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要旨 

唇顎口蓋裂患者は顎裂部骨移植年齢以前にも初回口唇裂形成手術や口蓋裂形成手術の加療

がある．術野に隣接した骨組織より自己骨組織由来間葉系細胞を単離・長期凍結保存し，顎

裂部骨移植時に凍結保存されたその間葉系細胞を培養増殖させ移植骨に用いることができれ

ば、患者に対する負担を軽減できる可能性がある。しかし自己ヒト骨組織由来間葉系細胞

(human Bone Tissue-derived Mesenchymal Stromal Cells: hBT-MSCs)を臨床応用していくために

は、10 年以上の凍結保存が必要になる。本研究では、当科にて 10 年以上凍結保存された

hBT-MSCs を解凍し培養を行い、in vitro と in vivo での評価を行った in vitro の評価として，ア

ルカリフォスファターゼ(ALP)活性，カルシウム(Ca)産生能の評価を行った．骨分化誘導後，

1 週後，2 週後，3 週後で検体を採取し student’s T – test で統計学的に評価した．ALP 活性は骨

分化誘導群，非分化誘導群の双方で認められたが，1～3 週後のすべてにおいて，骨分化誘導

群が非分化誘導群に比べ，有意に高値であった（1 週後: P=0.04  2 週後:P=0.01  3 週後:P = 

0.03．）Ca 産生能は非分化誘導群では産生を認めなかったが，骨分化誘導群では，2 週後と 3

週後に Ca 産生を認めた． Ca 産生能評価はアリザリンレッドによる染色も行い Ca の産生を

確認できた．また，RT-PCR による Runx-2, Osterix,  Osteocalcin の発現を評価し，ウィルコク

ソン符号順位和検定による統計学的な評価を行った．  

Runx-2 は骨分化誘導群で１週後（P=0.008）と 3 週後（P=0.03）に有意に高い発現を認めた．

Osterix ， Osteocalcin は 3 週 目 で 骨 分 化 誘 導 群 が 有 意 に 高 い 発 現 を 認 め た ．

(osterix:P=0.03,Osteocalcin:P=0.03) ALP 活性と Ca 産生能では，非骨分化誘導群でも ALP 活

性の経時的な変化示すことから保存された間葉系細胞の中には前骨芽細胞に類似した細胞が

存在していることが示唆され，またこの細胞を骨分化誘導することで ALP の活性が有意に上

昇したことは，保存細胞が前骨芽細胞に分化したと考えられた．さらに Ca 産生能は骨分化誘

導群でのみ認めたことから，凍結保存細胞の中には分化した前骨芽細胞はあまり含まれてお

らず，分化度の低い前骨芽細胞に類似した細胞が多いと思われた．Runx-2, Osterix, Osteocalcin

の発現ではいずれも発現も骨誘導後 3 週目に有意に高く，これは hBT-MSCs は元来骨細胞に

起源を持つ細胞群であることを意味し，前述の「前骨芽細胞に類似した細胞が多い」との推

論と一致する結果である．また多分化能評価のため脂肪分化誘導を行い，オイルレッド染色

にて脂肪細胞への分化を確認した．これにより凍結保存された hBT-MSCs に未分化な幹細胞

が存在することも確認された． 

in vivo での評価は動物実験を行い，解凍・再培養した凍結保存細胞を，骨分化誘導群と非

骨分化誘導群とにわけて担体であるハイドロキシアパタイト(HA)のディスク上に播種し，ヌ

ードマウス皮下に移植した．10 週後に取り出し，HE 染色とヒトオステオカルシン免疫染色

による骨形成評価を行ったところ，骨の新生がみとめられ，また新生骨はヒトオステオカル

シン陽性であった．非骨分化誘導群でも 4 例中 1 例で骨形成を認めたが，骨分化誘導群で，

より多くの骨組織が産生されたことは，凍結保存骨組織由来細胞には未分化な細胞と，前骨

芽細胞類似の細胞とが含まれていることを裏付ける結果であると考えられた． 
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これらのことから，凍結保存細胞は 10 年以上経過していても，骨形成能，多分化能が維持さ

