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研究成果の概要（和文）：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 (MSC)を懸濁したコラーゲン溶液を滴下することで、ビーズ形状
の構造体を大量に作製した。ゲル内に包埋したMSCの牽引力により、作製した構造体は24 時間で直径が半分以下にまで
収縮し、コラーゲンとMSCを密に含む構造体を形成した。このビーズにヒト臍帯静脈内皮細胞を播種し、これを骨再生
評価モデルマウスに移植した。骨再生能の評価モデルとして、頭蓋冠に自然治癒不可能なφ4 ｍｍの欠損部を作製した
ヌードマウスを作製した。骨治癒過程をマイクロCT解析により評価した結果、既存の人工骨材料と同等、もしくはそれ
以上の骨再生誘導能を有することが示された。

研究成果の概要（英文）：Fabrication of three-dimensional vascularized bone graft is a major challenge in 
bone tissue engineering. A collagen gel solution containing bone marrow derived mesenchymal stem cells 
(MSCs) was dropped on a hydrophobic plate, which then spontaneously contracted and formed spherical shape 
during culture by contraction forces of MSCs. The surface of MSC-embedded microgel was covered with human 
umbilical vein endothelial cells. Transplantation of the microgels with endothelial cells into a 
bone-defeated model mouse revealed acceleration of bone regeneration with improved blood supply, compared 
to microgels without endothelial cells, clinically proven biomaterial (beta-TCP), and non-transplantation 
control. This approach may be a fundamental technique for engineering osteon-like tissues to bone 
regenerative medicine.

研究分野：生物工学
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１． 研究開始当初の背景 
骨は、中心に微小血管をもつオステオンと呼
ばれる最小構造単位（直径：0.2 mm）が複数
集まって構成されている。骨には血管が必要
ないように思われがちであるが、実はオステ
オンの中心には微小血管があり、血管を中心
としてオステオンは形成されていると言っ
ても過言ではない。骨の形成、維持には、骨
芽細胞や破骨細胞が大きな役割を果たすが、
その運搬を担っているのは血管であり、cm
以上の骨欠損において骨充填物のリモデリ
ングを誘導するには血管構造が必要である。
しかし、このような血管網を有するオステオ
ン様構造を in vitroで構築する技術は未だに
確立されていない。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、細胞を電気化学的に培養表面
から脱離させる独自技術の確立に取り組ん
できた。本研究では、この技術を血管構造の
高速モールディングへと応用し、生体外でオ
ステオン様構造体の三次元的な骨様組織の
誘導に取り組み、より生体に類似した骨置換
材を開発することを作製技術の確立に取り
組むことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞包埋石灰化ビーズの作製 
ヒト間葉系幹細胞（LONZA 社製）3×105 
cells/mL をコラーゲン Type I-A（新田ゼラ
チン社製）1 mL に懸濁し、2 μLの細胞懸濁
コラーゲンを撥水性表面にドロップレット
した（図 1）。30 分のインキュベートにより
ゲル化させた後、表面をピペッティングする
ことで、細胞包埋ビーズを回収した。さらに、
この細胞包埋ビーズは骨芽細胞分化培地
（DMEM（Sigma 社製）+デキサメタゾン（Sigma
社製）+β-グリセロホスフェート（Sigma 社
製）+アスコルビン酸（WAKO 社製））で 14 日
間浮遊培養を行うことで、細胞石灰化ビーズ
を作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 細胞包埋石灰化ビーズの作製 
 

