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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から神経堤を介して誘導したMSC（iNCMSC）のin vitroの解析から、
iNCMSCはヒト骨髄由来MSCと比較し、同等もしくはより高い骨分化能、軟骨分化能を有することが示唆された。
iNCMSCを高密度培養することで得られる人工組織（iNCMSC-TEC）を作成し、免疫不全ラットの軟骨欠損部に移植
した場合、滑膜間葉系幹細胞移植由来TEC移植の際に認められた骨軟骨組織の形成は起こらなかった。骨軟骨修
復へのiNCMSCの有用性にはさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The analysis of MSCs derived from human iPS cells via neural crest (iNCMSCs)
　in vitro  suggested that they have equal or higher osteogenesis and chondrognesis potential 
compared to human bone marrow-derived MSCs. An artificial tissue (iNCMSC-TEC) obtained by 
high-density culture of iNCMSC was prepared, and this artificial tissue had chondrogenic potential 
when cultured in chondrogenic condition in vitro.However, transplantation of iNCMSC-TEC into an 
immunodeficient rat cartilage defect did not result in the formation of cartilage, suggesting that 
it may not be possible to measure the true therapeutic effect in the xenograft test.

研究分野：軟骨再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節軟骨は血管に乏しい組織であるため、一度損傷すると自発的な修復が起こりにくい組織としても有名であ
る。そのため、軟骨治療に対して過去にはさまざまな治療法が検討されてきた。今回のiNCMSCを用いた研究の結
果では、iNCMSCはin vitroでは高い軟骨分化能を示したことから軟骨治療において有用な治療オプションにはな
りえるが、in vivoでの結果を踏まえ、臨床応用までにはさらなる検討が必要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

