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研究成果の概要（和文）：本研究では骨間葉系幹細胞分離技術と成長因子アンカーリング技術を駆使した機能性人工骨
膜組織の創世と難治性骨折治療法の確立を目指し検討を行った。コラーゲン膜状に間葉系幹細胞を積層し、人工骨膜組
織を作製した。その結果、２日間で高い栄養因子産生を有する人工骨膜組織を作製することが可能であった。さらに、
CB-bFGF と人工骨膜組織を反応させることで機能性人工骨膜組織の作製が可能であった。ラット大腿骨膜上に移植した
所、機能性人工骨膜組織偽手術群、間葉系幹細胞積層シートのみ移植した群に比して比べ高い骨形成促進作用を有して
いた。機能性人工骨膜組織は難治性骨折治療法として有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a functional artificial periosteum using mesenchymal stem 
cells (MSCs) and a fusion protein (collagen binding-bFGF, CB-bFGF) consisting of bFGF and the 
collagen-binding domain (CBD) of Clostridium histolyticum collagenase for bone repair. Artificial 
periosteum had higher expression of trophic factots than monolayer cultured MSCs. Moreover, the 
combination of the collage CB-bFGF with artificial periosteum induced bone formation compared to 
artificial periosteum alone in rat models. Taken together, these properties suggest that the 
CB-bFGF/artificial periosteum composite is a promising material for bone repair in the clinical setting.

研究分野： 運動器再生医療

キーワード： 人工骨膜　コラーゲン結合型成長因子　間葉系幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
交通外傷による骨・軟部損傷は血流障害や骨
欠損や骨折の修復に重要な骨膜組織の著し
い損傷を伴うため、治療に難渋する。我々は、
細菌性コラゲナーゼのコラーゲン結合ドメ
インを用いて塩基性線維芽細胞増殖因子、血
管内皮成長因子をコラーゲン材料にアンカ
ーリングすることで、骨形成、血管新生を促
進できることを示した。また、生体組織の高
コラーゲン密度を再現したコラーゲン材料
に細胞を埋入することで人工組織を作製で
きることを示した。さらに、セルソーターを
用いて培養を経ずに間葉系幹細胞を分離す
ることに成功した。 
２．研究の目的 
本申請研究では骨形成、血管新生促進技術、
細胞積層技術、間葉系幹細胞分離技術を駆使
することによって、機能性人工骨膜組織の創
生と難治性骨折治療への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
人工骨膜組織の作製と特製評価 
10 週齡雄 SD ラットから大腿骨から骨膜組織
を採取した。コラゲナーゼ溶液中で酵素処理
後、有核細胞を採取した。37℃、5% CO2 で 1
週間培養後、フローサイトメトリーを用いて
採 取 し た 細 胞 の 間 葉 幹 系 細 胞
（CD45-CD29+CD54+CD90+）の割合を検討した。
骨膜間葉系幹細胞を剥離後、2.2×106個の細
胞を２４穴のカルチャーインサート上に播
種した。培養 2,7 日後、4％パラホルムルデ
ヒドで 24 時間固定後、カルボキシメチルセ
ルロースに包埋した。フィルム法を用いて凍
結切片を作製後、ヘマトキシリン・エオジン
（H.E）染色を行った。カルチャーインサー
トに 1×104個の細胞を播種し、単層培養を行
ったものをコントロールとして用いた。 
また、積層による成長因子発現、骨芽細マー
カーへの影響を検討するために、リアルタイ
ム PCR を行った。積層 2、７日後、骨形成タ
ン パ ク （ Bone morphogenetic potein-2, 
BMP-2）, 塩基性線維芽細胞増殖因子（basic 
fibroblast growth factor, bFGF）, トラン
スフォーミング増殖因子（Transforming 
growth factor-beta, TGF-B）, 血管内皮成
長因子（Vasuclar endothelial growth factor, 
VEGF）,Ⅰ型コラーゲン（collagen type 1 
alpha 1,COL1A1）, アルカリフォスファター
ゼ（Alkaline phosphatase, ALP）, オステ
オカルシン（osteocalcin） mRNA 発現をリア
ルタイム PCR により定量し、単層培養細胞と
の比較を行った。 
 