（2）間葉系幹細胞のアルカリホスファター
ゼ（ALP）活性 
培養 3、7、14 日目の ALP（初期の骨分化マー
カー）活性はベッシー・ローリー法によって
測定した。比較として、コラーゲンゲルを含
まない細胞凝集塊であるスフェロイドを用
いた。具体的には、細胞包埋ゲルビーズを PBS
（-）で 2回洗浄し、1 mL バッファ（50 mmol/L 
Tris/HCl, pH 7.6, 0.1%(v/v) TritonX-100）
を加え、-80℃で凍結保存した。これを凍結
と融解を 3回繰り返し、ディスポーザブルホ
モジナイザーを用いて、ホモジナイズした。
超音波処理を 30 秒間、ボルテックス 10 秒を
2回繰り返すことにより、細胞膜を破壊した。
その後、1300 rpm、10 分間遠心し、上澄みを
回収しサンプルとした。標準液（0.5 mmol/L 
p-ニトロフェノール溶液）を順次倍々希釈し、
0.5、0.25、0.125、0.0625、0 mmol/L の 2 倍
希釈系列を調整した。この希釈標準液とサン
プルを 96well プレートに 20μL ずつセット
した。各 well に基質緩衝液（p-ニトロフェ
ニルりん酸 2 ナトリウム 6.7 mmol/L+2.0 
mmol/L 塩化マグネシウム）100μL をそれぞ
れ加えた。ウェルプレートを遮光し、1 分間
攪拌させた後、15 分間 37℃でインキュベー
トした。その後、各 well に反応停止液（0.2 
mol/L 水酸化ナトリウム）80μL を加えるこ
とで反応を停止させた。マイクロプレートリ
ーダー（TECAN）で 1 分間攪拌した後、マイ
クロプレートリーダーにより、吸光度 405 nm
を測定し、サンプル中のALP活性を算出した。 
 
（3）細胞包埋石灰化ビーズの組織染色 
培養 14 日目の細胞包埋ゲルビーズの切片を
作製し、HE 染色、Alizarin red 染色（カル
シウム沈着のマーカー）、HIF1-a 染色（低酸
素マーカー）を行った。具体的には、細胞包
埋ゲルビーズを 4％ パラホルムアルデヒド
溶液で 30 分固定し、70% エタノール、90% エ
タノール、100％ エタノール、2－ブタノー
ルに 1時間ずつ浸漬させた後、パラフィン包
埋を行った。ミクロトーム（Laica）を用い
て、切片を作製したのち、HE 染色及びアリザ
リンレッド染色を行った。 
HE 染色は、以下の手順で行った。 
キシレンによる脱パラフィン（1 時間）→エ
タノール置換（100％ 5 分×2、90％ 5 分、
70％ 5 分）→蒸留水（3分）→マイヤー・ヘ
マトキシリン溶液（WAKO）（4分）→流水（13
分）→エオジン溶液（武藤化学社製）（4分）
→蒸留水（1 分）→エタノール置換（70％ 5
分、90％ 5 分、100％ 5 分×２）→キシレン
（5分×2）→封入。 
アリザリンレッド染色は以下の手順で行っ
た。 
キシレンによる脱パラフィン（30 分）→エタ
ノール置換（100％ 5 分）→アリザリンレッ
ド S溶液（5分）→エタノール（100％ 1 分）
→封入。 
同様に、細胞包埋ゲルビーズを 4％パラホル



ムアルデヒド溶液で 30 分固定し、10%スクロ
ース、20%スクロース、30%スクロースに 1時
間ずつ浸漬させた後、OCT コンパウンド包埋
を行った。クライオミクロトームを用いて、
凍結切片を作製したのち、HIF1-a 染色を行っ
た。 
HIF1-a 染色は以下の手順で行った。 
PBS（-）（5分×２）→5％BSA/DPBS（30 分）
→ anti-HIF1-a antibody （ Sigma 社 製 ）
（overnight）→PBS-T (0.1% Tween20)（10
分× 3）→ anti-rabbit Alexa Fluor 488
（Invitrogen 社製）（60分））→PBS-T（10 分
×3）→DAPI 溶液（9分）→PBS（5分×2）→
封入。 
 
