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1. はじめに 
  

ヒトの血液は、骨の内部にある海綿状組織の骨髄で産生されている。骨髄に含まれる造血

幹細胞が赤血球や白血球などの種々の血液細胞に分化することを造血と呼び、疾患発生機序

の解明や治療法の開発に向けた造血機構の研究が広く実施されている。  

ヒトを含む哺乳類の骨髄は、造血幹細胞をもととする血液細胞と間葉系幹細胞をもととす

る骨髄間質細胞（BMSC）および骨髄特異的な細胞外マトリックス（ECM）で構成されてい

る（図 1. A）。また、BMSC と骨髄 ECM からなる造血ニッチによって造血が制御されること

が知られている 1。現在、BMSC と造血幹細胞の共培養系やコラーゲンなどを足場とする 3 次

元培養系により、BMSC や 3 次元環境による造血 /血液細胞の増殖や分化の制御が明らかにさ

れつつある。しかし、骨髄 ECM の造血機能への影響解析は進んでおらず、骨髄 ECM を有す

る培養基材の開発が行われている。ヒトや動物の骨髄から細胞を除去した脱細胞化骨髄は骨

髄 ECM からなる材料であるが、播種された細胞が浸透しにくいことが課題となっている 2。  

当研究グループは、無機粉末のブロック化に用いられる冷間等方圧成型（CIP）を応用し、

種々の脱細胞化組織粉末をブロック化する技術を確立している 3。また、NaCl を利用するこ

とで脱細胞化組織ブロックの多孔質化が可能であり、組織 ECM を有する培養基材への応用可

能性を見出している。  

本研究では、脱細胞化組織粉末のブロック化手法を用いた多孔質骨髄 ECM ブロック作製、

BMSC と骨髄 ECM からなる新たな骨髄モデル開発に取り組んだ（図 1. B）。  

 
図 1. （A）骨髄の構成と（B）本研究の多孔質骨髄 ECM ブロックの作製工程  

 

2. 実験方法  
  

2-1. 脱細胞化ブタ骨髄粉末の作製  

研究用成体ブタおよび胎児ブタの骨から採取した骨髄に高静水圧印加、核酸分解酵素と

エタノールによる細胞残渣洗浄を行って脱細胞化ブタ骨髄を作製した。未処理ブタ骨髄と

脱細胞化ブタ骨髄の H&E 染色と DNA 定量により細胞除去を評価し、続いて、凍結乾燥と

粉砕処理により脱細胞化ブタ骨髄を粉末化した 4。  

2-2. CIP による脱細胞化ブタ骨髄粉末の多孔質ブロック化  

  脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末、NaCl 粉末とタンパク質架橋酵素（トランスグルタミナー

ゼ：TG）を混合して、シリコンモールドに充填した。粉末含有モールドに CIP 成型機を用

いて 200 MPa の静水圧を 10 分間印加した。混合粉末のブロックを 37℃で 72 時間静置して

TG によるタンパク質架橋反応を行った。続いて、リン酸緩衝液に混合ブロックを浸漬して

NaCl および TG を除去し、凍結乾燥を行って多孔質胎児骨髄 ECM ブロックを作製した。  

 多孔質胎児骨髄 ECM ブロック、多孔質化していない胎児骨髄 ECM ブロックを白金コー

トし、走査型電子顕微鏡で観察して表面構造を評価した。  

2-3. 多孔質胎児骨髄 ECM ブロックへの BMSC 播種  

 ヒト BMSC を 10％FBS 含有 RPMI に懸濁し、多孔質胎児骨髄 ECM ブロックに添加し

た。一定期間培養後に DAPI 染色と DNA 定量を行い、多孔質胎児骨髄 ECM ブロックへの

BMSC の生着および増殖を評価した。  



 

2-4. BMSC 含有多孔質胎児骨髄 ECM ブロックへのヒト造血前駆細胞（HPC）播種  

 BMSC を含有していない多孔質胎児骨髄 ECM ブロック、BMSC 含有多孔質胎児骨髄 ECM

ブロックにヒト HPC 懸濁液を添加し、一定期間培養した。未処理の成体ブタ骨髄と HPC

播種後のブロックのギムザ染色を行い、ヒト HPC のブロックへの生着を評価した。  

 