れていることが確認できた． 

また、長期間凍結保存された細胞を臨床に用いるには安全性評価が必要であり，染色体の

形態検査，がん抑制遺伝子である p53 遺伝子の異常の有無とがん遺伝子の一つである myc 遺

伝子の発現の評価を行った。形態学的検査は G-band 法を用いた。G-band 法は当科で 10 年以

上凍結保存されている検体のうち無作為に選んだ 8 検体に対し行った．遺伝子検索は 10 年以

上凍結保存された 3 検体に対して行った．これらの検査では異常は認められなかった． 

これらのことより，初回手術時に得られた骨組織由来細胞を凍結保存，それを骨移植が必

要な時期まで保存し，凍結保存細胞を移植骨として使用し，患者の負担を軽減できる可能性

がある．さらに他の骨移植が必要になるような疾患においても骨採取の負担を軽減できる可

能性があると考えられた． 
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1，序論 

 口唇口蓋裂患者の治療において、顎裂部を骨組織により再建することは、良好な咬合

を得るために重要な治療である。その治療として当科では初回手術の口唇形成術時に粘

膜骨膜弁により顎裂閉鎖を行い混合歯列期(6歳～12歳)における顎裂部骨移植術を行っ

てきた。Millard ら 1)が報告しているように，顎裂部に対する骨移植術は自家腸骨海綿

骨移植が一般的であるが、混合歯列期に行われるため、腸骨から十分な量の海綿骨を採

取できないことや、また移植骨が吸収されてしまうために繰り返し手術が行われること

がある。これは患者にとって大きな負担になっている。 

 唇顎口蓋裂患者は顎裂部骨移植年齢以前にも初回口唇裂形成手術や口蓋裂形成手術

の加療がある．術野に隣接して上顎骨，下鼻甲介，口蓋骨等があり，そこから自己骨組

織由来間葉細胞を単離・長期凍結保存し，顎裂部骨移植時に凍結保存されたその間葉系

細胞を培養増殖させ移植骨に用いることができれば、患者に対する負担を軽減できる可

能性がある。近年顎顔面外科領域ではヒト骨組織由来間葉系細胞の臨床応用について報

告が散見されるようになってきている．2)3)  

松尾ら 4)は 3~6 か月間凍結保存されたヒト骨組織由来間葉系細胞を骨分化誘導後に

自己血清で培養し in vitro と in vivo での骨形成能について報告し，骨形成能が保たれ

ていることを報告した．しかし，凍結保存期間は最長 6 か月であり，臨床応用を目指す

には短すぎる．凍結保存後も骨形成能が維持されているとする報告もあるが，その凍結

保存期間は，長くても３年である．5)6)自己ヒト骨組織由来間葉系細胞を顎裂部骨移植術

に臨床応用していくためには、10 年以上の凍結保存が必要になると思われる。 

 本研究では、10 年以上凍結保存されたヒト骨組織由来間葉系細胞を解凍し培養を行

い、その細胞特性として，in vitro では脂肪分化誘導と骨分化誘導後の経時的な骨マー

カーの推移，in vivo では骨形成能の評価をそれぞれ行った． 

また、長期間凍結保存された細胞を臨床に用いるには、細胞の安全性評価が必要にな

る。そこで本研究では安全性評価として染色体の形態検査，がん抑制遺伝子である p53

遺伝子の異常の有無とがん遺伝子の一つである myc 遺伝子の発現の評価を行った。 

 

2．方法  

本研究は北里大学倫理委員会の承認を得て行った。(承認番号 : B12-101．) 

また動物実験に関しては，動物実験委員会の承認を得て行った．(承認番号 2012-068) 

 

2-1． 凍結保存されている検体 

 今回の研究には当科にて凍結保存されている骨組織由来間葉系細胞を用いた。 

凍結保存は以下のようにして行った。 当科にて行われた顎裂部骨移植時に得られた

余剰骨を粉上にして 25cm2のフラスコに播種した。培養には細胞培養液α-MEM(Life 

Technologies Corporation,CA,USA), 10%FBS(Sigma - Aldrich，MO,USA),抗菌薬
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（penicillin、streptomycin），を加え，37℃，5%CO2 で培養を行った． 