 
（4）細胞包埋石灰化ビーズのマウス頭蓋骨
欠損部への移植 
作製した細胞包埋石灰化ビーズの有用性を
示すために、動物実験による骨再生能を評価
した。実験動物の世話および使用について、
横浜国立大学動物実験委員会の指針を順守
した。ヌードマウスの頭蓋冠に自然治癒不可
能なφ4 mm の骨欠損を作製し、この欠損に細
胞包埋石灰化ビーズを大量に埋入した。具体
的には、ヌードマウス（8 週齢）の頭皮をメ
スで切開し、骨膜を除去した後、歯科用ドリ
ル と ト レ フ ィ ン バ ー 3.8  内 部 注 水
（Technika 社製）を用いて、側頭骨のドリリ
ングを行うことでφ4 ｍｍ程度の欠損部を
作製した。この欠損部を埋めるように細胞包
埋石灰化ビーズを大量に埋入し、頭皮を縫合
した。また、コントロール群として何も移植
しない「埋入なし」と「β－TCP パウダー
（Sigma 社製）」を用いた。骨治癒過程は、X
線 CT 装置（ヤマト科学）を用いて評価し、
マウスの吸引麻酔（イソフルラン）下で、Ｘ
線管電圧[KV]：70.000、Ｘ線管電流[mA]：
0.060 の測定条件で取得した。 
 
（5）血管内皮細胞被包細胞包埋石灰化ビー
ズの集積化 
細胞非接着コートデッシュに細胞包埋石灰
化ビーズ 100 個を加え、ヒト臍帯静脈血管内
皮細胞（ Angioproteomie 社製） 5× 105 
cells/mL を血管内皮細胞増殖培地（EGM-2：
LONZA 社製）に懸濁した細胞懸濁液を 2 mL 加
え、2 日間静置培養を行うことで、ビーズ周
囲をヒト臍帯静脈血管内皮細胞で完全に覆
わせた。この細胞包埋石灰化ビーズ 100 個を
約100μLのコラーゲンType I-Aに懸濁した。
これを、セルカルチャーインサートに流し込
み、30 分インキュベートすることでゲル化さ
せた。これを 6 well プレートにセットし、
EGM-2 をインサート内に 2 mL、well 内に 1 mL
加え 2日間培養を行った。 
 
（6）送液可能な血管構造を有する血管内皮
細胞被包細胞包埋石灰化ビーズ集積化組織
の構築 

金 ニ ー ド ル を オ リ ゴ ペ プ チ ド
（CGGGKEKEKEKGRGDSP：スクラム社製）溶液
に１晩浸すことで、オリゴペプチドを表面上
に修飾した金ニードルを作製した。この金ニ
ードルを細胞非接着性 4 cm デッシュに入れ、
血管内皮細胞 5×105 cells/mL を播種した。
細胞が表面を覆うまで 2 日間培養したのち、
アクリルで作製した送液培養チャンバーに
金ニードルを装着した。その後、血管内皮細
胞被包細胞包埋石灰化ビーズ１００個をコ
ラーゲンゲル１００μL に懸濁した溶液でチ
ャンバー内を満たし、３０分間３７℃でイン
キュベートすることでゲル化させた。さらに
ペプチドと金の結合を電位印加により切断
することで、ペプチドの脱離に伴い細胞をハ
イドロゲルに素早く転写した（図 2）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 2 管内皮細胞被包細胞包埋石灰化ビーズ
集積化組織への送液可能な血管構造付与 
 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞包埋石灰化ビーズの作製 
タイムラプス顕微鏡（BZ-X700: KEYENCE社製）
を用いて、培養開始から 18 時間の細胞包埋
ゲルビーズを観察した。6 時間ごとの位相差
顕微鏡像を図 3に示す。細胞包埋ゲルビーズ
は、18 時間の培養の間に、細胞の牽引力によ
り、平均直径2 mmから 0.5 mmまで凝集した。 
培養 0、7、14 日目の細胞包埋ゲルビーズの
位相差顕微鏡写真を図 4に示す。形成した凝
集体は培養を重ねるとともにビーズの光透
過性が減少した。これは、ゲル内部にカルシ
ウム基質が産生されたためと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 培養 0、7、14 日目の細胞包埋ゲルビー
ズの位相差顕微鏡像 
 
