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研究成果の概要（和文）：dynamic stretch（DS 群）および dynamic compression（DC 群）にお

いて、コントロールと比較して培養上清中の骨形成マーカーは有意に増加していた。HIF 1α

の mRNA 発現は DC 群で上昇しており、核内の HIF 1αの蛋白量は DS 群、DC 群、SS 群で上昇し

ていた。DS 群、DC 群で培養した骨髄細胞を高濃度の多血小板血漿（platelet rich plasma : PRP）

とともにラット骨延長モデルの延長部位に移植したところ、DS 群においてコントロール群に比

較して新生骨形成が良好な傾向があった。 
 
研究成果の概要（英文）：Alkaline phosphatase activity within the culture media were 
significantly elevated in the dynamic stretch (DS) group and the dynamic compression (DC) 
group compared to the control group. The DC group showed significant elevated levels of 
mRNA expression of HIF 1α. Western blotting analysis demonstrated increased amount of 
HIF 1α protein within the nucleous in the DC, DS, and static stretch (SS) groups. 
Favorable new bone formation was observed when the bone marrow cells cultured under 
the dynamic stretch condition were implanted with PRP into the distraction gap of rat bone 
lengthening models. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 組織工学的手法を用いた骨・軟骨組織再
生のための細胞治療は次世代の整形外科的
治療として期待されている。われわれは骨延
長術において、培養骨髄細胞と多血小板血漿
の移植による細胞治療を行い良好な臨床成

績を報告してきた。また臨床研究と平行して、
骨髄細胞の培養条件や多血小板血漿の精製
法に関する基礎研究を継続してきた。その結
果、この細胞治療の治療効率をさらに向上さ
せためには、骨形成能を有する大量の培養骨
髄細胞を獲得し、かつ臨床応用可能な培養法
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を確立することが重要であるという結論に
至った。 
 
(2) 低 酸 素 下 で 活 性 化 す る hypoxia 
inducible factor 1α（HIF 1α）が血管新
生や骨新生に重要な役割を果たすことが報
告されており、また細胞へのメカニカルスト
レスにより HIF 1αの発現が上昇することが
知られている。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、骨髄細胞と多血小板血漿を用
いた細胞治療において、より効率のよい臨床
応用可能な培養方法を確立することを目的
とする。具体的には、圧迫・伸張刺激や低酸
素状態などのストレス条件下で培養した骨
髄細胞の増殖能、および骨芽細胞への分化能
を評価し、骨再生を目指した細胞治療におけ
る新しい培養技術を開発するとともに、HIF 1
αを介したストレスによる骨新生メカニズ
ムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)ラットおよびヒト骨髄間葉系細胞を圧
迫・伸張刺激（static compression、dynamic 
compression、static elongation、dynamic 
elongation）および低酸素条件（2% O2）にて
一定期間三次元培養し、BrdU アッセイなどに
より細胞増殖能を、BAP などの骨形成マーカ
ーを指標として骨芽細胞への分化能を評価
する。次いで、これら細胞を動物モデル（ラ
ット骨延長モデル）に移植して、in vivo に
おける骨形成能を X線学的、組織学的に評価
する。これにより、骨髄細胞の至適培養条件
が決定され、移植に必要充分な量と分化能を
有する培養骨髄細胞を獲得する手法が確立
される。 
 
(2) さまざまな圧迫・伸張刺激、および低酸
素刺激のもとで培養した骨髄細胞における
HIF 1αおよびその target genes（VEGF、NO、
iNOS、HO-1 など）の発現を mRNA レベル
（Northern blotting、定量的 RT-PCR）、タン
パクレベル（Western blotting）で評価し、
骨形成マーカーの発現との関連を検討する。
次に、細胞移植を行ったラット骨延長モデル
における経時的な HIF 1α、およびその
target genes の発現の推移を in situ 
hybridization と免疫染色にて評価し、in 
vivo における HIF 1αの骨新生促進効果を検
討する。この結果、ストレス刺激下で培養し
た骨髄細胞による細胞治療において、HIF 1
αを介した骨新生促進メカニズムが解明さ
れる。 
 
４．研究成果 
(1) ラットの骨髄細胞をコラーゲンゲルに包

埋して、メカニカルストレス下に三次元培養
した。メカニカルストレスは１Hz の周期的伸
展(dynamic stretch : DS)と周期的圧縮
(dynamic compression : DC)、一定の静的伸
展(static stretch : SS)と静的圧縮(static 
compression : SC)の 4 種類に分類した。培
養上清中の ALP 活性は DS群と DC群でコント
ロールと比較して有意に増加していた。HIF 
1αの mRNA 発現は DC 群で上昇しており、核
内の HIF 1αの蛋白量は DS 群、DC 群、SS 群
で上昇していた。したがって、DS 群および
DC 群での骨髄細胞の培養が骨再生治療に有
用であると考えた。 
 
(2) DS 群、DC 群で培養した骨髄細胞を高濃
度の多血小板血漿（platelet rich plasma : 
PRP）とともにラット骨延長モデルの延長部
位に移植した。骨延長モデルは術後１週間の
待機期間ののち１日 0.75mm ずつ 10日間延長
するものとし、手術時、延長開始時、延長後
5 日、延長終了時に細胞を移植した。従来の
方法で培養した細胞（骨誘導培地で 3週間単
層培養）をコントロールとして、新生骨形成
をレントゲンにて評価した。統計学的な有意
差はなかったが、DS 群においてコントロール
群に比較して新生骨形成が良好な傾向があ
った。また移植時期としては、延長終了時に
移植したものよりは延長期間中に移植した
もので、骨形成が促進される傾向にあった。
延長終了後 2、4、6週で延長部の組織を取り
出し、組織学的に検討した。2週後ではDS群、
DC 群においてコントロールと比較して von 
Kossa 染色による骨新生が良好で、アルシア
ンブルー染色による軟骨形成も促進されて
いた。4、6週ではいずれの群も、コントロー
ルと明らかな差は認めなかった。 
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