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脂肪組織由来幹細胞の静脈内投与が初期骨創治癒に与える効果  
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 【緒	
 	
 言】	
 

	
 骨髄由来間葉系幹細胞(Bone	
 marrow	
 derived	
 mesenchymal	
 stem	
 cells;BMSCs)は多分化

能を有している.Zhao	
 W ら 1)は BMSCs の肝線維症ヘの治療効果の研究において,BMSCs の局所

投与や静脈内投与を行い肝不全の回復に効果があったことを報告した.また Pathi	
 S ら 2)は

BMSCs の筋損傷の回復ヘの影響の研究において,BMSCs の局所投与や静脈内投与を行ない筋

機能の回復に効果があったことを報告した.このように BMSCs の局所投与や静脈内投与によ

って,組織損傷部位の早期治癒が認められるという報告 3,4)が多く見られるようになった.	
 

	
 	
 一方,歯科や口腔外科領域では,歯周病による歯槽骨吸収をはじめ,嚢胞,腫瘍,外傷によ

る顎骨欠損や変形などに対する治療として,自家骨移植や人工骨による再建が行われてい

る.そのため,移植骨採取による負担や,口腔内処置による感染などのリスクも多く,より低

侵襲でリスクの少ない治療が望まれている 5).幹細胞投与が組織損傷を修復し創傷治癒を促

進するのであれば,顎骨の骨創治癒においても治癒促進につながることが期待される.しか

し,BMSCs 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,臨床においては極めて侵襲的な治療にな

る 6)．近年,脂肪,筋肉,皮膚,胎盤附属器など骨髄以外においても多分化能を持った組織幹細

胞の存在が明らかにされ,骨髄に代わる幹細胞の供給源として注目されている 7)-10)．	
 

	
 	
 Zuk	
 PA ら 6)は脂肪組織に含まれる体性幹細胞(Adipose	
 derived	
 stem	
 cells;ADSCs)が骨

形成細胞,軟骨形成細胞,脂肪細胞などに分化することを報告した.より低侵襲な幹細胞の

採取と導入方法としては,骨髄に比較して幹細胞採取が低侵襲に行える脂肪組織から ADSCs

を採取し,生体への外科的侵襲のない静脈内投与による幹細胞導入が望ましいと思われる.

しかし,脂肪組織由来体性幹細胞が静脈内投与されたときの細胞動態や骨創に対する影響,

骨創治癒の機序に関しては,いまだ不明な点が多い.ADSCs の静脈内投与による創傷治癒お

よび骨再生機序を明らかにするためには投与した細胞の骨再生部での局在を知ることが重

要である.	
 

	
 	
 本研究の目的は,脂肪組織由来の体性幹細胞 ADSCs の静脈内投与が初期骨創治癒に与える

効果と,その細胞動態を検討することである.	
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 【材料と方法】	
 	
 

＜細胞＞	
 

	
 F344ラット雄(Sankyo	
 Labo	
 Service	
 Corporation,INC.,Tokyo,Japan)から採取した鼠径

部脂肪組織を,0.01M	
 PBS(phosphate	
 buffered	
 saline)で十分に洗浄し,組織を細分化

後,0.1%Ⅰ型コラゲナーゼ(Roche	
 Diagnostics	
 Japan)で30分37℃にて震盪させ,組織を消化

した.酵素処理後に脂肪組織由来幹細胞(ADSCs)を分離した.ADSCsは2.5	
 %	
 FCS添加の

Dulbecco’s	
 modified	
 Eagle’s	
 medium,(SIGMA-ALDRICH	
 Co.,St.Louis,USA)において

37℃,5%	
 CO2の条件下で培養を行った.第1継代時に5-Bromo-2’-deoxyuridine(BrdU;SIGMA	
 

CHEMICAL	
 CO.,Anaheim,USA)をメディウムに添加し10μM	
 に調整して2時間培養した後,第2

継代まで培養した.その後PBSで洗浄した後に0.2%	
 trypsin/0.02%	
 EDTA(SIGMA-ALDRICH)を

添加し,CO2	
 インキュベーター内に5分程度静置した.これにメディウムを加えtrypsin作用

を停止してから1500rpm×5min	
 遠心分離し,Lin	
 Gら11)の方法に従って生理食塩水で希釈し

て,細胞数を1×106	
 個/ml	
 に調整したものをADSCs注入液として静脈内投与に用いた.	
 	