（2）間葉系幹細胞のアルカリホスファター
ゼ（ALP）活性 
 
ALP 活性の結果を図 4 に示す。包埋した間葉
系幹細胞のALP活性は培養日数に伴って上昇
した。また、間葉系幹細胞は、スフェロイド



培養を行うことで、一般的な平面培養と比較
して優位なALP活性を示すことが報告されて
いる。スフェロイド培養の ALP 活性値と比較
しても、同等もしくはそれ以上の ALP 値を示
したことから、細胞包埋ゲルビーズを形成す
ることでMSCは骨分化が促進されることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（3）細胞包埋石灰化ビーズの組織染色 
 
細胞組織切片を染色したものを図 5 に示す。
HE 染色より、培養 14 日目の細胞包埋ゲルビ
ーズは、細胞とマトリックスからなる構造体
が形成されていることが確認された。また、
Alizarin red 染色により、細胞包埋ゲルビー
ズ内部へのカルシウムの産生・沈着が認めら
れた。これは間葉系幹細胞が分化した骨芽細
胞がコラーゲンゲル内にカルシウムを産生
したと考えられる。さらに、HIF１a染色によ
り、ビーズ内の細胞は低酸素状態に陥ってお
らず、良好な酸素・栄養供給が行えているこ
とが示された。スフェロイドのような細胞凝
集塊では、数百μｍの大きさでは、組織内部
の細胞が酸素枯渇に陥り、細胞死（ネクロー
シス、アポトーシス）を引き起こすことが知
られているが、本手法では、コラーゲンが細
胞間のスペーサーとして機能しており、細胞
が細胞死に陥ることを防いだと考えられる。 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 培養 14 日目の細胞組織切片染色 
 
（4）細胞包埋石灰化ビーズのマウス頭蓋骨
欠損部への移植 
移植 1 ヶ月後の頭蓋骨の写真と取得した CT
画像を図６に示す。肉眼初見の結果、何も埋
入しないものでは欠損部が修復されなかっ
たのに対し、既存の人工骨材料として用いら
れているβ-TCP と細胞包埋石灰化ビーズで
は頭蓋骨欠損部が修復されていた。また、μ

CT 画像の結果、細胞包埋石灰化ビーズでは、
欠損周囲の骨密度と同等のカルシウム基質
が産生されており、欠損のほぼ半分の面積が
これで満たされていた。一方、β-TCP では、
頭蓋骨欠損部が修復されていたものの、骨密
度が低いため、CT 画像には反映されない程度
のものであった。以上より、細胞包埋石灰化
ビーズは既存の人工骨材料 （β-TCP）以上
の骨再生能を有することが確認された。 
 
（5）血管内皮細胞被包細胞包埋石灰化ビー
ズの集積化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 移植 1ヶ月後の骨欠損部 
 
インサートで培養後の血管構造を図7に示す。
ビーズ表面を覆っていた血管内皮細胞はビ
ーズ同士の間で血管網を形成し、作製した血
管網は管腔構造を有していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 集積化した血管内皮細胞被包細胞包埋
石灰化ビーズ（緑：GFP 遺伝子導入 HUVEC、
赤：cell labeling した MSC、☆：細胞包埋
石灰化ビーズ） 
 
（6）送液可能な血管構造を有する血管内皮
細胞被包細胞包埋石灰化ビーズ集積化組織
の構築 
 
電位印加後に金ニードルを引き抜いた内表
面は、血管内皮細胞で覆われており、送液可
能な血管様構造を作製することに成功した 
この血管構造に培養液を3日間送液し培養を
行ったところ、送液血管の周囲に配置された
ビーズ間に血管網が張り巡らされた組織体
を構築した（図 8, 9）。これにより、すべて
のビーズ組織に血管を通して酸素や栄養分
を供給することが可能となった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 送液培養３日目の組織切片 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 送液培養３日目の組織切片の HE 染色 
 
 
以上より、オステオンと同様に血管構造を有
する骨移植体を生体外で作製するための基
盤技術を確立することができた。さらに、送
液培養時の培養液に薬剤を混合することで、
薬剤の骨組織に与える効果を容易に観察す
ることができ、骨粗鬆症の治療薬開発の創薬
スクリーニングモデルとして期待できる。 
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