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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系幹細胞の凍結保存を行った結果、磁場強度0.1mTの条件下で解凍直後の細胞生存
率、および解凍後の細胞増殖能は最大値を示した。磁場を付与した群、磁場無し群、および未凍結群の３群において骨
分化能、脂肪分化能を比較した結果、未凍結群と磁場を付与した群では有意な差が認められなかったが、磁場無し群、
Direct群ではその分化能が有意に低下していた。これらの群における欠損部骨再生の組織学的観察を行った結果、未凍
結群と磁場を付与した群では移植24週経過時において、骨再生が観察されたが、磁場なし群においては16、24週では欠
損部中央付近を中心としてわずかな再生骨組織を形成するにとどまった。　

研究成果の概要（英文）： Survival and proliferation rates of MSCs were significantly higher in CAS 
freezer than in the non-magnetic freezer. Alizarin positive reaction, large amount of calcium 
quantification, and greater alkaline phosphatase activity were shown in both the non-cryopreserved and 
CAS groups after osteogenic differentiation. Moreover, Oil Red O staining positive reaction and high 
amount of PPARγ and FABP4 mRNAs were shown in both the non-cryopreserved and CAS groups after adipogenic 
differentiation.
 Animal studies indicate that MSCs survival and proliferation rates were significantly higher in the CAS 
group than in the Direct group. In the Control and CAS groups, a large amount of new bone formation and a 
suture-like gap was identified 24 weeks after transplantation, whereas only a small amount of new bone 
formation was observed in the Direct group.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 

現在、口蓋裂患者の治療には、一次口蓋形

成手術が一般的に行われており、摂食・構音

機能の回復が図られる。しかしながら、腸骨

採取時の外科的侵襲は患者にとって大きな

負担であるため、新たな手法が期待される。

一方、骨髄中には骨芽細胞や軟骨細胞への分

化が可能な間葉系幹細胞 (MSCs) が含まれ

ており、歯科領域では口蓋裂患者への骨再生、

歯周治療、インプラント埋入時の骨造成など

への臨床応用が期待されている。しかしなが

ら、欠損部が大きい場合や再手術を要する場

合には、MSCs を再度骨髄より採取する必要が

あり、患者に大きな負担がかかることから、

細胞の長期保存が不可欠であると考えられ

てきた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、磁場を利用した CAS フリーザ

ーを用いて MSCs の凍結保存を行い、その有

用性を検討することにより自家 MSCs 移植の

応用範囲を拡大することを目的とした。まず、

最終到達温度、植氷時間、磁場強度および凍

害防止剤の違いが凍結保存後の MSCs の生存

率と増殖能に対する影響を検討した。次に、

凍結処理が培養 MSCs の分化能に与える影響

を検討するため、骨分化能、および脂肪分化

能について未凍結群との比較を行った。さら

に、1年間凍結保存を行ったラット MSCs をラ

ット頭蓋骨に作製した骨欠損部に移植し、4、

8、12、24 週目に組織学的観察を行い、凍結

後の MSCs の骨および縫合部組織再生能につ

いて検討を行った。 

 
３．研究の方法 

Ⅰ. 磁場を利用したプログラムフリーザー

が骨髄由来 MSCs の 

生存に及ぼす影響 

１）細胞採取と培養 

２－１） 至適最終到達温度，植氷時間，磁

場強度についての検討 

２－２）細胞生存率および細胞増殖能の検討 

Ⅱ. 凍結保存した MSCs の分化能について 

１）骨芽細胞への分化 

１－１）細胞採取と培養 

１－２）アリザリン染色 

１－３）DNA 定量 

１－４）アルカリフォスファターゼ活性 

１－５）カルシウム定量 

 

２）脂肪細胞への分化 

２－１）細胞採取と培養 

２－２）Oil Red O 染色 

２－３）遺伝子発現量の比較 

Ⅲ. 凍結保存した MSCs の骨および縫合部再

生能の検討 

１）細胞の凍結 



２）骨欠損部の作製 

３）頭頂骨骨欠損部への移植 

４）X線写真撮影 

５）組織学的観察 

６）有意差検定 

 
４．研究成果 

1． 凍結保存液に 10%DMSO を用い、最終到

達温度-30℃、植氷時間 15 分間、磁場強

度 0.1mT の条件下で MSCs を凍結保存し

た結果、解凍直後の細胞生存率は約 90%

であった。また、解凍後 48 時間培養し

た細胞については約 70%の細胞増殖能を

示した。 

凍害防止剤として 20%トレハロースを

用いた場合、解凍直後の細胞生存率は約

75%を示したものの、細胞増殖能は約

45％と小さい値を示した。DMSO にトレハ

ロースを添加した群は 20％トレハロー

ス群および凍害防止剤を含まない群と

比較し、良好な結果が得られたが、10％

DMSO 群と比較すると生存率、増殖能とも

に有意に小さい値を示した（図１、２）。  

 

 

（図１）解凍直後の細胞生存率 

 

（図２）48時間培養後の細胞増殖能 

 

2．  CAS 群、磁場無し群、Direct 群、およ

び未凍結群の 4群において骨分化能、脂

肪分化能を比較した結果、未凍結群と

CAS 群では有意な差が認められなかった

が、磁場無し群、Direct 群ではその分化

能が有意に低下していた（図３）。 

 

（図３－１：未凍結群アリザリン染色） 



 

（図３－２：CAS群アリザリン染色） 

 

 
（図３－３：磁場なし群アリザリン染色） 

 

 

（図３－４：Direct群アリザリン染色） 

 

3．  CAS 群、Direct 群、未凍結群および未

処置群の4群における欠損部骨再生の組

織学的観察を行った結果、MSCs移植後 4、

8 週目では、新生骨面積に大きな差は認

められなかった。移植 16週後では、CAS

群および未凍結群では顕著な骨新生を

認め、移植 24 週経過時においては、さ

らに骨再生が進み、血管、結合組織に富

む縫合部の再生が観察された。一方、

Direct群および未処置群においては16、

24 週では欠損部中央付近を中心として

わずかな再生骨組織を形成するにとど

まり、縫合部組織の再生も確認できなか

った（図４）。 

 

（図４－１：未凍結群） 

 

 

（図４－２：CAS群） 

 

 

（図４－３：Direct群） 



 

（図４－４：無処置群） 

 

 以上の結果より、磁場を利用したプログラ

ムフリーザーにおける MSCs の至適凍結条件

が明らかになった。また、凍結後の MSCs は、

高い生存率および増殖能を有するのみなら

ず、分化能においても凍結前と比較して差の

ないことが明らかとなった。さらに、組織レ

ベルにおいても、移植後に骨と縫合組織の再

生が生じることが示された。このことから、

MSCs の長期凍結保存とその後の移植が可能

であり、さまざまな治療における有用性が明

確に実証された。 
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