 

	
 

＜方法＞	
 

	
 近交系8週齢のF344ラット雄(Sankyo	
 Labo	
 Service	
 Corporation,INC.,Tokyo,Japan)を56

匹使用した.本研究ではペントバルビタール(ネンブタール®；40mg/kg	
 )による腹腔内麻酔下

で頭頂部皮膚を切開して頭頂骨を露出し,同部にトレフィンバーにより直径	
 4㎜	
 の円形の

骨欠損を頭頂骨正中縫合部を避けて左右1か所づつ形成し骨欠損モデルを作製した12).皮膚

はナイロン糸で縫合した.その3日後に,1×106個/mlに調整したADSCs,0.3ml	
 をラット尾静

脈から注入した(実験群)(図1).骨欠損形成後7日目にはペントバルビタール腹腔内麻酔

後,10%	
 ホルマリン(10%	
 タナホルム®;株式会社タナカ,札幌,日本)を用いて灌流固定を行い

免疫組織化学的観察のための試料採取を,さらに骨欠損形成後7日目,14日目,28日目に4%	
 

パラフォルムアルデヒド(MerckKGaA,Darmstadt,Germany)による灌流固定後に放射線学的,

超微細構造学的,	
 組織学的観察のための試料採取を行なった.対照は骨欠損の形成のみを

行なった群とし,同様に実験を行なった．	
 	
 	
 	
 

＜骨形成の評価＞	
 

放射線学的観察	
 

	
 軟X線発生装置(M-1005,SOFTEX	
 CO.LTD.,Kanagawa,Japan)を使用し,X線写真における骨欠

損部のdot数(黒色dot数)の変化をデジタルデータとして取り込み,Photo	
 Shop®を用いて数

値化し,StatView(HULINKS	
 INC.,Leesburg,USA)を使用して統計処理をした．	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

超微細構造学的観察	
 

	
 採取した試料から実体顕微鏡下で軟組織を除去し,次いで 5%	
 NaOCl を使用して脱有機を

行った.0.01M	
 PBS で洗浄後 1%オスミウム-PBS で 1 時間の後固定を行い,上昇エタノール系

列で脱水,第三ブチルアルコールで置換後に凍結乾燥(ID-2,EIKO	
 Engineering	
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Co.LTD.,Mito,Japan)を行なった.白金-金蒸着(E-1030	
 Ion	
 Sputter,HITACHI	
 

Co.LTD.,Tokyo,Japan)の後,走査型電子顕微鏡(S−4100,HITACHI	
 Co.LTD.,Tokyo,Japan)によ

り,母骨および新生骨の血管腔や表面ヘの骨添加・吸収の骨面形態を三次元的に観察した.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

組織学的観察	
 

	
 実験動物の灌流固定後に試料を採取し,0.01M	
 PBS(pH7.4)で 3 回試料を洗浄した.10%	
 EDTA

液により脱灰し(室温,7 日間),エタノール系列による脱水後,水溶性プラスチック材料

(JB−4,Polysciences	
 INC.,Warrington,USA)に包埋した.3μm	
 に薄切し,ヘマトキシリン・

エオジン染色後に光学顕微鏡により観察した.	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

免疫組織化学的観察	
 

	
 BrdUとそのモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学的手法により観察した.BrdUの免

疫組織化学的染色は酵素抗体間接法によって行い,モノクローナル抗BrdU抗体(Becton	
 

Dickinson	
 and	
 Company,Franklin	
 Lakes,USA)を使用した.採取した試料を10%	
 EDTA液で脱

灰した後,パラフィン包埋し,6μm	
 に薄切後,通法に従い脱パラフィンを行い,0.3%	
 H2O2	
 加

メタノール溶液で20分間浸透させ,内因性ペルオキシダーゼ不活性化処理を行った.DNA変

性を行なうために,4規定塩酸にて37℃,30分間処理後,硼酸・硼砂緩衝液(pH9.0)を用いて中

和した.その後一次抗体として抗BrdU抗体(Becton	
 Dickinson	
 and	
 Company,Franklin	
 

Lakes,USA)を室温で60分間反応させた.次にABC法(VECTASTAIN®ABC	
 KIT,Vector	
 

Laboratories,INC.,California,USA)により,二次抗体としてペルオキシダーゼ標識抗マウ

スIgG抗体と30分反応させた.免疫組織化学的染色はDAB・H2O2(DAB	
 SUBSTRATE	
 KIT	
 FOR	
 

PEROXIDASE,Vector	
 Laboratories,INC.,California,USA)を基質として発色させた後に光学

顕微鏡により骨創部位における抗BrdU抗体陽性細胞の局在を観察した.	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  【結	
 果】	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

