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［緒言］

口腔悪性腫療の治療では放射線治療を行うことが多いが

照射後の骨創の治癒は遅延し，放射線性顎骨壊死や感染を

発症しやすく難治性である．またこれらの治療には，顎骨

を切除し骨移植や人工骨移植が行われるが，患者の QOL 

は著しく低下する．

近年， 体 性 幹 細 胞 を 用いた骨，軟骨，筋組織などの再生

医療が飛躍的な進歩を遂げており， ES 細胞や ip S 細胞が

話 題 となっている［ 1, 2] .しかし ES 細胞や ip S 細胞に関し

ては，いまだ感染や腫蕩化のリスク，治療費の問題，倫理

的な問題などがあげられる．一方，臨床応用を考慮した場

合 ， 障害された組織を再生するために体性幹細胞を用いた

治療に期待が高まっており，このような細胞治療は傷害さ

れた組織を再生するのみでなく，疾病治療や各種創傷の治

癒促進に応用することも期待されている［ 3. 1 3] . 

骨髄中には，造血系幹細胞とともに骨，軟骨，脂肪，筋

へ分化可能な間葉系幹細胞が含まれている［ 1 4] .動物実験に

おいても，間葉系幹細胞 移植による骨形成の可能性が示さ

れており［ 1 5］，臨床においては，下顎骨区域切除を施行した

患者に，間葉系幹細胞移植による骨再生を行った報告［ 1 l] 

や，上顎 洞 底 挙 上 術 へ の 応用した報告［ 1 2］がある．またマウ

ス 下肢虚血部への間葉系幹 細 胞 移 植 に よ る 血 流 の 回 復 な ら

びに血 管新生促進が得られた報告［ 1 0 lや ， 急 性 心 筋 梗 塞 モ デ

ルに対する 細 胞 移 植 に より，血管新生，梗塞サイズの減少



が誘導でき たと いう 報告 ［ 1 6］がある．

今回わ れ わ れ は ， 放 射線照射後の骨創の治癒に対する骨

髄 由来間葉系幹細胞（BMSCs）移植の有用性と BMSC s の 骨

創治癒 に お け る 機 能 を 明らかにすることを目的として研究

を 行 っ た．

【材料と方法］（図 1)

1 . 骨髄 細 胞 の 採 取 と 培養

F344ラット（オス， 8週齢， 5匹；三共ラボサービス INC, Tokyo, 

Japan）から無菌的に切離し摘出した大腿骨の骨端を切除し，

10% fetal bovine serum(GIBCO: Life technology 

Japan, Tokyo, Japan）と複合抗生物質（ streptomycin-

penicillin-fungizone: GIBCO; : Life technology 

Japan, Tokyo, Japan）を含 有した Dulbecc o’s Modified 

Eagle Medium(DMEM)R (Sigma, St. Louis, U.S. A.）の標準

培地を 20G針付き注射筒に入れ骨髄を洗い出し， BMSC sの

初代培養と した ．両 者とも初代培養は 1週間継続し，その

後， 0.2 %トリプシンと lmM EDT Aで処理し（ 5分間） ' 1× 

1 0 5 細胞／mlで再播種した．この継代で得た細胞を 2週間培

養し， 80%コンブノレエントで継代培養を重ねた。第 2継代

目に達した後， 10%FBS, lOn M デキサメタゾン， lOnM{3 

ーグリセロリン酸， 82μ g/m lビタミン Cを加えた骨芽細胞

分化誘 導 培 地 に お い て 2週間培養を行った（分化 BMSC s ) . 

同 様 に骨芽細胞分化誘導培地での培養を行わない間葉系幹



細胞（未分化 BMSC s）も準備した．

2 . 実験動物

実験には F344ラット雄 ， 8週齢を 72匹使用した．放

射線照射は Cs ガンマ線照射装置， Cs 1 3 7 線源

(Gammacell 40:Best Theratronics Co. Ltd. Canada) 

