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研究成果の概要（和文）：	 本研究ではリポーター分子として緑色蛍光タンパク（EGFP）を発現

した骨髄由来細胞（骨髄間質細胞）を用いて、異所性骨をラットの背側皮下に作製し、同骨の

構成細胞の動態を観察するとともに、それら細胞の起源について検証した。その結果、異所性

骨を構成するドナー細胞とレシピエント細胞の数は、一定の割合を示すことが明らかとなった。

また、レシピエント細胞の一部は線維芽細胞に由来していることを確認できた。	 

 
 
研究成果の概要（英文）： In	 our	 research,	 we	 employed	 bone	 marrow	 stromal	 cells	 that	 	 
expressed	 Enhanced	 Green	 Flourescent	 Protein	 (EGFP)	 as	 a	 reporter	 molecule	 to	 observe	 

the	 formation	 and	 organization	 of	 subcutaneous	 ectopic	 bone	 tissues	 in	 rats’	 backs	 and	 

to	 verify	 the	 origin	 of	 those	 cells.	 The	 results	 showed	 an	 even	 proportion	 of	 donor	 cells	 

and	 recipient	 cells	 in	 the	 organization	 of	 ectopic	 bone	 tissues.	 It	 was	 also	 confirmed	 

that	 some	 of	 the	 recipient	 cells	 were	 originated	 from	 fibroblasts.	 
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１．研究開始当初の背景 
骨欠損部位の回復や骨増量を目的とした治
療法は自家骨移植や人工材料による補填が
主流である。しかし、自家骨移植の供給源に
は限りがあり、治療を受ける患者側には疼痛
や感染のリスク等の負担を伴う。近年、患者
自身の体に分布する未分化間葉系幹細胞を
用いた欠損部の回復や再生を図る治療が
様々な領域で注目されている。その間葉系幹
細胞は in	 vitro において骨芽細胞や軟骨細
胞、脂肪細胞といった間葉細胞に分化するこ

とが知られており、同細胞を用いた臨床応用
の報告もあるものの、細胞自体の関与につい
ては未だ明らかにされていない。また、骨芽
細胞は骨組織周囲の間葉系細胞や筋組織、血
管周囲細胞、さらに最近では末梢血に循環し
ている骨髄由来の未分化細胞などから分化
すると報告されているが、その由来も明確に
は証明されていない。 
 
２．研究の目的 
ラット異所性骨形成モデルを用いて、骨形成
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に関与する細胞種を、GFP をリポーター分子
として利用することで蛍光顕微鏡・共焦点レ
ーザー顕微鏡下に組織化学的に同定し、形態
形成や再生過程における骨周辺の細胞の動
態および細胞間相互作用を解明することを
目的とした。それら細胞の分布状態と動態の
解明をきっかけに in	 vivoでの細胞間の分化
誘導やその活性制御などのコントロールが
可能となれば、供給源に限りのある骨髄移植
や人工材料に代わる新しい骨再生療法とな
ることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 恒常的に緑色蛍光を発現するグリーンラ
ットの骨髄より採取した間葉系幹細胞を含
む間質細胞を培養後、コラーゲン製剤に播種
した。これをシリンダー状に加工したチタン
メッシュケージに填入後、別のラットの背側
皮下に移植し、異所性骨形成モデルを作製し
た（図 1）。 
 
 
 

(図 1	 皮下異所性骨形成モデル) 
 
皮下組織に異所性骨を作製することは、既存
骨からの影響を排除できるという点から、骨
形成における研究の中でも位置づけは高い。	 
	 	 	 	 	 

用いた間質細胞の purity についてはフロー
サイトメトリーにて造血系由来と血管内皮
由来のdouble	 positive 細胞が骨髄と比べて
排除できていることを確認している(図 2)。 

(図 2	 骨髄間質細胞のフローサイトメトリ
ー)	 	 	 (Tanoue, R., et al. 2012より引用) 
 
 

さらに同間質細胞に骨芽細胞への分化誘処
理を行った結果、ALP 陽性を示したことから、
間葉系幹細胞を含んでいることを証明して
いる。 
 
移植後形成される骨の構成細胞の動態を蛍
光顕微鏡・共焦点レーザー顕微鏡下に観察し
た。 
 
(2) 異所性骨の起源について、移植予定部位
の線維芽細胞を採取し、緑色蛍光を示す線維
芽細胞と野生型ラット由来の骨髄間質細胞
を共移植し、形成される骨組織に緑色線維芽
細胞由来の骨細胞が存在するか検証した(図
3)。 

 
(図 3	 EGFP 線維芽細胞および骨髄間質細胞
共移植モデル) (Tanoue, R., et al. 2013より
引用) 
	 
用いた線維芽細胞は移植予定部位の皮下組
織から採取した。骨髄間質細胞同様、フロー
サイトメトリーにて造血系由来と血管内皮
由来のdouble	 positive 細胞が骨髄と比べて
排除できていることを確認している。 
 
また、エックス線μCT を用いて骨密度、透過型
電子顕微鏡および FIB/SEM を用いて異所性骨
の骨細胞間ネットワークを観察した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 異所性骨は GFP 陽性（ドナー由来）の細
胞と GFP 陰性(レシピエント由来)の細胞で構
成されていた。その割合はドナー由来細胞が
約 8 割に対し、レシピエント由来細胞は約 2
割であった	 (図 4)。	 

	 
(図 4	 共焦点顕微鏡像；形成骨には GFP 陽性
の骨細胞に加え、GFP 陰性の骨細胞も観察で



きた。)	 	 (Tanoue, R., et al. 2012より引用) 
	 
(2)	 EGFP線維芽細胞および骨髄間質細胞共移
植モデルにおける形成骨の中には少量の GFP
陽性骨細胞が観察された。これは線維芽細胞
が骨細胞に分化したことを示す。異所性骨を
形成するレシピエント細胞の一部はレシピ
エント動物の間葉系細胞(線維芽細胞)に由
来するということを蛍光的に証明できた(図
5)。	 

	 
	 
(図 5	 共焦点顕微鏡像；GFP 陽性の骨細胞が
観察された。) (Tanoue, R., et al. 2013より
引用)	 
	 
骨組織は間葉系由来の細胞によって構成さ
れるという過去の報告を蛍光プローブを用
いて直接的に証明できたことは意義深い。	 
また、エックス線μCT を用いて骨密度、透過
型電子顕微鏡および FIB/SEM を用いて骨細胞
間のネットワークを観察したところ、同異所
性骨が正常骨同様の組織であることも証明
できた。その上で、同骨組織に PTH を加える
と造骨を期待できる結果に至った(図６、７)。	 

	 
	 
(図６	 エックス線μCT 像；PTH の投与量に
比例して、不透過像の範囲は増加した。)(田
上隆一郎、他.	 2013 より引用)	 
	 
	 
	 

(図７	 骨密度および骨体積の比較；一定量
以上の PTH 投与で骨密度および骨体積は上昇
した。)	 （田上隆一郎、他.	 2013 より引用）	 
	 
これらの論文報告は移植を含めた骨再生医
療においても重要な知見になり得ると考え
られる。	 
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