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代表者総括報告書 
 

難治性骨折（偽関節）に対するヒト骨髄細胞シートを用いた低侵襲治療手技の開
発に関する研究 

 
研究代表者 上羽智之 奈良県立医科大学 整形外科 医員 

 
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



1-2 
 

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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分担研究報告書 
 

ヒト骨髄間葉系細胞を用いた細胞シート作製条件の追加検討 
 

研究代表者 上羽智之  奈良県立医科大学 整形外科 医員 
 

分担研究者 赤羽 学  奈良県立医科大学 健康政策医学講座 准教授 
  
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、その骨形成能を検証してきた。平成 24 年度に市販のヒト MSC（Lonza 社）
を使用して、効率よく細胞シートを作製する条件を検討すると同時に、患者から
提供された骨髄細胞でも細胞シートが作製できることを確認した。本研究では、
引き続き患者から提供された骨髄細胞で安定して骨形成細胞シートができるか、
さらに細かい条件設定で検証をおこなった。 
播種する細胞密度の検討では、昨年度と同様に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な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
ン濃度は高い濃度であるほど骨形成マーカーの分泌量の増加が見られた。細胞外
基質はデキサメタゾンの濃度が低い方が高値であった。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（ヒト骨形成細
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：50μ
M、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形成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。 
  

Ａ．研究目的 
 

骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal stem 
cells; MSCs）は多分化能を有し、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 1-4。 

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、その骨形成能を検討してきた 5-9。 
当該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、患者から
提供された骨髄細胞を用いて、骨形成細
胞シートを作製する培養条件の検討を

詳細に追加して行った。 
 

Ｂ．研究方法 
 

Ｂ．１．ヒト骨髄細胞 
 
本研究では、手術患者から同意のも

とに提供を受けた骨髄細胞を用いて研
究をおこなった。 
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。 
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Ｂ．２．細胞シート作製条件の検討（in 
vitro での検討） 
 
まず、ヒト細胞の培養に適した条件

の検討を行った。その後、細胞シート
作製条件の検討を行った。本研究で使
用したヒト骨髄細胞は27歳女性の腸骨
より採取した骨髄細胞である。 
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
し骨形成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を
10・30・50・100nM 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 6。 
図１に実験条件の組み合わせを示す。 

 

Ｂ．３．細胞シート作製条件の検討（in 
vivo での検討） 
 
 骨形成細胞シートは、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。4 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 2
ｍｍ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。 
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。 
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を評価し
た。 
 

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、骨形成能
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
件で作製した骨形成細胞シートの骨形
成能を評価した。 
骨形成マーカーであるアルカリフォ

スファターゼ（ALP）・オステオカルシ
ン（ OC）・ BMP2、転写因子である
SP7(Runx2)とOsterixのｍRNA発現をリ
アルタイム PCR で定量した。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: Hs01029144 m1 、 OC: 
Hs01587814 g1、BMP2: Hs00154192 m1、
SP7：Hs01866874 s1、Runx2：Hs00231692 
m1、GAPDH: Hs02758991 g1）。 
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。 
 

Ｂ．５．移植標本の骨形成能の評価 
 
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を評価し
た。 
摘出標本を２日間ホルマリン固定し、
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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

ーであるアルカリフォスファターゼ
（ALP）・オステオカルシン（OC）・BMP2、
転写因子である SP7（Osterix）と Runx2
のｍRNA発現をリアルタイムPCRで定量
した。 

 
Ｂ．６．倫理面での配慮 
 
本研究では、手術患者から同意を得

て提供を受けた骨髄細胞で研究をおこ
なった。 
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 2 に、In vitro でのそれぞれの培

養条件下でおこなった PCR 法で測定さ
れた ALP・オステオカルシン・BMP2・
SP7・Runx2 の mRNA 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
等量の 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。 
細胞外基質の western blotting は、

collagen1 はデキサメタゾン濃度で差
は認めなかったが、Laminin はデキサメ
タゾン50ｎMと100ｎMの比較では50nM
の方が高かった(図３)。 
実際作製したシートはデキサメタゾ

ン濃度が低い方が丈夫で裂けにくかっ
たため、ハンドリングが容易であろう
と推測できた。 
 

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 4 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。組織像からは 10ｎM では
一部のみ人工骨内に骨形成を認めたが、
デキサメタゾン濃度が高い方が人工骨
内に良好な骨形成が認められた。 
 