を用いて 15G y の 1 回照射をそれぞれのラット頭部に

行った．照射後 2週目にネンブタール 100μ 1/100 gに

よる腹腔内麻酔下で，歯科用マイクロモーターと直径

4m m の ト レ フ ィ ンパーを用いて，ラット頭頂骨左右

に直径 4mm の骨欠損部を作製した．

3 . ラット頭頂骨骨欠損部への BMSC sの移植

3×105個の BMSC sを直径 4mmのコラーゲンスポンジ

（テノレダーミス GJ・TERUMO, Tokyo, Japan）に播種させ

てそれぞれの骨欠損部に埋入した．骨分化誘導培地で

培養した分化 BMSC sを移植した例を分化細胞移植群

とし 23 匹のラットを使用，未分化 BMSC s を移植し

た例を未分化細胞移 植群として同様に 23匹のラット

を使用した．対照は担体のみの埋入とし， 26 匹のラ

ッ トを使用し対照群とした．移植後 1, 2, 4週目にそ

れぞれ 2～4匹ずつ， 各 評 価 方 法 に 合 わ せ て 試 料 を 作 製

した．

4 . 評価方法

①放射線学的観察

欠損部の新生骨形 成に つい て軟 X 線発生装置



(Softex M-1005）を使 用 し ， 放 射 線 学 的 に 観 察 し た ．

移 植 床 の 骨 欠 損 部面積の測定は ImageJ(National 

institutes of Health Co. Ltd, USA）を使用した．統

計学的解析処理には Statview 5.0.software(Abacus 

concepts, Berkeley, CA）を用い， p値＜ O.O 5を統計学

的有意差ありとした ．

②血管鋳型の作製と観察

移植部周囲の血管再生を検討するために血管鋳型

注入剤（メタクリレート樹脂：メルコックス；大日

本 イ ン キ 化 学 工 業 株式会社，Tokyo,Japan ）を右心房

から生理食塩水による脱血後，血管内注入した．樹

脂の硬化後に頭頂骨を採取し，実体顕微鏡下で試料

か ら軟組織を除去， 次い で 5弘NaOClを使用して脱有機

を行った .O.OlMPBSで洗浄後 0.1 M 4酸化オスミウム

-PB S で後固定を行い，上昇エタノーノレ系列で脱水，第

三プチノレノレコールで置換後に凍結乾燥（ ID-2, EIKO 

Engineering Co. Ltd., Mi to, Japan）を行なった．

白 金 一 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）で観察し

た．

③骨表面の微細構造学 的 観 察

4%パラホルムアノレ デヒドを用いて経心臓的に濯流固

定し ， 頭 頂 骨 を 採 取した．資料は血管鋳型作製時と同



様に実体顕微鏡下で，試料から軟組織を除去し，次い

で 5%Na0Cl を 使 用 して脱有機を行った .O.OlM PB S で

洗 浄後 0.1 M 4 酸化 オ ス ミ ウ ム －PBS で後固定をし，上

昇エタノーノレ系列で脱水，第三ブチルルコールで置換

後に凍結乾燥を行なった．白金一金蒸着の後，走査型電

子顕微鏡により，骨表面の超微細形態を観察した

④組織学的観察

経心臓的に濯流固定後採取した頭頂骨を， 10%EDTA

液を用いて脱灰し，エタノール系列による脱水後，水

溶性プラスチック包埋材（ JB 4, Polysciences INC., 

Warrington, USA）に包埋した. 3 μ m で 薄 切 し た 後 ，

ヘマトキシリン・エオジン染色を行い光学顕微鏡で観

察した．

5 . 免疫組織化学的検討

細胞は第 2継代の未分化 BMSC sを使用し， Brd Uを添加した培

養液中 で 2時間の培養を 2回行った. 3×1 0 5個の細胞を直径 4mm

の担体に播種して細胞移植に使用し 骨欠損部に埋入した

（照射群）．対照群は，放射線照射を行わないで移植した群

（対照群）とした．移植後 l週目に試料を採取し， 10免EDT A液 に

よ り 脱灰した後，パラフィン包埋をして 6μ mで薄切し，通法

に従い脱パラフィン後に， 0. 3 判H2 0 2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置を行った．

DN A変性を行なうために， 4規定塩酸にて 37°C,30分間処理を

し て 棚酸・棚砂緩衝液（ PH9.0）を用いて中和した．その後一



次 抗 体として抗 Brd U抗体（ Becton Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, USA）を 室温で 60分間反応させた．次に AB C法

( VECTASTAINRABC KIT, Vector Laboratories, Inc. 

