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AbstYtlCt：Toinvestigatetheosteogeniccapacityofcryopreservedmarrowcells，rat

bone marrow cells obtainedfrom femora were culturedin a standard medium for ten

days・Theculturedcellswerereleasedbytrypsintreatmentandstoredat－196－｛（liquid

nitrogen）in apreservative culture medium containinglO％dimethylsulfoxide．After3

months・thecryopreservedcellswerethawedandsubculturedinporoushydroxyapatite

（HA；Interpore500）．ThemediumconsistedofEagle－MEMcontaining15％fetalbovine

Serum，antibiotics，aSCOrbicacid，b一glycerophosphate and dexamethasone．After2weeks

Of the subculture，the composites of the cells and porous HA were subcutaneously

implantedinto syngeneic rats・Theseimplants were harveSted　2　and　4　weeks

postimplantation and prepared for histological，biochemical　and gene expression

analyses・Theseimplants showed bone formation together with active osteoblastsin

many pore reglOnS．Northern hybridization showed osteoblast marker of alkaline

phosphatase（ALP）andosteocalcinincryopreservedmarrowcells．ThecourseofALP

activities and amounts of osteocalcin derived ftom cryopreserved marrow cells were

COmparable to those derived　from fresh marrow cells．These resultsindicate the

OSteOgeniccapacityofcryopreservedmarrowcellsinporousHA．
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緒　　　　　言

