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研究成果の概要（和文）：　本研究は、濃縮骨髄幹細胞を用いた骨密度・骨質改善法の開発を目指して、間葉系幹細胞
（MSC）の濃縮法の開発と骨粗鬆症モデルマウスへの細胞投与を行った。その結果、Sca-1陽性MSCは、通常培養のMSCと
比較して、高い骨芽細胞分化能と破骨細胞形成抑制能を有しており、この細胞群を濃縮して投与することで、効果的に
骨密度・骨質の改善が得られることが示唆された。さらに、尾静脈に投与した群と骨髄内に投与した群の骨密度・骨量
の改善効果に有意な差は認めなかったが、骨髄内投与の方が塞栓の危険性が低く、安全性が高い投与法であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the safety and efficacy of intra-bone marrow 
administration of pure MSCs for the treatment of ovariectomy (OVX)-induced osteoporosis compared with 
intravenous administration. Relatively pure MSCs possessing greater potential for cell proliferation, 
osteogenic differentiation, and inhibition of osteoclastogenesis were obtained by magnetic activated cell 
sorting with the anti-Sca-1 antibody. Sca-1-sorted MSCs were administered to ovariectomized mice. As for 
the efficacy, intravenous administration improved bone mineral density (BMD) by increasing bone mineral 
content without affecting bone thickness, whereas intra-bone marrow administration improved BMD by 
increasing both bone mineral content and bone thickness. These results indicate that intra-bone marrow 
administration of MSCs is more effective approach for treating osteoporosis.

研究分野：口腔外科学、再生医学
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１． 研究開始当初の背景 
 
骨粗鬆症患者では骨強度の低下が大きな
問題となるが、骨強度は「骨密度」と「骨質」
によって決まる。現在、骨粗鬆症の治療には
様々な薬剤が用いられているが、これらは
「骨密度」の改善には効果があるが「骨質」
の改善には有効でないため、骨粗鬆症に起因
する骨折の予防効果は十分でない。申請者ら
は、骨髄間質細胞（BMSC）の骨形成能に注
目し、BMSCを用いた骨密度・骨質改善法の
開発に取り込んでおり、現在までに局所での
安全性と有効性を一部確認している。本研究
は、この基盤技術に濃縮幹細胞を応用するこ
とで、全身の骨密度・骨質改善法の確立を目
指すものである。 
 骨粗鬆症罹患患者数は現時点においても
推定 1000 万人以上と考えられ、今後到来す
る高齢化社会においてはさらに患者数が増
加するものと考えられる。骨粗鬆症の本質は
骨強度の低下であり、それ自体直接死につな
がる疾患でないが、重度の骨粗鬆症では体の
重みが加わるだけでも骨折の原因になるた
め、日常生活に支障をきたす疾患である。特
に、大腿骨や推体を骨折した場合には、疼痛
に加え、歩行障害や神経の圧迫障害が生じる
ために、そのまま寝たきり状態になることも
多く、骨粗鬆症患者数の増加は大きな社会問
題となっている。 
 骨強度は「骨密度」と「骨質」により決ま
るため、骨粗鬆症に起因する骨折を予防する
には、「骨密度」と「骨質」の両方を改善す
る必要があるが、現在広く行われている薬剤
による治療では「骨質」の改善は困難とされ
ている。一方、BMSCによる骨粗鬆症治療は、
「骨密度」と「骨質」の両方を改善する効果
があることから次世代の治療法として注目
を集めているが、現在の標準的な培養法では
治療効果の高い BMSC を十分数確保するこ
とは困難である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、下記の 3点を明らかにするこ
とを目的に実験を行った。 
① BMSC の幹細胞分画濃縮法を最適化し、
濃縮幹細胞の効率的選択培養法を確立す
る。 
② 骨髄由来濃縮幹細胞の特性を明らかにす
る。 
③ 骨粗鬆症モデル動物を用いて、骨髄由来
濃縮幹細胞投与後の骨密度・骨質改善効
果を評価する。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、マウス BMSCから幹細胞分画を
選択的に濃縮し、得られた細胞の特性（特異

的マーカーの発現解析や細胞増殖、骨分化
能）を明らかにした上で、骨粗鬆症モデルマ
ウスに移植し、骨密度および骨質の改善効果
を評価した。さらに、濃縮幹細胞投与の安全
性を確立するために、投与方法の検討も行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
 
① 骨髄由来濃縮幹細胞の抽出； 
骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）の細胞表面
抗原は CD11b-、CD29+、CD45-、Sca-1+であ
ることが知られている。そこで、皮質骨の酵
素処理で単離・培養したマウス MSC のこれ
らのマーカー発現を調べたところ、Sca-1 陽
性細胞は全て CD11b-、CD29+、CD45-である
ことが明らかになった。すなわち、Sca-1 陽
性の細胞=MSCであることが明らかになった
ため、Anti-Sca-1 抗体を用いて磁気細胞分離
装置（MACS）を用いて濃縮を行った。その
結果、全てが Sca-1陽性の濃縮MSCが得られ
た。 
 
② Sca-1陽性MSCの骨分化能の評価； 
 Sca-1陽性MSCの骨芽細胞への分化能を検
討するために、骨芽細胞分化誘導培地で１週
間分化誘導後、アルカリフォスファターゼ活
性を測定した。その結果、Sca-1陽性MSCは、
通常培養の MSC（Control MSC）の約 2.9 倍
の活性値を示した。 
 
③ 骨粗鬆症治療への応用の可能性の検討； 
 Sca-1陽性MSCの骨粗鬆症治療への応用に
ついて、その可能性を評価するために、まず
骨粗鬆症モデルマウスの作出を行った。 
 6 週齢の雌マウスを全身麻酔下で卵巣摘出
（OVX）、または sham-ope後 3か月間飼育し、
大腿骨の骨量、骨密度を測定した。その結果、
OVXマウスでは骨量、骨密度が有意に低下し
ていることが明らかになった。そのため、こ
の OVX マウスを動物モデルとして実験に使
用することにした。 

Sca-1陽性 MSCを OVXマウスに腹腔内投
与、尾静脈投与、または骨髄内投与を行った
ところ、腹腔内投与群では骨量、骨密度に変
化は認められなかった。しかしながら、尾静
脈投与群と骨髄内投与群では骨量、骨密度の
改善が認められた。尾静脈投与群と骨髄内投
与群の骨量、骨密度改善効果に有意な差は認
めなかったが、骨髄内投与の方が塞栓の危険
性が低い、安全性の高い投与法であることが
示唆された。 
次に、Sca-1陽性MSCの投与による骨密度、
骨質改善のメカニズムについて検討を行っ
た。まず Sca-1陽性MSCの破骨細胞形成抑制
能を明らかにするため、破骨前駆細胞を Sca-1
陽性 MSCまたは Control MSCとの共培養下
で分化誘導を行った。その結果、Sca-1 陽性
MSCは、Control MSCの 3倍の破骨細胞形成



抑制能を発揮することが明らかになった。さ
らに、その抑制メカニズムを明らかにするた
めに、上記共培養で回収した培養上清中に含
まれる OPG、M-CSF、RANKLの濃度を ELISA
にて測定した。その結果、Sca-1陽性MSCは
破骨細胞抑制因子である OPG を顕著に放出
するが、破骨細胞誘導因子である M-CSF、
RANKL は殆ど放出しないことが明らかにな
った。 
以上の実験結果から、Sca-1 陽性 MSC は、
通常培養の MSC と比較して、高い骨芽細胞
分化能と破骨細胞形成抑制能を有するため、
この細胞を投与することで、効果的に骨密
度・骨質の改善が得られることが示唆された。 
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