培地交換は週に 2 回行った．コンフルエントになった状態で 75cm2のフラスコで第 2

継代を行った．再度コンフルエントになった状態で細胞を集めて，血清を含む

CELLBANKERTM(Nippon Zenyaku Kogyo Co. Ltd. , Fukushima, Japan)にサスペ

ンドし－80℃で凍結保存した．この保存されている検体のうち 10 年以上経過してい

るもの 7 検体を研究に用いた (Table.1) 

 

2-2．再培養と骨分化誘導および脂肪分化誘導 

凍結保存されている細胞は室温にて解凍し，75cm2フラスコに播種し，細胞培養液

α-MEM、10%FBS (MP Biomedicals , LLC. CA, USA)、抗菌薬（ペニシリン，スト

レプトマイシン）,1ng/mL bFGF にてコンフルエントになるまで培養を行った．必

要数になるまで増やしたのちに，6 well プレートに１well につき 1.0×105の細胞を

播種した．播種したのちに，分化誘導をかけないものは今までと同様の細胞培養液を

用い培養を行った．骨分化誘導はα-MEM，10%FBS，抗菌薬（ペニシリン、ストレ

プトマイシン），10-7 mol/L デキサメタゾン (Sigma – Aldrich MO, USA)，0.05mM

アスコルビン酸 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Osaka, Japan) ,10mM β-

グリフェロフォスフェイト (Calbiochem, CA, USA)を加えた培地でおこない，37℃，

5%CO2で培養した．培養液は週に２回交換した．脂肪分化誘導はαMEM，10%FBS，

抗菌薬（ペニシリン、ストレプトマイシン）, 1μＭデキサメタゾン,0.01mg/ml イン

スリン，0.2mM  インドメタシン，0.5mM  イソブチルメチルキサンチンを加えた

培地で行った． 

 

2-3．凍結保存細胞の特性の調査と評価 

2-3-1．アルカリフォスファターゼ活性 

  凍結保存細胞を室温で解凍したのち 6-well 培養プレートのそれぞれの well に 1

×105個ずつ播種した．骨分化誘導培地で 37℃，5%CO2 で培養を行った．骨分化

誘導培地は 1 週間に 2 回交換したアルカリフォスファターゼ活性は，骨分化誘導を

行った後，1 週後，2 週後，3 週後で検体を採取．骨分化誘導を行ったものと，行

わなかったものを比較した．TRACP&ALP Assay Kit(タカラバイオ株式会社

TAKARA BIO Inc., Shiga 、 japan) を用い、スタンダードには Alkaline 

Phosphatase(Calf intestine)( TAKARA BIO Inc., Shiga、japan)を用いて活性の測

定を行った。検体のタンパク量を Micro BCA Protein Assay(Thermo scientific, 

MA, USA)を用いて算出し補正を行った。 

  統計学的評価は student’s T – test を用い，p<0.05 を有意とした． 
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2-3-2．カルシウム産生能 

凍結保存細胞を室温で解凍したのち 6-well 培養プレートのそれぞれの well に

1×105個ずつ播種した．骨分化誘導培地で 37℃，5%CO2 で培養を行った．骨分

化誘導培地は 1 週間に 2 回交換した．検体の採取は，骨分化誘導をおこなった後

1 週後，2 週後，3 週後で行い，骨分化誘導を行わなかったのものと比較した．

カルシウムの assay には，エスパ・Ca(ニプロ株式会社，大阪，日本)を用いた．

統計学的評価は student’s T – test を用い，p<0.05 を有意とした 

 

2-3-3．アリザリンレッドを用いたカルシウムの染色 

    凍結保存細胞を室温で解凍したのち 6-well 培養プレートのそれぞれの well に

1×105個ずつ播種した．37℃，5%CO2 で培養し，骨分化誘導培地は 1 週間に 2

回交換した．アリザリンレッド染色は骨分化誘導後，1 週後，2 週後，3 週後に

行った． 

    アリザリンレッド染色は，PBS で 2 回洗浄し，100%エタノールで固定．その

後，蒸留水で 2 回洗浄し，室温のもと，1.3％アリザリンレッド溶液で 2 分染色

した．染色の後，余分な染色液を蒸留水で 3 回洗いながし乾燥させた． 

 