Ｃ．３．細胞シートの骨形成能の生化
学的検討結果 
 
図 5 に移植後２カ月で摘出したサン

プルの ALP・オステオカルシン・BMP2・
SP7・Runx2のmRNA発現量の結果を示す。 
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 mRNA 発現量は高かった。この
ことから β-TCP・骨形成細胞シート群
で複合体内に骨形成が認められている
と考えられた。mRNA 発現量は濃度が高
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いデキサメタゾンで作製したシートと
の組み合わせの方が高い傾向であった。
BMP2 と Runx2 はデキサメタゾン濃度を
50ｎM と 100ｎM で作製した細胞シート
は 10ｎM・30ｎM で作製した細胞シート
より有意に高値であった。 

 
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：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、
培養条件としては同様であった。 
 

Ｅ．考察 
 
平成24年度は市販の骨髄間葉系幹細

胞を用いて骨形成細胞シート作製の培
養条件の検討をおこなったところ、ラ
ットなどの実験動物や市販の骨髄間葉
系幹細胞の条件と異なることが判明し
た。今年度はより臨床に近い形での詳
細な検討を行うために、患者から同意
を得て採取した骨髄細胞を用いて細胞
シートを作る条件を再度詳細に検討し
たところ、ヒト骨髄細胞から骨形成細
胞シートを作るために好ましいと考え
られる培養条件は平成24年度に得られ
た結果と異なり、細胞播種密度を 0.5
×104cell/cm2、デキサメタゾン濃度を
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判明
した。 
今回の検討ではデキサメタゾン濃度

を 4 つの条件で設定し骨形成能をリア

ルタイム PCR 法で検討すると、In vitro
ではデキサメタゾン濃度を高くすれば
骨形成能は高くなることが判明した。
また細胞外基質の評価として western 
blotting 法を用いて確認したところ、
デキサメタゾン濃度を 100nM とすると
laminin が他の条件と比較して低値と
なった。実際、デキサメタゾン濃度を
100nM で細胞シートを作製しスクレー
パーで培養皿周囲からはがす時に比較
的容易に破れてしまい、その取扱いが
難しかった。 
細胞播種密度は 0.5×104cell/cm2 と

1.0×104cell/cm2 で比較すると骨形成
能に大きな差は認めなかったため、よ
り少ない細胞数で培養可能な 0.5×
104cell/cm2 の細胞密度での播種が良い
と判断した。 
細胞播種密度を 0.5×104cell/cm2 と

して 4 つのデキサメタゾン濃度で作製
した細胞シートと人工骨を組み合わせ
ヌードラット皮下へ移植したところ、
生体内でも生体外（In vitro）と同様
の傾向を示しデキサメタゾン濃度が高
い方が骨形成能は高い値を示した。細
胞シートのハンドリングのしやすさは
デキサメタゾン濃度が50nM以下では容
易に破れることはなく取り扱いが容易
であるため、骨形成能を考慮し最終的
にデキサメタゾン濃度を50nMと決定し
た。 
昨年度の実験ではデキサメタゾン濃

度を 10nM と 100nM の 2条件だけであっ
たので、今年度は条件をさらに細かく
設定した。また市販の細胞は純粋な骨
髄間葉系幹細胞であるが、患者から採
取した細胞は骨髄細胞であり、細胞の
中には様々に分化した細胞が存在して
いると考えられ、これらも条件決定に
影響を与えた可能性がある。 
患者から採取した骨髄細胞から間葉

系幹細胞を抽出し培養をおこなう方が
良いかは議論のあるところだが、今回
使用した実験モデルはより実際の臨床
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にそくしたものであると思われる。 
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 
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Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
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図 2 骨形成マーカーの遺伝子発現量（In vitro） 
 
  
 細胞播種濃度 0.5×104cell/cm2（n=4） 
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 細胞播種濃度 1.0×104cell/cm2(n=4) 
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図４ 生体内での細胞シートの骨形成能の検討結果（組織像）
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図 5 骨形成マーカー発現量（In vivo） 
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分担研究報告書 
 