＜放射線学的所見＞	
 

	
 対照群では,形成した骨欠損部の辺縁から内方に向かって不透過像が認められた(写真1−

A).静脈内投与群では,辺縁から連続して進展する広い面積の不透過像が認められた(写真

1-B).骨欠損部を示す透過像の面積(dot)の計測では静脈内投与群(n=16)が対照群(n=８)に

比較して小さく,統計学的に5%	
 水準で有意差が認められた(表1).	
 	
 	
 

＜超微細構造学的所見＞	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

対照群 1 週目(写真 2-A,B)	
 

	
 走査型電子顕微鏡(SEM)の低倍像で,大小様々な孔を伴ったスポンジ状の新生骨が,骨欠

損形成部周囲の脳硬膜側で形成されていたが,母骨の表面は新生骨に被覆されていない部
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分も見られた.拡大像で新生骨は大小様々な血管腔を囲んだすう疎な梁状構造を示し,その

表面には米粒状の石灰化物が不規則に並んでおり,膜性骨形成初期における多数の血管腔

を伴った新生骨の形態を示した.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

対照群 2 週目(写真 2-C,D)	
 

	
 SEM の低倍像で,新生骨は母骨全体を被覆しており,さらに骨欠損形成断端部は完全に被

覆されていた.その新生骨表面は対照群 1 週目と比較して平坦であり,また血管腔の大きさ

は均一になりその数も減少していた.形成した骨欠損部の面積は対照群 1 週目と比較して同

様であった.拡大像で新生骨は米粒状の石灰化物が不規則に配列しており,対照群 1 週目と

比較して緻密になっていた.	
 

	
 

対照群 4 週目(写真 2-E,F)	
 

	
 SEM の低倍像で,新生骨は骨欠損形成断端部を完全に覆い,新生骨表面は平坦であった.新

生骨表面の血管腔の数は対照群 2 週目に比較して減少していた.骨欠損部の面積は対照群 2

週目と同様であった.拡大像では,新生骨表面は米粒状の石灰化物が規則的に配列し,骨芽

細胞窩が散在する成熟骨の骨面を示していた.さらに広範囲に骨吸収窩が見られた.	
 

	
 

静脈内投与群 1 週目(写真 3-A,B)	
 

	
 SEM の低倍像で,新生骨は骨欠損形成部周囲の脳硬膜側から形成されていたが,母骨表面

の一部は,新生骨による被覆の無い部分が見られた.新生骨に被覆された部分では,対照群 1

週目と比較してその表面は平坦で,血管腔の大きさは均一で数は少なかった.骨欠損部の面

積は対照群と比較して差がなかった.拡大像で新生骨は米粒状の石灰化物が不規則に配列

し,対照群 2 週目に類似した緻密な像を示していた.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

静脈内投与群 2 週目(写真 3-C,D)	
 

	
 SEMの低倍像で,新生骨は母骨全体を被覆しており,対照群2週目と比較してその新生骨表

面は平坦で緻密な構造を示し,また血管腔も均一で差がなかった.両群1週目および対照群2

週目と比較して,骨欠損部の面積は小さくなっていた.拡大像では,新生骨は米粒状の石灰

化物が規則的に配列した緻密な構造で,一部その表面に骨吸収窩がみられた.一部には骨芽

細胞窩が散在する成熟骨の骨面が見られた.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

静脈内投与群 4 週目(写真 3-E,F)	
 

	
 SEM の低倍像で,新生骨は母骨全体を完全に被覆していた.新生骨表面は平坦で,血管腔は

大きなものと小さなものが混在し,その数は静脈内投与群 2 週目と比較してさらに減少して

いた.形成した骨欠損部の面積は両群 1,2 週目と比較して小さくなっていた.拡大像では,骨

芽細胞窩が散在する成熟骨の骨面を示しており,一部その表面に骨吸収窩がみられた.	
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＜組織学的所見＞	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

対照群 1 週目(写真 4-A)	
 

	
 母骨の脳硬膜側でのみ新生骨形成が認められ,骨欠損形成断端部から欠損側に向かい形

成されていた.新生骨の外側に類円形の核が大きな細胞が存在し,新生骨の骨梁は全体的に

すう疎で内部に多数の太い血管腔を認めた.欠損内部では類円形の小さな炎症性細胞が集

合し,その間に多数の血管が存在していた.	
 

