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研究成果の概要（和文）： 

間葉細胞の凝集は膜性骨化の早期において重要な役割を果たし、三次元的環境・動的環境は

骨分化を促進することが知られている。本研究では、人工材料を使用せずに骨再生を試みた。

骨の発生を模倣するため、旋回培養によって骨髄由来間葉系細胞および末梢血単核細胞を用い

て三次元細胞塊を形成し、ヌードラット頭蓋骨欠損部に移植した。組織学的解析、マイクロ CT

解析、ラマンスペクトル解析、力学的解析によって骨再生能を評価した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
It is well known that mesenchymal cell condensation plays an important role in the early 

stages of membranous osteogenesis, three-dimensional and dynamic flow can positively 
enhance the osteodifferentiation. In this study, we tried to conduct bone tissue 
engineering without any synthetic or exogenous biomaterials. To imitate bone development, 
we generated three-dimensional cellular spheroid using bone marrow derived stromal cells 
and peripheral blood mononuclear cells by rotation culture, then implanted them into the 
nude rat calvarial defects. We evaluated the bone regenerative capacity of the rats by 
histological, immunochemical, maicro CT, raman spectrum analysis and mechanical 
analysis. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
自家骨移植が外傷、疾患や先天的欠損の再

建法のゴールドスタンダードである状況は
続いているが、この方法は採取部への侵襲、
また、採取できる量に限界があるという問題



がある。骨補填材として使用されているリン
酸カルシウムは汚染物質や細菌類を吸着し、
また、血管誘導能がなく、口腔内領域などの
準清潔手術では感染のリスクが高く、短期間
では骨に置換されない。したがって、新たな
骨再生法の確立が求められている。その候補
として、細胞と成長因子と足場を利用した再
生医療が期待されている。 

骨髄間葉細胞および末梢血単核細胞中に
は様々な組織に分化することのできる幹細
胞を含んでいることが報告されており、骨へ
の分化も可能であると報告されている。間充
織の凝集は多くの組織（例えば骨、軟骨、筋
肉など）の発生の段階の初期段階の 1つであ
る。また、骨の発生の初期段階において、間
葉細胞の前駆細胞が将来骨になる部位に凝
集し高密度に集積することが知られている。
また、インテグリンなどの接着分子は幹細胞
において強く発現し、細胞凝集、また、増殖
や分化において重要な役割を果たしている
ことが報告されている。 

三次元環境は、骨再生にとって重要であり、
これまで骨分化に関する様々な三次元培養
法を用いた報告がなされている。例えば、マ
イクロマス培養、ペレット培養、スフェロイ
ドアレイなどの高密度培養を用いた三次元
培養である。これらは、細胞が三次元に集合
して細胞塊となるため、細胞が二次元に集合
する単層培養法と比べ、細胞の特異的な機能
を長期間維持することができる。これまでに、
我々は旋回培養法を用い骨髄単核細胞より
細胞塊が形成されるのを確認し、旋回培養法
による細胞凝集および三次元動的流れの環
境が骨分化を促進することを見出した。また、
この足場のない培養条件で、軟骨分化の検討
をすすめ、軟骨組織を構築することが可能で
あった。旋回培養法は、三次元培養法のひと
つで、細胞懸濁液の継続的な旋回により細胞
の凝集を促進して細胞塊を形成し、“三次元
的かつ動的な環境”により発生過程の細胞凝
集・細胞間相互作用を in vitro において再
現しようとするものである。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、骨髄液や血液中の単核細
胞を用い“自己細胞のみ”で生体外にて細胞
塊を構築し、発生過程初期における細胞凝集
を再現し、生体内に細胞塊を移植し、骨再生
が可能か組織学的解析、遺伝子発現解析、マ
イクロ CT 解析、ラマンスペクトル解析、力
学的解析によって検証することである。 
 
３．研究の方法  
 
(1)三次元培養法による細胞塊の形成 
ヒト骨髄および末梢血より、Histopaqueを使

用し、濃度勾配により、ヒト骨髄由来間葉系
細胞および末梢血単核細胞を分離した。非接
着性のプレートに 1.0 の×107個の細胞を播
種し、インキュベーター内において振とう機
を用い旋回培養を行った。 
 
(2)形態学的検討・生死判定 
旋回培養によって形成された細胞塊の形態
観察および Calcein-AM，Propidium Iodide 
二重染色による生死判定を行なった。 
 
(3)リアルタイム RT-PCR 分析 
細胞塊の Collagen Type1、ALP、Cbfa1、
Osteocalcin、Osteopontin の mRNA の発現量
を定量的に評価するために real time RT-PCR
を行なった。旋回培養と単層培養を培養 3日
後および 7日後に比較した。 
 
(4）ALP 活性測定 
単位 DNA 量当たりの ALP 活性値として評価
した。旋回培養と単層培養を培養 3日後およ
び 7日後に比較した。 
 
(5)骨欠損モデルにおける細胞塊移植 
8 週令のヌードラットを用い、頭蓋骨に 8mm
の骨欠損を作製した。骨欠損部に細胞塊を移
植し、8週間後に組織学的、マイクロ CT、ラ
マンスペクトル分析、力学的解析によって骨
再生能を評価した。移植をしていない対照側
と比較した。 
 

