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研究成果の概要（和文）：多血小板血漿 (Platelet Rich Plasma: PRP)の投与に伴う骨癒合の促進効果は明らか
であるが、実臨床における自己血由来PRPの安定調達は困難であり，治療効果の個人差も大きい。本研究は，す
でに大量生産法および安全性の確立されたiPS細胞由人工巨核球および血小板が複数の骨癒合因子を含有し，ラ
ット腰椎人工骨移植モデルにおいて骨癒合促進効果を示すことを明らかにした。さらに皮膚を含む組織修復に関
与する複数の成長因子を人為的に発現する人工巨核球を介した機能拡張型血小板の作出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Platelet Rich Plasma (PRP) administration treatment is known to accelerate 
repairment of bone fracture by bone adhesion machinery. However, stable supply of autologous PRP, 
along with the diversity of individual PRP quality, never allow the given action in real clinical 
setting. Our research program confirmed that iPSC-derived megakaryocytes and platelets, whereby we 
already established mass production methods and stability, contain several growth factors for bone 
adhesion, resulting in significantly improved bone adhesion in a rat lumbar bone graft model, 
compared to that by PRP. Moreover, we transduced lentiviral vectors harboring multiple growth 
factors for tissue repair by iPSC-derived megakaryocytes, which also successfully produced 
functionally modified platelets. 

研究分野：再生医学

キーワード： 人工血小板　iPS細胞　骨癒合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎固定術は、難治性複雑骨折や腰椎変性疾患に対して行われ、早期のADL（日常生活動作）回復に寄与するた
めの迅速な骨癒合の実現が必須である。iPS細胞由来血小板製剤の大量製造技術を応用し、均一性の担保された
大量生産可能な血小板製剤の骨癒合への応用が確認されたことから、高齢者や外傷患者などのPRPの安定調達が
困難な症例に有効と期待できる。さらに遺伝子改変した巨核球細胞株をいわば生産工場、人工血小板をキャリア
として生理活性物質を患部に輸送するための新たなドラッグデリバリーシステムが確立できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊椎固定術は、難治性複雑骨折や腰椎変性疾患に対して行われ、早期の ADL（日常生活動作）
回復に寄与するための迅速な骨癒合の実現が必須である。骨癒合達成には多血小板血漿 
(Platelet Rich Plasma: PRP)が効果的であるものの，高齢者、外傷患者から自己血由来 PRP を
安定調達する難しさ、ロット間の成分不均一性の２つが解決できないために一定以上の普遍的
な効果検証結果が得られていない。研究グループが確立した iPS 細胞由来血小板製剤の大量製
造技術を応用し、均一性の担保された大量生産可能な血小板製剤の骨癒合への応用を提案した。
本研究提案ではその効果の検証を進めた。 
 
２．研究の目的 
 ①iPS 細胞由来巨核球/血小板 (iPSCs derived megakaryocytes /platelets: iPS-MK/Plts)の
ラット腰椎人工骨移植モデルにおける骨癒合効果の検証，②iPS-MK/Plts による間葉系幹細胞 
(MSC)から骨細胞への分化促進効果の検証，③さらに強力な治療効果を目指した成長因子の強制
発現による機能拡張型血小板の開発、の３課題である。 
 
３．研究の方法 
(1)iPS-MK/Plts が含有する成長因子の検証 
 既報の通り，ヒト iPS 細胞由来不死化巨核球株 (imMKCL)をドキシサイクリン不含培地で培養
すると c-MYC, BMI1, BCL-XL 遺伝子がサイレンシングされ、乱流刺激に伴う 6日間振とう培養
後に血小板生成を確認した。濃縮工程を経て iPS-MK/Plts を回収した。フローサイトメトリー 
(FACSCantoII, Becton Dickinson & Co.)で CD41 および CD42b 陽性の血小板と成熟巨核球を確
認した。本グループの既報で示したヒト末梢血由来 PRP のフリーズドライ化の骨癒合効果をも
とに、本研究でも iPS-MK/Plts を凍結乾燥機 (FDU-1200, EYELA)で粉末化して FD-iPS-MK/Plts
とした。これを蒸留水で再溶解し，組織修復に関与する各サイトカイン (TGF-β, PDGF-BB, EGF, 
VEGFA, FGF2)の濃度を ELISA (Quantikine®, R&D Systems)で測定し、他の研究において測定済
みであるヒト末梢血由来 PRP のサイトカイン濃度との比較検証を実施した。 
 
