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内 容 の 要 旨

　【緒　　言】
　ヒト臍帯血管周囲細胞（HUCPVC）は，医療廃棄物である臍帯から採取されるため倫理的制約がないことや，収穫し
た時のコロニー形成ユニット線維芽細胞が骨髄由来の未分化間葉系幹細胞（MSC）より遥かに高いことから再生医療の
ためのMSCの代替細胞として注目されている．本研究は，未分化胚性幹細胞，人工多能性幹細胞，骨芽細胞や象牙芽細
胞などの硬組織形成細胞にアルカリホスファターゼ（ALP）が高発現していることに注目し，ALP 陽性 HUCPVC（ALP
（+）-HUCPVC）を作成して，その特性を評価した．
　【材料と方法】
　HUCPVC に活性型ビタミン D3（VD），トランスフォーミング成長因子ベータ 1（TGF-β1），骨形成タンパク質 2
（BMP2），BMPシグナル伝達阻害剤である LDN-193189（LDN），TGF-β受容体阻害剤である SB431542 （SB）を様々な組
み合わせで添加し培養 7日目にALP 活性測定を行ってALP（+）-HUCPVC に誘導するための至適条件を決定した．至適
条件下でHUCPVC を培養し，ALP 染色，定量 PCR（qPCR）によるALP 遺伝子発現の測定，エラスチンとフィブリリ
ン 1抗体を用いた免疫染色を行って，ALP（+）-HUCPVC が作成出来ていることを確認した．次いで，MTS Assay による
ALP（+）-HUCPVC の増殖能の測定，各種細胞分化マーカーに対する qPCR 測定，ローダミンファロイジン染色を用いた
アクチン染色，オステオポンチン（OPN）およびα- 平滑筋アクチン（α-SMA） 抗体を用いた蛍光免疫染色によってALP
（+）-HUCPVC の特性を明らかにした．ALP（+）-HUCPVC の石灰化誘導能については，石灰化培地中で形成した沈着物を
Alizarin red S染色によって観察した．さらにHUCPVC，ALP（+）-HUCPVCとブタ歯髄由来不死化細胞株（PPU7）を用いて，
それぞれの基質小胞を分画して，小胞内のALP活性と Ca 量の測定，リン酸トランスポーターである PiT1 をタンパク質と
遺伝子レベルで比較した．また，PPU7 と HUCPVCの培養上清から 20％および 50％になるように調製された conditioned 
medium（CM-PPU7 と CM-HUCPVC）をそれぞれ石灰化誘導培地上の PPU7 に添加し，培養 7日後の石灰化物をAlizarin 
red S 染色，ALP活性およびCa量の測定を行って比較した．
　【結　　果】
　HUCPVCは VDと LDNの組み合わせおよびVDと LDNと TGF-β1 の組み合わせにおいて培養 3日目にALP活性の増
加傾向を示し，7日目においてVDと LDNと TGF-β1 の組み合わせはALP 活性が大きく上昇した．この結果からVD存
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在下で培養されたHUCPVCに焦点を絞りVDのみ添加されたものをV-HUCPVC，VDと LDNの組み合わせで添加された
ものをVL-HUCPVC，VDと LDNと TGF-β1 が添加されたものをALP（+）-HUCPVCとした．
　ALP（+）-HUCPVC は qPCR 分析においてALP 遺伝子の発現上昇が確認され，ALP 染色においても活性が確認された．
またエラスチンとフィブリリン 1抗体を用いた蛍光免疫染色では，V-HUCPVC，VL-HUCPVC，ALP（+）-HUCPVC 共に
線維芽細胞様形態を有し，いずれの群においても細胞形態の変化は見られなかった．細胞増殖能の測定においては，ALP
（+）-HUCPVC だけが細胞増殖の著しい抑制が見られた．次に，qPCR 分析でALP（+）-HUCPVC の分化の方向性を調べた
結果，骨組織および筋線維芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現は上昇したが，歯根膜細胞および筋芽細胞の分化マーカー遺
伝子は発現が低下した．さらにALP（+）-HUCPVCの特性を明らかにするためにローダミンファロイジンを用いたアクチン
染色とOPNおよびα-SMA抗体を用いた免疫染色を行った結果，VL-HUCPVC と ALP（+）-HUCPVCでアクチンフィラメ
ントの増加が見られ，ALP（+）-HUCPVCではさらにOPNおよびα-SMA抗体陽性の紡錘状の細胞形態が観察された．
　ALP（+）-HUCPVCの石灰化誘導能実験では，PPU7 と比較していずれの群においても石灰化を引き起こすことはなかっ
た．また，CM-PPU7 と CM-HUCPVCを用いて PPU7 から形成された石灰化物の観察を行った結果，CM-HUCPVCで培養
した PPU7 では石灰化誘導が抑制される結果となった．この原因を調べた結果，ALP（+）-HUCPVCと PPU7 の基質小胞中
の PiT1 の遺伝子発現とタンパク質量がALP（+）-HUCPVCでは PPU7 に比べて有意に低かった．
　【考　　察】
　HUCPVC から高ALP 活性を有するALP（+）-HUCPVC となるためには，活性型ビタミンD3，LDNそして TGF-β1 が
必要であることが明らかとなった．またHUCPVCは線維芽細胞様の細胞形態を示しておりALP（+）-HUCPVCにおいても
形態学的には類似していた．しかしながら，ALP活性の上昇，細胞増殖能の抑制，および qPCRの結果を踏まえるとALP
（+）-HUCPVC は HUCPVC と形態は類似しているが異なる性質をもった細胞に分化している可能性が示唆された．さら
にALP（+）-HUCPVC は Col Ⅰ，OPN，CD73，CD90 およびα-SMAの遺伝子発現が上昇していたこと，免疫染色において
OPNおよびα-SMAの存在が確認されたことより筋線維芽細胞への分化の可能性が示唆された．また，HUCPVCに比べて
ALP（+）-HUCPVCは基質小胞内に豊富なALP活性とCa量を含んでいたにも関わらず石灰化を引き起こすことがなかった．
この理由として PiT1 によるリン酸イオンの基質小胞への取り込みが制限されている可能性が示唆された．さらに，CM-
HUCPVC で培養した PPU7 では石灰化が抑制されたことから，HUCPVC には石灰化誘導を阻害する物質を分泌している
可能性も示唆された．この物質の同定は，口腔内における硬組織疾患だけではなく，全身の異所性石灰化の原因を解明する
のに役立つ可能性がある．
　本研究により作成したALP（+）-HUCPVCは結合組織治癒や線維症の研究や治療に役立つ可能性があり，歯科領域におい
ては，歯周外科手術後にみられる歯肉退縮が元の位置に戻るクリーピングアタッチメントは歯肉組織中の筋線維芽細胞が主
役となっているため，歯肉退縮の治療に有用である可能性が示唆された．
　【結　　論】
　HUCPVCから作成した筋線維芽細胞様ALP（+）-HUCPVCは結合組織治癒，線維症の治療，および異所性石灰化の原因
を解明するための研究ツールとして有用である．

