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要旨 
 

【背景と目的】変形性膝関節症は、関節軟骨の損傷に起因する関節疾患であ

る。関節軟骨組織は細胞密度が低く、細胞外マトリックスを豊富に含む組織で

潤滑作用と衝撃吸収作用を有する一方で、無血管組織であることから自然治癒

能力に乏しい組織であり、損傷軟骨を治療するための様々な治療法が開発され

てきた。近年になって、正常関節軟骨に似た組成と材料特性を有するハイドロ

ゲルが人工軟骨の候補材料として注目され、研究・開発が進められてきた。し

かし、これまで開発されてきたハイドロゲルは強度が不十分であり、構成成分

の大半が水分であるために骨に直接することができないことが問題であった。

そのため、ハイドロゲルを用いた人工軟骨は未だに膝関節などの荷重関節にお

いて臨床応用には至っていない。我々の研究グループは、人工軟骨として応用

可能な材料特性（高強度・低摩耗性・生体内低分解性・高生体親和性）を有す

る PAMPS/PDMAAm double network (DN) ゲルを開発した。更に、ハイドロキ

シアパタイト（hydroxyapatite: HAp）を複合化した HAp/DNゲルは生体内で高

い親和性を示し、骨組織と強固に接着することを報告してきた。ゲルと骨の接

着様式は、ゲル表面に形成される骨組織において産生される細胞外マトリック

スがゲル内部に侵入し、ゲルと骨が直接接着するという全く新しい様式であっ

た。この現象は、HAp/DNゲル表面が骨髄に存在する間葉系幹細胞

（mesenchymal stem cell: MSC）を早期に骨系統細胞へ分化誘導することによっ

て生じることが示唆された。本研究の目的は、HAp/DNゲル表面が骨髄由来

MSCを骨系統細胞へ分化誘導することが可能かを明らかにすることである。 
 
【材料と方法】日本白色家兎の大腿骨骨髄から分離・培養した細胞（bone marrow-
derived cell: BMDC）がMSCとしての性質を有するかを検討するために、１）コ

ロニー形成ユニットアッセイ、２）フローサイトメトリーとイムノブロッティン

グ法によるMSC表面マーカーの検出、３）３系統の間葉系細胞（骨芽細胞、軟

骨細胞、脂肪細胞）への多分化能評価を行った。BMDC の培養には、同種血清

もしくはウシ胎児血清を含有した培養液を用いた。MSC を通常培養皿のポリス

チレンディッシュ（polystyrene dish : PS dish）、DNゲル、HAp/DNゲル、HAp 焼

結体上で培養した場合の各種評価を行った。細胞形態の観察は位相差顕微鏡と

3D レーザー顕微鏡を用いて行った。ゲルが血清含有タンパク質を吸着する能力

は、ゲルを血清に浸漬する前後の表面タンパク質を全反射フーリエ変換赤外分

光法で測定した。MSCの骨系統細胞への分化評価は、骨分化マーカーの定量 RT-
PCR 及び ALP 活性を用いて行った。骨分化マーカーは初期マーカーとして、
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TGF-β1、BMP2、Runx2と Col-1を用い、中・後期のマーカーとして ALP、OPN、
BSP および OCN を用いた。HAp/DN ゲルと HAp 焼結体からのカルシウムイオ

ンとリンイオンの溶出挙動を誘導結合プラズマ発光分析にて評価した。HAp/DN
ゲル表面の元素量をエネルギー分散型 X 線分光法にて定量評価を行った。In vivo
での HAp/DN ゲル周囲に形成される組織を評価するために日本白色家兎の大腿

骨外側顆にプラグ状のゲルを埋植し、移植後 3日、7日、14日に組織学的および

免疫組織学的評価を行った。 
 
【結果】家兎 BMDCを同種血清含有培地で培養すると、１）コロニー形成能を

示し、２）MSC 表面マーカーが陽性で、３）３系統の間葉系細胞（骨芽細胞、

軟骨細胞、脂肪細胞）への多分化能を示した。しかし、ウシ胎児血清含有培地で

培養するとこれらのMSCとしての性質は観察されなかった。同種血清含有培地

で培養する BMDC、即ち MSCを HAp/DNゲル上で培養すると、HAp/DNゲル表
面の微細な粗造構造上に紡錘状形態を示し接着していた。HAp/DN ゲルを血清

含有培養液に浸漬させると血清タンパク質を広く吸着していた。HAp/DN ゲル
上で 1 週間培養した MSC の骨形成マーカー（TGFβ1、BMP-2、Runx2、Col-1、
ALP、OPN、BSP、OCN）の mRNA発現量は、他の３つの基材上での発現量と比

較して有意に亢進した（P < 0.0001）。培養２週では骨分化早期マーカー（TGFβ1、
BMP-2、Runx2、Col-1）が 1 週と比較して有意に低下した。中・後期の骨分化マ

ーカーである ALP、OPN、BSP の遺伝子発現レベルは、14 日目においても上昇

が維持されていた。PS dish、DNゲル、HAp 焼結体で培養したMSCでは、Runx2
以外の骨分化マーカーに有意な発現変化を認めなかった。HAp/DN ゲルに浸漬

させた培養液中のカルシウムイオンとリンイオン濃度は経時的に漸増し、14 日
後では HAp 焼結体と比較して有意に高値であった（P < 0.001）。MSC 培養条件

下での HAp/DN ゲル表面のカルシウムイオンとリンイオンの元素強度は、7 日
と比較して 14日時点で減少していた。ALP 活性は、HAp/DNゲル上で培養した

MSCで、他の基材上で培養したMSCと比較して有意に亢進した（P < 0.0001）。
in vivoゲル埋植実験では、DNゲル表面では周囲に線維性組織が形成されるのみ

であったのに対して、HAp/DNゲル周囲の組織では埋植後 3日でMSCマーカー

（CD44・CD105）陽性細胞がリクルートされ、7日で Runx2 陽性・OCN 陰性の

骨芽細胞が観察され、14日で Runx2 陰性・OCN 陽性の骨細胞を含む類骨形成が

確認された。 
 
【考察】 
本研究では、骨髄由来 MSCを HAp/DNゲル上で培養すると骨分化マーカーの

遺伝子発現と ALP 活性が早期に上昇したことから、HAp/DN ゲルが骨髄由来
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MSCの骨系統細胞への分化を早期に誘導したことが示された。MSCがどのよう

に HAp/DN ゲルに接着しているかを明らかにするために 3D レーザー顕微鏡で

HAp/DNゲルの表面構造と、細胞のHAp/DNゲルへの接着像を観察した。HAp/DN
ゲルはミクロ的に表面が粗造であり、この構造上にMSCが紡錘形状を示しなが

ら接着していた。HAp のミクロ的に粗造な表面構造が細胞の接着に有利との報

告があり、HAp/DN ゲルの表面構造が MSC の接着に適していると考えられた。

血清でプレコーティングした HAp では細胞接着能が亢進するとの報告があり、

実際に本研究では、HAp/DN ゲルはフィブロネクチンなどの接着タンパク質を

含む血清含有タンパク質を吸着していた。これらの研究成果から、MSC は
HAp/DN ゲルの微細な表面構造と吸着した血清タンパク質を足場にして接着と

増殖をしていることが示唆された。 
次になぜ HAp/DN ゲルは MSC を骨系統細胞へ分化誘導することができるの

か検討した。本研究の結果で、HAp/DNゲルからカルシウムイオンとリンイオン

が 14日間漸増的に溶出し、実際に HAp/DNゲル上で MSCを培養する条件では

HAp/DN ゲル表面のカルシウムイオンとリンイオンの元素量が 7 日と比較して

14 日で減少していた。カルシウムイオンやリンイオンは MSC の骨分化誘導を

促進するとの報告があり、本研究では HAp/DNゲル上で培養されたMSCがカル

シウムイオンとリンイオンを利用して骨系統細胞へ分化したことを示唆してい

る。 
HAp/DNゲルを in vivoで家兎大腿骨に移植したところ、HAp/DNゲル表面に、

3日でMSCマーカー陽性細胞、7日で骨芽細胞、14日で骨細胞を含む類骨形成

が観察された。これは in vitro の実験で実証された MSC が骨系統細胞へ分化す

る現象の一連の過程が in vivoでも観察されたと考えられた。 
 
【結論】 
本研究では HAp/DN ゲル表面が骨髄由来 MSC を骨系統細胞へ分化誘導するこ

とを明らかにした。 
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略語表 
 
 本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
PVA   polyvinyl alcohol 
FDA  Food and Drug Administration 
DN  Double network 
PAMPS  poly-（2-acrylamido-2-methylpropane sulfonic acid） 
PDMAAm poly-（N,N’-dimethylacrylamide） 
MBAA  N,N'-methylenebiscrylamide 
HEPES  4-（2-HydroxyEthyl）-1-Piperazine Ethane Sulfonic acid 
HAp  Hydroxyapatite 
MSC  Mesenchymal stem cell 
ABS  Autogenous blood serum 
BMDC  Bone marrow-derived cell 
PS  Polystyrene 
FBS  Fetal bovine serum 
PBS  Phosphate-buffered saline 
RIPA   Radioimmunoprecipitation assay 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
PVDF  Polyvinylidene difluoride 
RNA  Ribonucleic acid 
RT-PCR Reverse transcription - polymerase chain reaction 
GAPDH  Glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase 
SEM  Scanning electron microscope 
ALP  Alkaline phosphate 
Runx2  Runt related transcription factor 2 
Col-1  Collagen type 1 
ALP  Alkaline phosphatase 
OPN  Osteopontin 
BSP  Bone sialoprotein 
OCN  Osteocalcin 
TGF-β1  Transforming growth factor-β1 
BMP-2  Bone morphogenetic protein 2 
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緒言 
 
