATC GTC ATT GTG ACC GTA 
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① HUVEC  4.8 × 104 cells/well (Monoculture) 

 
 

 

 

② MSCs  4.8 × 104 cells/well (Monoculture) 
   
 

 

 

 

③ HUVEC insert with MSCs (Indirect coculture) 
HUVEC  4.8 × 104 cells/well  

   MSCs   4.8 × 104 cells/well 
 
 
 
④ MSCs insert with HUVEC (Indirect coculture) 

MSCs     4.8 × 104 cells/well 
   HUVEC  4.8 × 104 cells/well 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

図 2 本研究で行った培養条件 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

HUVEC 

MSCs 
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5. MSCs における骨分化誘導が VEGF-A 遺伝子発現とタンパク質発現に 

及ぼす影響 

6-well dish (FALCON) に typeⅠcollagen (日本ハム) でコーティングし、4.8 × 

103 個の細胞を播種し、α-MEM にて 37 ℃、5％ CO2 条件下で 20 日間培養し

た。コンフルエントに達した時点の細胞を骨分化 (-) 群とした。一方、コンフ

ルエント後、実験Ⅰ-3 同様の方法で骨分化させたものを骨分化 (+) 群とした。

骨分化 (+) 群に対しては、実験Ⅰ-6 の方法と同様に 1% Alizarin red-S solution 

(キシダ化学) にて染色を行い、染色された細胞層をデジタルカメラ 

(Cyber-shot, SONY) で撮影し観察を行うとともに、両群に対して実験Ⅱ-4 と

同様に Trizol® Reagent (Invitrogen) と RNeasy® Mini Spin Colum (QIAGEN) 

を用いて、それぞれの細胞層より total RNA を抽出した。RNA の定量は、分光

光度計 BioSpec-nano (島津製作所) を用いて、波長 260 nm の吸光度を測定し

定量した。次いで、ReverTraAce (東洋紡) および Random primer (東洋紡) を用

いて、1 μg の total RNA から cDNA を合成し、VEGF-A の発現について、SYBR 

Green® Real-time PCR Master Mix (東洋紡) および Lyght Cycler ®480Ⅱ (Roche 

Diagnostics) により遺伝子発現量を解析した。用いたプライマーの配列を表 1 

に示す。反応条件は、95 ℃で 15 秒の変性反応と 55 ℃で 30 秒のアニーリン

グ及び 72 ℃で 10 秒の伸張反応を 1 サイクルに設定し、45 サイクル行った。 
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 また、両群に対して PBS にて洗浄後、protease inhibitor (Sigma Aldrich) を加

え TritonX-buffer (ナカライテスク) を用いて細胞を回収した。得られた蛋白質

溶液に SDS 電気泳動用サンプルバッファーを加え、100 ℃で 3 分間加熱して

可溶化し、免疫化学的検出のための試料とした。10 % SDS-ポリアクリルアミド

ゲル e-PAGEL® (ATTO, 東京) 上で電気泳動により分離後、iBlot gel transfer 

system (Invitrogen) を用いて PVDF メンブレン上に転写した。メンブレンをブ

ロッキング処理した後、表 2に示す一次抗体を Can Get signal ®Solution 1 (東洋

紡) で希釈し、4 ℃で over night 静置した。次に、メンブレンを Wash buffer 

(0.1 % Tween–20 含有 PBS) にて洗浄の後、二次抗体を Can Get signal® Solution 

2 (東洋紡) で希釈し、1 時間室温にて振盪した。その後、メンブレンを wash 

buffer にて十分に洗浄し、近赤外線蛍光検出装置 ODYSSEY (LI-COR Bioscience, 

Lincoln, NE, USA) にてタンパク質発現を蛍光検出し評価した。用いたブロッキ

ング剤および抗体を表 2 に示す。 
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表 2 Western blot 解析に用いたブロッキング剤および抗体 

 ブロッキング 一次抗体 二次抗体 

VEGF-A 

3% milk blocking 

25 ℃ 15 分 

(和光純薬工業) 

Anti-VEGF antibody 

(ab1316, abcam, 

Cambridge, UK ) 

1/1000  4℃ over night 

Goat anti-Mouse 

IRDye® 

800 CW(LI-COR 

Bioscience) 

1/10000  25℃ 40 分 

 

β-actin 

3% milk blocking 

25 ℃ 15 分 

(和光純薬工業) 

Monoclonal Anti-β

-Actin(AC-15) 

(Sigma Aldrich) 

1/1000   25℃ 120min 

Goat anti-Mouse 

IRDye® 

800 CW(LI-COR 

Bioscience) 

1/10000  25℃ 40 分 

 

 

Ⅲ. MSCｓ を用いた再生骨の血流量の検討 (in vivo)  

1. ビーグル犬を用いた口蓋裂モデルの作製 

3 か月齢の雌イヌ (TOYO ビーグル, 北山ラベス) 1 頭を用いた。ドミトー

ル (日本全薬工業, 福島) 0.04 ml/kg を筋肉内投与にて鎮静後、ソムノペンチル 

(共立製薬, 東京) を等量の生理食塩水に混和した麻酔液 0.5 ml/kg を腹腔内投

与し、全身麻酔を行った。そして、2％ キシロカイン (デンツプライ三金, 東

京) 局所麻酔下にて、左側上顎第三切歯を抜去した。その後、同部位の粘膜を

剥離し、歯槽から口蓋にかけて長さ 10 mm、幅 5 mm の顎裂を歯科用フィッシ

ャーバー (モリタ, 東京) を用いて作製し、縫合糸 (ETICON SILK, ジョンソ

ン・エンド・ジョンソン, 東京) を用いて緊密な縫合を行った。術前および術
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後 3 日間、抗菌薬 (犬猫用バイトリル 2.5 ％, バイエル薬品, 東京) の投与を

行った。約  1 か月の治癒期間を設け、創部が自然治癒しないことを確認した

ものを口蓋裂モデルとした (図 3)。創部の確認は、照射距離、方向、および

照射線量を規格化した X 線写真 (ノンスクリーン型歯科画像診断用 X 線フィル

ム; Kodak Ultra-Speed DF-50, ケアストリームヘルス, 東京) を用いて行った 

(図 4)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

顎裂作製前 (左)と顎裂作製後 (右) 

    顎裂作製前の歯槽部 (左)と顎裂作製後の歯槽部 (右)  
点線 : 顎裂形成部 

 
図 3 作製した顎裂の確認 



22 
 

  