骨髄には，血液系細胞に分化する能力を持った造血系

幹細胞と，様々な結合組織や臓器に分化する能力を持っ

た閉業系幹細胞（mesenchymalstemcell：MSC）が含ま

れている1・2）．この間菓系幹細胞は，脂肪細胞，筋芽細

胞，骨芽細胞，軟骨細胞などに分化する能力を持つ線維

芽細胞様細胞である3）．我々は新鮮な骨髄と多孔性ハイ

ドロキシアパタイトセラミックとの合成体をラットの背

部皮下に移植すると，良好な骨形成がおこることを報告

した4）．しかし，この方法をそのまま骨再生に用いるに

は多量の新鮮骨髄液が必要となり，骨髄細胞の骨再生能

力を増幅する過程を加えた方が，より臨床応用に則した

ものになると考えられた5）．そこで我々は培養ヒト閉業

系幹細胞の骨再生能について検討し，良好な再生能を有

することを明らかにした6）．また，五島ら7・8）は，ラット

の骨髄閉業系細胞を継代培養することによっても，骨髄

細胞の骨再生能が増幅することが可能であることを報告

している．さらに，Maniatopoulosetal．9）はこの間棄系

細胞をdexamethasone（Dex）などの存在下で培養する

ことにより，骨基質によく似た石灰化結節を形成できる

ことを報告している．この培養組織は，形態学的，生化

学的，物理化学的，遺伝子発現的にも骨としての性格を

有することが証明されている10，11・12・13）．我々は，この培

養骨組織を多孔性ハイドロキシアパタイト（HA）と複合

して生体へ移植すると，速やかに骨が再生され，移植後

長期間骨再生能が維持され，より自家骨に近い培養人工

骨が作製されることを明らかにした14・15・16・17，18）．以上の

研究成果により，分化因子や培養技術を生体材料と複合

することで，骨髄細胞の骨再生能を十分に増幅可能であ

ることが明らかになり，臨床での骨再生治療への応用が

期待されてる．

一方，細胞の冷凍保存技術も進歩し，半永久的な保存

が可能となってきている．冷凍保存は，膵ランゲルハン

ス島，血液，骨髄細胞，精子などを含めた多くの組織や

細胞の長期保存のためにすでに臨床応用されている19）．

細胞を冷凍保存することにより，細胞の老化を止め，細

胞の運搬，細胞治療の時期を自由に計画できる．

本研究では，骨髄間葉系細胞による骨再生の治療の応

用をさらに広げるために，冷凍保存技術を併用した骨再

生の検討をおこなった．

材料と方法

冷凍保存骨髄細胞の準備

Fischer344，7週令雄性ラットの大腿骨を無菌的に採

取，両骨端を切断し，21ゲージ針を挿入，標準培養液

（standardculturemedium；SCM）で骨髄を押し出して

細胞を採取した．15％牛胎児血清（ICNBiomedicalsJa－

panco．Ltd．），抗生剤（100U／mlpenicillin，100－g／ml

streptomycin，0．25－g／mlamphotericineB；Sigma）を含

むEagleminimalessentialmedium（MEM）（阪大微研）

をSCMとした．採取した骨髄をT－75flask（COSTAR）

に集め，15mlのSCMで24時間培養した後，接着細胞

を残し浮遊細胞を除去した．得られた培養細胞は，37℃，

湿度100％，5％C02の条件下で維持し，SCMは週3回の

割合で交換した．10日間の培養の後，0．1％トリプシン

処理により接着した培養細胞を浮遊させた．次に，浮遊

細胞液を900rpm，5分間，室温にて遠心，細胞成分を分

離し，細胞保存液1mlあたり106個に調整した．1mlず

つに分けたものを，まず一4℃で1時間，次いで一20℃で

1時間冷凍した後に，－196℃（液体窒素）で急速に冷凍し

た．この状態で約3ケ月間液体窒素内で冷凍保存した．

細胞保存液には10％dimethylsulfoxide（DMSO）と20％

牛胎児血清からなるMEMを用いた．

冷凍保存骨髄細胞は室温で急速解凍した．また，冷

却・保存・解凍期間中に失活したと考えられる細胞を除

去するために，解凍した冷凍保存骨髄細胞をT－75flask

に播種，15mlのSCMで24時間培養後，接着細胞を残

し浮遊細胞を洗い流した．

培養皿での冷凍保存骨髄細胞の培養

冷凍保存骨髄細胞の骨形成能を確認するために，これ

らの細胞を培養してalkalinephosphatase（ALP）染色を

おこなった．細胞を100×103個／35mm2の密度で組織

培養プレート（Falcon）に播種し，2週間培養した．2次

培葺は，2mlのSCMに10mMNaβ一glycerophosphate，

82FLg／mlvitaminCphosphate（L－aSCOrbicacidphos－

phatemagnesiumsaltn－hydrate）を加え，さらに骨形

成能を増幅する10－8MDexを加える群（Dex（＋））と加え

ない群（Dex（－））に分けた．週に3回培養液を交換しな

がら，2週間培養をおこなった．この培養細胞にnaph－

tol－AS－MXphosphatesodiumとfastredvioletBを用
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いて，既報告20）にしたがいALP染色を施した．