変形性膝関節症 
変形性膝関節症は、加齢や外傷により膝関節の軟骨に摩耗や変性が生じ、関

節変形や機能障害が生じる疾患である。本邦における変形性膝関節症の有病率

は 60 歳以上の男性で 47%、女性で 60%と報告されており、推定患者数は 2500
万人以上とされている(Muraki et al., 2009)。世界的に見ても、高齢化の加速に伴

い、変形性膝関節症の患者数は増加することが予想される。関節軟骨組織は、

細胞外マトリックスに富む組織で潤滑作用と衝撃吸収作用を有する一方で、組

織学的に血管を持たないという他の組織では見られない特徴があり、損傷に対

する自然治癒能力は非常に乏しい(Bhosale and Richardson, 2008)。損傷した軟骨
を放置すると、軟骨の損傷範囲は拡大し、軟骨下骨の変性が進み変形性関節症

に至る。変形性膝関節症では、膝関節の疼痛や可動域制限を引き起こし、日常

生活の質を著しく低下させ、社会活動への参加も制限される。変形性膝関節症

を含む関節疾患による要支援・要介護認定者の割合は 2019年国民生活基礎調

査によると 6.9%で第５位となっており社会的問題となっている。更に、変形性

膝関節症患者では心血管疾患や糖尿病などの内科的疾患の発症リスクが高いこ

とが報告されている(Hall et al., 2016)。この様に本疾患の高い有病率と自然治癒

しない特徴から、医療経済的な影響は計り知れない。そのため、変形性膝関節

症に対する有効な治療法の開発が強く求められている。 
変形性膝関節症の治療は、一般的には生活指導、運動療法、内服療法、ヒア

ルロン酸関節内注射などの保存療法から始まる。保存療法の有効性が報告され

てはいるが、前述の様に軟骨損傷は自然治癒しないことから治癒は望めない

(Crawford et al., 2013)。保存療法に抵抗を示す症例や疼痛が強く日常生活に支障

をきたすようになると外科的手術療法が考慮される。手術法は患者の年齢や軟

骨・半月板・靭帯の状態によって決定される(Abramoff and Caldera, 2020)。小さ
く限局する関節軟骨病変に対しては、骨髄刺激法が選択されることが一般的で

ある。骨髄刺激法は、関節軟骨欠損部位の軟骨下骨に小さな骨孔を穿ち、骨髄

に存在する間葉系細胞を軟骨欠損部に誘導することによって軟骨再生を図る簡

便な手法であり、良好な臨床成績が報告されている(Steadman et al., 1997)。しか
し、骨髄刺激法によって再生される軟骨は線維軟骨であり、正常の軟骨で見ら

れる硝子軟骨ではない(Furukawa et al., 1980)。線維軟骨は硝子軟骨と比較して力

学的に劣るため、適応面積は限られており、かつ長期の臨床成績は望めない

(Mithoefer et al., 2009)。 
そのため、大きな軟骨損傷に対して適応可能な自家骨軟骨柱移植術や自家培
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養軟骨移植術などの手術法が開発されてきた。自家骨軟骨柱移植は健常な非荷

重部位から関節軟骨と軟骨下骨を円柱状に一塊にして採取し、関節軟骨損傷部

に移植する手術法である(Matsusue et al., 1993)。自家骨軟骨柱移植術では正常の

硝子軟骨組織で治療できる利点があり、良好な長期臨床成績が報告されている

(Dekker et al., 2021)。しかし、この手術法は健常軟骨を犠牲にせざるを得ず、採

取可能な軟骨の面積が限られていることや採取部位の変性変化が生じるリスク

といった問題点がある。 
自家培養軟骨移植は、健常な非荷重部位から採取した少量の軟骨を生体外で

培養・増殖させ、軟骨欠損部に移植する手術法である(Brittberg et al., 1994; Krill 
et al., 2018)。本手術法の良好な臨床成績が報告されている一方で、正常な軟骨

組織で観察される層構造が得られないとの報告や移植軟骨の肥大や脱落などの

合併症により再手術率が 13-68％とも報告されている(Adachi et al., 2014; Harris 
et al., 2011; Pareek et al., 2016)。また、培養軟骨の成熟には２年以上の期間を要

すことから長期のリハビリ期間を必要とする(Niemeyer et al., 2008)。 
このように膝関節軟骨損傷に対して、様々な治療法が開発・応用されてきた

が確立された治療法はなく、新たなコンセプトを持った手術法の開発が期待さ

れている。既存の手術法の限界を克服するためには、健常軟骨を犠牲にするこ

となく、軟骨損傷部のみを置換する新たな手術法の開発が望まれている

(Arakaki et al., 2010)。 
 
人工軟骨開発研究の現状  
損傷した関節軟骨を人工材料で置換するという研究は数多く行われてきた。

人工軟骨に使用される材料には、膝関節で繰り返し生じる荷重や摩擦の負荷に

耐えられる材質が必要となる。即ち、非吸収性で生体適合性が高く、高強度か

つ低摩擦性の材質が求められる。金属やポリエチレンなどの素材を人工軟骨と

して用いる研究が行われてきたが、材料力学特性として硬すぎて相対する関節

軟骨が損傷してしまうことから、軟骨の代替材料としては適していない

(Bavaresco et al., 2000; Custers et al., 2007)。そこで、人工軟骨の候補材料とし
て、関節軟骨と近い含水量と弾性率を有するハイドロゲルが注目されている。

その一つとして、polyvinyl alcohol（PVA）の研究が報告され、2016年には
FDA（Food and Drug Administration）により認可された(Bray and Merrill, 1973; 
Oka et al., 2000)。しかし、強度、耐疲労性や耐摩耗性の問題があり、その適応

は非荷重部の母趾第一中足趾節関節に限られており、未だに荷重関節での臨床

応用には至っていない。更には、これらのハイドロゲルは骨に直接接着できな

いために、金属を介在させるなどの工夫がなされてきたが、脱転のリスクが報

告されている(Kobayashi and Oka, 2004)。 
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PAMPS/PDMAAm DNゲルの人工軟骨としての応用可能性 

PAMPS/PDMAAm Double network（DN）ゲルは、第一のネットワークとして
poly-（2-acrylamido-2-methylpropane sulfonic acid）（PAMPS）、第二のネットワ
ークとして poly-（N,N’- dimethylacrylamide）（PDMAAm）を組み合わせて創出

されたハイドロゲルである(Jian Ping Gong, 2003)。第一のネットワークは硬くて
脆い性質であるのに対し、第二のネットワークは軟らかく伸縮性を持ち、物理

的特性の対照的な 2 種類のポリマーネットワークを重合させることによって、

破断強度が 3.1 MPaと強靭な DNゲルが合成される(Yasuda et al., 2005)。
PAMPS/ PDMAAm DNゲルと組成の異なる３種類の DNゲルの pin-on-flat 摩耗

試験では、PAMPS/PDMAAm DNゲルが一番高い耐摩耗性を示し、実際の人工

関節で用いられているポリエチレン（UHMWPE：Ultra-high molecular weight 
polyethylene ）に匹敵していた(Yasuda et al., 2005)。この DNゲルを家兎皮下に

移植し 6 週間後に破断強度と破断歪みを測定すると、移植前と比較して素材の

劣化はなく、周囲の炎症も軽度であった(Azuma et al., 2007; Tanabe et al., 2008)。 
また、ex vivoにおける２つの接触面での摩擦係数の測定結果では

PAMPS/PDMAAm DN ゲルと正常軟骨の接触面では 0.029であり、正常軟骨間
の摩擦係数の 0.188と比較して有意に低かった(Arakaki et al., 2010)。実際にこの

DNゲルを家兎大腿骨滑車に移植すると移植後 12 週まで、相対する膝蓋骨の関

節軟骨に組織学的変化は観察されなかった(Arakaki et al., 2010)。この様に DN
ゲルが人工軟骨として応用可能な生体材料特性を有することが立証されてきた

が、この DNゲルの水分含有率は 94％であり、他のハイドロゲルと同様に構成

成分の大半が水分であることから、移植基底面である骨に接着することができ

ないことが臨床応用への障壁となっていた。 
 
骨に接着可能な HAp/DNゲルの開発 

DNゲルが骨に接着できない問題を解決するために、DNゲルにハイドロキシ
アパタイト（hydroxyapatite: HAp）を複合化した HAp/DN ゲルを開発した
(Nonoyama et al., 2016)。強アルカリ性の高濃度溶液に短時間浸漬する交互浸漬