California, USA）により ，二次抗体としてベルオキシダーゼ

標識抗マウス Ig G抗体と 30分反応させた．免疫組織化学的染

色としては DAB・ H202 (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へ

の抗 Brd U抗体陽性細胞の局在を観察した．

［結果 1

1 . 放射線学的所見（写真 1) 

対照群の移植後 1' 2週目では，移植床辺縁部は形成

し た 骨 欠 損 部 の 形 態と類似していたが， 4週目では辺

縁から内方に向かつ て不透過像が僅かに認められた．

細胞移 植 群 で は ， 移植後 1週目から，分化，未分化と

もに骨欠損部の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，骨欠損部面積は形成された石

灰化物により縮小していた．石灰化物は細胞移植 4週

目で，より著明に認められた．分化，未分化細胞移植

群の骨欠損部面積に明らかな差は認めなかった. 4週

目における骨欠損部を示す透過像の面積は細胞移植

群が対照群に比較して小さく，透過像面積の計測では



統計学的に 5切水準で有意差を認めた（図 2). 

2 . 超 微 細 構 造 学 的 所 見（レジン血管注入像）（写真 2-4) 

対照群 1週目：脳硬膜側から骨欠損方向に向かう多数

の毛細血管が認められ た．

対照群 2週目：脳硬膜側の新生骨周囲に太い血管を僅

かに認める. 1週目よりも血管数は減少していた．

対照群 4週目：新生骨周囲に太い血管を認め，血管数

は 2週目よりも減少し てい た．

分化細胞移植群 1週 目：脳硬膜側から骨欠損方向に向

かう毛細血管が多数み ら れ る ． 対 照 群 と 比 較 し て 血 管

数は多く認められた．

分化細胞移植群 2週目：脳硬膜側の新生骨周囲に太い

血管を僅かに認める . 1週目よりも血管数は減少して

いた．対照群 2週目と比較して血管数に差は認めなか

った．

分化細胞移植群 4週目：新生骨周囲では部分的に毛細

血管および太い血管を認めた．血管数は 2週目よりも

増加していた．

未分化細胞移植群 1週 目 ： 脳 硬 膜 側 か ら 骨 欠 損 方 向 に

向かう毛細血管が多数認められ，骨欠損部を完全に充

たしていた．対照群 1週目，分化細胞移植 l週目と比

較して血管数は多く認められた．

未分化細胞移植群 2週 目 ： 脳 硬 膜 側 の 新 生 骨 周 囲 に 毛

細血管および太い血管を認めた. 1週目よりも血管は



限局的に位置しており ， そ の 数 は 減 少 し て い た ． し か

し対照群や分化細胞移植群の 2 週目との比較では血

管数は多くみられた．

未 分化細胞移植群 4週 目 ： 新 生 骨 周 囲 に 太 い 血 管 を 僅

かに認めた．血管数は 2週目よりも著明に減少してい

た．

3 .超微細構造学的所見（写真 5 7) 

対照群 1週目： SE M の低倍像で母骨の表面は骨新生が

ほとんど認められず，骨欠損作製時の形態に類似して

いた．拡大像で母骨 表面は血管腔を認めず平坦であっ

た．

対照群 2週目： 1週目と同様に，母骨表面に骨新生は

ほとんど認められず ， 骨 欠 損 作 製 時 の 形 態 に 類 似 し て

いた．拡大像では血管腔を伴った新生骨が僅かに認め

られた．

対照群 4週目： SE M の低倍像で，大小さまざまな孔を

伴った新生骨が骨欠損形成部周囲の脳硬膜側でみら

れたが，母骨表面は 新生骨に被覆されていない部分も

みられた．拡大像で新 生 骨 は 大 小 さ ま ざ ま な 血 管 腔 を

囲 んだ梁状構造を示し，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．

分化細胞移植群 1週目： SE Mの低倍像で，新生骨は骨

欠 損 部 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認

められた．新生骨に被覆された部分では，その表面は

平坦で血管腔が多数認 め ら れ た ． 骨 欠 損 部 の 面 積 は 対

照群よりも縮小していた．拡大像で大小不均一な血管

腔が多数認められた．

分化細胞移植群 2週目： SE M の低倍像で，新生骨は母

骨全体を完全に被覆しており，対照群 2週目，分化細

胞移植 l 週目と比較 し て そ の 新 生 骨 表 面 は 平 坦 で 轍

密な構造を示し，また血管腔も多数認められた. 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， I週目以上に大小の