多孔性m内での冷凍保存骨髄細胞の培養

骨髄細胞・セラミック合成体ブロックを用いて培養骨

移植をおこなった．冷凍保存骨髄細胞の培養は，既報14）

に準じて多孔性ハイドロキシアパタイト（HA）の中でお

こなった．簡単に述べると，HAブロック（Interpore

500，5×5×5mm3，気孔率66％，立方体，Interpore，

USA）を4mlの冷凍保存骨髄細胞の浮遊液の中で

5％CO2下で2時間培養し，10mMNaβ－glycerophos－

phate，82jLg／mlvitaminCphosphate（L－aSCOrbicacid

phosphatemagnesiunSaltn－hydrate）を添加した．さ

らに骨形成能を増幅させる目的で10一ⅥのDexを加える

群（Dex（＋））と加えない群（Dex（－））に分けた．週に3回

培養液を交換し，細胞・セラミック合成体ブロック

（composite）を2週間培養した．培養後4つのブロック

を同系統Fischerラットの背部皮下の4カ所に移植した

が，このうち2つのcompositeはDex（＋）とし，残りの

2つのcompositeはDex（－）とした．移植したcomposite

は2週目と4週目に採取した．Compositeは脱灰後，通

常のパラフィン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジ

ン（HE）染色をおこなった．

ALP活性の測定

摘出した移植compositeを1mlの0．2％NonidetP40

の中でマイクロ粉砕器でホモジネートした．これを

13，000rpm，10分間遠心分離し，この上清を酵素液とL

ALP活性の測定をおこなった．方法は既報14，21）のごと

くであるが，以下に簡単に述べる．この上清をp－nitro－

phenylphosphateを基質としたassaybufferに37℃で

反応させ，30分後に0．2NのNaOHで反応を停止させた．

（49）

これのopticaldensity（410nm）値を測定し，ALP活性を

測定した．

Osteocalcinの測定

Osteocalcinは0．2％NonidetP40を用いた沈殿物に

20％蟻酸を10ml加えて約2週間，4℃で振騰して抽出

した．そのうち2mlの蟻酸抽出物をカラム（AmpureTM

SA；AmershamJapan，Japan）で精製し，10％蟻酸で抽出

した．これらから蛋自分画を収拾し，凍結乾燥の後，太

田らの方法22）によりELISA法を用いてintactosteocal＿

cinの測定をおこなった．

Northemhybridization

TotalRNAをISOGEN（Nippongene，Japan）を用い

て説明書にしたがって抽出した．RNA（10FLgperlane）は

1％agarose－formaldehydegelを通して電気泳動をおこ

ない，nyrOnmembraneにプロットした．これを32Pでラ

ベルしたosteocalcinとalkalinephosphataseのcDNA

の存在下にhybridizationをおこなった22）．簡単に述べ

ると，68℃，QuickHybTM（StrataGene，USA）の存在下

にprehybridizationとhybridizationをそれぞれ30分間

および120分間おこなった．Hybridization後は2×SSC

溶液（0．15MNaCl，0．015MtrisodiumCitrate，pH7．0）と

0．1％SDS溶　液（sodiumdudecy／sulfate）でmembrane

を洗浄した．MembraneをIMplate（FujiFilm）に転写し，

MacBas（FujiFilm）を用いて解析した．

結　　　　　果

Dexの存在下に培養した冷凍保存骨髄細胞は，2週間

で多数の石灰化細胞結節を形成した．また，この石灰化

細胞結節はALP染色で染色され（Fig．1），ALP活性すな

Fig・1・AlkalinephosphatasestainingA；Dex（＋），B；Dex（T）
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わち骨芽細胞活性が高いことが明らかになった．以上の

invitroでの結果は，冷凍によって骨髄間菓系細胞の骨

芽細胞への分化能が損なわれないことを示すものと考え

られた．

また，瓜と混和LDex（＋）で培養し移植し作製した培

養人工骨では，移植後2週間目の脱灰HE標本（Fig．2）で，

HA気孔内表面に接して成熟した層板骨がみられ，その

表面では骨形成を営む骨芽細胞が多数認められた．4週

ではさらに旺盛な骨形成像がみられ，骨組織内には，骨

髄様組織も散見された．Control群（Dex（－））では，組織

学的には骨形成を確認し得なかった．

Dexの存在下で培養・移植したcomposite（培養人工

骨）のALP活性とosteocalcinの量は特徴的な経過を示

した．ALP活性は移植後2週および4週で有意に増加し，

吉川ら14）が報告したように2週で最高値を里した．Os－

teocalcinは，2週，4過と経時的に増加した．このこと

から移植後活発な骨形成能が維持されることが明らかに

なった（Fig．3）．

骨芽細胞活性の指標であるALP，および骨組織にも

っとも特異的であると考えられているosteocalcinの発

現をNorthernhybridizationで検討した（Fig．4）．HAと

混和LDex（＋）で培養し移植したcompositeでは，移植

後2週で，ALPおよびosteocalcinのmRNAの発現が

確認されたが，Dex（－）のcompositeでは，発現はみられ

なかった．移植後4週ではDex（＋），Dex（－）ともにALP

およびosteocalcinのmRNAの発現がみられたが，Dex

（＋）で発現量は多かった．以上の移植実験での組織学的，

生化学的，遺伝子発現的結果は，冷凍保存細胞により作

製された培養人工骨が活発な骨再生能力を有することを

示していると考えられた．

考　　　　　察

液体窒素中に3ケ月間保存した骨髄細胞を解凍し培養

したところ，冷凍保存骨髄細胞は新鮮な細胞と同等に分

Fig．2．Histologyofcryopreservedmarrowcells／ceramiccompostitesA；2weeksafterimplantation，B；4weeks

afterimplantation
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A B C D
Fig．4．Northernhybridization