法により、DNゲル内に HApを析出し複合化した HAp/DNゲルを作製した。
HAp/DNゲル表面の HAp層内部は、600 nmの HApナノ結晶が集積した直径 10 
μmの多数の点状凝集体から構成されている(Nonoyama et al., 2016)。この
HAp/DNゲルを家兎大腿骨に移植すると、早期かつ強固に周囲の骨に固着する

ことが示された(Wada et al., 2016)。移植した HAp/DNゲルの内部 HAp 結晶濃度

が上昇していた。この結果から HAp/DNゲルと骨の接着様式は、ゲル表面に形

成された骨組織から産生する細胞外マトリックスがゲル内部に侵入することに
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よって生じると考えられた。この現象の初期段階で、HAp/DNゲルが周囲の骨

髄組織内に存在する間葉系幹細胞を骨系統細胞へ早期に分化誘導することが考

えられた。そこで本研究の目的は、HAp/DNゲル表面が骨髄由来 MSCを骨系
統細胞へ分化誘導することが可能かを明らかにすることである。 
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方法 
 

1. DNゲルおよび HAp/DNゲルの合成方法 
1.1 DNゲルの作製方法 

PAMPS/PDMAAm DNゲルの合成は、我々の研究グループが過去に報告した

二段階重合法を用いた(Jian Ping Gong, 2003)。合成するための原料は 2-
acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid (AMPS) (Toagosei Co. Ltd., Japan)と
N,N’-dimethylacrylamide (DMAAm) (KOHJIN Co. Ltd., Tokyo, Japan)を用いた。架
橋剤として、N,N'-methylenebiscrylamide (MBAA) (Tokyo Chemical Industry Co., 
Ltd., Tokyo, Japan)、重合開始剤として 2-oxoglutaric acid (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd, Osaka, Japan）を用いた。1 対のガラス板に挟めたセルにモノマ

ー、架橋剤および重合開始剤を含む水溶液を注入し、紫外線（波長 365 nm）を
約 8 時間照射し、第１ネットワークである PAMPSゲルを合成した。この
PAMPSゲルにMBAAおよび 2-2-oxoglutaric acidを含む DMAAm 溶液 (2 mol/L)
に平衡に達するまで浸漬し、紫外線を約 8 時間照射して、PAMPSゲルの網目
構造内に第 2ネットワークである PDMAAmを重合することで、
PAMPS/PDMAAmゲルを合成した。未反応物を除去するため 4-（2-
HydroxyEthyl）-1-Piperazine Ethane Sulfonic acid （HEPES）（Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA） 緩衝液に浸漬し、毎日交換し平衡状態に達したものを細胞培

養に用いた（Gong, JP et al., 2014）。合成されたシート状の DNゲルから円盤状

（直径 35 mm、厚さ 2 mm）に型抜きし、in vitroの実験に用いた（図１A）。
円柱状（直径 4.5 mm、厚さ 7.0 mm）に型抜きしたゲルプラグを in vivo 実験に

使用した（図 1D）。 
 
1.2 HAp/DNゲルの作製方法 

HAp/DNゲルは過去に我々の研究グループが報告した方法に従って作製した

(Nonoyama et al., 2016)。最初に DNゲルを 1M Tris緩衝液に浸漬し、pH 9.0のア
ルカリ性に調整した。次に、300 mM リン酸水素二カリウム（K2HPO4）溶液に

110 秒間浸漬した後に純水で 10 秒間洗浄し、更に 500 mM 塩化カルシウム

（CaCl2）に 110 秒間浸透した後に再び純水で 10秒間洗浄した。この過程を 5
回繰り返した。その後に CaCl2水溶液（500 mmol/L、pH 11.0）中に浸漬し 37℃
で 24 時間かけて平衡化し、最終的に DNゲルの最外層に約 500 μm厚の HAp
（Hydroxyapatite）ナノ粒子が生成された HAp/DNゲルが作製された。円盤状と

円柱状の HAp/DNゲルを準備し、それぞれ in vitroと in vivoの実験に用いた

（図１B、図１E）。 
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1.3 HAp 焼結体ディスクの準備 
直径 35 mm、厚さ 1 mmの HAp 焼結体ディスクを企業に依頼し作製した

（NGK Spark Plug Co., Ltd. Aichi, Japan）。 

図 1 基材の外見写真。ディスク状の DN ゲル（A）、HAp/DN ゲル（B）、HAp 焼結

体（C）。円柱状の DN ゲル（D）、HAp/DN ゲル（E） 
 
 
1.4 基材の物理的性質 
DNゲル、HAp/DNゲル、HAp 焼結体の含水性と力学的特性を表１に示す。 
 
表 1：DN ゲル、HAp/DN ゲル、HAp 焼結体の含水性と力学的特性 

  DNゲル HAp/DNゲル HAp 焼結体 
構成成分（％） 水 92.0 87.7 0.0 
 ポリマー 8.0 8.2 0.0 
 無機質 0.0 4.1 100 
ヤング率 a) [MPa]  0.035 ± 0.004 0.084 ± 0.004 414 ± 4 
90%歪みでの応力 
[MPa] 

 
7.39 ± 0.48 9.50 ± 1.54 - 

ヤング率 b) [MPa]  0.074 ± 0.001 0.159 ± 0.008 - 
破壊応力 b) [MPa]  0.61 ± 0.03 0.45 ± 0.03 - 
破壊歪み b) [mm/mm]  3.23 ± 0.36 1.64 ± 0.19 - 

a)圧縮試験にて測定、b)引張試験にて測定 
 

 
2. 家兎骨髄由来間葉系幹細胞の採取と培養方法 
動物実験は、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に則り、医学
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研究科付属動物実験施設にて行った。体重 3.9 kg以上の成熟した雌の日本白色

家兎を用い、大腿骨の骨髄組織から間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cell: 
MSC）を含む細胞を採取した。初めにイソフルランによる吸入麻酔で全身麻酔

を導入し、左心室から 18 ゲージ針を用いて直接に血液を採取し、安楽死させ

た。採取した血液を 3,000 rpmで 10分間遠心分離を行い、上清の血清を回収し

た。血清を 56℃で 30分間加熱し、含有する補体を非働化した。この血清を

RPMI1640 培地（Nissui Pharmaceutical, Tokyo, Japan）に 10%の濃度で添加し、

更に L-グルタミン（2 mM）、ペニシリン（100 unit/ml）、ストレプトマイシン

（0.1 mg/ml）を添加した。この培地を”ABS（autogenous blood serum）含有培

地”として使用した。 
次に大腿骨を切除・摘出し、ノミを用いて大腿骨矢状面に沿って半割した。

大腿骨髄腔から鋭匙を用いて採取した骨髄組織を無血清 RPMI1640 培地に浸漬

し、メスを用いて細分化した後、70 μm セルストレーナー（BD falcon, Bedford, 
MA, USA）を用いて残渣を取り除き濾過した。濾過した試料を 1,000rpmで 5
分間遠心分離し、上清を除去した。0.75% 塩化アンモニウムを含む Tris緩衝液

に室温にて 20分間静置し、赤血球を溶血させ取り除いた。無血清 RPMI1640
で再度洗浄し、1,000rpmで 5分間遠心分離後に上清を除去して残ったペレット

を、MSCを含む骨髄由来細胞（Bone Marrow-Derived Cell: BMDC）として回収
した。得られた BMDCの半分は、直径 60 mmの polystyrene（PS）dish上で
ABS含有培地を用いて 37℃、5％ CO2下で 3日間培養を行った。残り半分の

BMDCは、ABS含有培地の代わりにウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum: FBS）
（Gibco ® -life Technologies, Grand Island, NY, USA）を 10%添加した“FBS含有
培地”で 3日間培養を行なった。培地交換により PS dish非接着細胞を除去した

後、Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を用いて PS dishに接着

する細胞を回収した。回収した細胞を同じ条件下で培養を繰り返し、本研究で

は３継代目の細胞を使用した。  
 
3. 細胞の形態観察 
培養細胞の形態は、位相差顕微鏡（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観察し

た。HAp/DNゲルディスクは透光性が低いため、5%メタノールと 7.5% 酢酸に
7日間常温で浸漬し漂白した。この処理により、HAp/DNゲルディスクは半透

光性となり位相差顕微鏡での細胞形態観察が可能となった。非透光性な HAp
焼結体では、漂白処理を行っても半透光性にすることができないため、細胞の

形態観察はできなかった。 
 
4. 細胞増殖アッセイ 
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ABS含有培地もしくは FBS含有培地で培養した 3継代目の BMDCを 60 mm PS 
dishに 5.0×104個播種し、37℃、5% CO2下で 4日間培養した。PS dishに接着し

た細胞を Trypsin-EDTAで回収し、位相差顕微鏡（Olympus）下でセルカウンタ

ーを用いて細胞数を連日計測した。計測は異なるサンプルを用いて 3回行っ
た。 
 
5. コロニー形成ユニットアッセイ 
BMDCの自己複製能を調べるために、3継代目の BMDCを 35 mm PS dishに
5.0 ×102個播種し、3日毎に細胞培養液を交換した。接種 10日後に 4%パラホル