	
 

対照群 2 週目(写真 4-B)	
 

	
 母骨の脳硬膜側でのみ新生骨形成が認められ,断端部から欠損側に向かい形成されてい

た.新生骨周囲は骨芽細胞に縁取られ,新生骨の骨梁は対照群 1 週目と比較して緻密になっ

ており,内部に血管が多く観察された.骨欠損断端部では類円形の核が大きな間葉系細胞が

みられた.骨欠損部の類円形の小さな炎症性細胞は 1 週目と比較して減少していた.	
 

	
 

対照群 4 週目(写真 4-C)	
 

	
 母骨の脳硬膜側から断端を被覆するように新生骨形成が認められた.新生骨は扁平な骨

芽細胞に縁取られ,その骨梁は 2 週目よりも緻密で血管は少なかった.骨欠損部の細胞成分

と血管は 1 週目および 2 週目と比較して減少していた.	
 	
 

	
 

静脈内投与群 1 週目(写真 5-A)	
 

	
 母骨の脳硬膜側でのみ新生骨形成が認められた.新生骨の外側に類円形の大きな細胞が

存在した.新生骨の骨梁は対照群 1 週目と比較して緻密になっており,血管も少なかった.骨

欠損部では類円形の小さな炎症性細胞は対照群 1 週目と比較して少なく,その間に多数の大

きな血管が存在していた.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

静脈内投与群 2 週目(写真 5-B)	
 

	
 母骨の脳硬膜側でのみ新生骨形成が認められ,断端部から欠損側に向かい形成されてい

た.新生骨の周囲は立方形の骨芽細胞に縁取られており,新生骨の骨梁は対照群 2 週目より

緻密で,内部の血管は対照群 2 週目と比較して少なかった.骨欠損形成断端部では類円形の

大きな間葉系細胞が対照群 2 週目より多くみられ,骨欠損部の類円形の小さな炎症性細胞は

同様に少なかった.	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

静脈内投与群 4 週目(写真 5-C)	
 

	
 母骨の脳硬膜側から骨欠損形成断端部を被覆するように新生骨形成が認められた.新生

骨は立方形の骨芽細胞に縁取られ,その骨梁は対照群 4 週目と同様に緻密で,骨梁内の血管

は小さく数も少なかった.対照群 4 週目と比較して骨欠損部の細胞成分と血管は多く確認さ

れた.	
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＜免疫組織化学的所見＞	
 

	
 抗 BrdU 抗体陽性細胞(抗 BrdU 陽性細胞)は静脈内投与群の新生骨内部に存在し骨細胞様

にみられた.さらに,抗 BrdU 陽性細胞は新生骨内部の血管壁にもみられた.新生骨形成部以

外には抗 BrdU 陽性細胞はみられなかった(写真 6).	
 	
 	
 

	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  【考	
 察】                                                                          	
  	
 
  間葉系幹細胞(Mesenchymal	
 Stem	
 cells;MSCs)は,1968 年 Friendenstein ら 13)の骨髄中に

骨,軟骨,脂肪,線維性組織ヘ分化する細胞が存在するという報告以来,現在まで多くの研究

者によって研究 14)-16)されてきた.骨髄由来間葉系幹細胞(BMSCs)は,骨髄から接着性細胞と

して容易に採取でき,培養により安定して細胞数が増える,多分化能を有するという性質が

ある.また生体内の創傷治癒においては,BMSCs は一過性に組織損傷部位に出現し短期間の

うちに組織破壊を食い止め,修復・再生を促すために多種多様の成長因子やサイトカインを

産生,分泌することが報告 3,4,17,18)	
 されている.そのため,現在の骨再生医療には BMSCs が広

く研究,利用されている.しかし臨床応用することに関しては細胞採取の際の生体への侵襲

の大きさ,得られる幹細胞数が限られるなどの問題がある 6).近年,BMSCs と同様の多分化能

をもった脂肪組織由来幹細胞(ADSCs)が存在することが報告された 6).BMSCs が,骨髄細胞 10

万個に 1 個の割合で存在することに比較して ADSCs は 500〜1,000 倍という高い割合で存在

19)している点や骨髄よりも低侵襲に採取可能なことから,最近では ADSCs の特徴や骨再生に

関しての研究 7,17)が行なわれている.	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 組織再生のための幹細胞の投与方法は損傷部位に細胞を局所注入する方法,ポリエステ