 

 

 

2. MSCs を用いた移植体の作製 

 3 か月齢の雌イヌ (TOYO ビーグル) に、ドミトール (日本全薬工業) 筋肉

内投与にて鎮静後、ソムノペンチル (共立製薬) 腹腔内投与による全身麻酔下

にて、腸骨稜より小宮式穿刺針およびシリンジで骨髄液を吸引採取し、400 U/ml

ヘパリン (持田製薬) を添加した基本培地ダルベッコ変法イーグル培地 

(DMEM; 日水製薬) に 10 ％ FBS (第一化学)、0.24 μl/ml カナマイシン (明治

製菓)、0.5 μl/ml ペニシリン (Sigma Aldrich)、1 mg/ml アムホテリシン B  

(ICN Biomedicals) を含む溶液に一時保存し、次に、採取した骨髄液を含む 

DMEM を 1,000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、上清を取り除き新たな DMEM 

を加え、直径 10 cm の細胞培養シャーレに細胞密度 5 × 105 cells/cm2 となるよ

う播種し、37 ℃、5％ CO2 条件下にて 7 日間培養した。細胞がコンフルエン

トに達した後、0.25 ％ トリプシン (ナカライテスク) と 1 mM EDTA を含む 

PBS を用いて細胞を分散させた後回収し、再度 10 cm の細胞培養シャーレに細

胞密度 5 × 105 cells/cm2 となるように播種した。 

図 4 規格 X 線写真の撮影 
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 MSCs 移植当日に、CAP と培養 MSCs を用いて移植体の調整を行った。180 

mg の CAP を 48 well-dish (FALCON) に入れ、DMEM で 2 回洗浄した。培

養細胞を 0.25 ％ トリプシン (ナカライテスク) と 1 mM EDTA を含む PBS  

を用いて細胞を分散させた後回収し、1,500 rpm で 5 分間遠心分離を行い、cell 

counter にて算出した 1 × 108 個の細胞を 1.5 ml チューブ 4 本に分注した。各

チューブに細胞採取時のビーグル犬前肢より採取した末梢血から分離した血漿

を 200 µl ずつ入れ、ピペッティングを行った。CAP を準備した 24 well-plate 

(FALCON) に移し、ペレットと混合し、移植体とした (図 5)。作製された移植

体は、移植直前まで 37 ℃、5％ CO2 条件下で保管した。 

 

 

 

 

 

 

 

3. レーザードップラー血流計測定のためのガイドの作製 

 3 mm ピンキャッチ式カツラ (TOKYU HANDS, 東京) を歯科用フィッシャ

図 5 移植体の構造 

ペレット状にした細胞 

血漿 
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ーバー (モリタ) を用いて筒状に成形し、1.0 mm サンプラチナ矯正線 (デンツ

プライ三金) を上部に巻き付け蝋着し、2 本のワイヤーの断端がそれぞれ左右

に来るように調整し、これを血流計のガイドとした (図 6 A-C)。ガイドは作

製後、121 ℃、20 分間オートクレーブによる滅菌を行った。 

移植当日に NS シース (アドバンス, 東京) をガイドの底面と一致させて、

歯科用コンポジットレジン (ユニフィルフロー, ジーシー, 東京) を用いて固

定した。レーザードップラー血流計のプローブをガイドに挿入するとガイド上

部より、9.5 mm の高さとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 6B ガイドとシース固

定時の下から見た図 図 6C レーザードップラー血流計プローブと 
     ガイド挿入時の側面観 

サンプラチナ矯正線 1.0 mm 

3 mm ピンキャッチ式カツラ 
 

蝋着 

作製したガイド 

2mm 

ＮＳシース 

7mm 

図 6A  レーザードップラー血流計のガイド作製手順 
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4. 顎裂部への移植 

作製した口蓋裂モデルビーグル犬を実験Ⅲ-1 と同様な手順でドミトール 

(日本全薬工業) 0.04 ml/kg を筋肉内投与にて鎮静後、ソムノペンチル (共立製

薬) を等量の生理食塩水に混和した麻酔液 0.5 ml/kg を腹腔内投与し、全身麻酔

を行った。その後、2 ％ キシロカイン (デンツプライ三金) 局所麻酔下にて、

作製した顎裂部の粘膜を剥離し、骨面を露出した。その後、顎裂の中央にガイ

ドが来るように、ワイヤーの両端をヤングのプライヤーを用いて屈曲し、両隣

在歯に沿わせた。作製した CAP と MSCs からなる移植体を、露出させた顎裂

部に密に充填し、その上からガイドを挿入し、調整した位置で、両隣在歯とコ

ンポジットレジン (ジーシー) にて固定した (図 7)。固定後、粘膜を緊密に縫

合した。術後 7 日間の、抗菌薬 (犬猫用バイトリル 2.5 ％, バイエル薬品) の

投与を行い、術翌日は絶食、術後 2 ヶ月間は軟性食にて管理を行った。 

 

 

 

 

 

 

骨 面 露

出 隣在歯に合わせてガイドの屈曲 

ガイドの位置確認 移植体の埋入 骨面露出 
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4. レーザードップラー血流計を用いた顎裂部の血流測定と X 線写真 

粘膜の治癒を待ち、移植後 3 日目より血流の測定を開始し、15 日目までは 2

日おきに測定を行った。その後は、4 日おきに 2 回測定した。測定開始 30 日

目より 1 週間おきの測定に移行した (図 8)。 

顎裂部における CAP の吸収および骨架橋の形成の評価を行うため、照射距離

および照射線量の一定化により規格化された X 線写真により行った。 

右側(実験側)：CAP+MSCs 
左側(対照側)：CAP のみ 
 

図 7 顎裂部への移植手順 

図 8 レーザードップラー血流計測定時の模式図（断面）と実際測定時の口腔内写真 



27 
 

Ⅳ. 顎骨 MSCs の有用性の検討 

1. 細胞採取と MSCs の抽出および培養 (図 9) 

