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研究要旨 

骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells; MSCs ）は、デキサメサゾン、アスコル
ビン酸、βグリセロリン酸を添加した培地で骨分化誘導を行うことで、骨芽細胞に分化さ
せることが可能である。我々はこれまでに、ラットやラビットなどの実験動物を用いて、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、その骨形性能を検証してき
た。本研究課題では、将来の臨床応用を見据えた研究として、ヒト骨髄間葉系幹細胞を
用いて、骨形成細胞シートを作製する培養条件の検討を行った。 
本研究では、2種類のヒト細胞を用いて研究を行った。一つは、市販のヒト骨髄

間葉系幹細胞である Lonza 社のヒト骨髄間葉系幹細胞であり、もう一つは患者か
ら同意のもとに提供を受けた骨髄細胞である。まず、Lonza 社のヒト骨髄間葉系幹
細胞を用いて、ヒト細胞の培養に適した条件の検討を行い、その後骨形成細胞シ
ート作製条件の検討を行った。播種する細胞密度の検討では、従来の動物実験で
用いてきた細胞密度よりも少ない細胞数でも十分骨形成が得られることが明らか
となった。細胞シート作製時に骨芽細胞へと分化を誘導するが、それに用いるデ
キサメサゾン濃度も従来の動物実験で用いていた濃度よりも少ないもの（デキサ
メサゾン濃度：10nM）で骨形成マーカーであるオステオカルシン分泌量の増加が見られ
た。 以上のことから、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（骨芽細胞シート）条件は、播種細胞密度：0.5×104cell/cm2、デキサメサゾン
濃度：10nM、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。 
この条件で作製したヒト骨芽細胞シートを免疫不全動物（ヌードラット）に移

植したところ、明らかな新生骨形成が見られた。今後はより大きな細胞シートを
作製して細胞シート移植時に特徴的な骨形成パターンが見られるかの検討も必要
であると考えられる。また、今回の検討では人工骨に組み合わせて生体に移植し
たが、偽関節部への骨芽細胞シートのみの移植（スキャフォルドフリーでの骨芽
細胞シート移植）でも骨形成が得られるか、壊死骨と組み合わせた場合にも十分
な新生骨形成が得られるかなどの検討も必要であると考えられる。 
  

Ａ．研究目的 
 

間 葉 系 幹 細 胞 （ Mesenchymal stem 
cells; MSCs ）は骨髄内をはじめ様々な
部位に存在し、デキサメサゾン、アスコル

ビン酸、βグリセロリン酸を添加した標準
培地で骨分化誘導を行うことで、骨芽細
胞に分化させることが可能である 1-3。我々
はこれまででに、ラットやラビットなどの実
験動物を用いて、培養骨髄細胞と人工骨
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を組み合わせた「培養人工骨」の作製方
法を報告してきた 4,5。さらに、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、その骨形成能を検証してきた
6-8。 
 H24 年度の本研究課題では、将来の

臨床応用を見据えた研究として、ヒト骨髄
間葉系幹細胞を用いて、骨形成細胞シ
ートを作製する培養条件の検討を行っ
た。 
 

Ｂ．研究方法 
 

Ｂ．１．ヒト骨髄間葉系細胞 
 
本研究では、2種類のヒト細胞を用い

て研究を行った。一つは、市販のヒト
骨髄間葉系幹細胞である Lonza 社の細
胞であり、もう一つは手術患者から同
意のもとに提供を受けた骨髄細胞であ
る。 
本研究課題で用いた Lonza 社の市販

ヒト骨髄細胞は、20 歳の女性の細胞で
あり、2010 年 8 月に凍結保存された細
胞（PT-2501、0F3853）である。 
また患者から提供された細胞は、後

で述べるような倫理的配慮を行い、奈
良県立医科大学倫理委員会であらかじ
め承認を得たうえで、患者に目的を説
明し同意を得た方から手術中に採取し
た骨髄細胞である。 
 

Ｂ．２．細胞シート作製条件の検討（in 
vitro での検討） 
 
まず、Lonza のヒト骨髄間葉系幹細胞

を用いて、ヒト細胞の培養に適した条
件の検討を行った。その後、骨形成細
胞シート作製条件の検討を行った。 
動物モデルにおける細胞シート作製

は、１×10４細胞/ｃｍ2 の細胞密度で播種し
た細胞を通常用いる培養ディッシュ（35ｍ
ｍディッシュ；Falcon 35-3001, BD）にデキ
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する。 
本研究では、培養に用いるディッシ

