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は じめに

骨髄細胞には、造血系の細胞のほかに骨形

成能力を有する細胞が含まれる。近年、自家の

骨髄細胞を用いて骨再生を試みる研究が盛んに

行われている 1)。

大串らはラットの大腿骨や腫骨より採取し

た新鮮な細胞浮遊液を多孔質のヒドロキシアパ

タイ ト(IIA)と混和し移植することで、異所性

にIIA気孔内に移植後約 3週 間で組織学的に骨

新生が見られることを報告した 2)。

その骨形成過程は軟骨を介さず、膜内骨化

の形式でIIAの表面に直接成熟した層板骨が形

成された 3)。

しかしながら、安定した骨形成を得るには

多量の新鮮骨髄細胞を必要とするため、実際に

臨床で骨再建に応用するには、骨髄細胞の骨形

成能力を増幅させる必要があった。

そこで新鮮骨髄細胞を培養し浮遊細胞を除

去し、増殖した骨髄付着細胞 (骨髄間葉系細

胞)を多孔質IIAに含ませることによって、移

植後 2な いし3週で、骨形成を得ることが可能

となり4)、 形成された骨組織が移植された細胞

に由来することも明らかにした。骨髄細胞を培

養増殖することで新鮮骨髄細胞の骨再生能力を

増殖させることに成功したのである。

しかしながら、継代培養を繰 り返すと骨芽

細胞への分化能が低下し、細胞の骨形成能力が

低下することも明らかになった。

一方 Maniatopoulosら は、骨髄細胞の培養

の際にデキサメサゾンとβグリセロリン酸を加

えることで石灰化した骨様組織が形成され、こ

の石灰化基質は骨形成誘導蛋自(BMPl活性を持

つことを報告した 5)。

この細胞外に形成される石灰化基質は、形

態学的には、生体の骨基質ときわめて類似し0、

さらにこの培養細胞が、高い骨芽細胞活性を持つ

ことが生化学的、遺伝子発現的に証明された7)。

この培養骨をHAと結合させることで高い

骨再生能力を持つ人工骨が作製されうることを

報告した。

今回我々はscaffoldを 用いずに、骨芽細胞か

らなる細胞シー ト作成する方法を確立したた

め、それを利用した新たな人工骨作成が可能か

どうかを将来大腿骨頭壊死へ応用することを視

野にいれて、検討を行った。

材料 と方法

実験に使用した HAプロックは珊瑚骨格か

ら作製され、気孔連通性など、海綿骨の骨梁構

造に類似 した微細構造を持つ。使用した IIA
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は、直径 5mm、 厚 さ2mmの 円柱径 CELLY
ARDI―IA scaffold(PENpⅨ社製)で あった。こ

のIIAを 骨芽細胞か らなる細胞 シー トによ りく

るむ ことで人工培養骨を作成す ることを試み

た。

細胞 シー トの作成方法は、7週齢、雄のF344

ラッ ト大腿骨か ら骨髄細胞を採取 し、T75フ ラ

スコで Eagle's lninilnal essential rnedium

(MEM)に 15%牛胎児血清、抗生剤を加えた

標準培地で約 10日 間一次培養 を行った。 この

培養で造血系の浮遊細胞は培地交換時に除去さ

れ、付着細胞 (間葉系細胞 )のみが培養 される。

骨髄間葉系細胞を増や した後、トリプシン処理

を行い 10cm Dishに 1× 104 cel1/cm2の 濃度

で播種した。2次培養は、標準培地に82 μg/

m l vitarnin C phosphate、  10rn M dexaln―

ethasone(以 下 Dex)を 加えて行った。骨基

質形成の際、リンを供給して石灰化を促進する

β一glyCerophosphateは 今回の2次培養の際

には加えなかった。Vitamin C phosphateは

コラーゲン繊維の合成を促進し、Dexは、骨形

成細胞への分化を促進する効果を持つ。

10日 間の2次培養の後、スクレーパーを用い

て Dishに 付着した細胞をはがし細胞シー トを

得た。この細胞シー トでIIAを包み同系ラット

の背部皮下へ移植した。

コントロールは従来どお りの細胞浮遊液に

IIAを 2時間浸し、その後に同系ラットの背部

皮下へ移植した。移植後 2週、4週後に摘出し

骨形成過程を生化学的、組織学的に検討した。

生化学的分析は骨芽細胞活性に相関するNLP

活性と、形成された骨量に相関するオステオカ

ルシンを測定 して行った。摘出した HAを 、

0.2%Nonidet P40で 粉砕し遠心分離し、上清

をALPの酵素液とし、 p―nitrophenyl phos―

phateを 基質として測定した。沈殿物より20%

ギ酸でオステオカルシンを抽出し、脱塩後、

ELEA法でオステオカルシンを測定した。
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結 果

移植後 2週 目のALP活性の測定値はシー ト

I―IA群 と細胞浮遊液 HA群 とを比較すると、前

者が後者の約 3倍の活性値を示した。移植後 4

週目のALP活性の測定値は両群ともほぼ同等

であった。また、移植後 2週 目のオステオカル

シンの測定値はシー トIIA群 が細胞浮遊液 IIA

群の約 1.1倍 の値を示した。また、移植後 4週

目のオステオカルシンの測定値はシー トIIA群

が細胞浮遊液 IIA群の約 1.5倍 の値を示した。

組織学的には移植後4週 目に脱灰しHE染色し

た。シー トIA群はIIA気 孔内表面に成熟した

層板骨がみられ、さらにIIAの表面にも層板骨

がみられた (図 1)。 一方細胞浮遊液IIA群では

IIA気 孔内表面に成熟した層板骨がみられるも

のの、その表面の骨形成は明らかではなかっ

た。
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考 察

骨髄翻胞を多孔質のセ ラミックに混和 して生

体移植 した場合、移植後 2な いし3週 で骨の再

生が開始される。しか し,臨床的に、骨欠損部

または壊死部に対 して骨再生を試みるには、さ

らに安定 した骨再生が要求 される。今回の検討

によ り、骨芽細胞か らなる細胞 シー トを利用

し、HAと 組み合わせることで従来よ りも活性

の高い培養骨の作製が可能であることが示され

た。最近ステ ロイ ド性大麗骨頭壊死症例の骨形

成能力が低 いことが報告されてお り0,そ のよ

うな症例に対 して今回の研究は非常に有用な方

法のひとつと考えられる。

一方、llAを 関節近傍 に移植することは、将

来関節内にHAが迷入 した場合に関節軟骨や軟

骨下骨の破壊が加速 されることが危惧 されるた

め、今後は細胞 シー トのみを大騒骨頭壊死部を

掻爬 したのちの死腔に充填する方法,骨 形成能

の維持について研究 を進める予定である。
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