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研究要旨 

過年度は、ラットおよびヒト骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells; MSCs ）か
ら骨形成細胞シートを作製し、骨形成能を検証したところ、ラットと同様にヒト MSCs でも十
分な骨形成が得られた。しかし、ヒト骨形成細胞シートを用いた実験ではヌードラットへ移
植しての評価であったため、将来骨形成細胞シート移植を臨床応用するには、大動物を
用いた実験が必要である。そこで本年度は、大動物としてヒツジを用いた実験を行った。
ヒツジの MSCs を採取し、これまでと同様の培養方法で骨形成細胞シートの作製が可能
か、人工骨と組み合わせて移植する場合の骨形成能はどの程度かを検証した。播種細
胞密度およびシート作製に係る培養条件は過年度のヒト MSCs での条件と同じで行
ったところ、ヒツジでも骨形成細胞シートの作製は可能であり、スクレーパーで細胞シート
として採取が可能であった。ヒツジ骨形成細胞シートと人工骨（β-ＴＣＰ：スーパーポア）
と組み合わせて、ヒツジの皮下に移植後２週で、人工骨内に新生骨形成が見られた。ア
ルカリフォスファターゼ活性も対照群に比べ有意に増加していた。 

本年度の研究と過年度の研究結果から、通常用いる培養ディッシュに MSCsを播種し、
デキサメサゾンとアスコルビン酸添加培地で 2 週間培養を行うことで、スクレー
パーで骨形成細胞シートが採取できることが判明した。大動物（ヒツジ）でもラ
ット、ラビットおよびヒト MSCs と同じく、骨形成が得られたため、我々の細胞シ
ート作製方法が骨再生医療において有用であると考えられる。 
  

Ａ．研究目的 
 

間 葉 系 幹 細 胞 （ Mesenchymal stem 
cells）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。 

過年度は、ラットやラビットなどの実験動
物および市販のヒト MSCs を用いて骨形成
細胞シートを作製する培養条件の検討
を行ったところ、ラットと同様にヒト MSCs
でも十分な骨形成が得られた。しかし、ヒト
骨形成細胞シートを用いた実験ではヌー

ドラットへ移植しての評価であったため、
将来骨形成細胞シート移植を臨床応用す
るには、大動物を用いた実験が必要であ
る。 

そこで H25 年度は、大動物としてヒツジ
を用いた実験を行った。ヒツジの MSCs を
採取し、これまでと同様の培養方法で骨
形成細胞シートの作製が可能か、人工骨
と組み合わせて移植する場合の骨形成能
はどの程度かを検証した。 
 

Ｂ．研究方法 
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Ｂ．１．ヒツジ骨髄間葉系細胞の培養 
 
本研究では、のヒツジを用いて研究

を行った。全身麻酔化に骨髄細胞を前
肢から注射針で採取し、初期培養を行
った。初期培養は、１５％ＦＢＳ含有
ＭＥＭを１５ｍｌ入れたＴ-75 フラス
コ（Falcon, BD）を用いて行い、14 日後に
トリプシン処理して MSCs を採取した。 
 

Ｂ．２．ヒツジ骨形成細胞シート作製 
 
ヒツジ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条件は、
過年度に検討したヒト細胞の培養に適
した条件と同じ条件で行った。 

0.2×10４細胞/ｃｍ2 の細胞密度でヒツジ
MSCs を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 4-7。 
 

Ｂ．３．ヒツジ骨形成細胞シートの骨
形性能の評価（in vivo での検討） 
 
採取したヒツジ骨形成細胞シートで

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）を包むよ
うにして作製した細胞シート・人工骨
複合体を、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）。 
組織学的評価をｎ＝２、生化学的評

価をｎ＝３で行った。組織評価用の細
胞シートは 10ｃｍ培養ディッシュで、生
化学的評価用の細胞シートは 6ｃｍ培
養ディッシュで作製したものを使用した。 
 

Ｂ．４．移植標本の骨形成能の評価 
 
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。 
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、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．５．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、
student-t テストを行った。ｐ＜0.05
で統計学的有意差の検定を行った。 
 

Ｂ．６．倫理面での配慮 
 
奈良県立医科大学では、共同研究施

設である「総合研究棟動物実験室」を
利用するにあたり、「動物実験施設利用
者説明会」を受講し、実験動物の扱い
などの動物実験に関する規則を学ばな
くてはならない。奈良県立医科大学で
本研究を行う研究代表者と分担者は、
当該大学の動物実験施設利用者説明会
を受講し種々の動物実験を行っており、
動物実験に関する規約に準じて行うこ
とに慣れているため動物の扱いに関し
ては問題がない。 
 