ュの種類やスクレーパーは動物実験と
同じものを使用することとし、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
（10nM あるいは 100nM）をそれぞれの組み
合わせで検討し、細胞シート作製に適し
た条件を見出すこととした（ｎ＝４）。 
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 8。 
 

Ｂ．３．細胞シート作製条件の検討（in 
vivo での検討） 
 
 In vitro で検討した 2 つの条件で細
胞シートを作製し、それらを人工骨（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。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 10nMと 100nMの２種類で作製し
た。図１に実験条件の組み合わせを示
す。 
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
骨複合体をヌードラットの背部皮下に
移植した（ｎ＝４）。ヌードラットは７
週齢の雄を使用した。図２にヌードラ
ットへの移植のモデル図を示す。 
移植後 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。 
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Ｂ．４．細胞シートの骨形成能の評価
（in vitro での検討） 
 
本研究における細胞シート移植の目

的は硬組織再生であるため、骨形性能
が高いことが目的にかなうものである
と考え、in vitro でそれぞれの培養条
件で作製した骨芽細胞シートの骨形性
能を評価した。 
骨形成マーカーであるアルカリフォ

スファターゼ（ALP）とオステオカルシ
ンのｍRNA発現をリアルタイムPCRで定
量し、さらに培養液中の分泌オステオ
カルシン量の定量を行った。 
リアルタイムPCR用のプライマーは、

Applied Biosystems 社の TaqMan® Gene 
Expression Assaysキットを使用して行
った（ ALP ： Rn00564931 m1, OC ：
Rn01455285 g1、 GAPDH：Rn99999916 s1）。 
分泌オステオカルシンの定量は、

ELIZAキット（Rat Osteocalcin ELISA 
Kit DS; DS Pharma Biomedical Co., Ltd）
を使用して定量した。 
 

Ｂ．５．移植標本の骨形性能の評価 
 
移植後 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。 
摘出標本を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
行った。生化学的評価として、アルカ
リフォスファターゼ（ALP）活性の測定
とオステオカルシン含有量の測定を行
った。 
 

Ｂ．６．測定結果の統計学的検討 
 
それぞれの実験群の測定結果を比較

す る た め に 、 SPSS （ IBM  SPSS 
Statistics Ver. 20）を用いて、

ANOVA テストを行い、その後の検定を
Bonferoni で実施し各群の比較を行っ
た。ｐ＜0.05 で統計学的有意差の検定
を行った。 
 
Ｂ．７．倫理面での配慮 
 
本研究では、2種類のヒト骨髄細胞を

用いた研究を行った。一つは市販され
ているヒト骨髄間葉系幹細胞であるが、
もう一つは手術患者から提供を受けた
骨髄細胞である。 
患者から提供を受けるヒト細胞を用

いた研究に関しては、本学の倫理委員
会に申請し承認をうけた後に行った。
研究に協力していただく方々に骨髄細
胞採取方法やその合併症などに関して
の十分な説明を行い、理解していただ
いた上での書面による同意を得ており
（インフォームドコンセント）、協力者
の人権や個人情報の取り扱いおよび提
供していただいた細胞を扱う上での生
命倫理には十分に慎重に配慮した。 
なお本研究課題では、作製した骨形

成細胞シートはヌードラットに移植し
てその骨形成能を評価するため、骨髄
細胞の提供に協力していただいた患者
自身に何らかの健康被害をもたらすこ
とはない。 
 

Ｃ．研究結果 
 

Ｃ．１．in vitro での細胞シート作製
条件の検討結果 
 
図３にヒト骨髄間葉系幹細胞を用い

て作製した骨形成細胞シートの外観を
示す。スクレーパーではがしても細胞
シートとしての形態は保持されており、
ピンセットでつまんでスキャフォルド
フリーで移植することも可能である。 
図４に、in vitro でのそれぞれの培

養条件下で測定された分泌オステオカ
ルシン量の経時的結果を示す。デキサ
メサゾン濃度を10nMと 100nMを比較する
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と、デキサメサゾン 10nM の方が 100nM よ
りもオステオカルシン分泌量が多い。通常
の骨分化誘導を行った群（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）とほぼ同等量のオステ
オカルシンが測定されていた。播種細
胞 密 度 を 1 × 104cell/cm2 と 0.5 ×
104cell/cm2 とを比較すると、オステオカル
シンの増加する傾向はほぼ同じであっ
た。 
 