実験Ⅲ-2 同様の方法で全身麻酔し、さらにキシロカイン (デンツプライ三

金) を用いて顎骨の手術部位を局所麻酔した。骨髄液の採取部位は口腔内から

到達しやすく骨髄腔が広い、ビーグル犬の下顎両側第一大臼歯分岐部歯肉とし

た。同部の頬側歯肉を含めた口腔内をイソジン (明治製菓) で消毒後、骨膜に

達する約 1.5 cm の縦切開を 1 本入れ、剥離子を用いて歯肉と骨膜を同時に切

開線の左右を約 3 mm の範囲を剥離して骨面を露出した。直径 1.8 mm のフィ

ッシャーバー (松風, 京都) を用いて骨面に垂直に皮質骨を穿孔後、穿孔部に

16 G 留置針 (JMS, 広島) を挿入後、内筒を抜去し、10 ml ディスポーザブルシ

リンジ (JMS) を接続し骨髄液を吸引採取した。骨髄液を 400 U/ml ヘパリン 

(持田製薬) を添加した DMEM (Sigma Aldrich) 10 ml の入った 50 ml チュー

ブに採取した。同液を採取した骨髄液が 1 ml の割合となるように調整し、

DMEM 25 ml を含有した 50 ml tissue culture flask (BD biosciences) 内に懸濁し

培養した。培養開始後 7 日目にフラスコに接着していない細胞および血球成

分を除去し新しい培地に交換した。コロニーが確認された後、0.25 ％ トリプシ

ン (ナカライテスク) と 1 mM EDTA を含む PBS を用いて細胞を回収し、10 

cm の細胞培養シャーレに播種した。コンフルエントに到達した後、0.25 ％ ト
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リプシン (ナカライテスク) と 1 mM EDTA を含む PBS を用いて細胞を分散

させた後回収を行い、再度 10 cm の細胞培養シャーレに細胞密度 5 × 105  

cells/cm2 となるよう播種した。腸骨 MSCs (iMSCs) に関しては実験Ⅲ- 2 で採

取した細胞を用いた。実験には iMSCs、顎骨 MSCs (jMSCs) ともに 2 – 6 回継

代した細胞を用いた。 

 

 

  

 

 

 

 

 

2. 骨芽細胞への分化誘導 

実験Ⅰ-3 の方法に準じて行った。 

 

3. 脂肪細胞への分化誘導 

実験Ⅰ-4 の方法に準じて行った。 

図 9 iMSCs (A) と jMSCs (B) の採取およびＰ₁培養 10 日目細胞像 

 

250µm 250µm 
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4. 骨芽細胞分化の評価 

 MSCs の骨芽細胞への分化を評価するために、骨分化誘導前と骨分化誘導後

20 日目に、アルカリフォスファターゼ (ALP) 活性の測定を行った。また、カ

ルシウム沈着量について Ca 定量を行うとともに石灰化沈着物を確認するため、

Alizarin Red 染色を行った。 

1) ALP 活性の測定 

pNPP Alkaline Phosphatase Assay kit colorimetric (AnaSpec Inc., Fremont, CA, 

USA) を用いて ALP 活性の測定を行った。DMEM (Sigma Aldrich) にて 10 日

間培養を行い、コンフルエントに達した細胞の培地を除去し、PBS (日水製薬) 

にて 2 回洗浄後、0.2 ％ TritonX–100 assay buffer (Roche Diagnostics) で 5 分間

室温にて処理し、セルスクレーパーにて細胞の回収を行った。その後、Sonic Vibra 

Cell (Sonic ＆ Materials Inc., Newtown CT, USA) で細胞を粉砕した。得られた抽

出物をマイクロプレートリーダー (Model 550; BIO-RAD) を用い、波長 405 nm

にて得られた発色産物の吸光度を測定した。同様の手順で、ODM にて 20 日間

骨芽細胞分化誘導を行った培養細胞の吸光度も測定した。 

 

2) カルシウム沈着量定量 

DMEM にて 10 日間培養を行い、コンフルエントに達した状態の細胞層の培
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地を吸引し、細胞層を 10 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0) にて洗浄後、10 ％ ギ

酸 (片山化学工業, 大阪) で 30 分間処理し、カルシウムを抽出した。その後、

カルシウム-C テストワコー (和光純薬工業) を用いて、マイクロプレートリー

ダー (Model 550; BIO-RAD) を用い、波長 570 nm における発色産物の吸光度

を測定した。なお、標準曲線の作製には、付属のカルシウム標準液を用いた。

ODM にて 20 日間培養した細胞を回収し、同様の手順を行った。 

3) Alizarin Red 染色 

実験Ⅰ-6 の方法に準じて行った。 

 

5. 脂肪細胞分化の評価 

実験Ⅰ-7 の方法に準じて行った。 

 

6. MSCs の生細胞数および増殖活性の検討 

1) MSCs の生細胞数の測定 

 24-well dish (FALCON) に jMSCs と iMSCs を各 5.0 × 103 個を播種し、

DMEM (Sigma Aldrich) にて 37 ℃、5％ CO2 条件下で培養を行った。培養開始 

2、3、5、7、9 日目に Cell Titer○R  Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega, Madison, WI, USA) を用いた MTS 法によって生細胞数を測定した。
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波長 490 nm における吸光度の測定には、マイクロプレートリーダー 

VERSAmax (Molecular Devices) を用いた。 

  

 2) MSCs の増殖活性 (DNA 合成量) の測定 

 jMSCs と iMSCs を 96 well plate (FALCON) に 1.6 × 103 個となるよう細胞

を播種し、DMEM (Sigma Aldrich) にて培養を行った。培養開始後 2、3、5、7、

9 日目に Cell proliferation ELISA BrdU Kit (Roche Diagnostics) を用いて DNA 合

成量を評価した。培地中に 5–bromo-2-deoxyuridine (BrdU) を添加し、37 ℃で 2 

時間インキュベートした。余剰の BrdU を除去した後、抗 BrdU 抗体を加え、

得られた発色産物の波長 370 nm における吸光度をマイクロプレートリーダー 

VERSAmax (Molecular Devices) を用いて測定した。 

  

7. 各 MSCs における培養日数と継代数の違いによる VEGF-A 遺伝子発現量

の変化 

1) jMSCs と iMSCs の培養日数の違いによる VEGF-A 遺伝子発現量の変化 

jMSCs と iMSCs を 6-well plate (FALCON) に、それぞれ 4.8 × 104 個となる

よう細胞を播種し、37 ℃、5％ CO2 条件下で培養を行った。培養開始 2、6 日

目に Trizol® Reagent (Invitrogen) と RNeasy® Mini Spin Colum (QIAGEN) を
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用いて下層の細胞層より total RNA を抽出した。RNA の定量は分光光度計

