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目的と方法： 

目的 

令和3年中の交通事故件数は30万5,196件と年々減少傾向にあるが、80歳以上の高齢者

の占める割合は増加し続けている。従って、高齢者交通外傷患者の骨折、骨欠損治療

は、極めて重要である。間葉系幹/間質細胞（MSC）は、骨芽細胞や軟骨細胞を含む多

様な細胞への分化能に加えて、骨再生に不可欠な栄養因子を分泌することから骨再生

に有用な細胞源である(1,2)。MSCのスフェロイド培養は、従来の二次元培養に加え、

栄養因子の産生が亢進することが報告されている。(3-5)。しかし、スフェロイド単体

では、骨再生を促進する効果が限定的であるとの報告もなさられている(6,7)。 

近年我々は、スフェロイドサイズにより栄養因子の産生が異なることを報告してきた

(8)。一方、申請者は細胞外マトリック、特にコラーゲンによる成長因子徐法の研究を

行ってきた。 

本研究では異なるサイズのスフェロイドを組み合わせた混合スフェロイド移植の有

用性とスフェロイド周囲のマトリックスへの成長因子吸着による新規骨再生法の有

用性を検討した。 

 

方法 

2細胞培養 

MSCを1.25×10５ cells/well、1.25×106 cells /well の細胞数で細胞接着シャーレ（単層

培養）および細胞非接着シャーレ（スフェロイド培養）内で5日間培養した。5日間培

養後、栄養因子（bFGF,Bmp2, Vegfa）の発現を検討した。また、作製したスフェロイ

ドは下記成長因子結合アッセイ、マウス骨折モデルに用いた。 

 

成長因子結合アッセイ 

スフェロイドへのbFGF結合を評価するたにFITC標識bFGF溶液とスフェロイドを混

合し、30分間反応させた。上清を採取後、ELISAキットを用いて未結合bFGFの濃度を

測定した。インキュベーション後の上清中のbFGF濃度の減少を測定することで、ス

フェロイドへのbFGFの結合を定量化した。 

 

マウス骨折モデル 
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C57BL/6Jマウスを用いて、大腿骨骨折モデルを作成した。骨折させたマウスを次の5

つのグループに分けた：骨折のみ（コントロール）、スフェロイド単独、bFGF 10 μg

単独、bFGF 1 μg吸着スフェロイド、bFGF 1 μg吸着凍結スフェロイド（dSpheroids）。

なお、1.25×106 cells /wellを移植すると骨折部で介在物となり、骨折治癒が遅延した

ため、スフェロイドは1.25×10５ cells/wellの条件で作製したものを移植に用いた。サ

ンプルサイズは、G*Power 3.1ソフトウェアを用いて、予備実験の結果（各群n=3）に

基づいて計算した。コントロール群とbFGF-スフェロイド群間の骨ミネラル含有量

（BMC）の平均と標準偏差を用いて、効果量を計算した。効果量（Cohen's d）は、2

群の平均値の差を標準偏差で割ることで算出した。効果量（d = 1.37）、有意水準（α）

0.05および検出力（1 − β）0.8を用いて、必要なサンプルサイズを決定した。その結

果、10匹のサンプルサイズが必要であることが示された。骨折4週後のマウスから大

腿骨を採取し、μCT撮影を行った。新生骨の骨体積（BV）および骨ミネラル含有量

（BMC）は、3D画像解析ソフトウェア（Tri-3D-Bon; Ratoc System Engineering, Tokyo, 

Japan）を使用して定量化した。 

 

2.7 統計解析 

統計解析には、まずShapiro-Wilk検定を使用してデータの正規性を評価した。2つの群

間の比較には、データが正規分布に従うかどうかに応じて、t検定またはマン・ホイッ

トニーU検定を適用した。2つ以上の群間の比較には、データが非正規分布であったた

め、クラスカル・ウォリス検定とダン検定を用いた。 

 

結果 

3.1 栄養因子の発現 

スフェロイド培養MSCは単層培養MSCに比べ有意に bFGF, Bmp2, Vegfa の発現が有

意に高かった（P<0.001）。 

 

3.1,bFGF結合アッセイ 

蛍光顕微鏡観察により、スフェロイド周辺にFITC蛍光が確認され、FITC標識bFGFが

スフェロイドに結合したことが確認された。培養上清中のbFGF濃度を測定した結果、

スフェロイドおよび凍結スフェロイドにそれぞれ250.8 ± 5.7 ngおよび241.9 ± 42.3 

ngのbFGFが吸着したことが明らかになった。スフェロイドと非生存スフェロイド間

で結合能に有意な差は見られなかった。これらの結果は、bFGFが生存および非生存

スフェロイドの両方と効果的に結合することが示された。 

 