血管腔を認め，その 表 面 の 一 部 に 成 熟 骨 の 形 態 を 示 し

ていた．

分化細胞移植群 4週目： SE M 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，

大小さまざまな血管腔が混在し，その数は 2週目と比

較して減少していた ． 形 成 し た 骨 欠 損 部 の 面 積 は し

2週目および対照群と比較して小さくなっていた．拡

大像では，骨芽細胞簡が散在する成熟骨の骨面を示し

て おり，その表面に広範囲の骨吸収嵩がみられた．

未分化細胞移植群 1週目： SE Mの低倍像で，新生骨は

骨欠損部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

が認められた．新生骨に被覆された部分では，血管腔



を多数伴った平坦な表面を呈していた．骨欠損部の面

積は対照群よりも縮小していたが，分化細胞移植 1週

目と差は認めなかった．拡大像で新生骨は均一で小さ

な血管腔を多数伴っていた．

未分化細胞移植群 2週目： SE Mの低倍像で，新生骨は

母骨全体を完全に被 覆 し て お り ， 対 照 群 2週目，未分

化細胞移植 I 週目と比較してその新生骨表面はやや

轍密な構造を示して いた．また小さな血管腔が認めら

れた. 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

大小の複雑な形態の石灰化物を伴う，すう疎な梁状構

造 で，均一な小さい血管腔が認められた．また，その

周 囲は成熟骨面を呈しており，その表面に骨吸収嵩が

みられた．

未 分化細胞移植群 4週目： SE M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，

血管腔を認めたが，その数は 2週目と比較して減少し

ていた．形成した骨欠損部の面積は 1' 2 週目および

対 照 群 と 比 較 し て 小さくなっていた．拡大像では，新

生骨表面に大小の血管腔が混在していた．また，骨芽

細胞嵩が散在する成 熟骨の骨面を示しており，一部そ

の表面に骨吸収富がみられた．

4 . 組織学的所見（写真 8 1 0) 

対照群 1週目：母骨 周囲には新生骨は認められず，血



管および細胞も少なかった．

対照群 2週目：母骨の脳硬膜側から骨欠損方向に向け

てわずかに新生骨を認めた．欠損部位周囲には大小の

血管が認められた．

対照群 4週目：母骨の脳硬膜側から骨欠損方向に向か

つて，わずかに新生骨が形成されていた．新生骨の骨

梁は一部すう疎で内部に血管の侵入を認めた．新生骨

の外側には大きな核を持つ類円形の細胞が存在して

いた．欠損内部では類円形の小さな炎症性細胞が集合

し，その聞に血管が存在していた．

分化細胞移植群 1週 目：母骨から骨欠損方向に向けて

新生骨形成が認められた．新生骨の骨梁は比較的すう

疎で内部に血管を認めた．新生骨周囲は骨芽締胞様の

細 胞が認められ，その聞に小さな腔の血管が存在して

いた．

分化細胞移植群 2週目：新生骨形成は母骨の脳硬膜側

から骨欠損方向に向け て 認 め ら れ ， 母 骨 を 被 覆 す る よ

うに形成されていた．新生骨の周囲は骨芽細胞様の細

胞に縁取られており，骨梁は徽密で，内部の血管はわ

ずかに認められた．

分化細胞移植群 4週 目 ： 母 骨 の 脳 硬 膜 側 か ら 骨 欠 損 部

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 立 方 形 の 骨 芽 細胞様細胞に 1列 に 縁 取 ら れ ， そ の