Ｃ．研究結果 
 

Ｃ．１．in vitro での細胞シート作製
結果 
 

ヒツジでは、ヒトやラットに比べ細胞の増
殖が早いため、細胞シート作製は 6 日間
程度で可能であった。また、分化に係る日
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数を十分に確保するためにラットやヒトと
同様に 14 日間培養するためには、培養
ディッシュを表面加工されたもの（プライマ
リア Falcon , BD）にすれば可能であるこ
とが明らかとなった。 
 

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１に移植後 2 週で摘出したサンプ

ルの組織像を示す。組織像で良好な骨
形成が確認できた。 
デキサメサゾン濃度は、10、30、50

および100ｎMのいずれの条件でも骨形成
は人工骨気孔内に確認できたが、50 お
よび 100ｎM デキサメサゾン濃度で作製し
た骨形成細胞シートによる骨形成量が多
い印象であった。 
 

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

ルの ALP 活性の測定結果を示す。 
β-TCP のみを移植した対照群に比べ

て、骨形成細胞シートを組み合わせたβ
-TCP の ALP 活性値は統計学的に有意に
高かった（ｐ＜0.05）。このことから細
胞シート/人工骨複合体内に骨形成が
認められていると考えられた。 
 

Ｄ．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、その骨形性能を報告してきた 4-10。
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、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。 
過年度には、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ものの、ヒト骨形
成細胞シートを人工骨に組み合わせ移
植すると、良好な骨形成が認められた。 
しかし、ヒト骨形成細胞シートを人

工骨と組み合わせて移植する場合には、
レシピエントは免疫不全動物（ヌード
ラット）であるため、将来の骨形成細
胞シートの臨床応用を考慮すると大動
物を用いた検証実験が必要となる。 
そこで本年度は、ヒツジを用いた実

験を行った。ヒトで想定されるケース
と同様に、骨髄細胞を注射針で採取し
（全身麻酔下にヒツジ前肢から）初期
培養を行った。骨形成細胞シート作製
に要する日数は、ラットやヒトよりも
早く通常用いる培養ディッシュでは 6
日程度で完了したが、プライマリア培
養ディッシュを使用すれば14日間剥が
れることなく培養しスクレーパーで細
胞シートとして採取できた。このこと
から、ヒト MSCｓを用いるケースでも、
増殖が早いことが想定されるケース
（若年者等）では、使用する培養ディ
ッシュを考慮する必要があると考えら
れた。 
ヒツジの骨髄細胞から作製した骨形

成細胞シートでも十分な骨形成が確認
できた。これまで小動物での検証が中
心であったが、本研究結果から大動物
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。 

 

Ｅ．結論 
 

 大動物（ヒツジ）でもラット、ラビ
ットおよびヒト MSCｓと同じく骨髄細
胞を用いて骨形成細胞シートを作製す
ることができ、生体への移植後に良好
な骨形成が得られた。我々がこれまで
研究を行ってきた骨形成細胞シートが
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骨再生医療において有用であると考え
られる。 
 

Ｆ．研究発表 
 

１． 論文発表 
 

 なし 
 

２． 学会発表 
 
なし 

 
Ｇ．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 
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A. デキサメサゾン：
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. デキサメサゾン：
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 生体内での細胞シートの骨形
 
 

デキサメサゾン：

デキサメサゾン：

 

生体内での細胞シートの骨形

デキサメサゾン：10nM

デキサメサゾン：30nM

 

生体内での細胞シートの骨形

10nM    

0nM     

  

7-6 

生体内での細胞シートの骨形成能の検討結果

     左図の枠内の拡大写真

   左図の枠内の拡大写真

能の検討結果（

左図の枠内の拡大写真

左図の枠内の拡大写真

（組織像）

左図の枠内の拡大写真 

左図の枠内の拡大写真 
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C. デキサメサゾン：
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. デキサメサゾン：
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    左図の枠内の拡大写真

    左図の枠内の拡大写真

左図の枠内の拡大写真

左図の枠内の拡大写真

左図の枠内の拡大写真
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図 2 
 
 
 アルカリフォスファターゼ活性
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胞シートの骨形成能の検討結果

 

能の検討結果（生化学的評価生化学的評価生化学的評価） 


