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１６）骨髄（BMSC）及び脂肪由来間葉系幹細胞（ADSC）

を用いた低侵襲治療に関する研究

研究代表者 柴山 尚大

【目 的】

間葉系幹細胞（MSC）は、幹細胞を用いた組織再生

治療において高い効果が期待されている。特に骨組織

再生医療の分野では、再生培養骨を用いた骨再生が盛

んに研究されている。

幹細胞源としては、骨髄由来間葉系幹細胞（BMSC）

はinvitroで分化能および増殖能を示し、骨組織の再生

医療だけでなく、様々な分野で臨床試験が進められて

いる。しかしBMSCは骨髄中の有核細胞の０.０１～

０.００１％と少なく、幹細胞治療のため十分な細胞数を

得るためには多量の骨髄を採取する必要があり、かつ

その操作は侵襲的である。一方、骨髄組織以外にも多

分化能を持った組織幹細胞が存在することが明らかに

なり、幹細胞の供給源として注目されている。なかで

も体重の平均約２０％を占めるといわれる脂肪組織か

ら得られる脂肪組織由来幹細胞（ADSC）は、比較的

非侵襲的かつ簡便に採取でき、多岐にわたる分化能と

高い増殖能を備えているといわれている１）。しかし、

問題点として、BMSCとADSCは採取量、採取による

生体への侵襲程度が異なり、骨再生医療に利用する上

で、細胞数を増殖させるために継代を行う必要があ

る。その際のBMSCとADSCの増殖能、骨芽細胞への

分化能、さらに癌化など細胞特性の違いについては十

分に明らかにされておらず、細胞特性に統一された見

解がない２）、３）。これらの再生医療に使用する細胞の品

質を理解することは、再生医療を容易に、そして効率

的に行う上で重要なことと考えられる。今回代表者は

BMSCとADSCの細胞特性を比較検討し低侵襲の骨再

生医療の可能性について検討した。

【方 法】

骨髄由来及び脂肪由来間葉系幹細胞の採取と培養

F３４４ラット（８週齢・オス）より骨髄および脂肪

を採取した。骨髄は大腿骨より両骨端を切除し、培養

液を用いて髄腔内の骨髄を洗い出して採取、脂肪組織
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４．P１６遺伝子発現量の比較

同じ継代数ではADSCはBMSCに比較してp１６遺

伝子の発現量が高く、癌抑制遺伝子の観点から

ADSCの方が癌化のリスクが少ないことが示された

（図１）。

【考 察】

BMSCとADSCの増殖能の関しては、同じ継代数で

はBMSCの増殖能が高かった。これに対して第３継代

ではADSCの方が高いとの報告がある。CD３４陽性細

胞の結果からもBMSCとADSCは純粋な細胞集団では

なく、多様な前駆細胞によって構成されていることが

他の報告と異なる要因と考えられた。今後FCMを用

いた幹細胞マーカーによる分取等により比較を行う事

が、再生医療に使用する細胞の品質の均一化の上で必

要と考えられた。

BMSCとADSCの骨芽細胞への分化能に関しては、

BMSCはADSCに比較して骨芽細胞への分化能が高い

ことが示された。ADSCはBMSCに比較して大量に採

取することが出来る事から比較的少ない継代数で目的

の細胞数を確保できる長所を有している。またADSC

はデキサメタゾンにより脂肪に分化しやすいことが知

られており、骨芽細胞に分化させる上でその濃度を検

討することも必要と考えられた４）。

癌抑制遺伝子p１６に関してADSCの方が癌化のリス

クが少ないことが示された。このことからASDCsは

継代を繰り返すことにより細胞数を確保する際には有

は鼠径部より採取し、酵素処理を行った。骨髄及び溶

解した脂肪組織を培養し（３７℃、５％CO２）、間葉系

幹細胞を増殖させ、コンフルエントとなった後、各細

胞をTripsin/EDTAにて回収し、BMSC-P１、ADSC-P１

を得る。これら細胞を継代培養し、BMSC－P０、

P２、P８及びADSC-P０、P２、P８を得た。骨芽細胞

への分化はデキサメタゾン、β-グリセロリン酸、ア

スコルビン酸含有の培養液で１４日間培養しアルカリ

フォスファターゼ染色により陽性を確認した。

細胞の特性に関しては幹細胞のマーカーである

CD３４の発現を免疫組織化学により検討した。細胞増

殖能の検討はPI染色によりFCMを用いて細胞周期解

析と増殖能の評価を行った。骨芽細胞への分化能の検

討はrunx２、osterixのmRNA発現をReal-TimePCRを

用いて解析した。P１６癌抑制遺伝子発現はmRNA発現

をReal-Time PCRを用いて解析した。

【結 果】

１．細胞特性の比較

幹細胞のマーカーのCD３４陽性細胞はP２．P８

のADSCで見られた（写真１）。

２．増殖能の比較

FCMを用いて細胞周期解析と増殖能の比較では、

P２とP８の両方でBMSCはADSCよりS期細胞比率

が高かった（p＜０．０５）。

３．Runx２，osterix発現量の比較

Runx、osterix共に同じ継代数ではBMSCはADSC

に比較して時間経過により発現量が多かった。

写真１ CD３４免疫染色
ADSCsにはCD３４陽性細胞と陰性細胞が見

られる。

図１ BMSC、ADSCs、P２P８のp１６発現量の分析
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用であると考えられた。
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