3.4 bFGF吸着スフェロイドが骨体積および骨ミネラル含有量に与える影響 

骨折後4週のCT画像および骨体積（BV）と骨ミネラル含有量（BMC）の定量結果を示

している。bFGF吸着スフェロイドを用いた群では、BVおよびBMCがコントロール群
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（BV: p = 0.012、BMC: p = 0.015）、bFGF単独群（BV: p = 0.012、BMC: p = 0.008）、お

よびスフェロイド単独群（BV: p < 0.001、BMC: p < 0.001）に比べて有意に高くなっ

た。また、非生存スフェロイドにbFGFを負荷した群でも、スフェロイド単独群に比べ

てBVおよびBMCが有意に増加した（BV: p = 0.003、BMC: p = 0.017）。 

 

考察 

スフェロイドMSCでは単層培養MSCに比べ骨形成に重要なbFGF, BMP-2, VEGFの発

現が増加した。結合アッセイでは、bFGFがMSCスフェロイドに効果的に結合するこ

とが示され、MSCスフェロイドが成長因子のキャリアとして機能する可能性を示唆し

ました。in vivoでは、bFGFを負荷したスフェロイドは、コントロール群に比べて有意

にBVおよびBMCを増加させました。特に、生存MSCスフェロイドが骨再生を促進す

る上で重要であり、スフェロイド単独やbFGF単独、あるいは非生存スフェロイドに

bFGFを負荷した場合には、同様の効果は観察されなかった。 

bFGFとコラーゲンキャリアとの相互作用は、多くの研究で広く文献に記載されてお

り、コラーゲンがbFGFの有効なデリバリーシステムとして機能することが示されて

いる(9,10)。コラーゲンは、その構造的性質とbFGFとの高い親和性により、標的部位

での持続的な放出を可能にし、組織修復および再生を促進することが知られている。

たとえば、コラーゲン足場は、骨治癒モデルにおいてbFGFをデリバリーするために

使用されており、骨形成の促進が確認されている(9,10)。本研究の結果は、MSCスフェ

ロイドがbFGFのキャリアとして機能し得ることを示唆している。MSCスフェロイド

は、コラーゲンが豊富なECMを産生し、これによりbFGFが持続的に放出される。こ

れにより、体内での迅速な拡散と短い半減期というbFGF投与の欠点を克服できる可

能性がある。スフェロイドは、骨折部位での局所的のbFGFの放出し、長期にわたる骨

形成に関与するかもしれない。 

本研究で非生存スフェロイドにbFGFを負荷した群でも骨治癒が観察されたことは、

この群での骨形成促進効果はbFGF自体によるものである可能性が高い。一方で、生

存MSCスフェロイドはキャリアとして機能するだけでなく、BMP-2やVEGFなどの追

加因子を分泌し、骨再生を促進したものと考えられる。この違いは、bFGFとMSCスフ

ェロイドの生物学的活性が骨再生において重要な役割を果たすと考えられる。 

先行研究では、10 μgのbFGFをマウス骨折モデルに投与すると骨形成が促進される

一方で、1 μgのbFGFでは有意な骨再生効果が観察されないことが報告されている

(10)。本研究の結果もこれと一致しており、1 μgのbFGF単独では骨形成が増加しなか

った。しかし、1 μgのbFGFをスフェロイドと組み合わせた場合には、骨形成が有意

に増加した。この結果は、低用量のbFGFでもスフェロイドによるbFGFデリバリーシ

ステムと組み合わせることで効果的に骨再生が促進される可能性を示している。これ

により、bFGF治療において高用量に伴うリスク（例えば、血小板減少症、腎毒性、悪

性細胞の活性化など(11,12)を最小限に抑えながら、骨形成促進効果を発揮することが
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可能となるかもしれない。 

一方、大小のスフェロイドを組み合わせた混合スフェロイド移植では、大きなスフェ

ロイドを移植した際に介在物となり、骨癒合の遅延が生じた。本研究ではマウスモデ

ルを用いたため、マウス大腿骨に対して大きなスフェロイドを移植したことが、骨癒

合阻害に働いた可能性がある。今後はラットやウサギなどの骨折モデルを用いて検討

を行う必要がある。 

 

結論 

本研究は、bFGF吸着MSCスフェロイドが骨再生を促進に有用であることを示した。

本方法は高齢者交通外傷患者の治療法に有用かもしれない。なお、結果の詳細は 

Bioengineering 2024,11, 1041. https://doi.org/10.3390/bioengineering11101041に掲載さ

れている。 
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