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研究成果の概要：骨再生促進法の開発のため、ヒト末梢血から採取した血管内皮前駆細胞であ

る CD34陽性細胞をヌードラットの頭蓋骨の骨欠損部にコラーゲンを担体として局所移植した

ところ、細胞移植群よりもコラーゲン単体を移植した群の方が有意に骨再生を認めた。これら

には、局所移植という環境における CD34 陽性細胞の生存過程や成長因子が関係していると思

われた。 
 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,900,000 870,000 3,770,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・外科系歯学 
キーワード：CD34 陽性細胞 骨再生促進法 
 
 
 
 
１．研究開始当初の背景 

骨再生は再生医療の中で比較的早期
に臨床応用が始まった研究分野である。
しかし、ヒト由来の細胞を用いた研究に
おいては、栄養供給や培養増殖法に問題
があり、一般化には至っていない。近年、
人口万能細胞（ iPS 細胞）の出現により、
再生医療に大きな変化が見られつつあ
るが、これも現状では腫瘍形成などの副

作用が問題とされ、臨床応用には時間が
かかるとされている。現在、口腔外科領
域の骨再生にはコラーゲン、ハイドロキ
シアパタイトやβ -TCP などの人工物が
多く利用されているが、われわれはヒト
由来の細胞を用いた早期に臨床応用が
可能な骨再生促進法の開発が必要であ
ると考えた。 
 



 ２．研究の目的 
 Asahara らは骨折治癒不全ヌードラ

ットに対し、経静脈的にヒト末梢血由来
の CD34 陽性細胞を移植すると、骨原性
細胞を移植せずとも、血管新生が促進さ
れることにより骨性治癒が促進される
ことを報告した。本研究では、ヌードラ
ットの頭蓋骨に形成した骨欠損に対し、
ヒト末梢血から分離した CD34 陽性細胞
を担体と共に局所移植し、その骨再生に
おける有用性を検討することとした。  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 ペントバルビタールナトリウム（50mg/kg）
にて麻酔後、ヌードラット（F344/nude 
rat）の頭蓋骨にトレフィンバーを用い
て直径 5mm の円柱状の骨欠損を形成し、
あらかじめ予備実験にて至適条件とし
た 1μℓ当たり 3×103 個のヒト末梢血由
来の CD34 陽性細胞をコラーゲンジェル
を担体として移植した（〔a〕細胞移植群）。
比較するために、コラーゲンジェルのみ
を移植した〔b〕コラーゲン単体群と骨
欠損のみの〔 c〕コントロール群とを同
時に作成した。移植 2 週間後に屠殺し、
それぞれの骨新生について、X 線不透過
像を画像解析ソフト -ImageJ-を用いて
分析した【Figure1-3】。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure１ 
矢状縫合を境に、左右に直径5mm、深さ1mm、
容積約 20μℓの移植床を形成した。 
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Figure２ 
移植 2 週目に屠殺し、頭蓋骨を採取した。 
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Figure３ 
現像条件の誤差を補正するために、骨新生部
位の透過度（★）から、骨が写っていない部
位の透過度（◆）を引いた値を分析に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 ３群において、〔b〕コラーゲン単体群>〔a〕
細胞移植群>〔c〕コントロール群の順に骨の
新生を認めた。これについて〔a〕を基準と
して〔b〕と〔c〕の骨新生を比率で計算する
と次の表のようになった。 
 
 
 
 

  (b)/(a) (c)/(a) 
N 3 4 
Average 1.74 0.85 
SD 0.197 0.367 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Asahara らの報告によると骨折したラット
に対して末梢血管を経路として循環内にヒ
ト末梢血由来の CD34陽性細胞を移植すると、
2週後には骨折部位においてCD34陽性細胞由
来の血管新生と骨新生を認めたと報告され
ているが、今回の局所移植の場合は 2週目の
X線分析において有意な骨新生は認められな
かった。これらには、局所移植という環境に
おける細胞の生存過程や成長因子が関係し
ていると思われた。 
 また、今回の方法では仮に直径3cm深さ1cm
の骨欠損にこの方法を用いると、理論上約 20
ℓ以上の末梢血を必要とする。臨床応用を考
える場合には、この非現実的な条件を解決す
るために培養や造血剤の併用が必要である
と考えられた。 

今後、in vitro によるコラーゲンを含めた
担体内での CD34 陽性細胞の観察が必要であ
ると考える。先ずは細胞が生存可能な移植条
件の研究が不可欠であると考えられた。 
細胞の生存可能な移植条件が確立された

後に in vivo による長期経過観察において移

植した CD34 陽性細胞由来の血管新生や骨新
生を確認する免疫染色等を含めた分析を行
い、CD34 陽性細胞の局所移植の有用性につい
て検討したいと考える。 
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