BioSpec-nano (島津製作所) を用いて、波長 260 nm の吸光度を測定することに

より行った。次いで、ReverTraAce (東洋紡) および Random primer (東洋紡) を

用いて、1 μg の total RNA から cDNA を合成し、血管新生因子である VEGF-A

の発現について、SYBR Green® Real-time PCR Master Mix (東洋紡) および Lyght 

Cycler ®480Ⅱ (Roche Diagnostics) を用いて遺伝子発現量を解析した。用いたプ

ライマーの配列を表 3 に示す。反応条件は、95 ℃で 15 秒の変性反応と 55 ℃

で 30 秒のアニーリング及び 72 ℃で 10 秒の伸張反応を 1 サイクルに設定

し、45 サイクル行った。 

 

2) jMSCs と iMSCs の継代数の違いによる VEGF-A 遺伝子発現量の変化 

継代数がそれぞれ P1 と P3 の jMSCs と iMSCs を 6-well plate (FALCON) 

に、それぞれ 4.8 × 104 個となるように播種し、37 ℃、5 ％ CO2 条件下で培養

を行った。コンフルエントに到達する培養開始 10、14 日目において、実験Ⅳ- 3 

Gene Sequence (5` → 3`) 

GAPDH forward     GTG AAC CAT GAG AAG TAT GAC AACA 

reverse     GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT 

VEGF-A forward     CCT TGC CTT GCT GCT CTA 

reverse     CAC CAC TTC GTG ATG ATT CTG 

表 3. PCR プライマー塩基配列（イヌ） 
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–1 と同様の方法で、VEGF-A 遺伝子発現量を解析した。 

 

8. 各 MSCs における骨分化誘導が VEGF-A 遺伝子発現に及ぼす影響 

jMSCs と iMSCs を実験Ⅱ-5 と同様の方法にて培養を行い、骨分化誘導によ

る VEGF-A 遺伝子発現量への影響を検討した。 
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結果 

Ⅰ. MSCs の同定 

1. MSCs の表面抗原の解析 

CLP 患者の腸骨骨髄より採取・培養した細胞は、フローサイトメーターによ

る表面抗原解析により、CD 29、CD 44、CD 73 および CD 105 で陽性、CD 34、

CD 45、CD 271、STRO–1 が陰性であることがわかった (図 10-12)。 

 

 

  

 

 

図 1 患者 A のネガティブコント

ロール 

図 2 患者 A のヒストグ

ラム 

図 10 患者 A のヒストグラム 
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図 11 患者 B のヒストグラム 

図 12 患者 C のヒストグラム 
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2. 骨芽細胞への分化 

 Alizarin Red 染色の結果、骨芽細胞分化誘導後に顕著な陽性反応が認められた

（図 13）。 

 

 

 

 

 

3. 脂肪細胞への分化 

脂肪細胞への分化誘導開始 7、14、21 および 28 日目において、Oil Red O 染

色により赤く染色された脂肪滴が確認された (図 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 骨芽細胞分化誘導後の Alizarin Red 染色 

Day 20 N=3 

図 14 脂肪細胞分化誘導前後の Oil Red O 染色 

Day 28 Day 7 Day 14  
 

Day 21  
 

100 μm 

N=3 
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3. 軟骨細胞への分化 

軟骨細胞への分化誘導開始 28 日目において、Toluidine Blue 染色にて青く染

色された軟骨基質が確認された (図 15)。 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅱ. MSCs と HUVEC を用いた血管新生 

1. MSCs と HUVEC の共培養における生細胞の変化 

MSCs と HUVEC の cocluture 群において、培養開始 3 日目より管腔様構造

が認められた。その後も、複数の管腔様構造の連なりが認められた（図 16）。 

一方、HUVEC に VEGF を添加した群と HUVEC の monoculture 群におい

ては、明確な管腔様構造の形成は認められなかった。 

 

 

100 μm 

図 15 軟骨細胞分化誘導後の Toluidine Blue 染色 

N=3 
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2. MSCs と HUVEC の共培養における生細胞数の変化 

培養 3 日目の細胞像では、MSCs、HUVEC ともに indirect coculture 群では

顕著な細胞増殖が認められた (図 17)。一方、direct coculture 群では、HUVEC 形

状を呈する細胞は認められず、紡錘形の細胞が多くを占め、管腔様構造を呈し

た。Monoculture 群では、同様の変化は認められなかった。MSCs と HUVEC の

生細胞数は、indirect coculture 群において、monoculture 群に比較して、有意に

高い増加が認められた。一方、direct coculture 群では indirect coculture 群ほど高

い増加は認められなかった (図 18)。 

 

 

HUVEC  monoculture HUVEC  MSC coculture HUVEC  40 ng/ml VEGF 

2 days 

3 days 

4 days 

200 μm 図 16 培養開始 2、3 および 4 日目における蛍光顕微鏡細胞培養像 
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HUVEC monoculture 

HUVEC insert with MSCs   MSCs insert with HUVEC MSCs HUVEC direct coculture 

MSCs monoculture 

図 18 培養条件の違いによる MSCs と HUVEC の生細胞数の変化 

N=3 

** p<0.01 

*p<0.05 
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図 17 培養 3 日目の細胞像 
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3. MSCs と HUVEC の共培養における血管新生関連遺伝子発現量の 

経日的変化 

1) MSCs と HUVEC の共培養における VEGF-A 遺伝子発現量の変化 

MSCs と HUVEC の共培養により、培養開始 3 日目および 7 日目の MSCs

における  VEGF-A 遺伝子発現は  monoculture と比較して有意に亢進し、

HUVEC における VEGF-A 遺伝子発現は monoculture と比較して有意な亢進は

認められなかった。(図 19)。 
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図 19 MSCs と HUVEC における VEGF-A 遺伝子発現量の変化 
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2) MSCs と HUVEC の共培養における MMP-2 遺伝子発現量の変化 

  HUVEC の  MSCs との  indirect coculture を行うことにより、7 日目の

HUVECにおけるMMP-2 遺伝子発現は monoculture と比較して有意に亢進した。 

一方、3 日目および 7 日目の HUVEC における MMP-2 遺伝子発現は monoculture 

と比較して有意に抑制した(図 20)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 20 MSCs と HUVEC における MMP-2 遺伝子発現量の変化 
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3）MSCs と HUVEC の共培養における MMP-9 遺伝子発現量の変化 

HUVEC と MSCs との indirect coculture を行うことにより、3 日目および 7 日

目の HUVEC における MMP-2 遺伝子発現は monoculture と比較し、有意に亢

進した 。一方、3 日目および 7 日目の MSCs における MMP-2 遺伝子発現は

monoculture と比較し、有意に抑制された 。(図 21) 
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図 21 MSCs と HUVEC における MMP-9 遺伝子発現量の変化 
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3）MSCs と HUVEC の共培養における PECAM-1 遺伝子発現量の変化 