内 部に比較的大きな血管を認めた. 2週目とほぼ同様



に骨欠損部に類円形の小さな細胞と血管が認められ

た．

未 分化細胞移植群 1週 目 ： 母 骨 の 脳 硬 膜 側 か ら 骨 欠 損

方向に向けて新生骨 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．新生骨の骨梁は轍

密で血管が多数認められた．骨欠損部では類円形の小

さ な 細 胞 が 認 め ら れ，その聞に多数の血管が存在して

いた．

未分化細胞移植群 2週 目 ： 母 骨 の 脳 硬 膜 側 か ら 骨 欠 損

方向に新生骨形成が 認 め ら れ た ． 新 生 骨 の 骨 梁 は 徴 密

で，内部の血管は 1週目と同様に多数認められた．新

生骨の辺縁の形態は不整であり，その周囲は骨芽細胞

様の縁取られていた．骨欠損部には類円形の小さな細

胞が認められた．

未 分化細胞移植群 4週 目 ： 母 骨 の 脳 硬 膜 側 か ら 骨 欠 損

部を完全に被覆する ように新生骨形成が認められた．

新生骨は骨芽細胞様細胞に 1列に縁取られ，その骨梁

は 2週 目よ りも 密で血管は少なかった．骨欠損部の類

円形の小さな細胞と血管は 1' 2 週目と同様に多数認

められた．

5 .免 疫組 織学 的所 見（ 写真 11,12)

DA B により発色した抗 Brd U 抗 体 陽 性 細 胞 は ， Brd U 移

植群では新生骨形成 部 周 囲 ， 新 生 骨 内 ， お よ び 骨 欠 損

内 部の血管に多数分布していた. Br d U 対照群では



Brd U 陽性細胞は新生 骨内および新生骨周囲に分布し

ており，骨欠損部の血 管 に は 認 め な か っ た ．

【考察］

放射線照射された骨の創傷治癒過程において肉芽組織の

形成不良，骨形成の遅延などが確認されている［ 17-29] .そ

の機序として放射線照射 が骨創部のアルカリフォスファタ

ーゼ（ALP）活性の低下をも た ら す ［ 2 6 , 2 9 l，破骨細胞の数が減

少 す る〔 29 , 3 0〕，さらには照射部位の毛細血管の増殖が低下

し，血管再生の遅延を招く［ 3 1 lなどの報告がある．骨組織中

の AL Pは活発な基質形成を営む骨芽細胞や未石灰化骨に強

い活性を 示 す た め ， AL P 活性 の 低 下 は 骨 形 成 に お け る 基 質

形成や石灰化の低下を意味している. Takekaw a ら［ 3 2 Jは，

放射線照射後 2週目にラットの頭頂骨に欠損を形成し，同

部に腸骨移植をおこなったところ，非照射群もしくは放射

線 照射後 4週目に骨移植した群と比較して新生骨形成が抑

制されることを報告し，放射線照射が血管再生と微小循環

を 障 害したためとしている．本研究においても放射線照射

後 2週目に移植実験を行っ た と こ ろ ， 過 去 の 報 告 〔 32〕と同

様 に対照群では新生骨形成，血管新生ともに移植後 4週 経

過して も抑制されていた．このように放射線照射後の骨組

織は骨芽細胞や破骨細胞の増殖能や活動能の低下，骨周囲

血管の形成不良を呈していると考えられる．

本研究では骨髄由来間葉系 幹 細 胞 （ BMSCs）が多分化能を



有しているところに注目し，放射線照射後の骨創治癒に対

す る 効果と治癒経過を検討した．さらに移植に使用した細

胞は，骨芽細胞に分化さ せた BMSC sに加え，骨細胞への分

化をはじめ血管新生が期待できる多分化能を有した未分化

状態の BMSC sを用い検討 した．本研究結果から，対照群は

新生骨形成，血管新生ともに移植後 4週経過しても抑制さ

れていたが，幹細胞移植を行った実験群では著明な新生骨

形成が 見 ら れ た ． さ ら に未分化幹細胞移植群と分化幹細胞

移 植 群の間で，血管形成は未分化幹細胞移植群のほうが著

明 で あったが，骨形成量に差は認めなかった．骨芽細胞へ

分 化 した幹細胞移植群ではその骨芽細胞が骨新生を行って

いるが，未分化のまま移植した幹細胞は，骨芽細胞への分

化だけでなく，血管内皮細胞への分化など多種の細胞へ分

化 し 組織再生に関わった可能性が考えられる．このため骨

芽 細 胞へ分化する幹細胞数が，分化誘導後に移植した場合

と比較して少ないことが推察され， 2 群聞の骨形成能に差

が出なかったものと考えられる．

通常の組織損傷部において BMSC s は，一過性に出現して

短期間の う ち に 組 織 破 壊を食い止め，組織の修復・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

