
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ４月３０日現 在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要：培養骨髄細胞と多血小板血漿を用いた骨組織再生治療において、in vitro に

おけるアルカリフォスファターゼ活性が高い骨髄細胞と、血小板濃度が高い多血小板血漿の組

み合わせが最も骨再生に適していることを明らかにした。この結果に基づき、培養骨髄細胞と

多血小板血漿を用いた仮骨延長術の臨床研究を継続し、大腿骨延長における細胞治療効果を確

認した。また、その治療効果は移植細胞数および骨芽細胞への分化度に関連していたが、血小

板数との関連は認めなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
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。培養技術を駆使した
細胞治療は、自家組織移植におけるドナー不
足を解決する可能性があり有用性が高い。
我々は仮骨延長術における仮骨形成を促進
させ、治療期間を短縮させる目的で、培養骨
髄細胞と多血小板血漿の移植を併用してき
た。この細胞治療の治療効率をさらに向上さ
せるためには、移植に用いる至適な培養骨髄
細胞と培養条件の決定、および PRP の至適な
血小板濃度の決定が必要となる。 

 
２．研究の目的 
(1) 骨組織再生を目指す細胞治療において、
体内で最も強力に骨再生を促す骨髄細胞の
培養法を確立する。 
(2) 骨髄細胞の増殖および分化を最も効率
よく促進させる多血小板血漿の濃度を決定
する。 
(3) 新しく確立した骨髄細胞培養法と多血
小板血漿の作製法を用いて臨床研究を行い、
仮骨延長術における骨再生能を促進させ、臨
床成績をさらに向上させる。 
 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19591755 

研究課題名（和文） 骨組織再生を促進させる細胞治療技術の確立ー培養骨髄 

 細胞と多血小板血漿の移植ー   

研究課題名（英文） The establishment of new cell therapy for bone regeneration by 

transplantation   of culture expanded bone marrow cells and platelet rich plasma 

研究代表者 

鬼頭 浩史 (Kitoh Hiroshi) 

名古屋大学・医学部附属病院・講師 

研究者番号：40291174 

  

 

 



 

 

３．研究の方法 
(1) 種々の条件下における培養骨髄細胞の
骨芽細胞への分化 
 ラットおよびヒトより骨髄を採取し、付着
性細胞を培養液の種類（control medium およ
び osteogenic medium）を組み合わせること
により様々な分化度を有する培養骨髄細胞
を作製する。それぞれの群における増殖能と
骨芽細胞への分化度を MTT アッセイ、骨形成
マ ー カ ー の培 養 液 中の 濃 度 、 Western 
blotting、Northern blotting、定量的 RT-PCR
などでタンパクレベルおよび mRNA レベルで
詳細に評価する。 
 
(2) 培養骨髄細胞のヌードマウスへの移植 
 (1)で作製したそれぞれの群の培養細胞を
コラーゲンゲルに混濁したのち、diffusion 
chamber に封入しヌードマウスの背部皮下に
移植する。Chamber 内に形成された新生骨組
織を X線学的、組織学的に各群で比較し、最
も良好な骨形成能を示す細胞群を決定する。
この in vivo での結果を(1)における in 
vitro での分化度と比較することにより、骨
組織再生に至適な培養骨髄細胞の骨芽細胞
への分化度が決定されることとなる。 
 
(3) PRP の作製および細胞増殖因子、接着因
子の測定 
 ラットおよびヒトより静脈血を採取し、上
清となる血漿（platelet poor plasma）の廃
棄量を調整することにより、さまざまな血小
板濃度の PRP を精製する。採取した静脈血お
よび精製後のPRPにおける血小板濃度を測定
し、血小板の濃縮率を測定する。次いで、血
小板内に含まれる各種細胞増殖因子および
細胞接着因子を測定し、それらの濃縮率も検
討する。 
 
(4) PRP ゲル内における細胞培養 
 (3)で作製したさまざまな血小板濃度の
PRP に(1)で決定した至適な培養骨髄細胞を
懸濁したのちゲル化させ、ゲル内で三次元培
養を行い、増殖能および骨芽細胞への分化能
を検討する。(3)および(4)により、骨髄細胞
が最も効率よく骨芽細胞に分化、増殖し得る
PRP の血小板濃度が決定される。 
 
(5) 脚延長モデルへの骨髄細胞および多血
小板血漿の移植 
 (1)および(2)で決定した至適条件下で培
養された骨髄細胞、(3)および(4)で決定した
至適な血小板濃度の PRP を組み合わせて、既
に確立しているラット脚延長モデルへの移
植を行う。効果的な移植時期を決定するため
に手術時、延長開始時、延長後5日（延長中）、
延長終了時、延長終了 2週後にそれぞれ細胞
移植を行い、新生骨形成を比較する。 

(6) 仮骨延長術における細胞治療の臨床研
究 
 (1)〜(4)で決定した至適条件の培養骨髄
細胞や PRP を、(5)で決定した最も効果的な
時期に移植して仮骨形成の促進および治療
期間の短縮を図る。臨床成績は延長量、
Healing Index、合併症など指標として評価
し、細胞治療を行わなかった症例、およびこ
れまでの方法で細胞治療を行った症例と比
較する。 
 
４．研究成果 
(1) 培養骨髄細胞に関しては、in vitro での
アルカリフォスファターゼ活性が in vivo で
の骨形成能を最もよく反映していた。したが
って、アルカルフォスファターゼ活性の高い
培養細胞を移植に用いることが効果的であ
る。 
  
(2) 多血小板血漿ゲル内の培養では、in 
vitro での骨髄細胞の増殖は血小板濃度依存
性に促進されたが、骨芽細胞への分化能は血
小板濃度には依存しなかった。一方、in vivo
での骨形成は血小板濃度依存性に促進され
た。つまり、細胞移植には高濃度の血小板を
有する多血小板血漿が有効である。 
 
(3) 脚長不等、低身長の症例に対し、骨髄細
胞と多血小板血漿の細胞治療を併用した仮
骨延長術を施行し、細胞治療により仮骨形成
が促進し、治療期間が短縮することを確認し
た。また、細胞治療は下腿骨よりも軟部組織
に富む大腿骨においてより効果的であるこ
とが明らかとなった。さらに、大腿骨延長に
おける治療効果は、移植する骨髄細胞の数と
アルカリフォスファターゼ活性に依存する
ことを示した。 
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