Ｃ．２．生体内での細胞シートの骨形
成能の検討結果（組織像） 
 
図５に、移植後 2 カ月で摘出したサ

ンプルの組織像を示す。In vitro で細
胞播種密度を 0.5×104cell/cm2 とする
と選択していたので、デキサメサゾン
濃度による骨形成の差を比較したが、
組織像からは両群（デキサメサゾン濃
度を 10nM あるいは 100nM）に大きな差は
なく、いずれも良好な骨形成が確認で
きた。 
 

Ｃ．３．細胞シートの骨形成能の生化
学的検討結果 
 
図６に移植後 2 カ月で摘出したサン

プルのアルカリフォスファターゼ（ALP）
活性の測定とオステオカルシン含有量
測定結果を示す。 
β-TCP のみを移植した対照群に比べ

て、デキサメサゾン濃度を 10nM と 100nM
で作製した骨形成細胞シートを組み合わ
せたβ-TCP のアルカリフォスファター
ゼ活性値は統計学的に有意に高かった。
このことから両群で複合体内に骨形成
が認められていると考えられた。しか
し、デキサメサゾン濃度を 10nM で作製
した骨形成細胞シートをβ-TCP に組み合
わせた群のほうが、デキサメサゾン濃
度 100nM で作製したシート群に比べてア
ルカリフォスファターゼ活性値は高か
った。 

オステオカルシン含有量も、アルカ
リフォスファターゼ活性値と同様の傾
向を示したが、デキサメサゾン濃度を
10nMと100nMの比較では、その差はさらに
大きくなっていた。 

 
Ｄ．培養条件の検討結果 
 

Ｄ．１．ヒト骨髄間葉系幹細胞を用いた
骨形成細胞シート作製における細胞培
養条件 
 

以上のことから、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：10nM、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。 
患者から同意のもとに提供された骨

髄細胞を用いた研究でも Lonza 社の細
胞を使用した場合とほぼ同様の結果が
得られた。 
 

Ｅ．考察 
 
我々はこれまでにラットやラビットなど

の実験動物を用いて、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、その骨形成能を報告してきた 6-8。
培養細胞の浮遊液を人工骨に組み合わ
せた「培養人工骨」は、生体に移植す
ると 4 週後には人工骨気孔内に新生骨
形成が見られる。骨形成細胞シートを
組み合わせた場合には、人工骨気孔内
だけでなく人工骨表面にも新生骨の形
成が見られる。これは骨形成細胞シー
ト移植の特徴的骨形成であることを報
告している 7。 
今回、本研究ではヒト骨髄間葉系幹

細胞を用いて細胞シートを作る条件を
検討したところ、ラットなどの実験動
物における条件と異なることが判明し
た。その条件で作製したヒト骨形成細
胞シートを人工骨に組み合わせてヌー
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ドラットに移植したところ、明らかな
骨形成が人工骨内に認められた。我々
はこれまでにヒト骨髄間葉系幹細胞の
浮遊液を人工骨に組み合わせて免疫不
全動物に移植し骨形成を評価したこと
があるが、その標本に比べても骨形成
量は多い印象であった。これは細胞シ
ートを組み合わせることが浮遊液を組
み合わせることよりもより多くの細胞
を人工骨に搭載できることによると考
えられる。 
しかし、本研究で得られた組織像で

は人工骨気孔内の骨形成所見だけであ
り、人工骨表面での骨形成は見られな
かった。これは、本研究では 100ｍｍデ
ィッシュを用い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 
今後、人工骨に搭載する細胞量を増

やすことで、従来の骨形成細胞シート
移植後の骨形成の特徴がみられるかの
検討は必要であると考えられる。ある
いは、複数の顆粒状人工骨をヒト骨芽
細胞シートで包み込むようなモデルで
人工骨間を骨性に架橋できるかを評価
するモデルも検討する。 
しかし、通常よりも少ない細胞数で

も十分な骨形成が見られたことは、硬
組織再生における骨形成細胞シートの
有用性を示すものであるとも言える。 
次年度は、100ｍｍディッシュも使用

し、これまでの動物実験で得られてい
た特徴的な骨形成がヒト骨形成細胞シ
ートでも起こるかの検討は必要である
と考えられる。さらに、一般的な細胞
シートの作製方法である温度応答性培
養ディッシュを使用して、本研究で得
られた結果と同様の結果が得られるか
の検討は今後必要であろうと考える。
我々が用いた細胞シート作製法はスク
レーパーを使用する機械的な採取方法