2-3-4．オイルレッドを用いた脂肪の染色 

    凍結保存細胞に脂肪分化誘導をかけたのち脂肪細胞が認められるかを確認す

るため，オイルレッドと用いた脂肪の染色を行った． 

   凍結保存細胞を室温で解凍した後，6-well 培養プレートのそれぞれの well に 1

×105個ずつ播種した．37℃，5%CO2下で培養し，脂肪分化誘導を行った．脂肪

分化誘導培地は 1 週間に 2 回交換した．オイルレッド染色は脂肪分化誘導後，１

週後，２週後，３週後で行った．オイルレッド染色の方法は，PBS で 2 回洗浄

した後，10%ホルマリン溶液で固定．その後蒸留水で洗浄し，60%イソプロパノ

ールで洗浄した．室温のもと，オイルレッド溶液で 60 分間染色した．染色の後，

60％イソプロパノール溶液で 1 回洗い流し，その後 PBS で 1 回洗い流した． 

  

2-3-5．RT-PCR による Runx-2, Osterix, Osteocalcin の発現の評価 

凍結保存されていた細胞を解凍し再培養した後，6-well plate の 1-well につき

1.0×105個の細胞を播種した．骨分化誘導を行い，骨分化誘導をおこなった 1 週

後，2 週後，3 週目に検体の採取を行った．骨分化誘導を行わなかった検体も同

時に採取した． 

検体は RNeasy® Mini Kit（Qiagen N.V. , venlo, Netherlands）を用いて、総

RNA を抽出した。抽出した Total RNA は Nano drop(Thermo scientific, MA, 

USA)を用い濃度を測定し、QuantiTect® Reverse Transcription(Qiagen 
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N.V. , venlo, Netherlands)を用いて cDNA を作成した。 cDNA の作成と、

RT-PCR は、馬場ら 7)の方法に沿って行い、GAP,Runx-2,Osterix,Osteocalcin の

発現を調べた。 統計学的な評価はウィルコクソン符号順位和検定を用い，p<0.05

を有意とした． 

 

2-4．動物実験による凍結細胞の骨形成能の評価 

2-4-1．ハイブリッドタイプ人工骨の準備 

ハイブリッド型人工骨の担体(scaffold)は，ハイドロキシアパタイトのディスク

(HOYA  直径 5mm，厚さ 2mm，有孔率 85%)を用いた． 

凍結保存細胞を解凍，再培養し，1 つの検体を骨分化誘導を行う骨分化誘導群

と骨分化誘導を行わない非骨分化誘導群とに分けた．骨分化誘導を行った後 1 週

後，フラスコより trypsin-EDTA で細胞をはがし集めた．非骨分化誘導分も同様

に細胞を集めた．6-well プレートを用意し，それぞれの well にハイドロキシア

パタイトのディスクを置き，そのディスク上に，骨分化誘導群，非骨分化誘導群

ともそれぞれ，1.0×105個の細胞を播種した．4 検体の凍結保存細胞を用い，ハ

イドロキシアパタイトのディスクは骨分化誘導群 4個と非骨分化誘導群 4個を準

備した． 

 

2-4-2．動物での実験 

細胞を播種したハイドロキシアパタイトのディスクは，24 時間，37℃，5％CO2

でインキュベーションした後に 5 週齢の雄ヌードマウス(BALB/cA  Jcl-un ; ク

レア，東京)の背部皮下に移植した．ヌードマウスは 3 匹準備した．凍結保存さ

れていた検体の骨分化誘導群と非誘導群が同一のマウスに移植されるようにし

た．ヌードマウス 3 匹のうち，2 匹は凍結保存細胞 1 検体分，骨分化誘導群のデ

ィスク 1 個と非誘導群 1 個，あわせて 2 個のディスクを移植した．残りの 1 匹に

は凍結保存細胞 2 検体分，骨分化誘導群のディスク 2 個と非誘導群 2 個の計 4

個のディスクを移植した．移植の際にはディスクの細胞を播種した面が皮膚側に

向くようにした．細胞を播種したハイドロキシアパタイトのディスクは，移植し

てから 10 週後に取り出した． 

 

