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研究要旨 

本研究の目的は難治性骨折（偽関節症）に対する低侵襲治療法を確立すること
である。本研究課題では、我々が動物実験で確立してきた細胞シートを scaffold 
free で注入移植し新生骨形成を得る「注入型骨移植法」の手技を、将来ヒト骨
髄細胞を用いて臨床例に応用できるように発展させるための基礎研究を行う。 
一般的に、偽関節臨床例に対しては骨移植術と強固な再内固定が行われてお

り、近年は低出力超音波法も併用され成績が向上している。しかし、中には長期
間骨癒合が得られず日常生活に支障をきたす症例もある。低侵襲でしかも既存の
治療法と併用できる新たな骨癒合促進手技が確立されれば、治療成績は飛躍的に
向上するため、社会的ニーズは高い。 
本研究の特色は、骨形成能をもつ細胞シートを偽関節部に注入移植し、骨癒合

を促進させる点である。細胞シート注入は X 線透視下に偽関節部を確認し、
scaffold free で行う（X線透視下注入型骨移植）ため、scaffold による弊害が
なく、低侵襲で既存の治療法にも併用できるため、偽関節が完成する前の状態（遷
延治癒等）にも早期から応用できる点で独創性が高い。 
期待できる成果は、偽関節症の治療成績が飛躍的に向上し患者負担が軽減でき

る点である。本研究は、得られた成果を他疾患（骨壊死症や先天性下腿偽関節症
等）にも応用できると考えられ、社会に還元できる運動器再生医療技術の早期臨
床応用を目指す革新的治療技術開発を目指した研究である。 
過年度は、ヒト骨髄細胞を用いて、細胞シート作製に適した培養条件を見つけ

出すとともに、骨形成能を評価するために免疫不全動物（ヌードラット）の大腿
骨偽関節モデルを確立したが、本年度はその偽関節モデルに対して、ヒト骨髄細
胞シートを用いた X線透視下注入型骨移植を行い、効果を検証した。合わせて、
将来のヒト骨髄細胞シートの臨床応用を検討する上で重要な大動物（ヒツジ）を
用いた実験も行って、大動物（ヒツジ）でも骨髄細胞から良好な骨形成能をもつ
細胞シートが作製できることを確認した。 

Ａ．研究目的 
 
 我々はこれまでに実施した動物実験
により未分化骨髄間葉系幹細胞（以下
MSC）から骨形成能を有する細胞シート
を作製する方法を考案している 1-3。本
研究ではヒト MSC で作製した細胞シー
ト移植で、難治性骨折（偽関節）の治
療が可能であるか免疫不全動物を用い
た実験や大動物を用いた実験で検証す

る。細胞シートを X 線透視下に偽関節
部に注入し骨癒合を得る低侵襲な治療
法を確立する。我々はラットを用いた
動物実験で、骨形成細胞シートを
scaffold free で移植し、新生骨が得ら
れることを確認し「注入型骨移植法」
として報告している 4,5。 
H24 年度の本研究課題では、ヒト骨髄

細胞シートの効率的な作製方法を検討
し、その骨形成能の評価するための免
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疫不全動物モデル（大腿骨偽関節モデ
ル）の作製を行った。 
本年度はその偽関節モデルに対して、

ヒト骨髄細胞シートを用いた X 線透視
下注入型骨移植を行い、効果を検証し
た。合わせて、将来のヒト骨髄細胞シ
ートの臨床応用を検討する上で重要な
大動物（ヒツジ）を用いた実験も行っ
て、大動物（ヒツジ）でも骨髄細胞か
ら良好な骨形成能をもつ細胞シートが
作製できることを確認した。 

 

