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研究成果の概要（和文）： 
骨髄間葉系幹細胞(MSC)は、増殖させると分化能、骨形成能が低下してしまうだけでなく、

分化能、骨形成能を抑制することを確認している。本研究では増殖とともに発現が亢進する、
骨芽細胞分化、骨形成抑制因子の探求を行い、その候補をレセプターチロシンキナーゼである
EPHA5 に絞ることができた。今後は、EPHA5 が抑制因子であることの確認作業を進めていく。 
サルの骨大欠損モデル（大腿骨、5cm 長）を用い、MSC を使用した大型骨再生に成功した。

この再生骨は、組織学的に骨が再生されたではなく生体骨の重要な機能の一つである骨癒合能
も有していることが確認された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) have pluripotent differentiation capability 
and are expected to be used for regenerative medicine. However, the differentiation 
capability decreases with their prolonged proliferation. Moreover, our previous studies 
showed that the such cells had not only less bone formation capability but also suppressed 
bone formation. In this study, we focused on EPHA5 as the suppressor candidate from 
microarray and co-culture study. 
 We achieved 5 cm long bone regeneration using MSCs in a monkey femur bone defect 
model. The regenerated bone proved its bone union capability that is one of the impossible 
characteristics of natural bone.     
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１．研究開始当初の背景 
（１）整形外科や口腔外科領域における骨組

織欠損の治療では、患者自身の骨盤や腓骨を
採取して移植を行う自家骨移植が広く行わ
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れており、人工骨の開発が進んだ現在におい
てもゴールドスタンダードである。しかし採
骨手術自体が健常な部分を損傷する上に、採
骨部痛の長期残存や、神経・血管損傷、感染
などの合併症の発生頻度が高く（数％～40％
近くとの報告）、使用できる骨の量にも限り
があるなどの問題から、自家骨移植に代わる
骨再建手技の開発が求められている。 
MSC は骨髄穿刺で得られた骨髄液を培養す
ることで容易に獲得できる。骨、軟骨、脂肪
などへの多分化能を有しているため、この
MSC を応用して骨や軟骨などの組織を再建
しようという試みが 10 年以上にわたり世界
中で行われてきた。中でも骨芽細胞系への分
化能は高く、既に一部では骨組織再生への臨
床応用が始められている。国外ではドイツに
おいて下顎骨の再建に MSC を使用した報告
（Lancet 2004; 364: 766 70）がなされてい
る。しかし、その経過は順調とは言えず、ま
た多量の骨誘導性増殖因子である OP-1
（BMP-7: Bone Morphogenetic Protein-7）
が併用されており、MSC がどの程度骨組織
再生に寄与したかは不明である。また移植手
術を受けた患者は術後 15 カ月で亡くなられ
てしまったが、剖検も行われなかったため、
その再建骨組織の詳細は不明のままである
（Biomaterials 2006; 27: 3163 3167）。また
国内においても一部では臨床応用が行われ
ているが、適応は小さな骨欠損に限られてお
り、やはり MSC の骨再生に対する寄与度は
不明である。 
そもそも骨欠損を再生させる手段としては
自家骨移植の他に、他家骨移植、人工骨移植
などがあり、特に人工骨においては開発が進
むにつれ性能が向上し近年急激にシェアを
伸ばしている。また、我々は実際の臨床にお
いて、培養を行っていない新鮮骨髄穿刺液を
人工骨に導入し自家骨の代わりに移植材と
して使用し、骨欠損の再生や脊椎固定手術に
成功しており、培養などの複雑で高コストな
手法を用いなくとも人工骨の性能を向上さ
せ、ある程度の大きさの骨組織を再建できる
ことを確認している。また、人工骨に骨形成
能を付加する薬剤として強力な骨誘導能を
有する Bone Morphogenetic Proteins(BMP)
がある。米国ではすでに臨床応用されており、
国内に導入される日も近く、比較的大きな骨
欠損が細胞培養など行わなくても実現でき
るようになると考えられる。 
これらの現状を踏まえると、培養 MSC を使
用した骨再生は複雑な手技、高コストを要す
ることから、本当に培養 MSC が必要となる
のは巨大な骨組織の再生である。（BMP を使
用する場合でも骨組織を作り出すためには
細胞が必要であり、BMP とそのキャリアー
の組み合わせだけでは巨大な骨組織を再生
することは困難であると考えられる。）しか