ムアルデヒドで 30分間固定し、0.5%クリスタルバイオレット（Kanto Kagaku, 
Tokyo, Japan)で 10分間、常温にて染色を行った。50個以上の細胞を含みクリ

スタルバイオレットに染色されたコロニーを手動で数えた。計測は異なるサン

プルを用いて 3回行った。 
 
6. フローサイトメトリー 
  3継代目の BMDCを Trypsin-EDTAを用いて回収し、リン酸緩衝液

（phosphate-buffered saline: PBS）で 2回洗浄した後、4％パラホルムアルデヒド

で 30分間常温にて固定した。各特異的な一次抗体［抗 CD44（Bio-Rad,  
MCA806GA,  Hercules,  CA,  USA）、抗 CD73（Abcam, ab81720, Cambridge, 
UK）、抗 CD90（Abcam, ab-225）、抗 CD105（Abcam, ab107595）および抗

CD45（Abcam, ab107; Bio-Rad, MCA808GA595）抗体］を添加して、室温で 30
分間静置した。再度 PBSを用いて洗浄後、Alexa Fluor 488標識二次抗体（1:250
希釈、Invitrogen, Life Technologies Corporation, Oregon, USA）で処理し、FACS 
Canto II装置（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を用いてフローサイトメトリ

ー分析を実施した。二次抗体のみと反応した試料を陰性対照として使用した。

陰性対照において陽性細胞が検出されないことを閾値とし、各表面抗原の陽性

細胞比率を測定した。  
 
7. イムノブロッティング法 
解析対象の細胞に radioimmunoprecipitation assay buffer（RIPA lysis buffer） 

[1% Triton X-100、1 mM sodium orthovanadate（Na3VO4）、protease inhibitor 
mixture: Complete（EDTA-free）protease inhibitor（Roche、Basel、Switzerland）] 
を添加し、氷上にて 20分間静置後、4℃で 15,000 rpm、10分間遠心し、沈殿に
注意して上清を回収した。回収した上清に 5×還元サンプルバッファー 
（5×Laemmli sample buffer）を添加し、95℃で 5分間熱変性させ、イムノブロ

ッティング法のサンプルとして用いた。10% SDSアクリルアミドゲルを用いて
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SDS-PAGEを実施し、分離した蛋白質を PVDF膜（Millipore, Billerica, MA, 
USA）に転写した。転写後の PVDF膜は TBS-Tで希釈した 5%スキムミルク溶

液を用いてブロッキング後、一次抗体と 4℃で一晩インキュベートを行った。

TBS-Tで 3回洗浄後に二次抗体と室温で 1 時間インキュベートし、再度 TBS-T
で洗浄後、ECLTM Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare、Little 
Chalfont、UK）による処理後、LAS 4000 mini（GE Healthcare）を用いてシグナ
ルを検出した。一次抗体は抗 CD44抗体（Bio-Rad、MCA806GA）、抗 CD73抗
体（Abcam、ab-81720）、抗 CD90抗体（Abcam、ab-225）、および抗 CD105
抗体（Abcam、ab-107595）を使用した。 
 
7. BMDCの多分化能評価 

3継代目 BMDCの 3系統の間葉系細胞（骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞）へ

の多分化能を評価した。各系統への分化培地の組成を下記に示す。 
骨芽細胞への分化誘導のために、10％ABSまたは 10％FBSを含む low-glucose 
RPMI1640 培地に 50 mg/ml ascorbic acid 2-phosphate（Fujifilm Wako Pure 
Chemical Industries, Osaka, Japan）、10 mM β-glycerophosphate（Fujifilm Wako 
Pure Chemical Industries）および 100 nM dexamethasone（Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA）を添加し PS dishに 1.0×104 cells/mlの BMDCを播種し 3日毎に培地

を交換した。細胞は 4% formaldehydeで 10分間固定し、2% Alizarin Red S (pH 
6.4, Nacalai tesque, Kyoto, Japan) で 30分間、室温にて染色し骨芽細胞への分化

を評価した。 
軟骨細胞への分化誘導のために、1.0×105 cells/mlの BMDCを PS dishに播種

した。培地は high-glucose RPMI 1640 培地に insulin-transferrin-sodium selenium 
supplement（Corning® ITS Premix, Corning Life Sciences, Bedford, MA, USA）、40 
mg/ml L-proline（Fujifilm Wako Pure Chemical Industries）、100 mg/ml sodium 
pyruvate（Sigma-Aldrich）、50 mg/ml ascorbic acid 2-phosphate、10 ng/ml 
transforming growth factor-β1（Peprotech Company, Rocky Hill, NJ, USA）および

100 nM dexamethasoneを添加し、3日毎に培地交換した。細胞は 4% 
formaldehydeで 10分間固定した。軟骨細胞への分化評価のために、細胞を

alcian blue 溶液（pH 2.5、Muto Pure Chemical, Tokyo, Japan）で 10分間常温にて
染色した。   
脂肪細胞への分化誘導のために，1.0×105 cells/mlの BMDCを PS dishに播種

した。培地は low-glucose RPMI 1640に 10% ABSまたは 10% FBS、0.5 mM 
isobutylmethylxanthine（Fujifilm Wako Pure Chemical Industries）、0.2 mM 
indomethacin（Fujifilm Wako Pure Chemical Industries）、100 nM dexamethasone、
10 mg/ml insulin（Fujifilm Wako Pure Chemical Industries）を添加した。細胞は
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4% formaldehydeで 10分間固定し、0.5% Oil Red O 溶液（Sigma-Aldrich）を用
いて 20分間常温で静置し脂質滴を染色した。   
 
8. 3D レーザー顕微鏡 
HAp/DNゲルの表面形態と表面に接着した細胞を 3D レーザー顕微鏡（VK-9710 
KEYENCE, Osaka, Japan）で観察した。試料表面は、PBS緩衝液に含まれる塩

の再結晶を防ぐために蒸留水で洗浄した。余剰な水が付着した表面は空気中で

自然乾燥させた。波長 480 nmのレーザー光で得られた反射画像にて観察を行

った。 
 
9. 顕微全反射フーリエ変換赤外分光法 
ゲル表面への血清タンパク質の吸着を、顕微全反射フーリエ変換赤外分光法 
（IRT-3000 N, JASCO, Japan）を使用して評価した。家兎血清は上述の方法を用

いて取得した。直径 35 mm、厚さ 2 mmの DNゲルおよび HAp/DNゲルを 1 ml
の家兎血清に 24 時間浸透し、測定前に血清液を拭き取った。ダイヤモンドプ

リズムを接触させた領域の DNゲルおよび HAp/DNゲルの反射光を 800/cmか
ら 1800/cmまでの範囲で測定した。全てのデータに対して、水のスペクトラム

を差し引き、ベースラインを補正した。血清の吸光スペクトルを明確に示すた

めに、スペクトル値を 5倍にして表記した。 
 
10. RNA抽出および遺伝子発現解析 

RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) を用いて細胞から total RNA を抽出

し、SuperScript® VILOTM cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) を用いて cDNA を合
成した。遺伝子発現解析は Power SYBR® Green Master Mixの調整法に準じて、

StepOnePlusTM Real-Time PCR System（Applied Biosystems、Foster, CA, USA）
を使用し定量 RT-PCR法を実施した。glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase
（GAPDH）を内在性コントロールとして用いた。cDNAを含む各 RT 反応液 1 
μlに、SYBR Green Premix, Ex Taq II（Takara, shiga, Japan）10 μl、10 μM forward
プライマー 0.18 μl, 10 µM reverse プライマー 0.18 μl、滅菌蒸留水 8.64 μlを添
加し、各反応液を 95℃にて 10分間反応させた後に、95℃で 15秒、60℃で 1分
の条件下で 40 サイクル反応させ、最後に 72℃にて 5分反応させた。使用した

プライマーの配列は以下の表１に示す通りである。 
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表１: 実験に使用した RT-PCRプライマー 

Gene Forward primer (5’ – 3’) Reverse primer (5’ – 3’) 

TGF-β1 AGTTACAGCAGGAGCAGC TACAGTGACCTCAACACTCC 

BMP-2 CAGCGGAAACGCCTCAAA GAAAGGGACCGACTAGT 

Runx2 GGCAGGTGCTTCAGAACTGG GTGGTGGCAGGTAGGTATGG 

Col-1 GCGAGGAAGGAAGGGAAG AGAGTGACCTTCGGGACCG 

ALP GCTGAGCCTGAGCAGCGTT TCTGCTGACTGACTGGTTCA 

OPN TTGATGAGGGAGGACGATG CAGAGATTGGGTCATAGA 

BSP AAGCTCGCTCTCTGCAGGTC GGACCTGACAATGAACCGTT 

OCN GAAGCCCAGCGGTGCA CACTACCTCGCTGCCCTCC 

GAPDH TCACCATCTTCCAGGAGCGA CACAATGCCGAAGTGGTCGT 

 
11. 誘導結合プラズマ発光分光分析法 

HAp/DNゲルおよび HAp 焼結体からのカルシウムイオンとリンイオンの溶出

挙動を誘導結合プラズマ発光分光分析により定量的に測定した。PBS 溶液中の

直径 35 mm、厚さ 2 mmの両基材を滅菌蒸留水で洗浄した。その後、生理食塩

水（Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd., Japan）30 mlに浸漬した基材を 120℃で 20
分間オートクレーブ滅菌した。37℃で 1日、7日、14日間静置した後の溶出液