HUVEC と MSCs との indirect coculture を行うことにより、3 日目における

HUVEC の PECAM-1 遺伝子発現は monoculture と比較して有意に抑制され、7

日目における PECAM-1 遺伝子発現は monoculture と比較して有意に亢進した。

一方、3 日目および 7 日目の  MSCs における  PECAM-1 遺伝子発現は

monoculture と比較し、有意に抑制された (図 22)。 
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図 22 MSCs と HUVEC における PECAM-1 遺伝子発現量の変化 
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4. MSC s における骨分化誘導が遺伝子発現とタンパク質発現に及ぼす影響 

MSCs 培養開始 20 日後の Alizarin Red 染色において、骨分化が確認された 

(図 23)。また、骨分化誘導した MSCs では、VEGF-A の遺伝子発現は、有意に

低下した (図 24）。さらに、ウエスタンブロット解析により VEGF-A のタンパ

ク質発現が減少することが示された (図 25)。 
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図 23 骨分化誘導開始後 20 日目の Arizarin Red 染色 
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Ⅲ. MSCs を用いた再生骨血流量 

1. ビーグル犬を用いた口蓋裂モデル (図 26） 

顎裂形成後 1 か月目の評価において、両側の創部ともに自然治癒が生じてい

ないことが X 線写真により確認された (図 27）。また口腔内に炎症所見は認め

られなかった。 
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 図 25 骨分化誘導による VEGF-A 蛋白発現の変化 
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図 26 顎裂作製直後の口腔内写真 
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2. 移植後のビーグル犬の体重変化 

 移植後、ビーグル犬の著名な体重変化は認められなかった (図 28）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 顎裂作製後 1 か月目の評価 
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3. レーザードップラー血流計を用いた移植後の血流量の変化  

 実験側、対照側ともに 3 日目、5 日目ではほぼ血流は計測されず、7 日目に

両側ともに血流が認められ、実験側は 9 日目にピークを迎えた。一方、対照側

は 11 日目にピークを迎えた。その後、両側ともに血流は減少したが、実験側

では著しい血流の減少が起こり、MSCs を用いた実験側では、対照側と比較し

て計測部における血流の回復と減少が早いことが示された。その後、血流は、

実験側は移植後 23 日目より、対照側は移植後 47 日目よりともにプラトーと

なったが、実験側においては移植後 54 日目より再び血流の増加が認められた 

(図 29)。 
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4. X 線写真による評価 

X 線写真による評価では、移植直後において、実験側、対照側ともに移植体

が緊密に充填されているのが確認された (図 30)。移植 1 週後より、実験側で

は既存骨との境界に透過像が出現した。2 週後には実験側では透過像が広がり、

対照側においても透過像が認められるようになった。移植 3 週後、4 週後およ

び 5 週後には実験側では顎裂部の鼻腔側底面に不透過像が出現し、骨化が開始

した様子が観察された。一方、対照側ではさらに透過像が広がり、CAP 顆粒の

存在が確認された。実験側において移植 8 週後には歯冠側に明らかな骨架橋が

認められた (図 31，32)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 移植前 (右側) と移植直後 (左側) における X 線写真 

実験側 対照側 
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移植 1 週 移植  2 週 移植  3 週 移植 4 週後 

図 31 移植後 1 – 4 週の X 線写真 上段：実験側 下段：対照側 

移植 5 週 移植  6 週 移植  7 週 移植  8 週

図 32 移植後 5 – 8 週の X 線写真 上段：実験側 下段：対照側 
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Ⅳ．jMSCs の有用性 

1. 骨芽細胞への分化 

jMSCs、iMSCs ともに骨芽細胞分化誘導前と比較し、誘導後に ALP 染色によ

り陽性顆粒が多く認められ (図 33) 、ALP 活性が有意に増加したことが確認さ

れた (図 34)。また、jMSCs、iMSCs ともに Ca 沈着量においても骨芽細胞分化

誘導後に有意な上昇を認めた (図 35)。さらに、jMSCs と iMSCs ともに Alizarin 

Red 染色の結果、骨芽細胞分化誘導後に顕著な陽性反応が認められた (図 36)。 
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図 33 骨分化誘導前後の ALP 染色 
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2．脂肪細胞への分化 

 jMSCs、iMSCs ともに、脂肪分化誘導開始 28 日において、Oil Red O 染色に

より赤く染色された脂肪滴が確認された (図 37)。 
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図 37 脂肪細胞分化誘導前後の Oil Red O 染色 
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図 36 骨分化誘導前後の Alizarin Red 染色 
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3．MSCs の生存数および増殖活性 

 MTS assay の結果より、培養開始後 7 日目までは、jMSCs、 iMSCs 共に増加

し、生細胞数に有意な差は認められなかった (図 38)。jMSCs と iMSCs の増殖

活性は、5 日目まで有意差なく共に亢進傾向を認め、7 日目に iMSCs が jMSCs

と比較すると有意に高い値となった (図 39)。 
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4．jMSCs と iMSCs における培養日数と継代数の違いが VEGF-A 遺伝子発現

に及ぼす影響 

培養日数による VEGF-A 遺伝子発現量は jMSCs、iMSCs ともに増加し、

jMSCs においては 2 日と 6 日において有意な差が認められた (図 40)。また、

jMSCs は、継代数の違いによる VEGF-A 遺伝子発現量の有意差は認められなか

ったが、iMSCs は、10日目においてP１と比較してP3 が有意に増加した (図 41)。 
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図 41 継代数の違いによる VEGF-A 遺伝子発現の変化 
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5. jMSCs と iMSCs において骨分化誘導が VEGF-A 遺伝子発現とタンパク質

発現に及ぼす影響 

jMSCs において、骨分化誘導によって VEGF-A 遺伝子発現は、有意に抑制さ

れた。一方、iMSCs においては、骨分化誘導によって VEGF-A 遺伝子発現に有

意な変化は認められなかった (図 42)。 
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図 42  骨分化誘導前後の VEGF-A 発現量の変化 
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考察 