2-4-3．組織学的評価 

取り出したハイドロキシアパタイトのディスクは 4%Paraformaldehyde  

Phosphate  Buffer  Solution (Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Osaka, 

Japan)で固定し，K-CX(株式会社ファルマ、東京、日本)を用い脱灰，洗浄した

のち，パラフィン包埋をおこない 4μm の厚さで薄切を行った．HE 染色ののち

顕微鏡下で観察を行った．また，新生された骨がヒトの細胞由来であることを確
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認するために，ヒトオステオカルシン免疫染色を行った．ヒトオステオカルシン

の免疫染色には，一次抗体として Human Osteocalcin(タカラバイオ株式会社

TAKARA BIO Inc., Shiga、japan)を 200 倍に希釈したものを用い，4℃で一晩反

応 さ せ ， 二 次 抗 体 と し て Alexa Fluor®  568  rabbit  anti-mouse 

IgG(H+L)2mg/mL（invitrogenTM ,Life  Technologies  Corporation, CA, USA）

を，200 倍に希釈したものを用い，遮光し室温で 30 分反応させた． 

 

2-5．凍結保存細胞の安全性評価 

  凍結保存細胞の安全性評価のために形態学的および遺伝子検索により評価を行っ

た．形態学的検査は G-band 法を用いた。G-band 法は当科で 10 年以上凍結保存さ

れている検体(全 70 検体)のうち無作為に選んだ 8 検体に対し行った．G-band 法によ

る染色は北里大学病院検査部に依頼した． 

遺伝子検索は，がん抑制遺伝子である p53 遺伝子の異状の有無と代表的ながん遺伝

子の一つである myc 遺伝子の異状発現につき fish 法を用いて行った．それぞれ 10

年以上凍結保存された 3 検体に対して行った。これらの検査は，株式会社エスアール

エルに依頼した． 

 

 

3． 結果 

 

3-1． 凍結保存細胞の細胞特性 

3-1-1．アルカリフォスファターゼの活性 

   アルカリフォスファターゼの活性は骨分化誘導を行ったもの，行わなかったもの

双方で認められたが，骨分化誘導後 1 週後，2 週後，3 週後すべてにおいて，骨分

化誘導をおこなったものが，骨分化誘導を行わなかったものに比べ，有意に高値で

あった．(Figure.1a) 

 

3-1-2．カルシウム産生能 

   カルシウムの assay では骨分化誘導を行わなかったものではカルシウムの産生

が認められなかったが，骨分化誘導を行ったものでは，骨分化誘導後，2 週目，3

週目でカルシウムの産生を認めた．(Figure.1b) 

 

3-1-3．アリザリンレッド S によるカルシウムの染色 

     アリザリンレッドの染色では，骨分化誘導を行ったもので，カルシウム産生が確

認できた．(Figure.2) 
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3-1-4．オイルレッド染色 

 オイルレッド染色では，脂肪分化誘導を行ったもので脂肪の産生を確認できた．

(Figure.3) 

 

3-1-5．RT-PCR による Runx-2, Osterix, Osteocalcin の発現の評価 

 RT-PCR では，Runx-2, Osterix,Osteocalcin は，骨分化誘導をおこなったものと，

骨分化誘導を行わなかったものの，両方で発現が認められた．Runx-2 は骨分化誘

導後１週目(P=0.008)と 3 週目(P=0.03)で,骨分化誘導を行ったものに有意に高い発

現を認めた．Osterix は 3 週目で骨分化誘導を行ったものの方が有意に高い発現を

認めた(P=0.03)．Osteocalcin は 3 週目で骨分化誘導をおこなったものが有意に高

い発現を認めた．(P=0.03)  (Figure.4) 

 

3-2．動物実験による組織学的骨形成能の評価 

マウス皮下に移植し 10 週後に取り出した，凍結保存細胞を播種したハイドロキ

シアパタイトのディスクにおいて、骨形成が認められた。新たに形成された骨はヒ

トオステオカルシン蛍光免疫染色陽性であり，ヒト由来の細胞から作られた骨であ

ることが確認できた．(Figure.5) 細胞を播種したハイドロキシアパタイトの皮下移

植は 4 例で行い，骨分化誘導群 4 例中 4 例で骨形成が認められた．一方では，非骨

分化誘導群では 4 例中 1 例で骨形成をみとめたものの，明らかに骨は低形成であり，

ほかの 3 例において骨形成は認められなかった．(Figure.6) 