機能性人工骨膜組織作製と骨形成能の検討 
4.4×106個の骨膜間葉系幹細胞をコラーゲン
膜上に播種した。7 日間培養後、企業と共同
開発した専用細胞パンチを用いて直径 5mm 
の人工骨膜組織を作製した。細菌コラゲナー
ゼ由来のPKDドメインとコラーゲン結合ドメ
イン（CBD）を有するコラーゲン結合型 bFGF 

(bFGF-PKD-CBD)と人工骨膜組織を4℃で30分
間反応し、bFGF を搭載した機能性人工骨膜組
織を作製した。人工骨膜組織、機能性人工骨
膜組織をWistarラット大腿骨膜上に移植し、
骨形成能を検討した。骨膜を露出後、移植を
行わなかった個体をコントロールとして用
いた。移植２週間後、管電圧 90kV,電流 108 
μA、ボクセルサイズ 20 μm の条件下に
micro-CT を撮影した。骨塩定量ファントムを
同条件で撮影し、骨密度 300 mg/cm3 以上を
新生骨として定義し、画像解析ソフト Tri3D 
bon を用いて新生骨量、骨塩量を測定した。 
 
４．研究成果 
人工骨膜組織の作製と特製評価 
採 取 し た 細 胞 の 95% 以 上 は
CD45-CD29+CD54+CD90+陽性であった（図 1）。 

図 1. 採取した骨膜細胞における間葉系幹細
胞マーカーの発現 

カルチャーインサートに播種後2日で間葉系
幹細胞の積層が認められた。播種後２日では
球形の細胞が残存していたが、７日後では、
すべての細胞が線維芽細胞用の形態を有し
ていた（図 2）。このことから、高密度に間葉
系幹細胞を播種することにより、人工骨膜組
織が作製できるものと考えられた。 

図 2. 人工骨膜組織の HE 染色像 
A. 単層培養 2日 B. 単層培養 7日 C. 積層 
培養 2日 D.積層培養 7日 Scale Bar = 100m 



また、人工骨膜組織では単層培養群に比べ
BMP-2,VEGF の発現が有意に高かった（図３）。
近年、移植細胞の産生する栄養因子が組織修
復に重要であることが示されている。人工骨
膜組織の作製により、骨形成を促進する
BMP-2と血管新生を促進するVEGFの発現が上
昇したことから、人工骨膜組織は骨組織の修
復に有用である可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 栄養因子、骨芽細胞マーカーの発現 
 
機能性人工骨膜組織の骨形成能 
機能性人工骨膜移植群で旺盛な新生骨形成
が認められた（図 4A-C）。人工骨膜組織、機
能性人工骨膜組織移植群では、偽手術群に比
べ有意に新生骨量と骨塩量が多かった。また、
機能性人工骨膜組織移植は、人工骨膜組織に
比べ有意に新生骨量、骨塩量が多かった(図
4D, E)。 
 

図 4. 移植 2週後の micor-CT 像 
A-C.移植後２週の micro-CT 像. A.偽手術群 
B. 人工骨膜組織群 C.機能性人工骨膜組織. 
D. 新生骨量, E. 骨塩量 
白：偽手術群、青：人工骨膜軍、オレンジ：
機能性人工骨膜群. a は偽手術群に対する有
意差、b は人工骨膜群に対する有意差を示す
（P<0.05, Tukey Multiple Comparison Test） 
 
本研究成果から間葉系幹細胞と成長因子ア
ンカーグ技術を駆使して作製した機能性人
工骨膜組織は、新規骨形成促進法として有用
である可能性が示唆された。 
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