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研究成果の概要（和文）：マウス骨折モデルを作成し、Lnk siRNAを含有させたAteloGeneを局所に投与し、血管新生・
骨新生の評価、X線、CT、組織、力学的に骨折治癒能を評価し、その有効性を確認した。EPC培養で確立されている成長
因子(VEGF,SCF,IL-6,Flt-3lig,TPO)添加幹細胞用培地の骨芽細胞への効果を確認し、免疫不全ラット難治性骨折モデル
に増幅させたヒト骨髄由来CD34陽性細胞を局所移植し、血管新生・骨新生の評価、X線、CT、組織、力学的に骨折治癒
能を評価し、その有効性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Phase 1/2 Clinical trial of CD34-positive cell transplantation for patients with 
fracture nonunion was successfully performed. However, more effective way should be explored. Therefore, 
we examined 2 new strategies for this treatment. The first results proved that transplantation of 
AteloGene with Lnk si RNA contributed to ealry healing of mouse fracture model.
The second results proved that ex-vivo expanded CD34-positive cells with key growth factors improved the 
efficacy by in vitro expansion culture and in vivo xenotransplantation model (human cell-immunodeficient 
rat).

研究分野： 整形外科学

キーワード： CD34陽性細胞　偽関節
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１．研究開始当初の背景 
一般的に骨折患者では、保存的治療（ギプ

ス、シーネ等による外固定）や観血的骨接合

術を行い、骨癒合が得られて治癒するが、骨

癒合に至るまでの期間、また日常生活に復帰

するまでの期間は決して短いとは言い難い。

さらに、全体の骨折の約５％は治療後３ヶ月

を経過しても骨癒合が得られずに偽関節に

陥り、著しい QOL の低下を招く。その際は、

二次的観血的骨接合術・骨移植術が行われる

が、二次的手術を行っても骨癒合が得られな

い症例も多く、主に骨折部の血行不全が原因

とされ、血管柄付き骨移植術を行う施設もあ

る。この手術は術者の熟練を要し、侵襲も大

きく、理想の治療とは言いがたいのが現状で

あり、新たな最小浸襲治療の確立が待たれて

いる。 

血管内皮前駆細胞(EPC)がヒト末梢血中の

CD34 陽性細胞として、申請者共同グループ

により初めて同定されて以来 1)、EPC 移植に

よる血管再生治療に関する研究が進み、同細

胞移植による血管再生治療の基礎・前臨床研

究を発展させてきた。その成果として申請者

共同グループは 2003 年から慢性重症下肢虚

血患者、2007 年からは重症心筋虚血患者に対

する同治療の I/ II 相臨床試験を開始し、試験

治療の安全性・有効性を確認している。これ

らの背景に基づき、我々は末梢血 CD34 陽性

細胞の骨折への応用を想定して基礎実験を

集積し 2-6)、平成２０年度より文部省科学研究

費（橋渡し研究）の補助も受けて「難治性骨

折患者に対する自家末梢血 CD34 陽性細胞移

植による骨・血管再生療法の第Ⅰ/Ⅱ相臨床試

験」を行い、その安全性・有効性を確認した
7)。この成果を受けて先進医療へ申請予定で

あるが、現行臨床試験では CD34 陽性細胞の

有効細胞数を移植するために G-CSF を投与

して体内で増幅させた後に移植しているが、

副作用の発現が危惧される。この課題を克服

すべく新たな CD34 陽性細胞数増幅法の確立

が必須となっている。 

 

２．研究の目的 

我々は「偽関節患者に対する自家末梢血

CD34 陽性細胞移植による骨・血管再生療法

に関する第１/２相臨床試験」を終了し 7 症例

中 7 例に骨癒合を得たが、G-CSF 使用による

CD34 陽性細胞の体内での増幅により必要移

植細胞数を獲得しているが、今後 G-CSF の副

作用が問題となる。この課題を克服すべく

１）細胞内アダプター蛋白である Lnk 抑制、

２）新たな体外増幅法の確立、による CD34

陽性細胞数獲得の可能性を探索すべく前臨

床試験的に実験を行う。 

 

３．研究の方法 

１．Lnk 制御による骨折治癒促進法の確立 

マウス骨折モデルを作成し、Lnk siRNA を含

有させた AteloGene（アテロコラーゲンゲル）

を局所に投与し、Lnk を抑制させ、血管新生・

骨新生の評価ならびに X 線、CT、組織、力

学的に骨折治癒能を評価する。 

２．ヒト骨髄由来 CD34 陽性細胞の体外増幅

法の確立およびその有効性評価 

EPC 培 養 で 確 立 され て い る成 長 因 子

(VEGF,SCF,IL-6,Flt-3lig,TPO)添加幹細胞用培

地の骨芽細胞への効果を確認し、免疫不全ラ

ット難治性骨折モデルを作成し、増幅させた

ヒト骨髄由来 CD34 陽性細胞を局所移植し、

増幅させない細胞移植と比較し、血管新生・

骨新生の評価ならびに X 線、CT、組織、力

学的に骨折治癒能を評価する。 

 

４．研究成果 

本研究は前臨床試験である「偽関節患者に対

する自家末梢血 CD34 陽性細胞移植による

骨・血管再生療法に関する第１/２相臨床試

験」における課題を克服すべく、１）細胞内

アダプター蛋白である Lnk 抑制、２）新たな

体外増幅法の確立、による CD34 陽性細胞数



獲得の可能性を探索すべく前臨床試験的に

実験を行うことを目的としていた。 

まず、1)に関しては、マウス骨折モデルを作

成し、Lnk siRNA を含有させた AteloGene（ア

テロコラーゲンゲル）を局所に投与し、Lnk

を抑制させ、血管新生・骨新生の評価ならび

に X 線、CT、組織、力学的に骨折治癒能を

評価し、当初の予定よりも早くその成果を発

表することができた。 

２）に関しては、EPC 培養で確立されている

成長因子(VEGF,SCF,IL-6,Flt-3lig,TPO)添加幹

細胞用培地の骨芽細胞への効果を確認し、約

20倍の増幅率およびCD34陽性率も 60%を維

持していることが症例数を重ねることで再

確認できた。また、免疫不全ラット難治性骨

折モデルを作成し、増幅させたヒト骨髄由来

CD34 陽性細胞を局所移植し、増幅させない

細胞移植と比較し、血管新生・骨新生の評価

ならびに X 線、CT、組織、力学的に骨折治

癒能を評価し、その有効性を確認した。 

さらに最終年度には、SDF-1/CXCR4 pathway

を介した血管内皮前駆細胞の骨折治癒への

貢献を示唆する知見、ヒト単核球細胞に比較

した CD34 陽性細胞移植の有用性をラット偽

関節モデルにて証明した。これらの成果をも

とに最終年度においては、現在開始目前であ

る「偽関節患者を対象とした自家末梢血

CD34 陽性細胞による骨・血管再生療法の多

施設医師主導治験」のプロトコル作成に貢献

した。 
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