 

3-3．凍結保存細胞の安全性 

  凍結保存細胞の安全性の確認の為に行った検査では，G-band 法では異常は確認さ

れなかった．3 検体に対し行った，myc 遺伝子，p53 遺伝子検査では異常は確認され

なかった．(Table.2) 

 

4．考察 

 4-1．長期保存した骨組織由来関係細胞の多分化能・骨形成能 

 再生医療の領域では，骨髄由来間葉系細胞が，自己複製能をもち骨，軟骨，腱，筋，

骨髄(8，肝臓(9，神経(10，心筋(11 といった間葉系の組織に分化する能力を持っている 細

胞として盛んに研究が行われている．また凍結保存細胞の viability はたびたび報告さ

れてきた．(5(6(12(13 

口唇口蓋裂患者において，顎裂部に対する骨移植はなくてはならない治療であり，現

在標準的な治療として行われている．移植骨の採骨部位は腸骨が一般的であるが，十分
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な量が採取できない場合や，移植骨が吸収されてしまう場合もあり，そのような場合は

繰り返し骨移植が必要になる．このように骨採取は，顎裂部骨移植が行われる年齢にお

いては患者の大きな負担になる． 

 本研究では，患者の負担を軽減するために，凍結保存細胞の臨床応用を目的とし，当

科で凍結保存されているヒト骨組織由来間葉系細胞の特性を調べた．  

  

 凍結保存細胞の細胞特性をみると，アルカリフォスファターゼ活性は骨分化誘導群だ

けではなく，非骨分化誘導群でも経時的な変化示すことから，保存された間葉系幹細胞

の中には前骨芽細胞に類似した細胞が存在していることが示唆される．またこの細胞を

骨分化誘導することでアルカリフォスファターゼの活性が有意に上昇したことから，骨

組織由来間葉系細胞が前骨芽細胞に確実に分化したと考えられた．さらにカルシウム産

生能は骨分化誘導をおこなわなければ，認められなかったことから，凍結保存細胞の中

には分化した前骨芽細胞はあまり含まれておらず，分化度の低い前骨芽細胞に類似した

細胞が多いと思われた． 

 

 骨芽細胞は分化の程度により異なったマーカーを示し，Runx-2, ALP, Osteocalcin の

順に発現する(14(15. また Osterix は，骨芽細胞の分化と骨形成における特異的転写因子

である(16(17．Runx-2, Osterix, Osteocalcin の発現ではいずれも発現も骨誘導後 3 週目

に有意差が認められている．このことは骨組織由来間葉系細胞は元来骨細胞に起源を持

つ細胞群であることを意味し，前述の「前骨芽細胞に類似した細胞が多い」との推論と

一致する結果である． 

 

 多分化能として凍結保存細胞の脂肪分化誘導を行った．その結果，脂肪細胞に分化す

ることが確認できた．凍結保存された骨組織由来間葉系細胞に未分化な幹細胞が存在す

ることも確認された． 

 

 動物実験では，マウスの皮下に移植をすることで，ヒト由来の骨組織を確認できた．

骨分化誘導を行わなくても 4 例中 1 例で骨形成を認めたが，骨分化誘導を行うことで，

より多くの骨組織が産生されたことは，凍結保存骨組織由来細胞には未分化な細胞と，

前骨芽細胞類似の細胞とが含まれていることを裏付ける結果であると考えられ，in 

vitro の結果と矛盾しないものであった．Hamada ら(18 は，歯髄組織から得られたヒ

ト骨組織由来間葉系細胞を培養し in vivo において骨分化誘導を行わなくても骨形成能

があることを示したが，我々は凍結保存したヒト骨組織由来間葉系細胞でも in vivo に

おける骨形成能を有することを見出した． 

 