Ｂ．研究方法 
 

Ｂ．１． 細胞シート作製条件の詳細な
検討 
 
過年度は市販のヒト細胞を Lonza 社

から購入し研究をおこなった。そこで、
本年度は同意を得た患者から提供を受
けたヒト骨髄細胞を用いてヒト骨形成
細胞シート作製条件を過年度よりも詳
細に検討した。 
ヒト MSC を T75 フラスコ（75cm2 

culture flask, Falcon, BD）で 2週間
初期培養後、35ｍｍ培養皿（Falcon 
35-3001, BD）を用いてデキサメサゾン、
アスコルビン酸添加培地で 14 日間培養し
た。播種する細胞数（1×104cell/cm2あ
るいは 0.5×104cell/cm2）とデキサメサゾ
ン濃度を 10,30,50 あるいは 100μM の組
み合わせで検討し、細胞シート作製に適
した条件を過年度よりも詳細に検討した。
アスコルビン酸添加量は従来通りの 82
μg/ml とし、培養液の交換は２あるい
は３日ごとに行った。 
細胞外基質の評価（collagen type1・

laminin）を行うためそれぞれの培養条
件で培養した細胞からタンパク抽出を
行い、電気泳動後 western blotting を
おこなった。 
次いで、in vivoでの骨形成能の詳細

な評価を行った。細胞シートは、in 
vitroでの条件検索の結果を受けて、細

胞数を 0.5×104cell/cm2 とし、100ｍｍ
ディッシュ（100ｍｍディッシュ；Falcon, 
BD）を用いてデキサメサゾン濃度を
10・30・50・100nM の 4 種類で作製した。
それぞれの細胞シートを人工骨（スー
パーポア、直径 5ｍｍ・高さ 2ｍｍの円
盤状 β-リン酸 3 カルシウム β-TCP：
ペンタックス社）と組み合わせて、ヌ
ードラットの背部皮下に移植し、生体
内での骨形成能の検討を行った。組み
合わせ方は、採取した細胞シートで人
工骨を包むようにして作製した細胞シ
ート・人工骨複合体作り、複合体とし
てヌードラットの背部皮下に移植し、
２か月で標本を摘出し、組織学的およ
び生化学的に骨形成量を評価した。 
 

Ｂ．２．注入型骨移植法（ヒト骨形成
細胞シート注入）による人工骨への骨
形成能の付与 
 
7 週齢ヌードラットを用いて、生体内

でのヒト骨形成細胞シート注入移植に
よる骨形成能の検討を行った。 
あらかじめヌードラットの背部皮下

へ移植しておいた人工骨（スーパーポ
ア、直径 5ｍｍ・高さ 2ｍｍの円盤状
β-TCP：ペンタックス社）に対して、
14G 注射針をつけた注射器を使用し、Ｘ
線透視下にヒト骨形成細胞シートを注
入移植した。 
 注入移植後 1カ月で、標本を摘出し 2
日間ホルマリン固定し、数日間脱灰し
た後β-TCP の円盤状面に平行にサンプ
ル中央で組織切片を作製し、H-E（ヘマ
トキシリン・エオジン）染色を行い、
組織学的に骨形成の確認をおこなった。 
 

Ｂ．3．ヌードラット大腿骨偽関節モデ
ルへの細胞シート注入移植 
 
 過年度に確立したヌードラットの大
腿骨偽関節モデルを使用して細胞シート

注入移植の効果を評価した。右大腿骨偽関
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節部にスキャフォルドフリーで、Ｘ線
透視下にヒト骨形成細胞シートの注入
移植を行い、偽関節部の骨形成および
骨癒合の検討を行った。注入方法は大
腿骨を挟んで前後に1枚ずつ移植した。
術後レントゲン撮影し、骨癒合状態を
評価するために組織像の確認を行った。 
注入移植後 12 週で大腿骨を摘出し、

2日間ホルマリン固定し、数日間脱灰処
理をおこなったのち、偽関節部が観察
できるように大腿骨骨軸に平行にスラ
イスし、中央で組織切片を作製し H-E
染色をおこない、組織学的に骨形成お
よび骨癒合の評価を行った。 

 

