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研究成果の概要（和文）：

１.末梢血由来の単核細胞には多分化能を持つものがあり、これを担体と混ぜ、マウスの頭蓋冠

骨に移植することで、骨の誘導が示された。その誘導能は、骨髄由来の単核細胞と同程度で

あった。

２.マウスの大腿骨の骨髄から採取した間葉系幹細胞を培養し、これに、低濃度のレプチンと

BMP-2 を混和することで、アルカリフォスファターゼ活性の上昇が認められた。また、レ

プチンを含んだゼラチンを担体と一緒にマウスの頭蓋冠骨に作成した欠損域に移植したと

ころ、有意に骨新生を誘導することが示された。

研究成果の概要（英文）：Two projects provided following results. 
1. There are certain cells which have multilineage potentials in the mononuclear cells 

of peripheral blood. These cells with the scaffold (-TCP) were transplanted on the 
calvalia of mice as an onlay, resulting in synthesizing new bone formation. The 
amount of new bone was more than the scaffold without cells. Moreover, the bone 
induction potency was comparable as the bone marrow-derived mononuclear cells.  

2. The mesenchymal stem cells extracted from the marrow of the femur of mice were 
cultured. These cells were exposed by missed of leptin and BMP-2, which dose was 
too low to induce more osteoblastogenesis by solely, and the alkaline phosphatase 
activity was calculated. Moreover, when the gelatin containing leptin and scaffold 
(-TCP) was transplanted to the defect region with a clinical size, created to the 
calvarial bone of a mouse, induced bone regeneration.  
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１．研究開始当初の背景

骨髄由来の間葉系幹細胞 (mesenchymal 
stem cell; MSC)は組織再生医療の主役的存

在であり、種々の臓器再生への研究がなされ

ている。ほとんどの報告では、採取した MSC
を培養した後に使用しており、良好な結果が

得られている。しかしながら骨髄穿刺あるい

は培養過程の必要性の点から、安全性、簡便

性、治療期間に問題が生じる。一方で、採取

した未分化な細胞を培養せずに局所へ注入

することで神経組織の再生に成功したり、静

脈内投与により肝硬変や虚血性疾患の改善

に有効であったことから、培養操作を介さな

い治療法の可能性が報告されている。

末 梢 血 単 核 球 (peripheral blood 
mononuclear cell; MNC)は血管新生に重要

な役割を果たす細胞であり、末梢血の採取に

より単離が可能である。また、事前に顆粒球

コロニー刺激因子である G-CSF 剤を投与し

ておくこと、抹消血中の MNC を容易に増員

できる。これにより、培養操作を介さずに必

要量の MNC を獲得することができる。

また、レプチンはエネルギー代謝に関与す

るペプチドホルモンとして同定されたが、そ

の作用範囲は多岐にわたっており、組織再生

への関与が報告されている。

２．研究の目的

 口腔外科領域では、腫瘍切除後などの骨欠

損後の QOL の向上のために、歯槽骨・顎骨

の再生は重要な課題である。再生医療が今後

の医療現場において、重要な位置を占めてく

ることはもはや疑いようのない事実であり、

骨の再生に関しても培養細胞を利用した

種々の試みがなされている。しかしながら、

培養細胞の利用には安全面、経済面、治療期

間が問題となる。そこで我々は、骨髄由来間

葉系幹細胞を利用し、培養操作を介さずに、

より簡単・安全且つ確実で短期間での成熟し

た骨の再生法の確立を目指しており、これを

本案の目的とする。

３．研究の方法

 研究目的に即し、２つの実験系を行った。

１）腸骨から採取した骨髄および、末梢血を

遠心分離し、得られた分画(buffy coat)
を使用した。基本的には前処置は必要と

しないようにするが、採取できた細胞を

カウントし、不十分であると判断された

場合には G-CSF の注射を行うこととし

た。実際には G-CSF を使用することな

く十分量の細胞が採取可能であった。ま

た、この分画には高濃度の単核細胞の他

に血小板を含むことを確認した。単核細

胞の性質を FACS で調べた。またこの分

画を、培養操作を介さずに、ヌードマウ

スの頭蓋冠骨上に、担体(-TCP)ととも

に onlay にして移植した。その後 4、8
週間後に屠殺し、骨新生の状態を観察し

た。

2） マウスの大腿骨から骨髄を採取し、そこ

から未分化な細胞を抽出した。これを培

養し、全ての実験で P2 を使用した。培

養細胞に leptin、BMP-2 および両者を添

加し、アルカリフォスファターゼ活性を

調べた。使用した BMP-2 の濃度は、そ

れ単体では control と比較してアルカリ

フォスファターゼを有意に上昇させない

濃度とした。また leptin も同様に濃度設

定を行った。これらのタンパク質を担体

(-TCP)とともにマウスの頭蓋冠骨に形

成した clinical sizeの欠損部に移植した。

この際の両タンパク質の濃度は in vitro
で決定した。移植後、4、8 週間後に屠殺

し、CT で骨の状態を観察するととも

に、組織標本で骨新生の状態を観察した。

４．研究成果 

１）採取した骨髄由来、末梢血由来の細胞は

ともに、間葉系幹細胞の細胞マーカーが

positive なものが存在していた。また

buffy coat には高濃度の血小板も含ま

れていた。これらを担体(-TCP)ととも

にヌードマウスの頭蓋冠骨上に移植し

たところ、いずれも骨新生能を持ってお

り、担体のみと比較して有意な差を示し



た。しかしながら、骨髄、末梢血の間で

新生された骨の量には有意差は認めら

れなかった。また、血小板および単核細

胞を含まない分画(PPP; platelet poor 
plasma)を移植した群は、担体のみの群と

ほぼ同じレベルの新生骨を誘導した。こ

の結果は、buffy coat に存在する MNC 及び

血小板が骨新生に寄与したことを示唆

する。特に MNC には未分化な細胞が存

在するため、この細胞が有意に働いたと

いうことが推測される。また、buffy coat
の由来が末梢血と骨髄とで、骨新生能力

に差が認められなかったため、現在主流

である骨髄由来の細胞を用いるのでは

なく、容易に採取可能な末梢血を利用し

た骨新生法の確立であることが示唆さ

れた。 

２）マウスの大腿骨から採取した細胞から、

間葉系幹細胞を抽出した。Osteogenic

な培地に leptin を添加したところ、ア

ルカリフォスファターゼ活性（ALP）が

有意に上昇することがわかった。また、

コントロール群と比較して、同程度の

ALP活性を示す leptinとBMP-2を同時

に添加することで、ALP 活性は有意に上

昇した。このことは leptin と BMP-2 が

相乗効果を示している可能性を示唆す

るものであった。そこで、これらをそれ

ぞれ、あるいは両者を担体(-TCP)とと

もに頭蓋冠骨に作成した欠損部に移植

したところ、骨新生を誘導することが確

認された。これは組織標本でも確認でき

たが、-CT でも確認された。これらの

結果は、副作用を起こさない程度の低容

量の leptin および BMP-2 による骨新生

が可能であることを示唆しており、おそ

らくこれらの蛋白は未分化な細胞に作

用し、骨新生に関与しているものと推測

される。

１）、２）の研究成果より、末梢血由来の単

核細胞（未分化な細胞を含んでいる）を高濃

度に含む分画を採取し、これに低容量のレプ

チンと BMP-2 を加え、骨欠損領域に移植す

ることで、簡単・安全且つ早期に成熟な骨新

生法の確立されるものと考えられる。 
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