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研究成果の概要（和文）：骨髄単核細胞中のLNRT細胞、MUSE細胞は細胞表面マーカーにより純化可能であったが、古典
的な間葉系幹細胞（MSC）と比べて臨床応用に必要な体外での培養による増幅は困難であった。
ドキソルビシン投与後のラット骨髄、脂肪、筋肉由来のMSCの増殖能、分化能を検討した結果、化学療法の影響は脂肪
由来MSCで最も少なかった。
細胞の播種密度、低酸素培養および培養皿の表面加工処理などの因子を組み合わせた技術により、iPS細胞から間葉系
前駆細胞への分化誘導を高効率でかつ安全に行うことに成功し、サイトカイングラディエント法による無血清培地での
骨芽細胞系細胞の誘導が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We successfully purified LNRT cells and MUSE cells from the bone marrow mononuclea
r cells by the cell surface marker. However, in vitro amplification of those specific stem cells that was 
required for clinical application seemed difficult compared with classic mesenchymal stem cells (MSCs). 
After administration of doxorubicin, rat MSCs derived from bone marrow, fat, and muscle tissue were invest
igated for capacity of proliferation and differentiation. The negative impact of chemotherapy was least in
 adipose-derived MSCs.
We succeeded in the art that a combination of factors such as seeding density of cells, surface treatment 
of the culture dish, and hypoxic culture condition differentiate mesenchymal progenitor cells from iPS cel
ls safely and with high efficiency. In addition, we found that the cytokine gradient method in serum-free 
medium induced the progenitors into osteoblastic lineage.
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１．研究開始当初の背景 

（１）間葉系幹細胞などを利用した骨再生医療は未だ確

立された治療法では無く，海外で一部産業化されている

ものの，我が国では大学で臨床研究の段階である．大

型骨欠損の再生医療に於いて一つの大きな課題はいか

に効率的に必要な数，性質の細胞を得るか，と言うこと

である．最適化されていない方法で長期間の培養により

細胞を増幅，分化誘導することは，細胞の形質転換や

細菌等のコンタミネーションの可能性が増大するばかり

でなく，治療スケジュールの制限，細胞準備費用の増大

などを招くこととなり，医療としての実用化，産業化に大

きなマイナス要素となり得る．これまで多くの臨床研究で

用いられてきた「骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）」は低

い細胞密度で播種した骨髄細胞の培養で付着性細胞と

してえられた細胞を集めたものであり，生物学的には多

様な細胞の混合と考えられている．しかし実際には骨髄

有核細胞のうち 10 万から 100 万個に 1 個程度が自己

複製能を持つ本当の幹細胞であり，選択的に増幅させ

ることは難しく，また併存する他の細胞群が MSC の増幅，

分化に及ぼす影響について十分な検討がなされておら

ず，間葉系幹細胞の細胞製剤として均一な品質を得る

ことを困難にしている．一方，最近の我が国の間葉系幹

細胞に関する基礎研究では，従来の間葉系幹細胞のう

ち，特に高い増殖能，多分化を維持する分画が同定さ

れてきた．PαS（PDGFRα+ Sca-1+) 細胞や LNRT

（CD271［LNGFR］+ CD90［Thy-1］+)細胞、また特に

ストレス抵抗性と多胚葉系分化能、増殖能を持つ

MUSE 細胞（SSEA-3+ CD105+）などである．これらの

細胞を選択的に増幅して分化誘導する方法を最適化し

骨再生医療に応用すれば，均一な品質の細胞を効率よ

く供給して有効性，安全性，経済性の面でも大きな技術

革新となる． 

大型骨欠損、特に悪性腫瘍による大型骨欠損の再生医

療を応用した治療法を開発するにあたり，もう一つの大

きな問題点は，抗がん剤の幹細胞に対する影響である．

超大量化学療法の実施後は骨髄中に含まれる間葉系

幹細胞の数が減少するという報告も見られるが，骨芽細

胞への分化能，生体内での骨再生能にどのような影響

があるかは明らかにされていない．悪性骨腫瘍患者での

臨床応用を実施する前に，従来法で分離増幅される骨

髄間葉系幹細胞およびその機能が化学療法よりどのよう

な影響を受けるか，増殖能/分化能の優れた上記細胞分

画，あるいは他の組織由来の間葉系幹細胞がどのような

影響を受けるのかについて明らかにする必要がある． 

 

２．研究の目的 

（１）大型骨欠損における骨再生医療の臨床応用へむけ

て非臨床における開発を総合的に推進する．具体的に

は， 

①骨再生医療用細胞の最適増幅、骨芽細胞分化誘導

法をについて検討する．従来の骨髄付着系細胞培養法

で得られる細胞と比較し，間葉系幹細胞の中でも特に高

い増殖能，多分化を維持することで注目されている分画

の有効性，安全性を検討する． 

②免疫不全動物を用いた骨再生モデルを作製し，各種

細胞の骨再生能，安全性を in vivoで検討して有用性を

明らかにする． 

③化学療法後の骨再生医療用細胞ソースとして，各種

細胞ソースの適切性を検討する． 

 