泌することが報告されている［ 33-36］.このような細胞間情

報伝達に 関しては，今回は検討を行っていないが，本研究

においても同様の現象が起こったものと推察された。

一般的に頭頂骨は膜内骨化を行う部位である．膜内骨化



が起こる場 所 は 血 管 の 発達のよい間葉組織で，血管に近接

した 問葉系細胞は結合し， 細 胞 間 隙 は エ オ ジ ン 好 性 の 基 質

が線維状に配列し血管の分布にしたがって網目状になり，

骨 小 柱を形成する．さらにこの基質に近接した間葉系細胞

は骨芽細胞へと分化する．骨芽細胞は骨基質の沈着と石灰

化を行い，骨組織が形成さ れ る ［ 3 7 J .天井ら［ 3 8 Jはラット頭

頂 部 の欠損部に骨芽細胞に分化した骨髄由来間葉系幹細胞

を移植した場合には，移植後 4 週目に新生骨が出現し， 8

週後には顕 著 な 骨 増 生 を認めると報告した．彼らは同部に

お い て骨形成マーカーである AL P活性陽性細胞数が経時的

に 減少していたことから，細胞移植時にそのほとんどを占

め て いた骨芽細胞が骨形成することによって， AL P 活性を

有さない骨細胞へと移行したとしている．また，再生骨周

囲に出現する破骨細胞数は，術後 8週日に最大値を示した

とし，これは，再生した骨が正常な骨代謝を営み，周囲骨

との融合が進んでいく過 程を表すと推察されている．本研

究 に おいては，骨新生の過程を走査型電子顕微鏡によって

観察した．その結果，骨芽細胞へ分化した細胞移植におい

て も ，未分化のまま移植した場合においても，正常な膜性

骨形成の形態〔 39〕を示し，さらに，幹細胞移植群では，照

射 し た骨といえども早期に血管新生が進み，それに伴って

新生骨形成と成熟骨への成長が確認された．

前述のごとく，放射線照 射 後 に BMSC sの移植を行うと障

害 さ れた血管形成および新生骨形成が改善することが明ら



かとなった．

骨形成 の 場 で の 血 管 の存在は，特に骨芽細胞を形成する

ために 必 要 で あ る が ， 本研究結果から骨芽細胞に分化誘導

して移植した場合でも血管の形成が認められた．これは前

述 したように分化した骨芽細胞が血管新生を誘導するため

に 必要な成長因子やサイトカインを産生，分泌した可能性

がある こ と に 加 え て ， 骨芽細胞分化誘導培地で培養した幹

細胞においても未分化細胞が残存していた可能性もあると

考えられる．

一方，未分化な BMSC sは分化した BMSC sと比較して血管

形成を促 進 し て い る こ とが確認できた. Brd U による BMS Cs 

のトレーサ一実験において，放射線照射群では，新生骨だ

けではなく，新生した血管にも存在が認められ，移植した

未分化 BMSC sは血管形成 細胞，骨形成細抱に分化・誘導さ

れることが推測された．このことは末分化 BMSC sが多分化

能を有している［ 4 0 lため，骨形成細胞，血管形成細胞など骨

形成に必要な細胞に分化し，放射線照射によって傷害され

た骨の 創傷治癒に必要な細胞の供給源となって治癒を促進

すると考えられた．しかし ， 放 射 線 照 射 を し て い な い BrdU 

対照群では創傷治癒に利用される細胞増殖能が正常である

こと，さらに骨芽細胞，血管形成細胞に分化する能力が低

下していないことから，生体内での治癒機能が十分に働き，

移植した細胞を必要としなかったと考えられ，放射線照射

後の障害を受けた骨創に， BMSC s を移植することは，骨創



治癒を促進し，正常な骨形成に有用であると思われた．

移植された BMSC sは免疫作用 抗炎症作用および成長因

子 や 細胞外分泌物の放出により創傷治癒を促進する作用な

どを有していると報告されている［ 4 1 ' 4 2 l .さらに骨髄由来

間 葉 系幹細胞移植による創傷治癒促進は， EG Fや bEGF, VEGE, 

TGF-/3な ど を 分 泌 し 血 管新生，抗アポトーシス効果を局所

でもた らす と考 えら れて いる［ 4 3 l .今後はこのような成長因

子の存在やその内容に関 して，更に検討する必要があると

考えられた．

【結語］

骨髄由来間葉系幹細胞は放射線照射後の骨再生医療に有用

で あ ると考える．また，照射後の骨欠損部に移植した骨髄

由来間葉系幹細胞は，骨形成細胞および血管形成細胞に分

化することで骨形成および創傷治癒の改善に関与している

ことが明 ら か と な っ た ．
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（図2）軟X線写真による
骨欠損部面積の測定
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写真1軟X線写真