MSCs は、骨髄から採取され、プラスチック容器に接着するものと定義され

ているが、その培養において細胞は不均質であり、様々な分化段階の前駆細胞

も含まれることが示唆されている[41, 42]。In vitro では、MSCs は軟骨・骨・脂

肪・骨髄間質細胞への分化能を有している[43]が、線維芽細胞にも同様の性質を

呈するものが存在するため、自己複製能と多分化能を持つ MSCs のみを単離で

きたことを確実に確認する手段が未だ存在しない。現在、広く行われているの

は、細胞表面抗原を確認する方法である。MSCs に特異的ではないが、造血幹

細胞の表面マーカーである CD 45、血管内皮細胞の表面マーカーである CD 34 

は陰性、CD 90、CD 105、CD 73 、CD 63、STRO–1 は陽性とされる[44, 45]。今

回、解析を行った 3 名の CLP 患者においても、これまで報告されている通り、

CD 45 と CD 34 はともに陰性で、CD 73、CD 105 で陽性であった。他に今回陽

性であった CD 29[46, 47]や、CD 44[48]に関しても MSCs のマーカーとして報

告されている。 以上のことより、本実験で採取した細胞は MSCs であると言え

る。また、CD 271 は、上皮系幹細胞のマーカーとして報告されており、MSCs に

おいては第 4 継代まで発現が維持されるとの報告があり[49]、また STRO–1 は、

MSCs を骨髄から採取した場合は 65 ％ が陽性、臍帯血より採取した場合は 

25 ％ が陽性との報告[48] があるが、今回解析した 3 名の MSCs いずれにお
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いても、陰性であった。STRO–1 は赤血球前駆細胞においても発現が確認され

ており、in vivo 実験において STRO–1 陽性 MSCs を移植しても、生着の亢進

は認められなかったとの報告がある[50]。このように表面抗原によりソーティン

グされた MSCs は、様々な特徴を有しており、さらに継代数や培養環境により

表面抗原や性質が変化することが示唆されている[51]。将来的に血管新生に有利

な MSCs、骨芽細胞分化に有利な MSCs など、より多くの表面抗原によるソーテ

ィングされることが出来れば、さらに骨再生に有利に機能する移植体を作製で

きる可能性があると考えられた。 

 近年、MSCs と HUVEC の共培養による報告は多い。Leszczynska[52] らは、

HUVEC と MSCs を 4：1 の割合で培養すると、CD 31 陽性である HUVEC に

より管腔様構造を形成したと報告した。また Rouwkema ら[53]は、MSCs は、

HUVEC の血管新生や新生した血管の安定化に優位に働いていると述べている。

予 備 実 験 に お い て 、 I n  V i t r o  A n g i o g e n e s i s  A s s a y  K i t  ( 

Cayman) を用いて、Extracellular Matrix Gel 上で MSCs と HUVEC の共培養を

行い、培養開始 1 日目に管腔構造が形成されたが、HUVEC のみ培養した場合

は形成されなかった。しかし、期間を延長して本法で培養すると HUVEC がゲ

ル上で小塊を形成してしまい、管腔様構造を確認することは困難であった。そ

こで、ゲルのコーティングを必要としない共培養に関する報告[52]を参考に実験
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を行うこととした。通常、HUVEC はコラーゲンまたは fibrin clot でコートした

ディッシュ上で成長因子を添加し培養することにより、数日後に管腔が形成さ

れる。本研究では、コーティングしていないディッシュ上で HUVEC 単独培養、

MSCs と HUVEC の共培養、および 40 ng/ml VEGF 存在下で HUVEC 単独培

養した場合の生細胞形態の観察を行った。VEGF の濃度は、Aguirre [54] らの実

験を参考にした。本文献では、Matrigel (Sigma) を培地と 1：1 で混合したもの

をコーティング後、血管内皮細胞前駆細胞と（EPC）と MSCs にそれぞれ VEGF 

を 40 ng/ml 添加した群は共に管腔様構造を形成し、さらに共培養した群では、

成長因子を添加することなく、40 ng/ml の VEGF を添加した群の 2 倍の管腔

様構造を形成したと述べている。本実験では、蛍光標識された HUVEC のみ観

察すると MSCs との direct coculture 群では、HUVEC の増加はほぼ認められず、

3 日目より管腔様構造を形成し、その後も複数の管腔様構造が形成された。一

方、HUVEC 単独培養における VEGF 添加/非添加群では、いずれも 9 日目に

おいても管腔様構造は認められなかった。このことより、MSCs は細胞外マト

リックスの存在しない状態で、早期の管腔様構造構築に何らかの影響を与えて

いることが示唆された。また、実験 Ⅱ－2 の HUVEC insert with MSCs 群では、

3 日目の管腔様構造は確認されなかった。生細胞数は、indirect coculture を行う

ことにより両細胞とも有意に増加したが、HUVEC の生細胞数はどの群におい



59 
 

ても MSCs と比較して明らかに少なかった。その理由として、今回共培養を行

うにあたり、HUVEC に対する MSCs の影響を検討する目的から、HUVEC の

培養に通常用いられる成長因子を添加しなかったため、HUVEC の接着、増殖

能が低下したためと考えられる。Bidarra ら[55] は共培養を行うにあたり、4 種

類のメディウム (monoculture に用いるメディウム 2 種、それぞれを 1：1 で混

合したもの、Iscove's Modified Dulbecco's Medium) を用いて、代謝活性とタンパ

ク質産生量と細胞の動態についての比較検討を行い、それぞれの項目において

最適な培地が異なっていたと述べており、培地に関しては今後、条件検討が必

要である。また、これまでの共培養についての報告[55] では HUVEC と MSCs 

の indirect coculture と direct coculture いずれもMSCs のアポトーシスが有意に

抑制されると述べている。また、Wang ら[56] は、MSCs 培地の上清が HUVEC 

の増殖を促進し、HUVEC 培地の上清が MSCs の増殖を促進すると述べている。

本実験では、direct coculture 群では、indirect coculture 群ほど両細胞の増殖が亢

進していないが、これは細胞同士が直接コンタクトすることにより、増殖より

も分化が活性化されたためと考えられる。実験Ⅱ-3 においては、monoculture 群

と indirect coculture 群の遺伝子発現の比較を行った。MSCs において、monocu 

lture 群と比較して、coculture 群で VEGF-A 遺伝子発現が有意に増加したことに

より、coculture を行うことで HUVEC が産生する液性因子が MSCs の VEGF-A
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遺伝子発現を亢進させる可能性が示唆された。HUVEC において、monoculture 群

