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【背景および目的】

　間葉系幹細胞（MSCs）による骨再生では，細胞相互
の接着による直接的な情報伝達に加えて，液性因子等の
オートクライン作用やパラクライン作用による間接的な
コミュニケーションが重要な役割を担うと知られてい
る。われわれはこれまでに，骨髄間葉系幹細胞由来培養
上清（Mesenchymal Stem Cell Conditioned Media; MSC-
CM）には様々な成長因子が含まれており，細胞遊走，
血管新生，細胞分化の亢進により骨再生を促進している
ことを報告してきた１，２）。近年，MSC-CM による骨再
生において，マクロファージ極性転換の誘導と抗炎症環
境の構築が重要な役割を担うことが指摘されている。マ
クロファージは炎症を促進する M1 マクロファージと，
炎症を抑制する M2 マクロファージの二つの極性に大別
される。LPS，IFN-γ等の刺激下では M1 マクロファー
ジが優位となり IL-1，IL-12 等のサイトカインを分泌し
炎症を促進させる。一方，単球遊走因子（Monocyte 
Chemoattractant protein-1; MCP-1）などによる極性転
換により M2 マクロファージが優位になるとマクロ
ファージは IL-10，TGF-β等のサイトカインを分泌し，
抗炎症作用や組織再生作用を発揮するとされている３）。
本研究では，MSC-CM に含まれるマクロファージ極性
転換因子である MCP-1 が骨形成にどのように影響を及
ぼすかを検討した。

【材料と方法】

　ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（Human Mesenchymal 
Stem Cells; hMSCs）を 10% ウシ胎児血清＋ダルベッコ
改変イーグル培地（DMEM）にて 80% コンフルエント
まで培養した後，無血清 DMEM に交換して 48 時間イ
ンキュベートした。培地を回収し，遠心分離処理，フィ
ルター処理をした上清を MSC-CM とした。磁気ビーズ
に結合させた抗 MCP-1 抗体と MSC-CM をインキュベー
トした後，磁石で抗原抗体複合物を沈降させ，その上清
を回収し depMSC-CM とした。８週雄性 Wistar ラット
の大腿骨より骨髄細胞を採取し，マクロファージコロ
ニー刺激因子（Macrophage Colony Stimulating Factor; 
M-CSF）含有培地で７日間培養したものをラット骨髄
由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ（Bone Marrow Macrophages; 
BMMs）として実験に使用した。
　BMMs を MSC-CM または depMSC-CM で 48 時間培
養し，それぞれのマクロファージ極性に関連する遺伝子
の発現を免疫細胞化学とポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）
にて比較した。
　hMSCs を MSC-CM または depMSC-CM で 48 時間培
養し，それぞれの骨形成関連遺伝子の発現を qPCR 法
によって比較した。
　ラット頭蓋骨欠損モデルを用い，MSC-CM または
depMSC-CM をアテロコラーゲンとともに移植し，それ
ぞれの骨形成の過程を比較した。

【結　　　果】

　ELISA 法にて，MSC-CM には MCP-1 が含まれてい
た一方，depMSC-CM では無血清 DMEM と同程度まで
MCP-1 が除去されていた。
　qPCR 法 と 免 疫 細 胞 化 学 に お い て，MSC-CM は
depMSC-CM と比較して BMMs における M2 マクロ
ファージマーカーである CD206，アルギナーゼ１（Arg-
1）の発現を亢進させる一方，M1 マクロファージマー
カーである誘導性一酸化窒素合成酵素（iNOS），CD80
の発現を抑制した。
　また MSC-CM は hMSCs における骨形成関連遺伝子
であるオステオポンチン，コラーゲン１，アルカリフォ
スファターゼ，オステオカルシンの発現を亢進させた一
方，depMSC-CM はコラーゲン１のみ発現を亢進させた。
　MSC-CM 群は depMSC-CM 群と比較して有意に骨形
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