偽関節モデルにおける骨形成細胞シート注入移植による骨形成および骨癒合促進 
 

研究分担者 清水隆昌  奈良県立医科大学 整形外科 医員 
 
研究代表者 上羽智之 奈良県立医科大学 整形外科 医員 
研究分担者 田中康仁 奈良県立医科大学 整形外科 教授 

 
研究要旨 

我々はこれまでにラットを用いた動物実験で、骨形成細胞シートを scaffold 
free で注入移植することで、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。本手技は scaffold free で注入を行うため scaffold によ
る弊害がなく、低侵襲で実施でき、既存の治療法に併用できるため、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と期待できる。 
本研究では、患者から提供された骨髄細胞を用いて作製したヒト骨形成細胞シ

ートの注入で、生体内で骨形成が得られるか検証した。ヌードラット背部皮下へ
あらかじめ円盤状人工骨（β-リン酸 3 カルシウム：β-TCP）を移植しておき、
注射器で人工骨の表面へ細胞シートを注入し、新生骨形成が得られるかを組織学
的に観察するとともに、1か月後に摘出し生化学的にも評価をおこなった。組織
標本では、人工骨の気孔内に骨形成を認め、リアルタイム PCR 法でも骨形成マー
カーの mRNA 発現量が、人工骨単独で移植した群と比べるとシートを注入した群
で上昇していた。以上のことから、ヒト骨形成細胞シート注入による「注入型骨
移植法」が、ラット等の動物細胞と同様に可能であることが示された。 
本研究では、過年度に確立したヌードラット大腿骨偽関節モデルを用い、注射

器で偽関節部へ骨形成細胞シートを注入し、骨癒合が得られるかを経時的レント
ゲン評価に加え、12 週間後に大腿骨を摘出し組織学的に評価した。レントゲン
では明らかな骨癒合は得られず、組織学的にも偽関節部に軟部組織が介在し骨癒
合は得られなかった。今回の検討では、人工骨へヒト細胞シートを注入移植し骨
形成を認めたが、偽関節部への scaffold free でのヒト骨形成細胞シート注入移
植では骨形成および骨癒合は得られなかった。今後は、骨癒合が得られなかった
原因として細胞シート自体の問題であるのか、ヒト細胞を免疫不全動物に移植し
たモデルの問題であるのか検討する必要がある。 

  

Ａ．研究目的 
 
我々はこれまでに、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。さらに、
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」として確立し、報

告してきた 4,5。 
本研究課題では患者から提供をうけ

た骨髄細胞で骨形成細胞シートを作製
し、皮下に移植した人工骨へ注射器を
使って注入することで骨形成が得られ
るかを検証し、ヒトでも注入型骨移植
が可能であることを明らかにする。 
ヌードラット背部皮下へあらかじめ

移植していた人工骨に細胞シートを注
入移植することで、異所性に骨形成が
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得られるかを検証する。また平成 24 年
度確立したヌードラット大腿骨偽関節
モデルに細胞シートを注入移植し骨形
成および骨癒合が得られるかを検討し
た。 
 

Ｂ．研究方法 
 

Ｂ．１．ヒト骨形成細胞シートの作製
方法 
 
本研究で使用したヒト骨髄細胞は、

38 歳男性の腸骨より採取した骨髄細胞
である。細胞シート作製は、本研究の
分担研究の一つとして検討をおこない
決定した条件で作製した。 
骨髄細胞を T75 フラスコ（75cm2 

culture flask, Falcon, BD）で 2週間
初期培養後、10 ㎝培養皿（100 ㎜ディ
ッシュ; Falcon 35-3003, BD）に 0.5
×104cell/cm2の細胞密度で播種した。2
次 培 養 期 間 中 に ア ス コ ル ビ ン 酸
（AsaP:82µg/ml）とデキサメタゾン
（Dex：50nM）を添加し培養を行った。
2 週間培養を行いコンフルエントに達
した後スクレーパー（住友ベークライ
ト MS-93100）を用いて、ヒト骨形成
細胞シートを採取した。 
 

Ｂ．2．注入型骨移植法による人工骨へ
の骨形成能の付与 
 
 7 週齢ヌードラット背部皮下へあら
かじめ人工骨（スーパーポア、直径 5
ｍｍ・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）
を移植し、生体内でのヒト骨形成細胞
シートによる骨形成の検討を行った。
あらかじめ皮下に移植しておいた人工
骨に、14G 注射針をつけた注射器を使用
しヒト骨形成細胞シートを注入移植し
た。 
 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。 
また、生化学的評価としてリアルタ