と比較して、coculture 群で MMP - 2、MMP – 9 遺伝子発現が有意に増加したこ

とより、coculture を行うことで、MSCs が産生する液性因子が、HUVEC の MMP 

- 2、MMP – 9 遺伝子発現を亢進させる可能性が示唆された。また、MSCs にお

いて、monoculture 群と比較して、coculture 群の MMP – 2 、MMP – 9 遺伝子発

現が有意に減少したのは、HUVEC によるこれらの因子の産生が増加したことに

より、MSCs による MMP – 2、MMP – 9 遺伝子発現に対して抑制的に働いたた

めと考えられる。 HUVEC における PECAM-1 の遺伝子発現は、培養開始 3 日

目で monoculture 群が coculture 群と比較して有意に亢進したものの、7 日目には

有意に低下したのは、この接着タンパクが、サブコンフルエントの HUVEC 表

面に分散して発現するが、細胞同士が接触するようになると非接触部分には発

現されず、接触面に強く発現するという性質がある[57] ためと考える。これま

でに、EPC と MSCs との direct coculture により、monoculture と比較して、

PECAM - 1、MMP - 9 が有意に増加したとの報告[54]があるが、いずれの

monoculture 群と比較したのか記載はされていない。また、この実験においては

VEGF-A の遺伝子発現には有意差が認められなかったと述べられている。 

本実験ではこれに加え、MMP – 9 同様に、血管新生において既存血管を裏打

ちしている基底膜を構成するⅣ型コラーゲンを分解するゼラチナーゼ群である
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MMP – 2 についても検討を行った。本実験結果より、coculture を行うことによ

り、VEGF-A などの血管新生促進因子が増加する一方、HUVEC が何らかの液

性因子の誘導を介して MMP - 2、MMP - 9 を多く産生し、基底膜の分解を促進す

る可能性が示唆された。生体内で移植された MSCs の多くは CAP と混在されて

おり、レシピエント側の HUVEC と direct または indirect な関係で存在している

と考えられる。今後は、direct coculture による培養後、フローサイトメーターに

よりセルソートを行い、さらに他の血管新生因子についても網羅的検討する必

要がある。近年、direct coculture を行い、フローサイトメーターを用いて、CD31

陽性細胞を HUVEC としてセルソートした報告[52]もなされている。実験 Ⅱ - 

4 において、骨分化誘導により、VEGF-A 遺伝子発現とタンパク質発現の減少

が認められたことにより、未分化な MSCs の方が血管新生に関して、優位に働

く可能性が示唆された。Agata ら[58]は、MSCs を骨分化誘導して移植する方が、

非誘導の MSCs を移植するよりも in vivo での骨形成能が高いことを報告する一

方、Ikeda ら[59]は、骨分化誘導を行った細胞の移植は in vivo での異所性骨化を

認め、未分化状態の細胞を移植しても異所化は認めなかったと述べている。ま

た、成長の旺盛な時期に未分化 MSCs の移植を行うと、骨分化誘導した MSCs 

を移植するよりも骨再生量が多いとの報告もある[60]。このことからも、骨形成

が起こるだけではなく、既存骨と同様な骨代謝を有する骨の再生が重要である
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と考えられる。そのためには、骨形成に先立つ血管網の再構築が必要となるた

め、血管新生に関与する VEGF - A を多く産生する未分化な MSCs を利用する

ことは意義があると考えらえる。 

一般的な骨再生過程では、結合組織が形成された部分に血管が侵入し、栄養

と酸素の供給が整った時点で、宿主由来の MSCs から骨芽細胞への分化、増殖、

ならびに類骨の形成と石灰化の誘導が行われる[61]。また、近年の臨床研究にお

いて MSCs は炎症部位や組織傷害部位に集積する性質があり、移植後の生着促

進、造血系再構築、免疫抑制作用に寄与しているとの報告がある[38]。MSCs の

移植後の局在を検討した報告によると、MSCs は移植後経時的に減少することは

明らかである[62-64]。Oshima ら[62]はラット骨軟骨性の欠損に移植した MSCs

のおよそ 40 ％が 4 週間まで残存したと述べ、Leiker ら[63]はブタ心臓に移植し

た MSCs のおよそ 1.7％が 2 週間まで残存したと報告している。以上のことを踏

まえると、移植した多くの MSCs が早期の段階で組織形成に何らかの影響を与

えていると考えられる。本実験では、作製したガイドとレーザードップラー血

流計を使用することにより、ガイドの固定が困難な口腔内において、毎回同じ

部位を安定して測定することが可能であった。使用した血流計は、ALF21(アド

バンス)であり、原理としては、半導体レーザー波長 780nm のレーザー光が移動

する赤血球に当たると、ドップラー偏位を呈する。その偏位したレーザー光を
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感受し、電圧として換算することにより測定値を算出し、生体組織の血流情報

を得ることができるものである。 算出の式を以下に示す。 

 

血流速度成分（Velocity）：照射した光の周波数変調 

組織血流量（Flow）に相当する赤血球量成分（Mass）：変調成分の光量（パワー 

スペクトルの積分値） 

 