9.9 mlに 70 wt%濃硝酸（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を 0.1 ml
添加し ICPE-9000装置（Shimadzu Co., Japan）を用いてカルシウムイオンとリ

ンイオンの濃度を測定した。 
 
12. 走査型電子顕微鏡と元素マッピング 

HAp/DNゲル上で培養した細胞の形態観察と元素マッピングは、エネルギー

分散型 X 線分光器付き走査型電子顕微鏡（JSM-6010A, JEOL, Japan）を使用し

て評価した。湿潤試料を用いる場合は乾燥による収縮を防ぐためにカーボンテ

ープにて強固に固定した。この試料を低真空（66 Pa）の SEM チャンバーに装

填し後方散乱電子画像を取得した。凍結乾燥試料を用いる場合は、液体窒素中

で凍結させた後に乾燥させ、カーボンテープで固定し、金-パラジウム合金でス

パッタコートした（E-1010 ion sputter system Hitachi, Japan）。この試料を真空
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チャンバー（〜10-5 ）に装填した。20 kV 加速電圧の電子銃を表面に照射し発

生した特性 X 線から、炭素、酸素、カルシウム、リンの元素マッピングを作成

した。 
 
13. アルカリフォスファターゼ（ALP）活性の測定 

3継代目のMSCを PS dish、DNゲル、HAp/DNゲル、HAp 焼結体上に播種

し、ABS含有培地で 4日間培養を行い、Trypsin-EDTAで細胞を回収した。ア
ルカリフォスファターゼ（Alkaline phosphate: ALP）の活性は、TRACP & ALP 
assay kit（Takara Bio, Inc., Shiga, Japan）を用いて測定した。最初に培養上清を

除去し、生理食塩水で基材に接着した細胞を 1回洗浄した後、細胞抽出液 50 μl
を添加しスクレーパーを用いて回収した。24 mgの pNPP（p-nitrophenyl 
phosphate）を 5 mlのアルカリ性ホスファターゼ用緩衝液に溶解し、反応基質溶

液とした。反応基質溶液 50 µlを加え、37℃で 60分間反応させた後、405 nmの
吸光度を分光光度計（Spectra MAX microplate leader, Molecular Device, 
Sunnyvale, CA, USA）にて測定した。PS dish上の細胞の ALP 活性を基準にして

ALP 活性を相対値で表記した。各試料の計測を 6回ずつ行った。 
 
14. ゲル円柱プラグの家兎骨髄への移植と免疫組織学的解析 
体重 3.7 ± 0.3 kgの成熟した雌の日本白色家兎 16羽を用いた。手術はイソフ

ルランを用いた全身麻酔下に行った。両側の大腿をイソジンで消毒し、滅菌ド

レープで両膝を覆った。両側遠位大腿外側に 2 cmの皮膚切開を行い、大腿骨

外側顆を露出させた後に、大腿骨外側顆に直径 4.3 mm、深さ 7 mmの骨孔を作
製した（図 2）。その後、直径 4.5 mm、高さ 7 mmの DNおよび HAp/DNゲル
円柱プラグを両側の骨孔に移植した。関節包と皮膚は 3-0 ポリエステル糸を用

いて縫合した。対照群として、骨孔のみ作製しゲル円柱プラグを移植しない群

を用意した。術後はケージ（310×550×320 mm）内で自由に行動させた。術後 3
日目（6羽）、7日目（5羽）、14日目（5羽）に致死量のペントバルビタール

を経静脈的に投与し安楽死させ、両側の大腿骨遠位部を採取して組織学的およ

び免疫組織学的検査を行った。採取した大腿骨は、10％中性緩衝ホルマリン溶

液で 3日間固定し、50 mM EDTAで 4 週間脱灰した後、パラフィンブロックに

包埋した。円柱状骨孔の長軸に対して平行に、厚さ 3 μmの標本を作製した。
この標本をヘマトキシリン・エオジンで染色し組織学的観察を行った。免疫組

織化学的検査のために、一次抗体として抗 CD44抗体（Bio-Rad、
MCA806GA）、抗 CD105抗体（Abcam、ab107，595）、抗 Runx2抗体

（purified mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, sc-
390,715）、抗 OCN抗体（purified mouse monoclonal IgG, Abcam, ab13420）を用
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い、二次抗体（Histofine Simple Stain MAX PO, Nichirei, Tokyo, Japan）を用い
た。 

 
図 2：大腿骨へのゲル円柱プラグ移植の模式図。P: plug。 
 
統計的評価 
各測定値は平均値と標準偏差で示した。細胞増殖アッセイと誘導結合プラズ

マ発光分光分析法の測定値はMann-Whitney U-testで評価した。各基材上で培養

した細胞の各種測定値の比較には、一元配置分散分析または二元配置分散分と

多重比較検定（Tukey's HSD test）を用いた。有意水準は 0.05とした。 
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結果 
 

1. 家兎骨髄由来細胞（BMDC）の間葉系幹細胞（MSC）としての性質の検証

（Substudy 1） 
本研究で使用した BMDCがMSCとしての性質を有するか検証するために、

自己複製能、多分化能、MSC表面マーカー（CD44、CD73、CD90、CD105）の
発現を評価した。BMDCを PS dish上で培養した際の形態学的観察では、ABS
含有培地を用いると小型で紡錘形状の細胞が均一に観察されたのに対して、

FBS含有培地を用いた場合は小型の紡錘形細胞と大型の円形細胞が混在する像

が観察された（図 3）。 

 
図 3 家兎骨髄由来細胞の形態学的観察 
FBS 含有培地(左列)と ABS 含有培地(右列)を用いて PS dish 上で培養した BMDC の位

相差顕微鏡での観察像を示す。 
 
細胞増殖アッセイでは、ABS含有培地で培養した BMDCは、指数関数的な

増殖が観察されたのに対して、FBS含有培地で培養した BMDCでは、細胞は
増殖しなかった。培養後 1日目以降 4日目までの全ての日数で、ABS含有培地

で培養した条件で有意に細胞数が多かった（P < 0.05）（図 4）。 
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図 4：細胞増殖アッセイ 
FBS 含有培地と ABS 含有培地を用いて PS dish 上で培養した場合の BMDC の経時的

細胞数の変化を示す。*P < 0.05。 
 
コロニー形成ユニットアッセイでは、ABS含有培地で培養した BMDCのコロ

ニー形成ユニット数は 21 ± 1個であり、自己複製能が示された（図 5）。FBS
含有培地で培養した場合、コロニー形成は観察されなかった。 
 

 
図 5：コロニー形成ユニットアッセイ 
BMDC を ABS 含有培地で PS dish 上にて培養した場合のコロニー形成能を評価した。

クリスタルバイオレットで染色された細胞の肉眼像（左写真）と位相差顕微鏡でのコ

ロニー像（右写真）。 
 
フローサイトメトリー解析では、ABS含有培地で培養した BMDCは CD44と
CD105の陽性細胞の割合が高く、CD73、CD90、CD45 陽性細胞の割合が低か

った（図 6）。一方、FBS含有培地で培養した BMDCでは、増殖が遅いために

解析に十分量の細胞が得られなかった。 
 

200μm 
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図 6：フローサイトメトリー解析 
BMDC を ABS 含有培地で PS dish 上にて培養した場合の、各表面抗原の陽性細胞比率

の評価を示す。 
 
イムノブロッティング法では、ABS含有培地で培養した BMDCは CD73、
CD90、CD105、CD44が高発現していた（図 7）。FBS含有培地で培養した

BMDCは CD73と CD105は発現しておらず、CD90と CD44のタンパク質発現

を示すバンドは微弱であった。更にこれらの BMDCでは、造血系マーカーで

ある CD45が発現していないことが確認された。 
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図 7：イムノブロッティング法 
BMDC を FBS 含有培地と ABS 含有培地を用いて PS dish 上で培養した場合の MSC
表面マーカーのタンパク質発現を示す。 
 
分化培地添加による BMDCの多分化能の評価では、ABS含有培地を使用した

場合は培養後 14日後に骨細胞、4日後に軟骨細胞、7日後に脂肪細胞への分化

が認められた（図 8）。一方、FBS含有培地で培養した場合は、多分化能は認

めなかった。 

 
図 8： BMDC の多分化能 
骨分化誘導（Alizarin Red 染色）、軟骨分化誘導（Alcian blue 染色）、脂肪分化誘導

（Oil Red 染色）を示す。FBS 含有培地を用いると分化誘導が認められないのに対し

て（上段）、ABS 含有培地を用いると３系統への分化が観察された（下段）。 
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2. HAp/DNゲルによる in vitroでのMSCの骨系統細胞への分化促進能の検証 
(Substudy 2) 
Substudy 2では HAp/DNゲルが in vitroでMSCの骨系統細胞への分化を促進す