し、巨大な骨組織を再生するためには十分な
骨形成能を有した MSC が大量に必要となる。
また、我々は過去の検討において、継代培養
を繰り返した MSC は骨形成能が低下するだ
けでなく、骨形成を抑制する働きを有してい
ることを確認している（データ未公表、後述）。
従って、移植に用いる MSC からは、そのよ
うな骨形成を抑制する働きのある MSC を排
除する必要があると考えられる。現在のとこ
ろ、MSC の骨形成能（in vitro での分化能で
はなく）を移植前に評価できる指標は明らか
ではなく、また、MSC による骨形成抑制の
メカニズムも明らかではない。そのため骨再
生に最適な MSC を得るための培養法の開発
も進展していないのが現状である。 
（２）骨には体の支持や造血器官としての働
きのほかミネラルや増殖因子の貯蔵庫とし
ての働きがある。また、自己治癒能力を有し
ており、骨折しても比較的容易に再び骨癒合
させることができる。MSC を使用した骨再
生で大型の骨組織を再建した例はほとんど
なく、再建された骨組織の評価も行われてい
ないため大型骨組織再建において初めて直
面するであろう課題は明らかにされていな
い。 
 
２．研究の目的 
（１）骨形成能の指標を明らかにするととも
に、MSC による骨形成抑制のメカニズムを
明らかにし、巨大骨組織再生に適した MSC
の培養法の開発につなげることである。 
（２）大型骨再生モデルを使用して再生骨組
織の評価、解析を行い、大型の再生骨組織に
おける問題点、課題などを明らかにすること
である。 
 
３．研究の方法 
（１）巨大骨再生に使用する MSC を選択・評
価する手法の開発 
[骨形成能の指標および骨形成を抑制する因
子の候補の探索] 
骨形成能を規定する因子、または骨形成を抑
制する因子を探索するために、マイクロアレ
イやリアルタイム PCR、フローサイトメトリ
ーなどの手技を用いて骨分化能の高いMSCと
低い MSC の比較し、遺伝子発現の違いや表面
抗原の違いをヒト MSC を用いて探索する。比
較する MSC は以下を想定している。 
①継代数の影響 
MSC の分化能、骨形成能を低下させる因子と
して培養期間があげられる。この原因として
は分裂回数の増加に伴う個々の細胞の分化
能、骨形成能の低下によるメカニズムや、
個々の細胞のダブリングタイムや寿命の違
いによる heterogenous な MSC のポピュレー
ションの変化（分化能の低い細胞が相対的に
増加する）などが考えられる。いずれにして



も多量の MSC を要する場合、増殖に伴う分化
能低下は重大な問題である。そこで、継代数
の低い（分裂回数の少ない）MSC と継代を重
ね分化能の低下した MSC の比較を行う。前述
の予備実験のデータを考慮すると、特に継代
とともに発現が増加する遺伝子や表面抗原
が確認されれば、それらが前述の骨形成抑制
因子の候補となる。 
②薬剤の影響 
我々の過去の検討から、MSC の培養開始当初
からデキサメサゾンを継続的に添加し続け
て培養することで多分化能の高い MSCが得ら
れることが分かっている。（in vivo での骨形
成量は約 2倍になる）そこで、デキサメサゾ
ンを継続的に添加して得られたMSCと添加せ
ずに培養して得られた MSC の比較を行う。 
これらの結果を比較、解析することで、骨形
成能の指標、および骨形成抑制因子の候補を
絞ることができると考えられる。 
[共培養系を用いた継代 MSC の骨分化抑制効
果についての検討] 
継代を重ねた MSCが骨分化を抑制する効果を
及ぼす経路として可溶性因子による経路と、
細胞間接触によるものが考えられる。そこで
非接触系と接触系にて継代数の少ないMSCと
継代数の多い MSC の共培養を行い、継代数の
少ない MSCの骨芽細胞系の分化能を解析する。
この結果、接触系で分化抑制効果が大きけれ
ば細胞表面に発現する因子が骨形成抑制因
子の候補となり、非接触系でも抑制効果が確
認されれば可溶性因子が候補となる。上記実
験と本実験の結果により、骨形成抑制因子の
さらなる絞り込みがで 
 