イム PCR法で骨形成マーカーの mRNA 発
現量を測定した。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: 
Hs01029144 m1、OC: Hs01587814 g1、
BMP2: Hs00154192 m1、SP7：Hs01866874 
s1、 Runx2： Hs00231692 m1、 GAPDH: 
Hs02758991 g1）。 
 
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
骨偽関節部にスキャフォルドフリーで、
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 2・4・8・12 週
でレントゲン撮影した。骨癒合状態を
評価するため組織像の評価を行った。
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（n=4）。 

 

Ｂ．４．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
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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．注入型骨移植法による人工骨へ
の骨形成能の評価（組織像） 
 
図 1 に移植後 1 カ月で摘出したサン

プルの組織像を示す。人工骨内に良好
な骨形成が確認できた。注入した骨形
成細胞シートによる新生骨形成である
と考えられる。 

 
Ｃ．2．注入型移植法による人工骨への
骨形成能の評価（生化学的評価） 
 
図 2 に移植後 1 カ月で摘出した標本

のリアルタイム PCR法による mRNA 発現
量の測定結果を示す。 
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 mRN 発現 A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
入移植することで、人工骨に骨形成が
認められていると考えられた。 
 
Ｃ．3．注入型移植法によるヌードラッ
ト大腿骨偽関節部への骨形成能の評価 
 
図 3 に経時的なレントゲン像の結果

を示す。術後 12 週まで偽関節部には明
らかな骨形成や骨癒合は得られなかっ
た。 
図４に術後 12 週で摘出した大腿骨の組織

像を示す。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 
 
我々はこれまでにラットやラビット

の細胞を用いて、骨形成能を有する細
胞シートを作製する方法を考案し、皮
下へ細胞シートを注入することによっ
て異所性の骨形成を認めることを確認
している 4,5。 
また、あらかじめ皮下に移植してお

いた人工骨に対し、細胞シートを注入
すると、人工骨周囲に骨形成を認める
ことも報告している 5。 
今回、ヒト骨髄細胞で作製した細胞

シートを皮下にあらかじめ移植してお
いた人工骨（β-TCP）周囲に注入し、
人工骨気孔内に骨形成が見られた。ま
た、骨形成能の評価として、リアルタ
イム PCR法による mRNA 発現量を定量評
価した。β-TCP 単独で移植した対照群
と比べ、細胞シートを注入移植した群
の骨形成マーカーのmRNA量は有意に高
値であった。つまり、細胞シートの注
入移植により人工骨に骨形成能を付与
することができたことから、ヒト骨形
成細胞シートを用いた「注入型骨移植」
は可能であると考えられた。 
しかし、ヌードラット偽関節モデル

に細胞シート注入移植をおこなっても、
レントゲンおよび組織学的に骨形成お
よび骨癒合は確認できなかった。これ
は様々な要因が考えられる。注入とい
う行為がヒト細胞シート自体にダメー
ジを与えたため、細胞活性の低下をき
たし偽関節という厳しい環境下で骨形
成が得られなかった可能性がある。ま
た細胞シート自体の骨形成能が偽関節
に対して骨癒合させるほどの骨形成能
を有していない可能性も考えられる。
今回偽関節に対して 2 枚の細胞シート
を注入移植したが、2枚では骨癒合でき
るだけの細胞数が少なく、骨形成する
前に吸収された可能性も考えられる。 
またレシピエント側の問題もあるか
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と思われる。ヌードラットは免疫不全
動物のため炎症系サイトカインの発現
が抑制されている。そのため、骨形成
にも少なからず影響がある可能性があ
る。今回の結果では注入による人工骨
への骨形成能の付与は可能であったた
め、免疫不全動物に作製した偽関節部
という局所環境が細胞シートを用いた
移植モデルとして好ましくなかったの
かもしれない。 
今後、ヌードラットの偽関節に対し

て骨癒合を得ることが出来なかったこ
とに対しては、細胞シートの枚数を増
やすことや、何らかの骨形成因子の追
加投与や注入移植法の改善など、骨形
成細胞シートを用いた「注入型骨移植」
に併用できる手技の検討も必要と考え
る。 
 