審査の結果の要旨

　野々山駿氏は，未分化胚性幹細胞や人工多能性幹細胞にアルカリフォスファターゼ（ALP）が高発現していること
に着目し，ヒト臍帯血管周囲細胞（HUCPVCs）に ALP が高発現する細胞（ALP（+）-HUCPVCs）を作成して，ALP
（+）-HUCPVCs は筋線維芽細胞に近似した細胞に分化することを以下に示す実験結果より明らかにした．
　1）活性型ビタミンD3（VD），トランスフォーミング成長因子β1（TGF-β1），骨形成タンパク質シグナル伝達阻害剤で
ある LDN-193189 を添加した培地（αMEM）で 7日間培養を行うとALP活性とタンパク発現が顕著に増加した（この細胞
をALP（+）-HUCPVCs とよぶ）．
　2） q-PCRよりALP（+）-HUCPVCsでは筋線維芽細胞のマーカーであるCD90，α-smooth muscle actin のmRNA発現量が，
コントロール群に比較して約 2倍有意に増加した．
　3）蛍光免疫染色を行い，ALP（+）-HUCPVCs では弾性線維（エラスチン，フィブリリン１）が発現していた．
　4）ローダミン・ファロイジン染色を行い，ALP（+）-HUCPVCs 内のアクチンの発現がコントロール群に比較して顕著に
増加した．
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　5）石灰化培地で培養したHUCPVCs のアリザリン染色の結果，ALP（+）-HUCPVCs では石灰化は誘導されないことを確
認した．
　6）ALP（+）-HUCPVCs で石灰化が誘導されないメカニズムの 1つとしてリン酸トランスポーターである PiT1 の発現量
がコントロール群に比較して減少していることを明らかにした．
　本研究は，HUCPVCs は各種臓器の線維化のメカニズムの解明に役立つ可能性が期待される研究である．よって，本論文
は博士（歯学）の学位論文として十分な価値を有するものと判断した．