組織血流量（Flow）＝赤血球量成分（Mass）×血流速度成分（Velocity） 

これまで、レーザードップラー血流計を用いた骨の血流計測に関する報告は少

なく、その多くが骨折の治癒過程における血流変化の観察である[65-67]。口腔

内では歯髄の血流を測定した報告が多く、青木[68]は、ビーグル犬顎裂モデルを

用い、上顎歯槽骨延長術が移植骨片内の歯髄血流量に及ぼす影響をレーザード

ップラー血流計により測定し、上顎歯における歯髄の血流は、上歯槽動脈によ

り周辺部歯槽骨を経由して供給されていることから、歯髄の血流量回復は周辺

骨組織の回復を評価するパラメーターになると考察を加えている。 

一般的に、血流量とは 1 つの血管のある断面を単位時間に通過する血液の容積

のことであり、断面積を S とすると血流量 Q は血流速度 V と、断面積 S の積で

あるⅤ・S となる。Q の値は、太い血管では V が小さくなり、細い血管では大



64 
 

きくなるため一定となると言われており、組織の血流量は血管数に依存すると

考えられることから、本実験での移植部におけるける血流量が、新生血管の評

価として用いることが出来ると考える。 

 再生骨血管新生に関する Lexer[69] による報告では、骨の再生には必ず局所充

血の存在が必要であり、これによって移植骨への新生血管の侵入と早期の栄養

供給が行われ、骨修復機転完了後には、移植骨内の血管はその数および大きさ

ともに減少するとされる。また、Kiehn ら[70] は、マウス背部皮下に煮沸自家腸

骨骨片移植を行うと、血管は骨に集中するが、骨内には侵入せず、15 日後には

充血は著明となって、骨周辺部より新生血管に包囲されると述べている。さら

に、道岡[71] は、犬の下肢に自家海綿骨移植を行ったところ、X 線所見にて、

移植 7 日目で移植骨と移植床間の肉芽組織形成により明瞭な空隙ができ、微細

血管の発生が認められ、移植後 25 日には、空隙が不鮮明となり、肉芽組織の

骨化が認められたことを明らかにしている。そして、南部[72] は、ウサギに下

顎骨下縁に骨欠損を作製し、人工材料であるハイドロキシアパタイトを移植し

たところ、 7 日目に旺盛な新生血管が認められたと報告している。本実験では、

移植 3 日目より血流の測定を開始したが、3 日目および 5 日目において血流はほ

ぼ計測されず、実験側と対照側において南部の報告と同様に、7 日目において

血流の回復が認められた。また、道岡の報告と同様に、移植  7 日目において、
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X 線写真上で移植骨と移植床間に明瞭な空隙が形成された。その後も実験側で

は、透過像が増加し、不透過性の CAP が徐々に吸収されている様子がうかがえ

た。歯冠側にも透過性の像が拡大し始める移植 7 週後には、再び血流が増加し

た。一方、対照側は、移植 3 週後より徐々に透過像は増すものの、CAP は吸収

されず残存しているものと思われた。また、移植 5 週後から 7 週後において、

血流の変化は認められなかった。以上のことより、実験側では、対照側と比較

して、速やかな CAP の吸収とそれにかわる骨組織の再生が確認され、再生骨の

成熟度に明らかな差が認められた。このことから、実験側においては、通常の

骨再生に加え、破骨細胞による移植体の吸収とそれに続く骨形成が生じている

ことが推察される。すなわち、通常では線維性骨形成後に起こるはずの骨吸収

が、実験側では CAP の吸収とともに早期に生じ、これに伴い成熟骨が迅速に形

成されたものと考えられる。本実験は、最初、ビーグル犬の顎裂部に位置する

第 3 側切歯を再植歯し、ガイドして用いていたが、この場合、ガイドが動きや

すく固定用のワイヤー自体が外れることも多く、特に、一度脱離した実験側に

おいて、血流は大きな値を示し、プラトーに達することはなかった。この場合、

再生した組織は、ほぼ肉芽組織であった。一方、脱離せずに測定できた対照側

において血流は、一度プラトーに達し、測定 3 ヶ月の時点では、増加は認めな

かったものの、顎裂部底部に骨再生が生じていた。以上のことから、再生骨が
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出来る前の肉芽組織で血管新生が旺盛になり血流が増加し、骨再生が進行する

のに伴い、新生された血管が減少すると考えられる。本実験において、実験側

で移植 7 週後に再び血流が増加するのは、再生部にハーバース管のような太い

血管が伸びてきた可能性が考えられる。今後は、血流の変化が実際の組織変化

とリンクしていることを確認するために、組織学的観察を行う必要がある。 

  顎骨 MSCs は、腸骨 MSCs 同様に多分化能を有し、VEGF-A 産生能を有してい

た。我々の実験では、顎骨 MSCs は、採取・培養において、腸骨 MSCs と比較

し、成功率が低く、ビーグル犬の顎裂移植実験に必要な細胞数まで増殖できた

のは、十数回採取したうちの 2 回だけであった。採取・培養方法が確立されれ

ば、腸骨に代わる移植材料となり得ると考える。採取部位も口腔内であるのた

め、我々歯科医師による局所麻酔下での施術が可能であり、腸骨骨髄穿刺と比

較して、より簡便であると思われる。現在、再生医学の進歩は目覚ましく、歯

槽骨と軟組織に対してコラーゲンや PLGA、VEGF や FGF などを用いた組織再

生を用いた取り組みが多くなされ[73]、少数ではあるが MSCs を担体とともに顎

裂部に移植した報告[74, 75]もなされている。 

今後はさらなる研究を進め、骨再生治療の臨床応用を成し遂げることにより、

CLP 患者の治療の負担を軽減できることはきわめて大きな意義を持つと考えら

れる。 
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総括 

我々は、 CLP 患者への腸骨移植に伴う外科的侵襲の低減を目的として、CAP 

と MSCs を用いた骨再生治療について検討を行った。本研究では特に骨再生に

必須である血管新生に着目し、in vitro では 3 名の CLP 患者より採取した 

MSCs を用いて、in vivo ではビーグル犬顎裂モデルを用いて、MSCs の血管新

生における影響について一連の検討を行い、以下の結果を得た。 

1.  3 名 CLP 患者より採取した 細胞は、CD 29、CD 44、CD 73、CD 105 陽性

であり、CD 34、CD 45、CD 271、STRO - 1 陰性であった。また、それらの

細胞は、骨分化能、脂肪分化能、軟骨分化能を有した。以上のことから、本

実験で採取した細胞は MSCs である。 

2. MSCs と HUVEC を共培養した群は、HUVEC 単独培養群と比較して、早期

に管腔構造を呈し、その後も複数の管腔の連なりが確認された。また、MSCs 

と HUVEC を共培養した群は、MSCs 単独培養群における VEGF - A、

HUVEC 単独培養群における MMP – 2、MMP - 9、PECAM - 1 の遺伝子発現

と比較して、有意に亢進した。そして、MSCs において、骨分化誘導により、

VEGF – A の遺伝子発現は、有意に抑制され、VEGF – A のタンパク質発現

は減少した。以上のことから、MSCs は血管新生において有意に働いている

ことが示唆された。 
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3．ビーグル犬顎裂モデルにおける骨再生部の血流量について、実験群 (MSCs 

+CAP)は、対照群 (CAP のみ)と比較して、初期血流の回復・減少、それに続

く血流量の増加が早期に見られた。 

    

以上の結果より、MSCs は、直接的に HUVEC による血管新生に影響を及ぼ

すとともに HUVEC にパラクライン的に作用して血管新生因子の産生を亢進

させる可能性が示唆された。また、移植部において、血管新生を亢進し、初期

血流量が増加し、それに伴い運ばれた破骨細胞により、CAP が吸収され、早期

に骨形成がおこると考えられた。 

 これらのことより、本術式が CLP 患者の顎裂部の骨再生に有用であることが

明確に示され、臨床応用の可能性が強く示唆された。 
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