３．研究の方法 

（ １ ） LNRT 細 胞 、 MUSE 細 胞 と 古 典 的 MSCs 

(CD105+/CD34-)の分離と増幅に関する比較 

近年、細胞表面マーカーを用いることで高い増殖能、

多分化能を維持する均一な性質の間葉系幹細胞を分

離することが可能となってきた。ヒトの骨髄から採取可能

で あ る LNRT 細 胞 、 MUSE 細 胞 と 古 典 的

MSCs(CD105+/CD34-)細胞を分離し、それぞれ骨髄

単核細胞中の存在比率を確認し培養方法を検討した。 

（２）化学療法後ラットから分離した間葉系幹細胞の特性

評価 

骨肉腫・固形癌等に対しての化学療法で広く使用さ

れているドキソルビシン 8mg/kg を SD ラット(雄、9 週齢)

へ経静脈的に単回投与し、骨髄抑制期（4 日後）と回復

期（4 週後）に下肢骨骨髄・鼠径皮下脂肪・大腿直筋か

ら MSCs の初代培養を行った。生理食塩水投与群を対



照群とし、採取細胞数・コロニー形成能・増殖能を比較し

た。初代培養後の細胞表面マーカー（

CD45、CD90

 図 1 化学療法後ラット

（３）iPS 細胞から高効率に間葉系前駆細胞を作製する

培養誘導法の確立

 京大 iPS 細胞研究所で樹立されたマウス

(20D17)を用いて、サイトカインと低分子化合物併用に

よる誘導効率について基礎検討を行った。

EB 形成を経ずに平面培養行い、中内胚葉系細胞から

中胚葉系細胞を経て、有血清あるいは無血清培地での

種々のサイトカインおよび低分子化合物添加による間葉

系前駆細胞への培養誘導条件を検討した。骨芽細胞系

細胞への分化誘導を行い、培養皿の表面処理

養条件の組み合わせについて、分化指向性および分化

誘導効率に関して基礎的検討を行った。

 

４．研究成果 

（ １ ） LNRT

(CD105+/CD34

①MUSE 細胞

ヒトの骨髄由来単核細胞中の約

（SSEA3+/CD105+

約 1.0~2.0x10

った。（図 2） 
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CD90）の発現を FACS
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中胚葉系細胞を経て、有血清あるいは無血清培地での

種々のサイトカインおよび低分子化合物添加による間葉

系前駆細胞への培養誘導条件を検討した。骨芽細胞系

細胞への分化誘導を行い、培養皿の表面処理

養条件の組み合わせについて、分化指向性および分化

誘導効率に関して基礎的検討を行った。
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照群とし、採取細胞数・コロニー形成能・増殖能を比較し

た。初代培養後の細胞表面マーカー（
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を用いて、サイトカインと低分子化合物併用に

よる誘導効率について基礎検討を行った。

形成を経ずに平面培養行い、中内胚葉系細胞から

中胚葉系細胞を経て、有血清あるいは無血清培地での

種々のサイトカインおよび低分子化合物添加による間葉

系前駆細胞への培養誘導条件を検討した。骨芽細胞系

細胞への分化誘導を行い、培養皿の表面処理

養条件の組み合わせについて、分化指向性および分化

誘導効率に関して基礎的検討を行った。

MUSE 細 胞 と 古 典 的

の分離と増幅 

ヒトの骨髄由来単核細胞中の約 0.2％に

）を確認した。骨髄液

程度の MUSE 細胞が採取可能であ

照群とし、採取細胞数・コロニー形成能・増殖能を比較し

た。初代培養後の細胞表面マーカー（CD11b、CD34

により解析した（図１）
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細胞の播種密度、低酸素培養および培養皿の表面加

工処理などの因子を組み合わせた技術により、高効率

でかつ安全に分化

ングラディエント法による無血清培地での骨芽細胞系細

胞の誘導が可能となった

前駆細胞への誘導を高効率に行うためには、分化誘導

を開始する時点での細胞の播種密度が最も重要である

ことが示された。

で推奨されている培養皿の各種コーティングだけでは、

培養誘導は不十分であり、低温プラズマ法をはじめとす

る表面加工処理が重要であることが示された。とくに荷

電処理された培養皿と低酸素培養条件の組み合わせに

より誘導効率が著しく向上することが明らかとなった。

た、遺伝子発現解析により、誘導細胞は、マウス頭蓋骨

由来骨芽細胞や

カーの発現が同傾向であったことを確認した

後は、誘導細胞を実験動物生体内に移植した場合、骨

組織への適切な分化を遂げるのか否か検証が必要であ

る。また、造腫瘍性試験による安全性と

生能を評価することが今後の課題である。
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図 13 培養表面の荷電と低酸素環境による分化への影響
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