Ｂ．４．細胞シート注入を行ったヌー
ドラット偽関節モデルの 3 点曲げ試験
による力学的評価 
 
偽関節部の力学的強度が細胞シート

注入により正常大腿骨に近づいたかを
検討するために、 術後 12 週後に万能
試験機（EZ-graph，SHIMADZU）を用い
て 3 点曲げ試験を行った。図１に示す
ように、採取した大腿骨を 3 点曲げ試
験用のジグ上に設置して試験を行った。 
押し込み速度は、10mm/minute とした。 
 

・Ｂ．５． ヒツジ骨形成細胞シートの
骨形成評価 
 

大動物でもラットやラビット、ヒト
骨髄細胞を用いた場合と同じく骨形成
細胞シートが作製できるか、また生体
移植後に骨形成が起こるかを検証する
ため、オスのヒツジを用いて実験を行
った。 
ヒツジ骨形成細胞シートを作製する

条件は、播種細胞数を 0.2×10４細胞/ｃｍ
2 の細胞密度とし、通常用いる培養ディッ
シュ（Falcon, BD, USA）に播種し、デキサ
メサゾン、アスコルビン酸添加培地で、14
日間培養後、スクレーパー（住友ベークラ
イト MS-93100）で機械的に細胞を回収し

細胞シートとして採取した。デキサメサゾン
濃度は 50ｎM、アスコルビン酸添加量は
従来通りの 82μg/ml とし、培養液の交
換は２あるいは３日ごとに行った。 
採取したヒツジ骨形成細胞シートと

人工骨（スーパーポア、直径 5ｍｍ・高
さ 2ｍｍの円盤状β-TCP：ペンタックス
社）を組み合わせ、細胞シート・人工
骨複合体を作ったのちに、ヒツジ（骨
髄細胞を採取した個体）の背部皮下に
移植した（ｎ＝５）。組み合わせ方はヒ
ト骨形成細胞シート移植と同様の方法
を用いた。 
移植後２週で標本を摘出し、組織学

的および生化学的に骨形成を評価した。 
組織用の摘出標本は２日間ホルマリ

ン固定し、数日間脱灰した後、β-TCP
の円盤状面に平行にサンプル中央で組
織切片を作製し、H-E 染色を行い組織学
的に骨形成の確認を行った。 
生化学的評価として、骨形成マーカーの一つ
であるアルカリフォスファターゼ（ALP）活
性の測定を行った。 
 

Ｂ．６．倫理面での配慮 
 
本研究は本学の倫理委員会に申請し

承認を受けた後、患者から提供を受け
た骨髄細胞を使用しておこなった。本
研究では、ヒト骨髄細胞から作製する
骨形成細胞シートは免疫不全動物へ移
植して、生体内での骨形成能の評価に
用いるため、直接患者あるいは細胞提
供者に健康被害が発生することはない。 
動物実験に関しては、「動物実験施設

利用者説明会」をすでに受講しており、
本学の動物実験に関する規約に準じて
行った。 
 

Ｃ．研究結果 
 

Ｃ．1. 細胞シート作製条件の詳細検討
結果 
 
In vitro でのそれぞれの培養条件下
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でおこなった PCR 法で測定された ALP・
オ ス テ オ カ ル シ ン ・ BMP2 ・ SP7
（osterix）・Runx2 の mRNA 発現量の結
果を示す。ALP・BMP2・SP7・Runx2 の発
現はデキサメタゾン濃度依存的に上昇が
見られた。 

通常の骨分化誘導を行った群（all+
群：デキサメサゾン、アスコルビン酸、βグ
リセロリン酸添加培地での培養）はシ
ート群と同様の傾向が見られ、ほぼ同
等の mRNA 発現が見られた。 
播種細胞密度を 1×104cell/cm2 と 0.5

×104cell/cm2 とを比較すると、それぞれ
の mRNA 発現量はほぼ同じ傾向であった。 

以上の結果から、ヒト骨髄間葉系幹細
胞を用いて硬組織再生を目指す際の細
胞シート作製（骨形成細胞シート）条件は、
播種細胞密度：0.5×104cell/cm2、デキ
サメサゾン濃度：50ｎM、アスコルビン
酸濃度：82μg/ml で、14 日間の２次培
養が好ましいと考えられる。 
過年度に行った培養条件の検討と異