ル類などの足場となる人工材料に播種して局所投与する方法,そして静脈内注入する方法

があり,それらの投与方法での損傷組織の治癒効果に関する報告 1,2,7,11,20,21)がみられる.骨

欠損部に ADSCs を直接注入する場合は注入幹細胞の欠損部位への静置が難しい.またポリエ

ステル類やコラーゲンスポンジなどの足場材料を使って ADSCs を骨欠損部に局所投与する

方法も損傷部位に侵襲を加えることになり,さらに足場材料自体の骨創治癒への影響が考

えられる.今回我々は ADSCs の臨床応用と骨創治癒効果を検討する上で,損傷部位に最も低

侵襲で足場材料自体の影響を排除した幹細胞導入法が望ましいと考え,静脈内投与法を選

択し研究を行なった.	
 

	
 本研究では ADSCs を静脈内投与した実験群と静脈内投与していない対照群の骨創治癒を

骨欠損形成後 7,14,28 日と経時的に比較観察した.幹細胞の静脈内投与に関して,効果的な

骨再生に結びつく至適投与時期の報告は見られない.一般的に,創傷治癒は初期におこる炎

症相(Inflammatory	
 phase)が終わると,3 日目から増殖相(Proliferative	
 phase)に入り,血

小板から放出される PDGF(platelet	
 derived	
 growth	
 factor)によりマクロファージや線維

芽細胞が損傷部に誘導され増殖する 22)とされている.また損傷部では VEGF(vascular	
 

endothelial	
 growth	
 factor)の発現の増加がみられ,血管新生による組織修復が始まる時期
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でもあり,この時期に ADSCs を投与することは,局所における新生血管を通して骨欠損部に

到達し骨創治癒に効率よく働く可能性がある時期と考えられる.これらの一般論から,本研

究では骨欠損形成後 3 日目に ADSCs の投与を行なった.	
 

	
 今回の研究で行なった超微細構造学的観察による表面性状は,対照群では 1 週目の新生骨

はすう疎で,2 週目,4 週目では緻密になっていた.また 4 週目では骨芽細胞窩が散在する成

熟骨像を示し骨吸収窩も見られた.静脈内投与群では1週目から新生骨は緻密で2週目,4週

目には成熟骨像や吸収窩が見られた.Boyde ら 23,24)は膜性骨の発生から成熟における形態的

変化を走査型電子顕微鏡で観察し，膜性骨形成初期においては多数の血管腔を伴った新生

骨形態を示し,成熟骨になると骨芽細胞窩が散在し吸収窩もみられると報告した.本研究の

骨創治癒における SEM を用いた超微細構造学的観察で,対照群に比べ,静脈内投与群の方が

早い段階で Boyde らの示した成熟骨にきわめて類似した形態を示していた.また骨欠損部の

面積は,対照群では 1,2,4 週目で同様であったが,静脈内投与群では 1,2,4 週目で経時的に

小さくなっており,統計学的に 5%	
 水準で有意差が認められた.このことは静脈内投与群の

方が早い骨創治癒を行なうことを示している.これら超微細構造学的,放射線学的観察から,

対照群では 2 週目以降の骨新生が見られないのに対し,静脈内投与群では対照群より骨形成

が早く進行し,さらに4週目においても骨形成が継続していることから,ADSCsの静脈内投与

は良好な骨創治癒を促すことが示された.	
 	