るかどうかの検証を行った。3継代目のMSCを DNゲル、HAp/DNゲル、HAp
焼結体上に 2.0×105 cells/mlの細胞密度で、PS dish上には 2.0×104 cells/mlの細
胞密度で播種した。PS dish上で細胞播種密度を低くした理由は、PS dishでは
細胞増殖が速く、数日でコンフルエントになり細胞死が生じるためである。位

相差顕微鏡による細胞形態観察では HAp/DNゲル上で培養した細胞は、4日目
で細胞間での凝集が観察され、7日目と 14日目では個々の細胞が多角形状にな

った（図 9）。一方、PS dish上で培養した細胞は 14日間を通して紡錘形を維

持していた。DNゲル上で培養した細胞は 4日目から凝集してスフェロイドを

形成した。 

図 9：PS dish、DN ゲル、HAp/DN ゲル上での細胞形態観察 
各マテリアル上で 14 日間に渡って培養した MSC の位相差顕微鏡での観察像を示す。

スケールバーは 50 μm を示す。 
 
次に、MSCがどのように HAp/DNゲル表面に接着するか、3D レーザー顕微鏡

を用いて観察した（図 10）。HAp/DNゲル表面は、マクロ的には平坦である

が、ミクロ的には HApナノ粒子で構成された顆粒状かつ皺状の構造を有して

いた。DNゲルの表面は無構造で平坦であった。HAp/DNゲル上では、これら
の表面構造を足場に細胞が接着しており、細胞播種 7日目には細胞同士が凝集

PS dish DNゲル HAp/DNゲル 

Day 4 

Day 7 

Day 14 
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している像が観察された。

 
図 10：3D レーザー顕微鏡像 
DN ゲルと HAp/DN ゲル表面構造の 3D レーザー顕微鏡による観察像を示す。HAp/DN
ゲルでは MSC を播種した後の観察像も示す。スケールバーは 50 μm を示す。 
 
次に、DNゲルおよび HAp/DNゲルの血清由来タンパク質の吸収能を顕微全

反射フーリエ変換赤外分光法で評価した。血清は 1645/cmと 1546/cmに特徴的
なピークを示し、各々アミド Iとアミド IIのバンドに一致していた（図 11）。
血清の吸収ピークに対応するピークが、血清に浸漬した HAp/DNゲル（図 11、
オレンジ線）で観察されたが、DNゲル（水色線）では観察されなかった。こ

の結果は、HAp/DNゲルが血清タンパク質を吸着し、このタンパク質を足場に

した細胞接着を誘導している可能性を示唆した。 

 
図 11：顕微全反射フーリエ変換赤外分光法 
血清（緑線）、DN ゲル（青線）および HAp（赤線）、血清に浸漬させた後の DN ゲ

ル（水色線）および HAp/DN ゲル（オレンジ線）の顕微全反射フーリエ変換赤外分光

法を示す。 
 

MSC 培養後 7 日目および １４ 日目における骨分化マーカーの定量的 RT-
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PCR 解析を行った（図 12）。骨分化の初期マーカーとして Runx2（Runt related 
transcription factor 2）、Col-1（Collagen type 1）を、中・後期のマーカーとして

ALP（Alkaline phosphatase）、OPN（Osteopontin）、BSP（Bone Sialoprotein）、
OCN（Osteocalcin）を用いた。更に、骨形成を誘導するシグナル伝達経路につ

いて Runx2の上流に位置する重要な因子である TGF-β1、BMP-2を解析した

(Horn et al., 2008)。HAp/DNゲル上で培養したMSCの 7日目と 14日目の遺伝

子発現プロファイルを、PS dish、DNゲル、HAp 焼結体上で培養したMSCと
比較した。PS dishで 7日間培養したMSCの各遺伝子マーカーの遺伝子発現量

を基準値とした。   
HAp/DNゲル上で培養したMSCでは、初期マーカーである TGF-β1、BMP-

2、Col-1が 7日目と 14日目共に他の基材上で培養した細胞よりも有意に高値

であった（P＜0.05）。14日目のこれらのマーカーの発現量は 7日目のそれよ

りも有意に減少していた（P＜0.0001）。一方、Runx2は 7日目のみ HAp/DNゲ
ル上で培養したMSCで他の基材上で培養した細胞よりも有意に高値（P < 
0.0001）であったが、14日目の発現量は 7日目の発現量よりも有意に減少（p < 
0.0001）した。中・後期マーカーの ALP、BSPと OCNに関して、HAp/DNゲル
ディスク上で培養したMSCでは 7日目、14日目ともに他の基材上で培養した

細胞と比較して有意に高値で（P＜0.05）、OPNは 7日目のみ有意に高値であ

った（P＜0.01）。一方、DNゲルおよび HAp 焼結体上で培養したMSCでは、
TGF-β1、BMP-2、Col-1、ALP、OPN、BSPおよび OCNの遺伝子発現レベル

は、7日目および 14日目のいずれにおいても、PS dish上で培養した細胞と比

較して有意な差を示さなかった。Runx2は 7日目、14日目ともに PS dish上で
培養した細胞と比較して、有意に高値であった（P < 0.0130）。HAp 焼結体上

で培養した細胞の 7日目の OCNの発現量は PS dish上で培養した細胞よりも有

意に高かった（P = 0.0077）。 
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図 12：MSC の骨分化マーカーの遺伝子発現量 
MSC を PS dish、DN ゲル、HAp 焼結体および HAp/DN ゲル上で、１週間もしくは 2
週間培養した場合の骨分化マーカーの遺伝子発現量を示す。 
 
次にMSCがどのようにして骨系統細胞に分化するのかを検証するために、

HAp/DNゲルと HAp 焼結体から溶出されるカルシウムイオンとリンイオンを誘

導結合プラズマ発光分光分析法にて測定した（図 13）。カルシウムイオンの溶

出は、HAp 焼結体からは 14日間一定であったが、HAp/DNゲルからの溶出は

経時的に漸増した。HAp/DNゲルは HAp 焼結体と比較して 7日目と 14日目で
カルシウムイオンの溶出が有意に高値であった（P < 0.001）。HAp/DNゲルか
らのリンイオン溶出は時間依存的に増加し、14日目では HAp 焼結体からの溶

出量と比較して有意に高値であった(P < 0.001)。 
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図 13：誘導結合プラズマ発光分光分析法によるカルシウムイオンとリンイオンの濃度

測定 
HAp 焼結体と HAp/DN ゲルから溶出されるカルシウムイオンとリンイオンの濃度測定

結果を示す。 
 
MSCを HAp/DNゲル上で 1 週間もしくは 2 週間培養した際の、ゲル表面の炭

素、酸素、リン、カルシウムの元素分布をエネルギー分散型 X 線分光器により

解析した（図 14, 15）。HAp/DNゲル上で細胞が存在しない領域の 1800から
2000ピクセルに対して、ピクセルあたりの各元素含有量の強度を解析した（図

15）。HApの構成元素である酸素、カルシウム、リンは、7日目に比べて 14
日目に強度が低下した。これらの結果から HAp/DNゲル上でMSCを培養した

場合、HAp/DNゲルから 2 週間にわたりカルシウムイオンとリンイオンが恒常

的に放出されていることが示された。   

 
図 14：走査型電子顕微鏡写真での元素マッピング 
MSC を HAp/DN ゲル上に播種する前と播種後 7 日目及び 14 日目の走査型電子顕微鏡

写真と元素マッピングを示す。 
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図 15：元素マッピングにおける元素量の強度 
各 SEM 画像における HAp/DN ゲル表面の元素量の強度をエネルギー分散型 X 線分光

器で測定した。 
 
骨芽細胞としての機能の指標である ALP 活性を、MSCを各基材へ播種後 4
日目に測定した（図 16）。HAp/DNゲル上で培養した細胞における相対的な活

性値は、他の 3 つの基材上で培養された細胞よりも有意に高く（P < 0.0001）、
DNゲルと HAp 焼結体上で培養した細胞における相対的な活性値は、PS dish上
で培養された細胞よりも有意に高かった。 

 
図 16：ALP活性値 
MSC を PS dish、DN ゲル、HAp 焼結体および HAp/DN ゲル上で培養した場合の相対

的 ALP活性値を示す。 
 
以上より Substudy２の結果は、HAp/DNゲル表面構造がMSCの接着を促進
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し、in vitro環境における骨髄由来 MSCの骨系統細胞への分化を促進すること

を示した。 
 
３. in vivoの HAp/DNゲルプラグ周囲に形成された組織の Runx2と OCNの発
現検証（Substudy３） 

Substudy３では、DNゲルプラグおよび HAp/DNゲルプラグを遠位大腿骨に

移植し、ゲルプラグ周辺に形成された組織にMSCがリクルートされるか、ま
た in vitroの Substudy２において、HAp/DNゲル上で培養したMSCで高発現し

た Runx2および OCNが in vivoでも同様に発現するかを検討した。HAp/DNゲ
ルプラグ移植後 3日目で、HAp/DNゲル表面に CD44+ CD105+のMSCマーカ

ー陽性紡錘形細胞が観察された（図 17）。一方で、対照群と DNゲルプラグの

周囲には赤血球と結合組織のみが観察された。 
 

 