 これらのことから，凍結保存細胞は 10 年以上経過していても，骨形成能，多分化能
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が維持されていることが確認できた．骨組織由来間葉系細胞を凍結保存し，骨移植のド

ナーとして用いることで，腸骨採取の負担を軽減できる可能性があると考えられた． 

 

 

4-2．長期保存された骨組織由来間葉系細胞の細胞学的安全性 

 今回凍結保存細胞の安全性を確認するための試験的な検索として 10 年以上凍結保存

された検体 70 例中から無作為に選んだ 8 検体で G-Band 法による形態学的検索を行っ

た．その結果 8 検体の染色体では形態学的な異常を認めなかった．また myc 遺伝子や

p53 遺伝子の異常の検索を行った 3 検体においても異常は認められなかった． 

さらに凍結保存細胞の培養では異常な増殖を認めず，またそれら細胞の骨分化誘導過

程においても ALP 活性と Ca 産生との経時的な変化や Runx-2,Osterix,Osteocalcin の

発現時期をみても正常な分化をしていると考えられた．このことから 10 年以上凍結保

存を行っても臨床応用に用いることができる可能性があると考えられた(14(15． 

しかし実際に凍結保存細胞を安全に臨床応用するためには，今回のように DNA の形

態学的検索と，がん遺伝子発現の検索として DNA マイクロアレイなどを用い，さらに

詳細に異常遺伝子の発現などを調べていく必要がある． 

 

4-3．長期保存した骨組織由来細胞の臨床学的意義． 

近年，ヒト骨組織由来間葉系細胞において FBS を用いない無血清培養法の報告が散

見される(19(20(21．この方法は感染などの生物材料を用いるリスクを排除するという点で

有用である．それゆえ，自己血清を用いたヒト骨組織由来間葉系細胞の培養は安全面に

おいて有用である(22(23 

 口唇口蓋裂患者は，幼少期から何度も手術が必要になる．初回手術は 3-4 か月ごろに

行われる，口唇形成術の際には，隣接する上顎骨より骨組織を採取することが可能であ

る．現在，口唇口蓋裂は出生前診断が可能であり，出生時に臍帯血より自己血清の採取

とそれの凍結保存が可能である．我々はこれまでに自己血清で培養した細胞が，従来の

FBS 培地を用いた細胞と同等の骨形成能をもつことを報告してきた(24． 

 今後の展望としては．出生前診断で口唇口蓋裂と診断された場合には臍帯血より自己

血清を採取，保存し，初回手術で得られた上顎骨由来の骨髄由来細胞を凍結保存，それ

を骨移植が必要となる混合歯列期まで保存し，顎裂部に骨移植を行う段階で，解凍，培

養を行い顎裂部の移植骨として使用可能であれば患者の負担を軽減できる可能性があ

ると考えられる． 

 さらに本技術により，骨組織由来間葉系細胞を凍結保存して臨床に用いることができ

れば，口唇口蓋裂患者のみならず，骨移植が必要になるような疾患においても骨採取の

負担を軽減できるようになる可能性があると考えられた． 
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5． 総括 

本研究により，10 年以上という長期間にわたる凍結保存を行っても，ヒト骨組織 

 由来の間葉系細胞群における，多分化能・骨形成能は維持されていることが確認され 

た．また，安全性に関しても予備的な調査としておこなった検査では異常は認められ

なかった．今後，臨床応用していくには更に安全性に関し調査を行っていく必要なあ

るものの，現段階では，骨形成能や明らかな形態学的および遺伝子学的異常がないこ

とが確認された． 

これにより，長期間凍結保存されたヒト骨組織由来の間葉系細胞は臨床応用できる

可能性が示唆された． 

 

6．今後の課題 

本研究により凍結保存されたヒト骨組織由来間葉系細胞の臨床応用の可能性が示 

唆されたが，さらに安全性の確立に向けた研究を行っていく必要がある．DNA マイ

クロアレイなどの多数のがん関連遺伝子を一度に調べる方法などが考えられる． 

本研究では，凍結保存細胞の特性の調査をしたが，凍結保存による細胞の生存率や

新鮮細胞との増殖率の違いなどは検討していない．今後は細胞の生存率を調査し，そ

れが低い場合には，凍結保存方法の改良や，新鮮細胞に比較して増殖率が低下してい

るのであれば，培養方法の改良などが必要になると考えられた． 
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10．論文図表 
Figure. 1  

 

 

 

*:  Student’s  T-test により統計学的な有意差が認められた． ( P<0.05). 