なるヒト細胞を用いて実験を行ったが、
得られた至適な培養条件としては同様
であった。 
 

Ｃ．２．注入型骨移植法による人工骨
への骨形成能の付与の結果 
 
ヒト骨形成細胞シートを人工骨に対

して注入移植後 1 カ月で摘出したサン
プルの組織像では、人工骨内に良好な
骨形成が確認できた。注入したヒト骨
形成細胞シートによる新生骨形成であ
ると考えられる。 
β-TCP 単独で移植した対照群と比べ、

骨形成マーカー（ALP・OC・BMP・SP7・
Runx2）の mRNA 発現量は統計学的に有
意に高値であった。このことから、細
胞シートを皮下に移植した人工骨に注
入移植した場合でも、注入型骨移植に
よる骨形成が認められていると考えら
れた。 

 

Ｃ．３. ヌードラット大腿骨偽関節モ
デルへの細胞シート注入移植の結果 

 
ヌードラット大腿骨偽関節モデルに

対し、ヒト骨形成細胞シートの注入移
植した後に経時的に撮影したレントゲ
ン像では、術後 12 週まで偽関節部には
明らかな骨形成や骨癒合の所見は得ら
れなかった。 
術後12週で摘出した大腿骨の組織像

でも、レントゲン像と同様に偽関節部
は骨癒合が得られておらず、線維性組
織が介在していた。 
 

Ｄ．考察 
 
我々はこれまでに、骨髄培養細胞を

シート状に培養した「骨形成細胞シー
ト」を作製し、注入による移植で異所
性に骨形成を認め、また皮下に移植し
た人工骨へ細胞シートを注入すると、
人工骨周囲に骨形成を認めたことを、
ラットを用いた動物実験で報告してい
る 4,5。 
本研究では、ヒト骨髄間葉系幹細胞

を用いて骨形成細胞シートを作る条件
を前年度よりも詳細に検討した。前年
度は市販のヒト骨髄細胞を使用した実
験であったのに対し、本年度は同意を
得た患者から提供を受けたヒト骨髄細
胞を用いて詳細に検討した点が異なる。
将来の臨床応用を考えるうえで、実際
に患者から提供された骨髄細胞を用い
て詳細に検討したことは、重要な結果
と言える。 
者から提供された骨髄細胞を用いて

詳細に検討した条件で作製した細胞シ
ートをあらかじめヌードラットの皮下
に移植しておいた人工骨に注入移植す
ると、人工骨内部に明らかな骨形成が
認められた。しかし、いずれもラット
など実験動物で見られた人工骨周囲の
骨形成は認められなかった。これは、
本研究では 100ｍｍディッシュを用い
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て作製した骨形成細胞シート１枚を人
工骨と組み合わせて免疫不全動物（ヌ
ードラット）の皮下に移植ため、通常
の動物実験で用いる自家移植モデルと
条件が異なることも少なからず影響し
ていると考えられる。注入という行為
がヒト細胞シート自体にダメージを与
えてしまうために、細胞活性が低下し
ている可能性がある。今後は、注射針
を用いた注入方法以外に、専用のデバ
イスを作製し、径を大きくするなど注
入時に細胞シートにダメージを与えな
い新たな方法について検討する必要が
あると考える。 
本年度は大動物での検証も必須であ

ると考え、ヒツジの骨髄細胞から作製
した骨形成細胞シートを用いた実験も
並行して行った。組織切片で、十分な
量の骨形成が確認できた。 
これまで小動物での検証が中心で研