A；Dex（一），2weeks，B；Dex（＋），2weeks

C；Dex（－），4weeks，D；Dex（＋）

化，増殖する能力を示した．また，冷凍保存細胞によっ

て作製した培養人工骨を，同系ラットの背部皮下に移植

しても，新鮮な骨髄細胞を移植した場合と同様に，良好

な骨基質がm気孔内に形成され，骨芽細胞がみられた．

骨形成能の定量的な指標であるALP活性やosteocalcin

量の測定結果は，以前に吉川ら14）が報告した，新鮮培養

骨髄細胞によって作製した培養人工骨の移植後2週，4週

の成績と比べるとほぼ同等もしくはやや高い借を示し，

移植後高い骨芽細胞活性を有する培養人工骨が作製可能

であることが本実験から明らかになった．なお，このこ

とは骨芽細胞のマーカー遺伝子であるALPおよびos＿

teocalcin遺伝子の発現によっても確認された．

冷凍保存は，多くの哺乳類の組織や細胞の長期保存の

ためにすでに臨床でも多く用いられている方法である．

しかし，冷凍する過程，冷凍期間中，解凍する過程にお

いて，細胞に傷害がおこることも知られている24）．本研

究では，骨髄細胞を急速冷凍および解凍して実験をおこ

なったが，冷凍期間中の細胞の傷害および生存率を検討

するためには，他の冷凍方法と比較検討する必要がある．

しかし，今回の簡易な方法でも骨形成能は十分保たれる

ことが明らかになったことは，今後の研究に役立つもの

と考えられる．

今回の移植実験はラットを用いておこなったが，最近

ALP

Osteocalcin

（51）

，4weeks

ではヒトの新鮮骨髄細胞をDexの存在下に培養すると，

ラットと同様に骨様組織が形成されることが報告25，26）さ

れている．さらにヒト骨髄間葉系細胞は，invitroでの解

析により，冷凍によって細胞活性が低下することはなく，

分化能が維持されることが報告されている27）．これらの

ことから，ヒトの冷凍保存された培養細胞の移植でも，

今回の実験と同様に骨組織が形成される可能性は高く，

自家骨髄細胞移植は骨欠損治療，自家骨移植の有用な一

手法となり得ると考えられる．

また，骨髄細胞も老化によって骨の再生能力が低下す

る28）が，冷凍保存により細胞の老化を防ぐこともできる．

これを利用して若い健康な時期に骨髄を採取し，骨髄間

菓系細胞を増殖させて冷凍保存しておき，高齢になった

とき自らの若い活性の高い細胞で組織の再生治療をおこ

なうことが可能である．これにより通常の治療より早い

回復が期待できる．このことから，細胞銀行構想も考え

られる．

現在，骨移植には，自家骨を用いる方法，同種骨（銀

行骨）を用いる方法，人工骨材料を用いる方法が一般的

におこなわれている．同種骨を用いる方法では，骨量は

十分に得られるが，免疫的に拒絶を示す症例もあり満足

な結果が得られない場合が多い．また，供給者のもつ感

染症が伝染する危険性もある．人工骨材料を用いる方法
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では，近年，生体親和性のよい材料が開発されつつあ

るものの，生体にとっては基本的には異物であり，また，

それ自体骨形成能力をもつことはなく，複雑な生体の機

能ももたない．このような免疫拒絶，感染症，骨再生能

力，異物反応などの問題を考慮すると，自らの骨を移植

するのが理想的であり，臨床的にも最も良好な結果が得

られている．しかし，採取できる骨の量には限界があり，

広範な骨欠損を自家骨で再建することは不可能である．

また，正常な骨組織，軟部組織を傷つけることになる・

したがって，培養技術により体外で自家骨が作製できれ

ば，正常な組織を傷つけることなく，広範に欠損した骨

組織の修復も可能になると考えられる．

骨髄閉業系細胞の採取は，組織片からの細胞採取に比

べると，採取後の止血処置や皮膚縫合処置，組織の細片

化後のコラーゲナーゼ処理やフィルター処理など複雑な

操作を必要としない．腸骨穿針により細胞浮遊液の状態

で得られ，容易に培養できる．ES細胞のような倫理的な

問題も少なく，特殊な培養皿や増殖因子も必要とせず，

技術的にも比較的簡便で安価に培養増殖が可能である．

骨髄閉業系細胞は，骨，筋肉，線維組織および神経など

の非上皮性の組織の再生能力にすぐれていることから，

現在のところ再生医療では，もっとも実際的で有用な細

胞として注目されている．さらに，培養によって増殖し

た骨髄細胞の冷凍保存が吋能になれば，培養骨移植は患

者の状態等による時間的な制約が軽減され，より臨床に

則したものとなると考えられる．

結　　　　　語

冷凍保存骨髄細胞の骨形成能が新鮮な骨髄細胞に匹敵

することが示唆され，今後培養骨移植の多様な臨床応用

に向けた研究が期待される．
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