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研究成果の概要（和文）：マウス皮質骨から間葉系幹細胞(MSCs)を単離し軟骨、骨、脂肪への

分化能と長期培養を確認した。さらに皮質骨は骨髄より良好な MSCs の供給源であることおよ

びプラスチック容器での培養により効率的に造血幹細胞(HSCs)を除去できることを証明した。

また塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）を添加した培地で MSCs が長期培養できることと、

この細胞の移植により生体内で骨再生が可能であることを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed methods to isolate, purify, and expand mesenchymal 

stem cells (MSCs) from mouse compact bone that may be used to regenerate bone in vivo. 

These cells were maintained in long-termculture and were capable of differentiating along 

multiple lineages, including chondrocyte, osteocyte, and adipocyte trajectories. We found 

that compact bone of mice was a better source of MCSs than the bone marrow, that growth 

in plastic flasks served to purify MSCs from hematopoietic cells, and that MSCs grown in 

basic fibroblast growth factor (bFGF)-conditioned medium were, based on multiple criteria, 

superior to those grown in leukemia inhibitory factor-conditioned medium. Moreover, we 

found that the MSCs isolated from compact bone and grown in bFGF-conditioned medium were 

capable of supporting bone formation in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 
われわれは、骨の再生に取り組み(1)サイト

カイン、(2)細胞、(3)微小環境の整備が不可

機関番号：１５３０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21592573 

研究課題名（和文） 幹細胞間相互作用システムを応用した骨芽細胞ゲルおよび疑似骨髄 

モデルによる骨再生 

研究課題名（英文） Bone regeneration with osteoblast gel and artificial bone marrow 

which can produce interaction between stem cells 

研究代表者 

山近 英樹（YAMACHIKA  EIKI） 

岡山大学・岡山大学病院・講師 

 研究者番号：10294422 



 

 

欠と考え申請時におけるまで以下のような

研究をおこなってきた。(1)サイトカイン：

サイトカインの活性増強を目的に固定化サ

イトカインによるシグナル発現の長期化が

骨再生に有効であることを確認していた。固

定化 rhBMPは標的細胞のレセプターに情報を

持続的に伝達すること、高い誘導活性能を得

ることを確認していた。(2)細胞：遺伝子導

入細胞を用いることなく、ラット骨髄幹細胞

から骨芽細胞誘導と動物実験で異所性の骨

形成に成功していた。しかし血管の移入がき

わめて乏しく、骨芽細胞塊の単独移植では生

理的な環境を獲得できず大型の骨再生が望

めないことがあきらかにしていた。骨髄には、

血管内皮前駆細胞、間葉系幹細胞、および造

血幹細胞などの前駆細胞、幹細胞が含まれ、

骨芽細胞は間葉系幹細胞から分化誘導され

る。当時の知見では、骨芽細胞と造血幹細胞

の相互作用が言われ骨再生にはこれら幹細

胞間のインターラクションが必要と思われ

た。(3)微小環境（スキャフォールド）：骨芽

細胞分化誘導には骨髄腔内で幹細胞間のイ

ンターラクションが必要とされ、このため幹

細胞間のインターラクションを再現する疑

似骨髄的なスキャフォールドの開発が必要

と思われた。幹細胞間インターラクションを

再現するにはゲル化して基底膜の立体モデ

ルを作り細胞分化を促進する細胞外マトリ

ックス由来生体ゲルと、骨髄を擬して作成し

た直径 300μm の貫通孔を持つハニカムタイ

プβ-TCP 疑似骨髄が骨組織を誘導しやすい

ことを確認していた。これらより問題解決の

着想として、骨芽細胞ゲル（誘導・培養した

骨芽細胞を、骨髄幹細胞から分取した造血幹

細胞、血管内皮前駆細胞と生体ゲル内で共培

養し作成）や、疑似骨髄モデル（上記骨芽細

胞ゲルを新規開発ハニカムβ-TCP 疑似骨髄

スキャホールドに充填し作成）による骨再生

が有効であろうとの着想にいたった。 

 
２．研究の目的 
本研究課題の申請時における当初の研究目的

として(1)歯周疾患など局所の微小な骨欠損

に対する骨芽細胞ゲル注入による迅速で簡便

な骨再生システムの開発、および(2)腫瘍、外

傷などによる大きな骨欠損に対する新規開発

ハニカムβ-TCP疑似骨髄モデルを応用した大

型骨再生システムの開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)GFP マウスより間葉系幹細胞の採取 