 	
 

	
 組織学的観察の 1 週目では,対照群の骨欠損部は炎症性細胞が多く存在しており,新生骨

の骨梁はすう疎であったのに対し,静脈内投与群では炎症性細胞は少なく緻密な骨梁であ

った.この結果から静脈内投与群の方が対照群と比較し早期に炎症抑制作用が働き,骨形成

の進行が早まったと考えられた.2 週目では対照群，静脈内投与群ともに骨欠損側の新生骨

先端部に類円形の大きな細胞があり,新生骨形成が続いていると思われる像がみられた.4

週目になると,対照群では扁平な骨芽細胞が 1 列に並んだ骨形成休止期の像がみられるよう

になり,骨欠損部の細胞成分は少なくなっていたのに対して,静脈内投与群では立方形の骨

芽細胞が 1 列に並び,骨欠損部の細胞成分や血管は豊富であった.このことから,静脈内投与

群の方がより長い期間新生骨形成を行う可能性があることが示唆された.	
 

	
 	
 ADSCs静脈内投与群と対照群の間で骨形成に差が出たことから,抗 BrdU抗体陽性ADSCsを

静脈内投与して創傷部位でのADSCsの動態を観察したところ,BrdU陽性 ADSCsは新生骨内部

の骨細胞や新生骨内部の血管壁にみられた.これらの結果は,	
 静脈内投与した ADSCs が骨創

傷部位に到達し,過剰な炎症反応を抑制して骨や血管に分化することにより骨創治癒の促

進に影響したことを示している.	
 ADSCs には,	
 障害部へ集積する能力 12,25,26)や内・外胚葉細

胞ヘの分化の可塑性あることが知られており 20),今回静脈内投与したADSCsも骨創傷部位へ

動員され,骨芽細胞や血管内皮細胞へ分化して治癒を促進する作用が働いたと考えられる.	
 

	
 ADSCs には IL-1RA(receptor	
 antagonisit),IL-10 などの抗炎症作用のサイトカインを豊

富に分泌することによる炎症抑制作用 21)があり,他にも ADSCs の性質として VEGF(vascular	
 

endothelial	
 growth	
 factor),FGF(fibroblast	
 growth	
 factor)などの組織再生に重要な栄
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養因子を多く分泌する栄養作用の報告 27),さらにADSCsが線維芽細胞を活性化して創傷治癒

を促進するという報告 28)がある.このようなパラクリン作用も骨創治癒に関与した可能性

が考えられ,本研究の静脈内投与群における,早期の炎症細胞の消失や新生骨の成熟化に関

係していると考えられた.	
 

	
 ADSCs が骨創治癒を促すためには,速やかに損傷部位に動員されることが重要であると考

えられる.一般的に骨損傷では,損傷した部位から健常骨髄に損傷を知らせる初動シグナル

があり,これにより末梢血内に幹細胞を含む骨髄由来骨前駆細胞が一過性に大量動員され

る 29,30).その表面には SDF-1(stromal	
 cell-derived	
 factor-1)のレセプターCXCR4 を発現し

ており,骨再生部位の新生血管内皮細胞はSDF-1を産生している.SDF-1/CXCR4相互作用によ

り骨前駆細胞は骨再生部位に動員され,骨形成を促していることが報告されている

29,30).ADSCs の表面にも同様に CXCR4 は発現しており,SDF-1 に起因して損傷部位に動員され

ている可能性を示唆した報告 26)もあることから,本研究でADSCsが損傷部位に動員され骨や

血管に分化し骨創治癒を促進したことは,	
 ADSCs の SDF-1/CXCR4 相互作用が関与した可能性

も考えられた.	
 

	
 最近,	
 microRNA	
 は,BMSCs 由来の exosome を介して細胞間を移動し受け手側で機能すると

いうことが明らかになった 31,32).さらに exosomeを静脈内投与することによって障害部位で

の治癒促進が見られるという,BMSCs のパラクリン効果を示唆した報告 33,34)や,ADSCs が

exosomeを分泌するという報告 35)もある.今後,ADSCsが損傷部位に誘導される初動シグナル

の解明と,パラクリン効果に関与しているサイトカインや増殖因子,exosome の関与などの

研究が必要と思われる.	
 	