3. 実験結果と考察  
  

3-1. 成体ブタと胎児ブタの脱細胞化骨髄粉末の作製  

H&E 染色において、成体ブタと胎児ブタの未処理骨髄には細胞核の染色が認められた。

一方、脱細胞化骨髄では、細胞核の染色は認められなかった（図 2. A-D）。また、未処理骨

髄と比較して、脱細胞化骨髄では DNA 量の減少が確認され、高静水圧法により成体ブタお

よび胎児ブタの骨髄から細胞が除去されたことが明らかになった（図 2. E）。  

凍結乾燥と粉砕処理による脱細胞化骨髄の粉末化を行った。成体ブタの脱細胞化骨髄は

粉末状ではなくペースト状になった。胎児ブタの脱細胞化骨髄は白い粉末になったため、

今後の実験には脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末を使用した。  

哺乳類の骨髄は成長とともに脂肪細胞が増加することが知られており、成体ブタの脱細

胞化骨髄には脂質が多く含まれたため、粉末化しかなったと考えられる 5。一方で、胎児ブ

タの脱細胞化骨髄は脂質が少なかったため、凍結乾燥および粉砕処理によって粉末化した

と推察される。  

 
図 2. （A-D）未処理および脱細胞化骨髄の H&E 染色と（E）DNA 量  

 

3-2. 多孔質骨髄 ECM ブロックの作製と特性評価  

CIP を用いて脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末のブロック化を行った。NaCl を使用しないで作

製した骨髄 ECM ブロックは表面に孔が認められず、粉末同士が接着した状態だった（図 3. 

A, B）。一方、NaCl を用いて作製した多孔質骨髄 ECM ブロック表面には多数の孔が認めら

れた（図 3. C, D）。  

CIP では、圧力によって変形した粉末間の接触面積が増加することでブロック化する 6。

NaCl なしでは、脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末同士が密に接着したことで孔がないブロックが

作製されたと考えられる。NaCl は水に可溶であり、脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末は水に対し

て不溶である。NaCl を含有した骨髄 ECM ブロックを洗浄、凍結乾燥することで NaCl が除

去された部分に孔が形成され、多孔質骨髄 ECM ブロックになったと考えられる。また、

TG によって骨髄 ECM のタンパク質が架橋されたため、洗浄後も多孔質骨髄 ECM ブロック

の形態が安定していたと考えられる。  

 
図 3. （A, B）骨髄 ECM ブロック、（C, D）多孔質骨髄 ECM ブロックの写真と SEM 画像  

 



 

3-3. 多孔質胎児ブタ骨髄 ECM ブロックへのヒト BMSC 播種  

ヒト BMSC を多孔質胎児ブタ骨髄 ECM ブロックに播種し、DAPI 染色と DNA 定量で細

胞分布と増殖を評価した。播種 1 日後では、多孔質胎児骨髄 ECM ブロックの内部に細胞核

が認められた（図 4. A）。播種 7 日後の DAPI 染色において、Day1 より多くの細胞核が多孔

質胎児骨髄 ECM ブロック内部に認められ、DNA 量の増加も認められた（図 4. B, C）。  

多孔質胎児ブタ骨髄 ECM ブロックは直径約 150 µm の孔を有したため、BMSC が内部ま

で浸透することが出来たと考えられる。また、BMSC は骨髄内の接着細胞であるため、骨

髄 ECM からなるブロックに接着したと推察される。さらに、連通孔を介して酸素や栄養が

多孔質胎児ブタ骨髄 ECM ブロック内に到達したため、ブロック内で BMSC が生存し増殖

したと考えられる。  

 
図 4. （A, B）BMSC 播種骨髄 ECM ブロックの DAPI 染色と（C）DNA 量  

 

3-4. BMSC 含有多孔質胎児骨髄 ECM ブロックへの HPC 播種  

  BMSC を含まない多孔質胎児骨髄 ECM ブロックと BMSC 含有多孔質胎児骨髄 ECM ブロ

ックにヒト HPC 懸濁液を添加して 3 日間培養した。ギムザ染色において、BMSC を含まな

い多孔質胎児骨髄 ECM ブロックでは、HPC が観察されなかった（図 5. B）。一方、BMSC

含有多孔質胎児骨髄 ECM ブロック内には HPC が認められた（図 5. C）。  

  HPC は浮遊細胞であり、体内では BMSC と相互作用することで骨髄に局在している 7。

BMSC がない多孔質胎児骨髄 ECM ブロックでは、HPC と骨髄 ECM の相互作用が弱かった

ため、HPC はブロック内に生着しなかったと考えられる。一方、BMSC 含有多孔質骨髄

ECM ブロックでは、ブロックに生着した BMSC によって、播種された HPC が多孔質胎児

骨髄 ECM ブロックに留まったと考えられる。  

 
図 5. （A）成体ブタ骨髄、（B）HPC を播種した BMSC 非含有骨髄 ECM ブロックと（C）HPC を播種

した BMSC 含有骨髄 ECM ブロックのギムザ染色  

 

4. まとめ 
  本研究では、CIP を利用して骨髄 ECM を有する培養基材および造血ニッチ模倣材料の作

製に取り組んだ。脱細胞化胎児ブタ骨髄粉末から作製した多孔質骨髄 ECM ブロックは、

BMSC の浸潤および接着が可能な基材であった。また、多孔質骨髄 ECM ブロック内の

BMSC と HPC が相互作用することで、骨髄に類似した環境が再現され、骨髄モデルとして

の応用可能性が見出された。  
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