(2)ラット腰椎人工骨移植モデルにおける iPS-MK/Plts の効果 
Sprague-Dawley ラット (8 週齢，メス)を使用し，iPS-MK/Plts の骨形成促進効果を検証した。
メデトミジン塩酸塩，ミダゾラム，酒石酸ブトルファノールの腹腔内投与による全身麻酔下に、
背部正中皮膚および左背側筋膜を切開して腰椎 L4-L6 の左横突起を露出，0.5mL の人工骨 
(Refit®,  Hoya)を充填した。FD-iPS-MK/Plts を蒸留水で溶解し，人工骨に含浸させたものを
iPS 群，人工骨のみを対照群とした (各群 n=6)。その後、筋膜および皮膚を縫合し閉創した。術
後 8日目に安楽死処置を行い，腰椎を周囲筋膜も含めて摘出しホルマリン固定した。 
 画像解析により効果の定量的評価を行った。第 4-6 腰椎の上位終板から下位終板までを，CT 
(LCT-200, Aloka)を用いて 1 腰椎あたり 150 枚の断層撮影結果に対し、解析ソフトによって骨
体積の算出を行った。各画像で左右の棘突起基部と横突起基部腹側を結ぶ直線を描き，その左右
外側にある骨部分の面積をそれぞれ測定した。各スライスにおける当該面積の積算を骨体積と
し，iPS 群と対照群を比較した。解析後，各検体に脱灰およびパラフィン包埋を行い，2μm厚に
加工した切片にヘマトキシリン・エオジン染色を行い観察した。 
 
(3)iPS-MK/Plts が in Vitro で MSC の分化に与える効果 
間葉系細胞→骨芽細胞→骨細胞の各分化過程に与える iPS-MK/Plts の効果を検証するため、
まずは分化の評価系の最適化を実施した。購入したヒト MSC (Lonza)に分化促進キット 
(StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit, Gibco)を用いて骨芽細胞への分化を誘導し，
14,21 日目に ALP 染色および Alizarin Red 染色陽性による確認を実施した。同細胞から mRNA を
回収し，RT-qPCR で分化マーカーである Runx2、Osterix，ALP、Col1a，Osteocalcin 遺伝子の発
現を定量評価できる系を確立した。以上を用いて iPS 血小板製剤の MSC 分化促進効果を詳細に
解析していく。 
 
(4)VEGF 強制発現巨核球細胞株の作製 
 骨形成促進効果をより強化した機能拡張型血小板の開発を目指し，サイトカインの発現遺伝
子を既存の imMKCL 巨核球細胞株に導入した。VEGF 強制発現レンチウイルスベクター pLV[Exp]-
EGFP-UBC>hVEGFA の構築およびウイルスパッケージングは Vector Builder (ベクターID: 
VB191128-2763jtx)を用いた。imMKCLにウイルスを感染させ7日後にセルソーター (FACSAriaIII 
Cell Sorter, Becton Dickinson & Co.)を用いて EGFP 陽性の感染集団を分離取得した。VEGF 強
制発現株からmRNAを回収し，RT-qPCRによりVEGF遺伝子の発現を導入前のimMKCLと比較した。
また(1)と同様に血小板への分化刺激を行い，得られた iPS-MK/Plts の VEGF 濃度を ELISA で測
定した。 



 
４．研究成果 
(1) 回収した iPS-MK/Plts において CD41+CD42b+の分画が確認された (図 1)。これは imMKCL の
分化および血小板産生を示しており，過去の研究結果の再現性を確認できた。ELISA の結果，FD-
iPS-MK/Plts 溶解液中に含まれる TGF-βおよび PDGF-BB の濃度はヒト末梢血 PRP と同程度であ
った。VEGFA はヒト末梢血 PRP より有意に少なく，また FGF2 は PRP からは検出されなかったが
FD-iPS-MK/Plts に多く含有されていた (図 2)。 

 
図 1: imMKCL 分化誘導後のフローサイトメトリー 

図 2: FD-iPS-MK/Plts 溶解液とヒト末梢血由来 PRP のサイトカイン濃度 
 
(2)CT 画像上，iPS 群では左横突起に連続する骨新生を認めた。解析の結果，左側 (人口骨充填
側)の骨体積が右側の iPS-MK/Plts 投与群より有意に上昇していた。また左側と右側 (非充填側)
の比率を算出し比較したところ，iPS 群がコントロール群に比べ高値であった。組織学的には，
コントロール群では人工骨周囲にわずかな骨化を認めるのみであったが，iPS 群では正常な骨組
織で椎骨がリモデリングされていた。以上の結果から，iPS-MK/Plts の骨形成促進効果が示唆さ
れた (図 3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 コントロール群 (左)と iPS 群 (右)の CT 画像，組織像および定量的評価 
 
(4)RT-qPCR の結果，VEGF 強制発現株は導入前の imMKCL と比較し VEGF 遺伝子の発現が約 14 倍
に上昇していた。また分化誘導後の ELISA により，強制発現株由来の iPS-MK/Plts が多量の VEGF
を含んでいることが確認された(図 4)。今後は組織修復に関与する種々の遺伝子を強制発現ある
いはノックダウンすることにより，より骨再生能の高い機能拡張型血小板の作製が可能となる
基盤を確立してゆく。 

 
図 4 RT-qPCR (左)および ELISA (右)の結果 
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