であるため、採取時の細胞に対するダ
メージがあることも懸念される。温度
応答性ディッシュを使用する場合でも、
培養中に骨芽細胞への分化を誘導する
ステップは重要であろうと推測する。
つまり、機械的に細胞シートを採取す
るか温度応答性ディッシュを利用して
採取するかだけでなく、ヒト骨髄間葉
系幹細胞を分化させずに細胞シートを
作るか分化誘導を行う培養条件で細胞
シートを作製するかが非常に重要であ
ろうと考える。この点は、今後検討を
要する点である。 
また、今回の検討では人工骨に組み

合わせて生体に移植したが、偽関節部
への骨形成細胞シートのみの移植でも
骨形成が得られるか、壊死骨と組み合
わせた場合にも十分な新生骨形成が得
られるかなどの検討も必要であると考
えられる。 
 

Ｆ．研究発表 
 

１． 論文発表 
 

 なし 
 

２． 学会発表 
 

清水隆昌、赤羽学、面川庄平、小畠
康宣、村田景一、中野健一、川手健
次、田中康仁 冷凍保存骨髄間葉系
幹細胞由来細胞シートの骨形成評
価 第 32 回整形外科バイオマテリ
アル研究会 2012 年 12 月 1 日 東
京慈恵会医科大学 
 
上羽智之、赤羽学、清水隆昌、中野
健一、倉智彦、川手健次、田中康仁
 老齢ラットにおける骨芽細胞シ
ートの有用性 第 32 回整形外科バ
イオマテリアル研究会 2012 年 12
月 1 日 東京慈恵会医科大学 
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中野健一、村田景一、清水隆昌、赤
羽学、藤間保晶、小畠康宣、仲西康
顕、面川庄平、川手健次、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 32 回整
形外科バイオマテリアル研究会 2
012年12月1日 東京慈恵会医科大
学 
 
谷掛洋平、中島弘司、林宏治、加藤
宣伸、藤間保晶、大串始、土肥祥子、
赤羽学、高澤伸、川手健次、田中康
仁 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎをコ
ートしたβＴＣＰの骨形成能 第 2
7 回日本整形外科学会基礎学術集会
 2012 年 10 月 26-27 日 名古屋国
際会議場 
 
藤間保晶、土肥祥子、大串始、谷掛
洋平、高澤伸、赤羽学、田中康仁 
骨髄由来間葉系細胞搭載人工骨の
骨形成能に対するポリＡＤＰリボ
ースポリメラーゼ阻害剤の影響 
第 27 回日本整形外科学会基礎学術
集会 2012 年 10 月 26-27 日 名古
屋国際会議場 
 
清水隆昌、赤羽学、森田有亮、面川
庄平、小畠康宣、村田景一、中野健
一、上羽智之、藤間保晶、川手健次、
田中康仁 骨芽細胞シートを用い
たラット大腿骨偽関節治癒過程の
特徴 第 27 回日本整形外科学会基
礎学術集会 2012 年 10 月 26-27 日
 名古屋国際会議場 
 
内原好信、赤羽学、上羽智之、清水
隆昌、倉智彦、藤間保晶、川手健次、
田中康仁 培養骨芽細胞シートを
用いた放射線照明白家処理骨の骨
形成 第 27 回日本整形外科学会基
礎学術集会 2012 年 10 月 26-27 日
 名古屋国際会議場 
 

稲垣有佐、上松耕太、赤羽学、小川
宗宏、藤間保晶、倉智彦、粥川陽介、
森田有亮、川手健次、田中康仁 骨
形成細胞シートによる家兎移植健
骨孔間治療の促進 第 27 回日本整
形外科学会基礎学術集会 2012年1
0 月 26-27 日 名古屋国際会議場  
 
中野健一、村田景一、清水昌隆、赤
羽学、藤間保晶、小畠康宣、仲西康
顕、面川庄平、川手健次、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 27 回日
本整形外科学会基礎学術集会 201
2年10月26-27日 名古屋国際会議
場 
 

清水隆昌、赤羽学、上羽智之、森田
有亮、粥川陽介、藤間保晶、面川庄
平、城戸顕、川手健次、田中康仁 細
胞シートを用いた注入型骨移植に
よる偽関節治療 第 11 回日本再生
医療学会総会 2012 年 6 月 13-14
日 パシフィコ横浜 
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図４ 分泌オステオカルシン量の経時的変化（In vitro） 
  
A.  低細胞密度での播種 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B.  高細胞密度での播種 
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図６ 生体内での細胞シートの骨形成能の検討結果（生化学的評価） 
 
 
A. アルカリフォスファターゼ活性 
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