（２）大型再生骨組織の評価 
これまでに我々は組織工学的手法を用いて
サル大腿骨において 5cmという比較的大きな
骨欠損の再建に成功している。ここでは、こ
の技術を使用して、大型の骨欠損の作成と再
建し評価を行う。 
サルの大腿骨に 5cm の骨欠損を作成し、足場
材であるβTCP のみを移植する。移植した材
料が吸収されてしまうか、骨の再生が確認さ
れた時点で組織の摘出を行い、MSC を移植し
なかった場合の骨再生の評価を行う。摘出し
た部位には、培養 MSC を導入したインプラン
トを移植し経時的にレントゲン評価を行う。
骨再生が確認された時点で、再生骨の中央部
の骨組織を摘出し組織学的評価を行うとと
もに、摘出した部分を短縮させ、再固定する
ことで、再生骨の骨癒合能評価を行う。 
 
４．研究成果 
（１）巨大骨再生に使用する MSC を選択・評
価する手法の開発 
骨髄液を穿刺し、MSC の培養を行った。継

代培養を行うことで第 5継代までの MSC を得

て、第 1継代と第 5 継代の MSC の分化能の比
較を定量的 PCR、アルカリフォスファターゼ
（ALP）活性、石灰化の評価を用いて行った。
21 検体について検討を行ったが、当初の予想
通り、第 1継代では分化能が高く、第 5 継代
で極端に分化能が低下する検体や、第 1継代、
第 5継代とも比較的分化能が維持されている
検体、第 1継代、第 5継代とも分化能が低い
検体などがあることが確認されたが、第 5継
代で分化能が向上する検体は認めなかった。
この結果、通常の培養法では、ほとんどの MSC
は継代用とともに分化能が低下することが
確認された。 
継代培養後によって MSCの遺伝子発現の変

化を検討することは、培養法を改良するうえ
で重要である。そこで、上記検体のうち 14
検体について、第 1 継代と第 5継代の MSC の
遺伝子発現に関して、マイクロアレイで比較
を行った。その結果、ほぼ全検体で共通して
継代とともに増加する遺伝子と低下する遺
伝子を確認できた。 
また、継代数の少ない MSC と継代数の多い

MSC の共培養では、非接触系では継代数の少
ない MSC の分化能に影響はないが、接触系で
は分化能が低下していることが確認され、分
化抑制因子が膜タンパク質であることが確
認された。 
 これらの結果をもとに、分化抑制因子、骨
形成抑制因子の候補としてレセプターチロ
シンキナーゼのひとつである EPH receptor 
A5 (EPHA5)に注目し検討を進めた。その結果、
EPHAのサブタイプのうちEPHA2と 4は MSCに
おいて恒常的に発現しており、継代を重ねて
も発現に大きな変化を認めないのに対し、
EPHA5 は培養初期ではほとんど発現していな
いが、継代を重ねるとともに数十倍にまで発
現が亢進していることが確認された。また、
複数種類の siRNAにより EPHA5をノックダウ
ンすると短期的にはアルカリフォスファタ
ーゼの発現が亢進することが確認された。ま
た、骨芽細胞分化を促進するデキサメサゾン
の添加により EPHA5の発現が抑制されること
も確認された。今後は shRNA などを用いて、
より長期間、EPHA5 をノックダウンしたり、
逆に遺伝子導入を行い EPHA5を過剰発現させ
るなどして、EPHA5 が分化抑制因子としてい
ることの確認を進める必要がある。 
 
（２）大型再生骨組織の評価 
カニクイザル大腿骨の 5cmの巨大骨欠損モデ
ルを作成し、MSC を使用して 5cm の骨再生を
試みた。再生に使用した MSC は通常の培養法
とは異なり、デキサメサゾンを初期培養時よ
り継続的に添加して培養し、自己血漿に浮遊
させて、低圧下導入法を用いて多孔質βTCP
に導入し移植材料とした。9 例実施した結果、
7 例中 5 例で骨再生に成功した。また、再生



した骨は、組織学的に骨組織であることが確
認され、また再生骨の短縮術（14mm）を実施
した結果、5 例中 4 例で骨癒合に成功し、生
体骨が本来持ち合わせている自己治癒（癒
合）能力を再生骨も持ち合わせていることを
確認した。 
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