Ｅ．研究発表 
 

1． 論文発表 
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2． 学会発表 
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図１ 注入型移植法による人工骨への骨形成

 
図２ 注入型移植法による人工骨への骨形成
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図３ ヌードラット大腿骨偽関節部

図４ ヌードラット大腿骨偽関節部における
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研究要旨  
本研究課題では、ヌードラットを用いて作製した大腿骨偽関節モデルに対し、

ヒト骨髄細胞から作製したヒト骨形成細胞シート移植により骨癒合を得ること
ができるか検討しているが、本分担研究では骨形成の指標として力学的強度を用
いることで細胞シート移植による骨癒合を検討した。 
ヌードラットの大腿骨は非常に小さいため、万能試験機（EZ-graph）を用いて

どのような評価方法が効果的であるか検討したところ、3点曲げ試験で力学的評
価を行うのが効果的であることが判明した。μCT 撮影によって作製したサンプ
ルの偽関節骨切り部での骨形成を確認した後にサンプルの力学試験を行い、細胞
シートを直接移植した群と注射器により注入した群の力学強度の測定結果を比
較したところ、その強度には差がないことが確認された。 
偽関節モデルにおける骨形成の評価指標の一つとして、力学試験は重要であ

る。臨床においても、骨強度の回復によって荷重負荷が可能となるため、力学試
験による正確な骨強度の測定は、偽関節における骨癒合促進研究では重要な評価
指標となると考えられる。ラット大腿骨のような小さなサンプルであっても、3
点曲げ試験を行うことでその力学的強度の測定が可能であったことから、今後の
研究を進めるうえで、重要な定量評価方法が確立できた。 

 

Ａ．研究目的   
 
 偽関節治療では自家骨を用いた手術が
標準であるが、健常骨の採取が必要であり
患者負担が大きい。そこで本研究課題では、
自家骨移植に代わる治療法を確立すべく
基礎研究を行っている。ヒト未分化骨髄間
葉系幹細胞（MSC）から骨形成能を有する
ヒト骨形成細胞シートを効果的に作製す
る条件を検討し、偽関節部に移植し骨癒合
を促進させるが、その評価方法の一つとし
て力学試験は欠くことができない評価方
法である。 

本分担研究の目的は、ヒト MSC で作製し
たヒト骨形成細胞シート移植による難治
性骨折（偽関節）の治療の有効性を評価す
るための適切な力学試験方法を検討する
ことである。免疫不全動物としてヌードラ
ットを用い、大腿骨に作製した偽関節モデ
ルに対して、ヒト骨形成細胞シートを移植
した大腿骨の力学的強度を測定できる方
法を確立する。 
 

Ｂ．研究方法   
 
Ｂ．１．ラット大腿骨を用いた力学試験
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方法 
 
 ヌードラットの大腿骨は小さく、これ
で力学試験方法の検討を行うと費用がか
さむため、まず通常のラットの大腿骨を用
いて、小さなサンプルにおける力学試験方
法の検討を過年度に実施したところ、ラッ
ト大腿骨専用の 3 点曲げ試験用ジグを作
製すれば、力学的強度を測定できることが
判明している。 
 そこで、本年度は昨年度に作製した専用
ジグを用いて、我々がこれまでに確立して
いるヌードラット大腿骨偽関節モデル 1、2

におけるヒト骨形成細胞シートの骨形成
能評価を実施した。 
 

Ｂ．２．偽関節モデルの作製 
 
過年度に確立したヌードラット大腿骨

偽関節モデル作製方法は、ヌードラットの
大腿部において外側侵入で筋間から大腿
骨に達し、転子部から顆部まで骨膜を切除
した。femoral medial circumflex artery
から大腿骨へ入る枝を血管校で切離し、
infra genicular artery を顆部で切離し
た。大腿骨骨幹部をボーンソーで骨切りを
行った後、髄腔内を 18G 針でリーミングを
行った。このとき髄腔内を生食 20ml で洗
浄した。顆部から頸部に向けて 0.8mm のキ
ルシュナー鋼線を挿入することで骨折部
を固定した。  
作製した偽関節モデルにヒト MSC によ