図 17：組織学的および免疫組織学的評価 
遠位大腿骨に DN ゲルもしくは HAp/DN ゲルを移植後 3 日目の組織学的評価および免

疫組織化学的評価を示す。MSC のマーカーとして CD44 と CD105 を用いた。対象群

は、骨孔を作製するのみでゲルは埋植しない群とした。黒矢印は、CD44 と CD105 陽

性の紡錘形細胞を示す。 
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ゲルプラグ移植後 7日目には、HAp/DNゲル表面と骨壁の間には小さな円形の

核を持つ四角形状の細胞や小さな円形の核を持つ円形の細胞で満たされていた

(図 18)。特に HAp/DNゲルに接する面では、これらの細胞が整列していた。こ

れらの細胞では、Runx2 陽性かつ OCN 陰性という骨芽細胞に特徴的な染色パ

ターンを示した。14日目には、ゲル表面と骨壁との間が骨組織で満たされ、そ

の中には大きな楕円形の核を持つ細胞質に富む多角形の細胞が散在していた。

これらの細胞では、OCN 陽性かつ Runx2 陰性であり骨細胞に特長的な染色パ

ターンを示した。一方、DNゲルプラグの周囲には、7日目と 14日目ともに紡

錘形の細胞を含む線維組織が観察された。これらの細胞では、Runx2 や OCN
は染色されなかった。   

 
図 18：組織学的および免疫組織化学的評価 
遠位大腿骨に DN ゲルもしくは HAp/DN ゲルを移植後 3 日目の組織学的評価および免

疫組織化学的評価を示す。骨芽細胞のマーカーとして Runx2 を、骨細胞のマーカーと

して OCN を用いた。黒矢印は Runx2 陽性細胞を、赤矢印は OCN 陽性細胞を示す。 
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考察 
 
本研究の目的は、HAp/DNゲル表面が骨髄由来 MSCを骨系統細胞へ分化誘導

することが可能かを明らかにすることである。そのために我々は家兎骨髄から

採取したMSCを用いて実験を行った。MSCの特性は、採取部位、分離・培養

方法、継代数など多くの要因に影響される(Baksh et al., 2007; Horn et al., 2008; 
Wagner et al., 2008) 。そのため、本研究で用いた BMDCがMSCとしての特徴
を示すか Substudy1で検証した。MSCはコロニーを形成する線維芽細胞様細胞

として初めて報告された(Friedenstein et al., 1970)。国際細胞治療学会では、ヒト

MSCの定義として、1）PS dishに接着し、2）特徴的な表面マーカー（CD105 
+、CD73 +、CD90 +、および CD45 -）の発現パターンを示し、3）in vitroで 3
種類の間葉系細胞（骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞）に分化できる細胞と定義

された(Dominici et al., 2006)。本研究の Substudy1では、BMDCを ABS含有培

地で培養した場合に上記のようなMSCの特性を有することが示された。

Vasicekらの近年の報告によると、家兎 MSCでは文献によって異なる細胞表面

マーカーの発現パターンを示すが、CD44が CD105、CD73、CD90 よりもより

普遍的に発現していると報告した(Vasicek et al., 2020)。本研究のフローサイト

メトリー解析では、BMDCを ABS含有培地で培養した条件で CD44と CD105
のMSCマーカーが高発現することが示された。一方、イムノブロッティング

法では、CD44、CD105、CD73、CD90のすべてが陽性であった。フローサイト

メトリー解析とイムノブロッティング法の結果の違いは、イムノブロッティン

グ法は細胞表面タンパク質のみならず細胞質内局在タンパク質をも高感度に検

出可能であることに起因すると考えられた。一方で、FBS含有培地で培養した

BMDCではMSCとしての性質を有さなかった。FBSはロット間のばらつきが

あることが知られている(Stein, 2007)。Bahnらは家兎 MSCを培養する際に、

ABS含有培地を用いると 3継代目まで細胞は均一な紡錘形状を保つが、FBS含
有培地を用いると不均質な細胞形態を示すことを報告している(Bahn et al., 
2012)。Shahdadfarらは、ABSがMSCのアポトーシスを抑制する遺伝子の発現

を促進し、FBSが細胞周期を延長する遺伝子の発現を促進すると報告している

(Shahdadfar et al., 2005)。本研究では、家兎骨髄から採取したMSCの培養にお

いて、ABSが重要な役割を果たすことが示唆された。   
Substudy2では始めに、MSCが HAp/DNゲル表面にどのように接着している

かを観察した。HAp/DNゲルのマクロ的には平坦であるがミクロ的には粗造な

表面に、MSCが接着している像が 3D レーザー顕微鏡で観察された。HApのミ

クロ的に粗造な表面構造は細胞接着を促進することが報告されている
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(Deligianni et al., 2001; Iwamoto et al., 2016)。従って、HAp/DNゲルの表面構造は

MSCの接着を促進する構造と考えられた。 
本研究では HAp/DNゲルを血清中に浸漬すると、HAp/DNゲルが血清中のタ

ンパク質を広く吸着することを顕微全反射フーリエ変換赤外分光法で示した。

Vohraらは、HApは血中に豊富に存在する接着性タンパク質を吸着すること、

またフィブロネクチン、FBS、あるいは I 型コラーゲンでプレコートした HAp
ディスクにはMSCが高い細胞接着能を示すことを報告している(Vohra et al., 
2008)。フィブロネクチンはアミド Iの赤外スペクトルに相当し(Baujard-Lamotte 
et al., 2008)、これは血清浸漬した HAp/DNゲルで観察された赤外吸収ピークと

一致していた。従って本研究では、HAp/DNゲルはMSCの接着に適した表面

構造を有し、吸着されたフィブロネクチンなどの血清タンパク質がMSCの接
着にさらに寄与している可能性を示唆するものであった。   
本研究のMSCの遺伝子発現解析では、HAp/DNゲル表面で 7日間培養する

と初期骨分化マーカーである TGF-β1、BMP-2、Runx2、Col-1の遺伝子発現が

上昇し、その後 14日目にこれらの発現レベルが低下することが明らかとなっ

た。また、中・後期の骨分化マーカーである ALP、OPN、BSP、OCNの遺伝子

発現は 7日目に上昇し、OCNを除くこれらのマーカーの遺伝子発現レベルは

14日目において上昇が維持されていた。これらの HAp/DNゲル上で培養した

MSCの骨分化マーカーの遺伝子発現プロファイルは、骨系統細胞への分化時に

見られる典型的な遺伝子発現プロフィールである(Bruderer et al., 2014; Komori, 
2010; Lee et al., 2000; Miron and Zhang, 2012)。一方、DNゲルおよび HApは、7
日および 14日のいずれにおいても、Runx2を除く全ての骨分化マーカーの遺伝

子発現に全く影響を与えないか、あるいは僅かな影響を与えるに過ぎなかっ

た。また、骨芽細胞の機能を表す ALP 活性は、HAp/DNゲル上で培養された

MSCにおいて、他の 3 つの基材上で培養されたMSC よりも有意に高かった。

この結果は、上述の HAp/DNゲル表面がMSCの骨分化マーカーの遺伝子発現

に有意に影響することを支持するものであった。従って、これらの結果は

HAp/DNゲルが in vitroにおいて骨髄由来 MSCの骨系統細胞への分化を促進す

ることを示した。PS dish、DNゲル、HAp 焼結体上で培養したMSCでは、
Runx2 遺伝子の発現プロファイルが他の遺伝子と明らかに異なっていた。まず

PS dishでは、7日目にと比較して 14日目の Runx2の遺伝子発現が有意に亢進

していた。Liらは、PS dish上で培養したヒトMSCでは、継代を重ねると細胞
老化が進み自発的な骨分化が誘導され、Runx2などの骨分化マーカーの発現が

上昇し、この現象はヒストン H3のアセチル化というエピジェネティックな制

御異常と関連していることを報告した(Li et al., 2011)。この報告は、本研究にお

いて PS dish上で 14日培養したMSCで Runx2 遺伝子の発現が上昇した理由を
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説明し得るものであると考えられる。本研究では、DNゲルおよび HAp 焼結体