究を進めてきたが、本研究結果を総合
すると、ヒトや大動物でも小動物と同
様の培養条件で骨形成細胞シートが作
製でき、人工骨と組み合わせて移植す
る場合だけでなく、注入移植を行った
場合でも骨形成が得られることが判明
した。将来の臨床応用を検討する上で
重要な結果を得ることができた。 
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能の評価 第 28回日本整形外科学
会基礎学術集会 2013/10/17-18
 幕張メッセ、国際会議場（千葉） 
 
6 清水隆昌、赤羽学、森田有亮、
上羽智之、稲垣有佐、面川庄平、村田
景一、小畠康宣、藤間保晶、川手健次、
田中康仁 
 大腿骨偽関節に対する骨芽細
胞シートによる治療 第 28 回日本整
形 外 科 学 会 基 礎 学 術 集 会
 2013/10/17-18 幕張メッセ、国
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際会議場（千葉） 
 
7 赤羽学、清水隆昌、上羽智之、
稲垣有佐、倉知彦、内原好信、中野健
一、藤間保晶、川手健次、今村知明、
田中康仁 
 簡便な細胞シート輸送条件の
検討 第 28 回日本整形外科学会基礎
学術集会 2013/10/17-18 幕張メ
ッセ、国際会議場（千葉） 
 
8 吉良務、清水隆昌、赤羽学、面
川庄平、小畠康宣、村田景一、中野健
一、仲西康顕、藤間保晶、川手健次、
田中康仁 
 間葉系幹細胞シートの皮弁に
対する影響の検討 第 28 回日本整
形 外 科 学 会 基 礎 学 術 集 会
 2013/10/17-18 幕張メッセ、国
際会議場（千葉） 
 
9 中野健一、村田景一、清水隆昌、
上羽智之、吉良務、赤羽学、面川庄平、
川手健次、田中康仁 
 血管柄付き人工骨作製におけ
る骨芽細胞シートの有用性 第 28回
日 本 整 形 外 科 学 会 基 礎 学 術 集 会
 2013/10/17-18 幕張メッセ、国
際会議場（千葉） 
 
10 稲垣有佐、赤羽学、上松耕太、
藤間保晶、小川宗宏、上羽智之、清水
隆昌、田中寿典、川手健次、田中康仁
 骨髄間葉系幹細胞の骨形成に
対する低酸素環境の影響 第 28回
日 本 整 形 外 科 学 会 基 礎 学 術 集 会
 2013/10/17-18 幕張メッセ、国
際会議場（千葉） 
 
11 内原好信、赤羽学、森田有亮、
中崎真太郎、上羽智之、清水隆昌、倉
知彦、藤間保晶、川手健次、田中康仁 
 培養骨芽細胞シートによる放
射線照射自家処理骨の骨形成 第 28回

日 本 整 形 外 科 学 会 基 礎 学 術 集 会
 2013/10/17-18 幕張メッセ、国
際会議場（千葉） 
 
12 赤羽学、清水隆昌、面川庄平、
今村知明、田中康仁 
 細胞シート輸送をめざした保
存条件の検討 第 56回日本手外科学会
学術集会 2013/4/18-19 神戸国
際会議場 
（兵庫） 
13 中野健一、村田景一、赤羽学、
面川庄平、田中康仁 
 骨芽細胞シート移植を併用し
た血管柄付き人工骨作製 第 56回
日 本 手 外 科 学 会 学 術 集 会
 2013/4/18-19 神戸国際会議
場 
（兵庫） 
14 稲垣有佐、上松耕太、赤羽学、
小川宗宏、川手健次、田中康仁 
 骨形成細胞シートによる家兎
移植腱骨孔間治癒の促進 第 120
回中部日本整形外科災害外科学会・学
術集会 2013/4/5-6 ホテルアバロ
ーム紀の国（和歌山） 
 

Ｆ．知的財産権の出願・登録状況 
 

１． 特許取得 
 

 なし 
 

２． 実用新案登録 
 
なし 
 

３． その他 
 
なし 

 

Ｆ．知的財産権の出願・登録状況 
 

１． 特許取得 
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 なし 
 

２． 実用新案登録 
 
なし 
 

３． その他 
 
なし 
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