1週目 対照群 分化細胞移植群 未分化細胞移植群

4週目 分化細胞移植群 未分化細胞移植群

対照群：移植後1週目（A）では，移植床辺縁部は骨欠損部の形態と類
似していたが， 4週目（8）で、は辺縁から内方に向かってわず、かに不透
過像が認められた．
細胞移植群：移植後1週目において分化（C），未分化（E）ともに骨欠損
部の辺縁から不透過像が認められ，骨欠損部面積は縮小していた
石灰化物は細胞移植4週目で分化（D），未分化（F）ともに骨欠損部面積
はより縮小していた



写真2：レジン血管注入像対照群

(A）：対照群1週目では脳硬膜側から欠損部に向けての血管（V）を認める．

(B,C）：対照群2,4週目においても血管は僅かに認める程度で、あった．



写真3：レジン血管注入像分化細胞移植群

(A）：分化細胞移植群1週目では脳硬膜側から欠損部に向けて多数の血管（V)

を認めるべ8):2週目では血管は僅かに認める程度であった（C):4週目では
血管は増加していた．



写真4：レジン血管注入像未分化細胞移植群

(A）：未分化細胞移植群1週目では脳硬膜側から欠損部に向けて多数の

血管（V）を認めるべB):2週目においても血管を多く認めた岡（C):4週目では

血管は僅かに認める程度で、あった



写真5：走査型電子顕微鏡像対照群

A,C,E：弱拡大． B,D,F：欠損辺縁部の強拡大

(A,B,C,D): 1、2週目で、は母骨周囲（HB）に骨新生はほとんど認めなかった a

(E,F): 4週目では欠損側周囲に大小の血管腔（V）を伴い新生骨（NB）が形成

されていた



写真6：走査型電子顕微鏡像分化細胞移植群

A,C,E：弱拡大＝ B,D,F：欠損辺縁部の強拡大

(A): 1週目で、は新生骨（NB）で母骨（HB）のほとんどを覆っていた.(B）：新生骨面に

大小の血管腔（V）を認めた.(C,D):2週目では血管腔（V）を認め骨欠損部面積が

縮小していた.(E,F): 4週目では成熟骨面倒）や広範囲な骨吸収富（R）を認めた．



写真7：走査型電子顕微鏡像未分化細胞移植群

A,C,E：弱拡大． B,D,F：欠損辺縁部の強拡大
(A): 1週目では新生骨（NB）で、ほとんど母骨（HB）を覆っていた（8）：新生骨は大

小の血管腔（V）を認めた.(C,D):2週目ではすう疎な梁状構造を認め骨欠損部
面積が縮小していた.(E,F): 4週目では成熟骨面（M）や骨吸収寓（R）を認めた．
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写真9 光学顕微鏡像分化細胞移植群

X10 

(A）：細胞移植群1週目で骨芽細胞（OBL）に固まれた内部に血管を伴う
骨新生を認めた.(8,C): 2,4週目において新生骨肉の血管減少と骨の
徹密化が見られた骨芽細胞はやや扇平化し、規則的に配列してい

る



写真10 光学顕微鏡像未分化細胞移植群

(A）：移植後1週目から骨新生を認め、周囲に多数の血管（V）を認めた．
(8): 2週目では骨芽細胞（OBL）（こ固まれた旺盛な骨新生を認める．

(C):4週目において欠損部を覆うように徹密な新生骨が認められた．



写真11 光学顕微鏡像免疫染色後

対照群

BrdU陽性細胞（企で示す）は新生骨内および新生骨周

囲に見られるが，骨欠損部の血管には見られない



写真12 光学顕微鏡像免疲染色後

細胞移植群

BrdU陽性細胞（企で示す）は新生骨内および新生骨周囲に

見られる．

骨欠損部で、は血管にBrdU陽性細胞（習で示す）を認める