は、PS dishでの培養と比較して、7日目および 14日目のいずれにおいても、

Runx2の遺伝子発現が僅かではあるが有意に上昇していた。この事象を説明し

得る先行研究はないが、PS dish上でのMSC 培養と同様の現象が起きていたと

考えられる。このような PS dish、DNゲル、HAp 焼結体での骨分化マーカー遺

伝子の発現上昇は Runx2 のみで見られ、他の骨分化マーカーでは見られなかっ

た。従って Runx2 遺伝子単独の発現上昇は、MSCの骨分化を意味するものでは

ないと考えた。実際にWadaらは DN ゲルを家兎大腿骨に移植しても、生体内

で骨分化が誘導されないことを報告している(Wada et al., 2016)。また、HAp 焼

結体は in vitroあるいは in vivoにおいてMSCの骨分化を誘導できないことが知

られている(Damien and Parsons, 1991)。  
Substudy3では、in vivoで HAp/DNゲル円柱プラグを骨孔に移植すると、移

植 3日目に HAp/DNゲルと骨壁の界面にMSCマーカー陽性の紡錘形細胞がリ

クルートされることが確認された。術後 7日目には Runx2 陽性細胞が観察され

たが、OCN 陽性細胞は観察されなかった。術後 14日目には、OCN 陽性細胞が

観察されたが、Runx2 陽性細胞は観察されなかった。形態的には、7日目に観

察された小型の円形核を持つ多角形の細胞は骨芽細胞であり、14日目に観察さ

れた大きな楕円形の核を持つ細胞質に富んだ多角形の細胞は未熟な骨細胞であ

ると考えられる。これらの in vivoでの結果は、HAp/DNゲル表面にリクルート

されたMSCが、生体内において骨芽細胞とそれに続く骨細胞へと分化するこ

とを示唆している。Runx2の in vivoでの発現プロファイルは、Substudy2の in 
vitroでの遺伝子発現プロファイルと一致するものであった。一方で OCNの in 
vitroと in vivoの発現プロファイルには差異が認められた。in vitroにおける

OCNの遺伝子発現は 1 週間で上昇し、2 週間で減少したのに対し in vivoでは、
術後 14日目で初めて OCN 陽性細胞が観察された。Catelasらは、ヒトMSCを
in vitroで骨系統細胞に分化誘導した場合の遺伝子発現プロファイルを解析し、

7日目に上昇した OCNの発現が 28日目に向けて徐々に減少しており、この現

象はビタミン Dの欠乏によるものであると考察している(Catelas et al., 2006)。
本研究の in vitroの条件では、通常の in vivoの環境下で存在する骨芽細胞から

骨細胞への成熟に必要な因子が不足している可能性が示唆された。これらの結

果から、HAp/DNゲルが骨髄由来 MSCに与える in vitroでの効果は、in vivo環
境でも再現されている可能性が高いことが示唆された。   

コラーゲン、ヒアルロン酸、アルギン酸、フィブリンなどを用いたMSCの
骨分化を誘導する in vitroの研究が数多く行われている(Catelas et al., 2006; 
Krishna et al., 2016; Oh et al., 2012; Westhrin et al., 2015)。しかし、これらの研究
はゲル内でMSCを培養する 3 次元培養であった。ハイドロゲル表面でMSCを
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培養し、骨分化を誘導する in vitroの研究は少ない。Englerらは、硬さの異なる
様々なコラーゲンコートしたポリアクリルアミドゲル上でMSCを 2 次元培養

したところ、柔らかい条件では神経分化マーカー、硬い表面では骨分化マーカ

ー、中間の硬さの条件では筋分化マーカーの発現が上昇したと報告している

(Engler et al., 2006)。このように、in vitroの 2 次元培養でMSCを骨系統細胞へ

分化誘導するためには、硬い表面が必要である考えられていた。しかし、本研

究の 2 次元培養法でMSCの骨分化を誘導した HAp/DNゲルは、圧縮試験での

ヤング率が 84 kPaと低く、比較的柔らかい素材である(Nonoyama et al., 2016)。
従って本研究では、HAp/DNゲルが硬い素材ではないにも関わらず、2 次元培

養法でMSCを骨系統細胞に分化誘導することが可能なこれまでにないバイオ

マテリアルであることを示唆している。なぜ HAp/DNゲルがMSCの骨分化マ
ーカーの発現を上昇させ、in vitroでのMSCの骨分化を促進したのかを本研究

で明らかにした。HAp 焼結体の結晶化度は非常に高く、HApからのカルシウム

イオン溶出は非常に限定的である。しかし HAp/DNゲルでは、表面に直径約

600 nmの HApナノ粒子が存在しており、この HApナノ粒子の結晶化度は HAp
焼結体よりも低いため、in vitroの培養液中や in vivoの生体内組織であっても

HAp/DNゲル表面からカルシウムイオンやリンイオンが溶出し得る(Nonoyama 
et al., 2016)。実際に本研究では、HAp/DNゲルからカルシウムイオンとリンイ

オンが 2 週間にわたり漸増しながら放出されていた。更に HAp/DNゲル上で
MSCを培養すると、7日目に比べて 14日目にはこれらのイオンの含量が減少

していることがわかった。これらの結果から、HAp/DNゲルから安定的に溶出

されたカルシウムイオンとリンイオンをMSCが利用して、骨分化が誘導され

ていることが示唆された。また、Chaiらは、リン酸カルシウムを用いたバイオ

マテリアル上でヒト骨膜由来 MSCを培養すると、カルシウムイオンとリン酸

イオンが用量および時間依存的に骨分化マーカーの遺伝子発現を上昇させるこ

とを報告した(Chai et al., 2011)。また、両イオンともに BMP-2の遺伝子発現を

上昇させたと報告している。これらの結果は、放出されたカルシウムイオンと

リン酸イオンが BMPシグナル伝達経路を活性化した結果、MSCの骨分化を誘

導する可能性を示唆している。Kimらは、dexamethasone添加培地で培養した

ヒト骨髄由来 MSCにおいて、カルシウムとリン酸イオンの組み合わせが

BMPs/SMADおよび RASシグナル伝達経路を介して骨分化を誘導することを報

告している(Kim et al., 1999)。また、Jungらは、MC3T3-E1細胞（骨芽細胞株）

を培養し、HApから放出されるカルシウムイオンが、L 型カルシウムチャネル

およびカルシウム／カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ 2を介して、骨
関連タンパク質、OPNと BSPの発現を活性化し、骨芽細胞への分化を促進す

ることを報告した(Jung et al., 2010)。Dvorakらは、骨芽細胞はカルシウムイオ
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ン濃度を感知し、時間および濃度依存的に反応すること、そしてカルシウムイ

オンの変動が骨細胞の運命に影響を与えることを報告している(Dvorak et al., 
2004)。従って、HAp/DNゲルから溶出されるカルシウムイオンとリン酸イオン

が BMP/SMADシグナル伝達経路を介して、MSCの骨分化を誘導する上で重要

な役割を担っていると考えられる。本研究では、HAp/DNゲルによる骨分化誘

導のシグナル伝達経路を明らかにするために、マイクロアレイ解析を用いて

MSCの遺伝子発現を網羅的に解析する次の研究が必要であることが示唆され

た。   
本研究にはいくつかの限界がある。第一に、本研究では家兎から採取した骨

髄由来細胞を用いたため、起源が異なる種の細胞について言及することができ

ない。第二に、ABSにどのような生物学的活性因子が含まれているかを明らか

にしていないため、ABSが FBS よりも骨髄由来 MSCの培養に優れている理由

を説明することができていない。第三に、本研究では骨分化に関連する 8 つの

マーカー分子の mRNA発現量を評価したが、これらのタンパク質発現レベルを

確認していないことである。第四に、培養期間が 14日間と限られているた
め、in vitroでMSCが HAp/DNゲル上で成熟した骨細胞へ分化できたかは明ら

かにされていない。これらの限界を越えて、本研究では比較的柔らかい

HAp/DNゲルが、2 次元培養においても in vitroで骨髄由来 MSCの骨系統細胞

への分化を誘導することを示した最初の研究であり、価値の高い研究と考え

る。 
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結論 
 
1. 本研究から得られた新知見 
1）家兎骨髄由来細胞を自家血清含有培地で培養するとMSCとしての性質を有

する細胞が得られる。 
2）骨髄由来 MSCを HAp/DNゲル上で培養すると、骨系統細胞への分化誘導が

生じる。 
3）MSCは、HAp/DNゲルのミクロ的に粗造な表面構造に接着する。 
4）HAp/DNゲルから安定して溶出するカルシウムイオンとリンイオンが、

MSCの分化誘導に重要な役割を果たしている。 
5）in vivo 条件下において HAp/DNゲルは早期にMSCをリクルートし、1 週で

骨芽細胞に、２週で骨細胞へ分化促進した。 
 
2. 新知見の意義 
 HAp/DNゲルを大腿骨に移植した場合に、早期かつ強固に固着する理由は、

大腿骨骨髄に存在するMSCを骨系統細胞へ早期に分化誘導することによって

生じることが明らかになった。本研究により得られた新知見により、HAp/DN
ゲルを人工軟骨として臨床応用できる可能性が高まった。 
 
3. 本研究で得られた新知見に基づく今後の研究の展開 
 本研究で明らかになった HAp/DNゲルの骨への早期接着メカニズムを元に、

HAp/DNゲルが人工軟骨として臨床応用できる可能性が高まった。HAp/DNゲ
ルがMSCをリクルートし、骨形成を促すことが明らかになったため、今後は

表面にポーラス構造を持たせることにより、MSCのリクルート及び骨分化誘導

が生じる面を拡大し、初期固定性を高めるような新規バイオマテリアルの開発

を検討している。 
 
4. 今後の課題 
本研究では大腿骨外側顆にゲルプラグを移植しているが、これは実際の臨床

での臨床応用を想定した移植部位ではない。今後は膝関節内の荷重部に移植す

ることによって、本研究と同様にMSCをリクルートし骨系統細胞へ分化させ

ることができるかを検討する必要がある。 
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