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【目　的】

　細胞治療は骨再建・再生を低侵襲で効率良く行うた
めに有用である。近年、脂肪組織に含まれる体性幹細
胞 Adipose derived stem cells（ADSCs）が骨形成細胞、

軟骨形成細胞、脂肪細胞に分化することが報告されて
いる。歯科口腔外科学講座では、低侵襲骨再生を目指
した細胞移植方法を開発するために、ADSCs の静脈
投与が骨創治癒に与える影響に関しての検討を行って
おり、これまで ADSCs を静脈内投与すると骨欠損部
の新生骨形成が旺盛になることを明らかにした。また
ADSCs の静脈内投与による細胞の骨創局所への分布
を検討したところ、新生骨形成部において ADSCs の
局在が確認され新生骨形成に直接的に関与しているこ
とを明らかにした。さらに投与した細胞は直接的に骨
形成や血管形成に関与し骨創治癒を促進しているこ
とを示唆する結果を得ている。しかし、静脈内投与
した ADSCs が骨の障害部位に集簇するメカニズムは
依然不明のままである。そのため、静脈内投与した
ADSCs が骨の障害部位に遊走し集積するメカニズム
を解明し、その機能分化を検討することは細胞投与の
条件を決定する根拠となると考えられる。そのため、
本研究は ADSCs を骨再生部へ遊走させる因子を検索
し、その関連性を明らかにすることを目的とした。

【方　法】

　研究１：骨欠損形成部位への幹細胞動員因子の検討
ラット頭頂骨に骨欠損を形成し F344 ラット由来
ADSCs の静脈内投与を骨欠損形成３日目に行った。
評価は静脈内投与後 1 週および 2 週目に行った。ラッ
ト頭頂部に形成した骨欠損部での HMGB1、SDF-1、
HIF-1、PDGFR- αの局在を経時的に免疫組織学的に
検討した。コントロールは ADSCs の静脈内投与を行
わないものとした。
　研究２：ADSCs の幹細胞動員因子発現に関する検
討
培養 ADSCs および骨髄由来間様系幹細胞（BMSC）
の PDGFR- α、CXCR4 および SDF-1 の免疫組織染
色を行った。さらに、培養 ADSCs および BMSC の
CXCR4、SDF-1(CXCL12) の遺伝子発現を RT-PCR 法
により検討した。

【結　果】

　組織学的検討では ADSCs 静脈投与群は対照群と比
較して骨欠損形成 1 週目、2 週目において新生骨形成
は旺盛であった。骨欠損形成部位への幹細胞動員因
子の検討では、HMGB-1 は手術後 1 週目には ADSCs
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静脈投与群および対照群とも皮下および骨欠損形成
部に陽性部を認めたが両者に差は見られなかった。2
週目には ADSCs 静脈投与群では陽性部が見られな
かったが、対照群では骨欠損部に陽性部が見られた。
PDGFR- α陽性細胞は手術後 1 週目および 2 週目には
ADSCs 静脈投与群および対照群ともに新生骨形成部、
骨欠損形成部および皮下に多数見られた。HIF-1 に関
しては、手術後 1 週では ADSCs 静脈投与群は対照群
に比較して骨欠損部の広い範囲で陽性細胞がみられ
た。手術後 2 週目には骨欠損部の HIF-1 陽性細胞は 1
週目に比較して多く認められ、ADSCs 静脈投与群お
よび対照群に明らかな差はみられなかった。SDF-1 に
関しては手術後 1 週目では新生骨形成部および骨欠損
形成部の血管周囲に多数の陽性細胞が見られた。2 週
目では SDF1 陽性細胞は両群ともに骨欠損形成部の血
管周囲に認められたが 1 週目と比較して陽性細胞数は
減少していた。CXCR4 に関しては手術後 1 週目には
陽性細胞が骨形成部および骨欠損形成部に見られた
が対照群は ADSCs 静脈投与群に比較して陽性細胞数
が多数見られた。2 週目にはこの傾向はさらに顕著で
あった。
　培養細胞の幹細胞動員因子発現に関する検討で
は、免疫組織化学では PDGFR- αおよび SDF-1 に関
して ADSCs は BMSC と同様に強陽性に染色された
が、CXCR4 では ADSCs は BMSC に比較して弱陽性
であった。RT-PCR 法では SDF-1 は ADSCs、BMSCs

同様に発現がみられたが、CXCR4 の発現は BMSCs

のみにみられた（写真 1）。以上の結果から SDF-1 は
ADSCs、BMSCs 同様に発現がみられるが、CXCR4 の
発現は両者で差があることが示された。

写真 1　RT-PCR の結果．
　Lane 1-4: CXCR4 (99bp).　Lane 5-8: SDF-1 (99bp). 
　Lane 9-12: GAPDH (116bp).
　CXCR4 の発現は BMSCs のみにみられ（矢印）、
SDF-1 は ADSCs、BMSCs 同様に発現がみられた。レー
ン 1，5，9 はネガティブコントロール。レーン M は
DNA マーカーを示す。

 【考　察】

　High mobility group box 1（HMGB1）は、強い PDG-

FR- α陽性骨髄間葉系幹細胞遊走活性を有することが
知られている。HMGB1 は障害部位や炎症部位で放出
されることが知られており損傷組織再生に関与して
いることが示唆されている。今回の免疫組織化学の
結果から、骨創への ADSCs の集蔟する機構は、骨創
部における HMGB1 の発現が PDGFR- α陽性細胞で
ある ADSCs を遊走させたことが示唆された。また、
CXCR4 のリガンドである SDF-1 は骨折部位での遺伝
子発現が高いことが知られており、異所性骨化部位、
骨折部や骨再生部位に骨形成前駆細胞 (OPC) を集積
させ骨芽細胞を供給していることが示唆されている。
この OPC は骨髄由来の CXCR4 陽性細胞であること
が知られている。このことから、ADSCs の静脈内投
与においても同様の機構が作用しているのではないか
との仮説に基づき研究を行った。しかし、免疫組織化
学および遺伝子発現の検討から、静脈内投与を行った
ADSCs が骨欠損部に集蔟する機序において CXCR4/

SDF-1 の関与には疑問が生じる結果となった。SDF-1
の受容体である CXCR4 はおもに骨髄に存在する造血
幹細胞や末梢血中の白血球において発現が認められる
ことから、今回は BMSCs にその成分が多く含まれて
いることが影響した可能性が考えられる。
　SDF-1/CXCR4 システムは血管傷害後の新生内膜形
成、血管新生に寄与していることや、CXCR4 の発現
が亢進された場合に、より効果的に血管新生が誘導さ
れることが明らかになっている。今後は本研究で検討
した遺伝子の発現量の検討、CXCR4 発現を誘導する
因子、また、HIF-1 との関連性や PDGF- α、HMGB-1
等について、さらに検討していく必要があると考えら
れた。
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