(*1: P = 0.04  *2: P = 0.01  *3:P = 0.03) 

 

a) ALP 活性の assay は骨分化誘導後 1 週目，2 週目，3 週目に行った． 

全ての週において非分化誘導群に比べ骨分化誘導群は有意に ALP 活性が高

かった． 

 

b) カルシウムの産生は，骨分化誘導群で分化誘導後 2 週目と 3 週目に認められ

た．非分化誘導群ではカルシウムの産生は認められなかった． 
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Figure.2 

 

   
 

 アリザリンレッドＳ染色では，非分化誘導群では染色されなかった(A)が， 

骨分化誘導群では染色された(B). 
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Figure.3 

 

 

 

 オイルレッド O 染色．脂肪滴が赤く染色され，脂肪分化誘導を行うことで 

脂肪が産生されたのが確認できた． 
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Figure.4   

                                

   
 

*:ウィルコクソン符号順位和検定で統計学的に有意差を認めた． ( P<0.05) 

(*1: P = 0.008  *2: P = 0.03  *3:P = 0.03  *4 = 0.03) 

Runx-2 遺伝子の発現は非分化誘導群に比べ，骨分化誘導群において，骨分化

誘導後 1 週目と 3 週目に有意に高い発現が認められた．teogenic  differentiation. 

Osterix 遺伝子と osteocalcin 遺伝子の発現は、非分化誘導群に比べ骨分化誘導

群において、骨分化誘導後 3 週目に有意に高い発現が認められた。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 

 

Figure.5 

   

   

 

倍率 ×200、スケールバー：50µm 

A: ヘマトキシリン・エオジン染色 

  ハイドロキシアパタイトの間に新生された骨が確認された。 

B: ヒトオステオカルシン免疫蛍光染色 

  新生された骨はヒトオステオカルシン免疫蛍光染色陽性であり、ヒト由来

の組織であることが確認できた。 
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Figure.6 

 

   

 

 

倍率 ×100 スケールバー：100µm 

A:骨分化誘導群 

B:非分化誘導群 

 骨の新生は骨分化誘導群では認められたが，非骨分化誘導群では認められな

かった． 
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Table.1   Donor Information 

No. Age,y Sex Donor site
Cryopreservation 

Period. y,mo 
in vitro

in 

vivo 

Cytogenetic safety 

evaluation 

1 9 F Iliac crest 10,3 ○ ○  

2 9 F Iliac crest 13,7 ○ ○  

3 18 F Iliac crest 13,3 ○ ○ ○ 

4 9 F Iliac crest 12,8 ○ ○ ○ 

5 5 M Iliac crest 12,1 ○  ○ 

6 5 F Iliac crest 11,4 ○   

7 6 F Iliac crest 11,6 ○   

 
7 検体に対し研究を行った．（男性 1 検体，女性 6 検体） 
年齢は 5 歳から 18 歳で平均 8.7 歳であった． 
骨採取部位はすべて腸骨陵からであった． 
骨組織由来間葉系細胞の凍結期間は 10 年 3 か月間から 13 年 3 か月間であり， 
平均 12 年 1 か月であった． 
 in vitro での研究は 7 検体すべてに行い，in vivo での研究は 4 検体で行われ

た．細胞学的安全性の検索は 3 例に対し行われた． 
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Table.2 Morphologic  investigation  by G-banding  stain 

No. Sex Caryotype 
Cryopreservation 

Period. y, 

1 F 46,XX 15 

2 F 46,XX 15 

3 M 46,XY 14 

4 F 46,XX 14 

5 M 46XY,inv(9)(p12q13) 13 

6 F 46,XX 12 

7 F 46,XX 12 

8 M 46,XY 11 

G-band法による細胞形態学的検査は当科で凍結保存されている検体の70検体の

うち 8 例に対し行われた．染色体異常は認めなかった． 

(inv(9)(p12q13): 正常変異) 
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