る細胞シートを注入し術後 12 週後に大腿
骨を摘出し、専用ジグを用いてその力学的
強度を測定した。細胞シートを注射器によ
り偽関節部に注入した注入群と、直接的に
細胞シートを偽関節部に移植したオープ
ン群の力学的強度を測定した。 

 
Ｂ．３．細胞シート注入を行ったヌード
ラット偽関節モデルの力学的評価 

 
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。曲げ破壊時の最大曲げ荷重によっ
て、注入群とオープン群とを比較した。 

 
Ｂ．４．μCT 撮影による偽関節の評価方
法 
 
 X 線 μ CT 装 置 （ SMX-160CT-AV3 ，
SHIMADZU）を用いて、作製した偽関節周囲
の骨形成を評価した。骨切り部周辺の骨形
成を評価するため、12 週においてμCT 撮
影を行い、その所見から偽関節であること
を確認し、力学試験を行った結果と合わせ
て、注入群とオープン群とを比較した。 
 X 線μCT 撮影の結果を加味することで
偽関節モデルにおける骨切り部での骨癒
合が明確に確認できる。そのうえで両群を
比較することで、より精度の高い比較がで
きることが分かった。 
 

Ｂ．５．力学試験結果の統計学的検討 
 
注入群とオープン群の力学試験結果を

比較するために、 SPSS （ IBM  SPSS 
Statistics Ver. 20）を用いて、student 
t-test を行い、ｐ＜0.05 で有意差の検定
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」
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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
良県立医科大学と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。 
また、本分担研究は奈良県立医科大学で

作製した偽関節モデルラットの大腿骨を
摘出し搬送してきたものの力学試験を行
うため、直接動物や患者から得た骨髄細胞
を扱うものではない。 
 
Ｃ．研究結果  
 
Ｃ．１．μCT 撮影による評価結果 
 
図２に注入群のμCT 画像を示す。術後

12 週において骨切り部周囲に新生骨の形
成を認めたものの、骨切り部の良好な骨癒
合を認めなかった。また、オープン群にお
いても同様の傾向が観察された。 
通常のレントゲン撮影よりも正確に骨

折部の状態が把握できることが明らかと
なった。 
 

Ｃ．２．細胞シート注入を行ったヌード
ラット偽関節モデルの力学的評価の結果 
 
図３に 3点曲げ試験より得られた両群

の最大曲げ荷重を示す。オープン群の最大
曲げ荷重は 0.64±0.36 N であり、注入群
の最大曲げ荷重は 0.86±0.40 N と、有意
差は見られなかった。また、正常大腿骨の
最大曲げ荷重は 136.0±14.4 N であり、本
研究での両群の力学的強度の値は非常に
小さい値であったが、細胞シート注入によ
る骨癒合が力学的強度により評価可能で
あった。 
 本研究ように作製したラット大腿骨用

の専用ジグを用いることで、比較的小さな
サンプルであり、またその治癒状態が弱い
状態であってもっても測定結果が得られ
ることが判明した。 
 
Ｄ．考察 
 
μCT 撮影により骨切り部での良好な骨

癒合を認められず、3点曲げ試験によって
得られた注入群の力学強度は正常大腿骨
と比べて有意に低い値となった。しかし、
非常に小さい値ではあったものの、オープ
ン群と注入群とで力学的強度の差がない
ことが評価でき、ヌードラットを用いて大
腿骨に作製した偽関節の力学試験を実施
する手技および専用ジグが確立されたと
考えられる。 
今回作製したラット大腿骨用の専用ジ

グを用いることで、比較的小さなサンプル
であってもばらつきが少ない測定結果が
得られることが判明した。今後、本研究課
題を行っていくうえで力学試験結果は重
要な指標の一つであるため、本分担研究が
目的とする実験は達成できたと考えられ
る。 
 
Ｅ．結論 
 
 μCT 撮影および力学試験より、ヌード
ラット大腿骨に作製した偽関節モデルの
力学試験評価法が確立された。 
 
 
Ｆ．研究発表 
 
１． 論文発表 

 
なし 
 

２． 学会発表 
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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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図 1 専用ジグによる 3 点曲げ試験（力学
的評価） 

 
 
図２ 注入群のμCT 画像 

 

 
図３ 3 点曲げ試験の結果 
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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; 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。 

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皿では 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
骨再生医療において有用であると考え
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