①実験動物 

C57-GFP マウス(C57BL/6 TgN [ACT6EGFT])よ

り細胞を採取した。 

②骨髄由来細胞採取 

骨髄由来細胞は 5週齢 C57-GFP 雄性マウス大

腿骨より採取した。大腿骨は周囲軟組織を除

去したのち両端の骨頭を除去し Alpha-MEMに

て骨髄細胞を洗い流し細胞を回収した。回収

した細胞は 25-cm2 プラスチックフラスコに

て２０％FBS 添加 Alpha-MEM にて 37℃、５％

CO2にて 3日間培養した。 

③皮質骨由来細胞採取 

骨髄由来細胞を採取した大腿骨を約 1 mm3 の

大きさに粉砕し、1 mg/ml の collagenase II

にて 37℃2時間処理し遊離した細胞を回収し

た。さらに粉砕骨は洗浄ののち、先に回収し

た細胞とあわせ 25-cm2 プラスチックフラス

コにて２０％FBS 添加 Alpha-MEM にて 37℃、

５％CO2にて 3日間培養した。 

 

(2)間葉系幹細胞の増殖および培地の検証 

上記で得られた骨髄由来細胞、皮質骨由来細

胞は、プラスチック非接着性細胞を取り除い

た後 90％コンフレントに到達したものをト

リプシンにより剥離し継代した。増殖のため

のメディウムは下記①～③を用いた。 



 

 

①Complete medium 

２０％FBS 添加 Alpha-MEM:NIH3T3 培養上清

=50:50 となるように調整したメディウム。 

②LIF-conditioned medium 

Complete medium+1,000 units/ml leukemia 

inhibitory factor(LIF) 

③bFGF-condition medium 

Complete medium+ 4 ng/ml basic FGF(bFGF) 

それぞれの培地にて骨髄由来細胞、皮質骨由

来細胞を培養し長期（継代４５回以上）にわ

たる増殖能を検証した。 

 

(3)間葉系幹細胞の単離 

上記により培養、増殖した細胞から間葉系幹

細胞を CD34+,c-Kit+,Sca1+細胞を FACS 解析

によるソーティングにより分取した。 

 

(4)間葉系幹細胞の脂肪、軟骨、骨への分化

能の検証 

得られた細胞を脂肪分化培地、軟骨分化培地、

骨分化培地のそれぞれで培養し分化能を確

認した。 

 

(5) 異所性骨再生能の検証 

マウス 1匹から得られる骨髄由来間葉系幹細

胞および皮質骨由来間葉系幹細胞をそれぞ

れ 25-cm2 プラスチックフラスコ内で、

Osteoblast inducer Regent（タカラバイオ

社製）にて 3日間骨系細胞へ誘導した。50 mg 

β-TCP を担体として誘導後の細胞と混合し

骨再生ペレットを作成した。作成した骨再生

ペレットは SCID マウス背部皮下へ移植した

のち 4週後に回収。HE 染色および抗 GFP 抗体

による免疫組織化学的染色ののち光学顕微

鏡下に観察した。 

 
４．研究成果 

(1)プラスチックフラスコによる培養の結

果間葉系幹細胞が培養細胞中にしめる割合

は骨髄由来細胞では約１０％未満、一方皮

質骨由来細胞では約６０％で有意差を認め

た。 
(2)細胞の形状は骨髄由来細胞では、多数

の小型で類円形の細胞と、少数の線維芽細

胞様細胞を認めた。一方皮質骨由来細胞は

線維芽細胞様細胞、小型類円形、小型立方

形細胞が混在しており、部分的に線維芽細

胞様細胞へ小型類円形、小型立方形細胞が

重層する部位を認めた。 
(3)培地に関する検証では、培地に 4 ng/ml 

bFGF を添加することが間葉系幹細胞の培養

に有効であることが認められた。 
(4)4 週間の培養によりマウス 1 匹より得

られる大腿骨骨髄由来 間葉系幹細胞は平

均約 1 万個であったが一方大腿骨皮質骨由

来間葉系幹細胞は平均約 40 万個で有意差

をみとめた。 
(5)骨再生ペレットによる異所性骨形成実験

では担体へマウス1匹分の大腿骨骨髄由来

間葉系幹細胞約1万個を移植した実験群で

は骨は形成されなかった。しかし担体へマ

ウス1匹分の大腿骨皮質骨由来間葉系幹細

胞約40万個を移植した実験系では小型の骨

様構造の形成を認めた。また一部で骨髄腔

様の構造をもつ骨が形成された。さらに形

成された骨では骨芽細胞様細胞、骨細胞様

細胞いずれもGFP陽性であった。しかしな

がら破骨細胞様細胞はGFP陰性であった。 
これらの研究成果から間葉系幹細胞の採取

部位として従前から言われる骨髄よりは皮

質骨の方が有望であること、および効果的

な間葉系幹細胞の培養にはbFGFが有効で

あることが示された。このことはヒト再生

医療でより少ない侵襲で間葉系幹細胞が採

取できる可能性と、大量培養の成功へつな

がると思われる。今後より大型の骨の再生

へとつなげていく。 
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