骨欠損モデルへ移植  
 
  
 
 
 
 
(6)組織学的評価 
ヘマトキシリン・エオジン染色、オステオカ
ルシン抗体・オステオポンチン抗体を用いた
免疫染色を行なった。 
 
(7)マイクロ CT による三次元的解析 
サンプルは約 100μm の厚さでスキャンし, 
3D 構造解析ソフトウエアにて解析した。 
 
(8)ラマン分光法によるスペクトル解析 
レーザー波長は 785nm、スペクトルの露出時
間は 5.00s、平均スペクトルは、20 のスペク
トルを用いて、OMNIC spectroscopy software
を用いて処理し、既存骨と比較した。 
 
(9)力学的評価 
3 点曲げによる破壊試験により、曲げヤング
率、曲げ応力を測定した。サンプルの支点間
距離は 1.5mm で、ロードはサンプルが破断さ

細胞塊 旋回培養 



れるまで中央に 0.3mm/分の一定の変形率で
行ない、ヤング率と最大破断値を求めた。 
β-TCP 顆粒を移植したもの、β-TCP 顆粒と
細胞塊を混合したもの、および既存骨と比較
した。 
 
４．研究成果 
 
(1)三次元培養法による細胞塊の形成  
1.0の×107個のヒト骨髄由来間葉系幹細胞お
よび末梢血単核細胞より約2.0×104個の細胞
塊を形成した。 
 
(2)形態学的検討・生死判定 
細胞塊の直径は約 300μmであり、Calcein-AM，
Propidium Iodide 二重染色により、ほとん
どの細胞は生細胞であった。 
 
(3)リアルタイム RT-PCR 分析 
旋回培養では、培養 3日後および 7日後とも
に、単層培養と比べて Collagen Collagen 
Type1、ALP、Cbfa1、Osteocalcin、Osteopontin
の mRNA の発現量の上昇を認めた。 
 
(4）ALP 活性測定 
ALP活性は、培養3日後および7日後ともに、
単層培養と比べて旋回培養により形成され
た細胞塊で上昇を認めた。 
 
(5)骨欠損モデルにおける細胞塊移植 
細胞塊は骨欠損部に接着し、欠損部に充填す
ることが可能であった。 
 
(6)組織学的評価 
HE 染色では、細胞塊を移植した部分に血管を
含む骨様組織を認め、移植をしていない対照
側では、線維様組織を認めた。オステオカル
シン抗体・オステオポンチン抗体を用いた免
疫染色において、移植部分は陽性であり、移
植をしていない対照側では、陰性であった。 
  
(7)マイクロ CT による三次元的解析 
細胞塊を移植した部分では、X 線吸収度の上
昇範囲は拡大し、骨欠損部のほぼ全域におよ
び、既存骨と骨欠損領域の境界は不明瞭とな
った。移植をしていない対照側では、 既存
骨周囲にわずかな X線吸収度の上昇がみられ
るのみであった。 
 
(8)ラマン分光法によるスペクトル解析 
細胞塊を移植した部分に形成された骨様組
織は、1065-1070cm-1、945-964cm-1、919 cm-1に
ピークを示し、既存骨のラマンスペクトルと
一致した。 
 
(9)力学的評価 
細胞塊移植による新生骨は応力値と曲げヤ

ング率において、既存骨には劣るものの、β
-TCP 顆粒を移植したもの、β-TCP 顆粒と細
胞塊を混合したものに比べ有意に高い応力
値と曲げヤング率を示した。 
 
骨・軟骨発生の初期において細胞凝集は重

要であり、間葉系細胞が凝集した後に基質を
分泌する。本培養法は発生における細胞凝集
ステップを生体外において再現するもので
ある。単層培養と違い、三次元かつ動的環境
における凝集塊は生体組織に形態的・機能的
にも近く、生体内環境および発生過程におけ
る細胞凝集に類似し、生体外の組織構築に重
要である。本研究では、人工材料や足場のな
い培養条件において形成された細胞塊は細
胞と自ら分泌するマトリックスのみで構成
された。細胞塊は直径 300μm 程度であり、
生体内における拡散による物質交換の限界
距離とほぼ一致する。浮遊培養系であるため
細胞塊は回収が容易で、また、移植の際に細
胞の足場となる担体がなくても、分泌された
マトリックスにより接着し欠損部への充填
が容易であった。 
本研究によって、旋回培養により骨への分

化が促進され、ヒト骨髄細胞および末梢血由
来の細胞塊の移植によって形成された新生
骨は、組織学的解析、マイクロ CT 解析、ラ
マンスペクトル解析、力学的解析において、
既存骨に近似した性質を持つことが示唆さ
れた。骨髄液や血液中の単核細胞より形成さ
れた細胞塊を移植することにより、骨再生が
可能であることが示唆された。この方法は、
他の組織においても、応用可能と考えられ、
人工材料や足場を必要としない新たな組織
再生法へ発展する可能性がある。 
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