 

	
 ADSCsを静脈内投与する際の適切な時期に関して報告はなく,投与細胞数に関しても報告

によってばらつきがある.また静脈内投与する量によっては肺塞栓症を引き起こすとする

報告26,36)もあるので慎重な検討が必要と思われる.さらに幹細胞が腫瘍発生阻止作用を示す

一方で免疫抑制作用もあり,腫瘍の成長と肺転移を促進している可能性があるとした報告37)

や,癌細胞の運動性,浸潤性や転移を強化する作用を持つとする報告38)もある.今後は幹細胞

が傷害された組織で生着し,機能的に有効な組織をどの程度再生可能かという点と,治療が

有効な傷害の程度や至適投与時期,生体に与える負の作用についての検討が必要と思われ

る.	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 【結	
 語】	
 

	
 	
 本研究で脂肪組織由来幹細胞(ADSCs)を静脈内投与することにより,投与幹細胞が損傷部

位に集積して骨,血管に分化していることが確認され,骨創治癒を促進していることが示唆

された.以上のことから脂肪組織由来幹細胞は細胞治療のソースとして有用であり,また静

脈内投与も臨床応用可能と考えられた.	
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 ADSCs の分離培養方法と静脈内投与	
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 写真 1	
 軟 X 線写真	
 	
 

 
	
 	
 	
 	
 	
 写真 A	
 対照群	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 写真 B	
 静脈内投与群	
 

 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 写真 A	
 :	
 対照群では骨欠損辺縁から内方に向かって不透過像(▶)が認められた.	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 写真 B	
 :	
 静脈内投与群では辺縁からの広い面積の不透過像が認められた.	
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表 1	
 軟 X 線写真による骨欠損面積(4 週目)	
 

表 1：透過像面積(dot)の計測では統計学的に 5%水準で有意差が認められた.(P<0.05) 

P＜0.05	
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写真 2：対照群 1 週目では母骨(HB)の表面は新生骨(NB)に被覆されていない部分が見られ,新生骨は大小

様々な血管腔(V)を伴ったすう疎な梁状構造であった(A,B).2 週目では新生骨は緻密になっているが骨欠

損部面積に変化はなかった(C,D).4 週目では成熟骨面(M)や広範囲な吸収窩(R)がみられた(E,F).	
 

	
 

写真 2	
 走査型電子顕微鏡像	
 対照群	
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写真 3：静脈内投与群 1 週目では母骨(HB)の表面は新生骨(NB)に被覆されていない部分がみられたが,新生

骨は緻密になっていた(A,B).2 週目では骨欠損部の面積は縮小しており,また成熟骨面(M)や吸収窩(R)が

みられた(C,D).4 週目ではさらに骨欠損部の面積は縮小しており,	
 成熟骨面(M)や吸収窩(R)がみられた

(E,F).	
 

HB	
 

NB	
 

NB	
 
A	
 

D	
 C	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

E	
 F	
 

NB	
 

R	
 

写真 3	
 走査型電子顕微鏡像	
 静脈内投与群	
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写真 4	
 光学顕微鏡像	
 対照群	
 

写真 4：対照群 1 週目では新生骨(NB)の骨梁はすう疎で,その外側に類円形の核が大きな間葉系細胞(Me)が

多くみられ,骨欠損部には炎症性細胞(IC)が多く認められた(A).対照群 2 週目では新生骨骨梁は緻密にな

り,骨欠損部の細胞成分は対照群 1 週目と比較して減少していた(B).対照群 4 週目では新生骨は骨芽細胞

(OBL)に縁取られ,骨梁はさらに緻密になって血管(V)も減少していた(C).	
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写真 5	
 光学顕微鏡像	
 静脈内投与群	
 

写真 5：静脈内投与群 1 週目では新生骨骨梁は緻密で,血管(V)は少なかった(A).静脈内投与群 2 週目では

新生骨骨梁は緻密で,骨欠損断端部では類円形の核が大きな間葉系細胞(Me)がみられた(B).静脈内投与群

4 週目では新生骨骨梁は母骨(HB)断端部を完全に被覆し,	
 骨梁はさらに緻密になって血管(V)は減少して

いた。骨欠損部の細胞成分と血管(V)は多くみられた(C).	
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写真 6	
 光学顕微鏡像	
 免疫染色後	
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写真 6：静脈内投与群では抗 BrdU 陽性細胞は,新生骨内部に存在し骨細胞様(矢頭	
 ▶	
 )にみられ,新

生骨内部の血管壁(矢印	
 →	
 )にもみられた.	
 新生骨形成部以外にはみられなかった(A,B).	
 対照群

では抗 BrdU 陽性細胞はみられなかった(C).	
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