関節軟骨は荷重衝撃の緩衝、関節滑動性の獲得に重要な役割を担っているが、血行に乏しく難治
性の組織である。損傷部の放置は軟骨下骨病変を合併し二次性の関節症変化へと進展することも
多い。全世界で変形性関節症の潜在患者数は３千万人とも推定され、有効な軟骨の治療法の開発
は急務である。近年、難治性組織である軟骨組織を対象に再生医療的手法による治療法研究が広
まっているがその成功には細胞源の確保とともに移植先での細胞の物理的安定性、分化機能の安
定化を保障する再生医療材料の開発が重要である。 
本研究にあたり、我々もMSC、ES 細胞、およびiPS 細胞を用いて様々な再生医療研究開発を行っ
てきた。その主たるものとして、三次元人工組織(Tissue Engineered Construct; TEC)の開発が
ある。再生医療材料の多くは細胞の集積の維持、細胞増殖、分化機能の安定化、さらには治療部
位にかかる力学的ストレスからの保護などのために大多数の研究では生体基盤材料（スキャフォ
ールド）が使用されてきた。しかし、スキャフォールドの多くは、生物材料、高分子化学材料を
含有し、それらが長期にわたり生体に及ぼす影響は予測しきれない問題がある。そこで我々はMSC 
を用いた細胞の足場（スキャフォールド）を使用せず培養幹細胞が産生する細胞外基質を骨格と
した３次元人工組織(Tissue Engineered Construct; TEC)を開発した。TECはマトリックス内部
にMSCが高密度で三次元に配置され(図1A)、培養開始時の細胞数、密度、培養期間の調整により
その大きさ、形状を自在に調節することが可能な組織であり、fibronectin等の細胞接着因子に
富み、強い組織接着性を有する。また、滑膜MSC を用い作成したTEC は大型動物研究により軟骨
修復に対する有用性を確認した(図1B)。本研究は引き続き厚生労働省ヒト幹細胞臨床研究へ移行
し、現在、臨床試験が大阪大学医学部附属病院にて開始されている(図1C;ヒト臨床研究第一例、
TEC移植後1年の組織増、サフラニンO陽性の軟骨用組織にて修復されている組織像)。 
一方、細胞源としてのMSC には、①組織から分離するために細胞数の確保に限界がある、②MSC 自
体の軟骨分化能に限界があり完全な硝子軟骨による修復を期待し辛い等、克服すべき問題も多い。
その効率的な解決の可能性として自己複製能と多分化能を失わないES 細胞やiPS 細胞などの多
能性幹細胞の利用がある。我々は近年ES 細胞から胚様体形成を経てMSC 様の細胞に分化誘導す
る方法を報告した。本法を用いて家兎ES細胞より誘導したMSC(ES-MSC) からTEC(ES-TEC) を作成
し、骨軟骨欠損に移植したところES-MSC 由来TEC は移植後１か月でトルイジンブルー濃染され
る硝子軟骨組織を形成し(図2)、１か月で硝子軟骨により修復した。一方で滑膜MSC 由来TEC 移
植では染色性は低く、軟骨形成に2 か月以上を要しかつ修復組織も完全な硝子軟骨とは言い難く、
滑膜由来に比してES-TEC の軟骨修復能の高さが示された。また網羅的遺伝子解析により、ES-MSC 
の遺伝子プロファイルは未分化状態では滑膜MSC との間に相違があるものの軟骨分化誘導後に
は近似収束することが判明し、ES-MSCは分化と共にその安全性も滑膜MSCと同水準に高まる可能
性がある。本結果は、多能性幹細胞であるiPS細胞由来のTEC(iTEC)が安定して作成されれば、従
来の滑膜MSC由来TECの性能を凌駕した再生医療材料となる可能性を示唆するものである。 
また、我々は健常人皮膚細胞からレトロウイルスベクターにより 3因子（Oct3/4, Sox2, Klf4）
を導入樹立した iPS 細胞株 253G1 を理研 cell bank より入手し、iPS 細胞からの MSC 誘導研究
を開始した。ES 細胞と同様に胚様体より誘導培養後、CD44, 73, 105 の MSC マーカーでソーテ
ィングして iPS 細胞由来 MSC (iMSC)樹立に成功した(図 3A)。樹立直後の iMSC は MSC マーカー
陽性で、骨・軟骨・脂肪への分化能を有した(図 3B)。しかしこの形質は継代と共に変化し、次
第にコロニー形成する小型の細胞が増大し(図 3C)、また Oct3/4, Sox2, Klf4 の 3 因子は全て
再活性化した(図 3D)。本結果により 253G1 株より誘導された iMSC は継代と共により未分化な
状態の細胞が混入し、間葉系細胞の形質維持が困難であることが判明した。レトロウイルス使
用では 3 因子はゲノムに取り込まれる(ゲノミック iPS)ため、培養と共に再活性化する機会が
高いと考えられ、ゲノム外への 3 因子導入等、他の手法により樹立された iPS 細胞株の使用も
考慮する必要性が示唆された。 
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２．研究の目的 

軟骨再生医療においても人工多能性幹(iPS)細胞は究極の細胞源として注目されているが、その
臨床応用には細胞の確実な分化制御法に加え、安定した移植技術の確立が必須である。我々は滑
膜および胚性幹(ES)細胞由来間葉系幹細胞(MSC)を用い、細胞と細胞自身が産生する細胞外基質
から構成される三次元人工組織(TEC)を開発した。TECは、組織接着性に優れ安定した移植が容易
で、かつ強い軟骨分化能を持つ国際的にも独創的な再生医療材料であり、臨床応用も開始されて
いる。本研究の目的はTEC 作製技術をiPS 細胞に応用し、臨床応用を視野に入れた再生医療材料
(iTEC)を開発することである。本研究の成功にはヒトiPS 細胞より再現性高く形質の安定した
MSC への分化誘導が必須でありiPS細胞より間葉系細胞への分化誘導研究における問題点を検証
し、解決して長期にわたり形質を維持できる間葉系細胞株(iMSC)を樹立する。ヒトiPS細胞から
誘導された間葉系細胞由来TEC製造技術を確立し、その安全性、有効性を軟骨損傷の動物モデル
(Xenograft model)にて検証する。 
 

３．研究の方法 

1)episomal iPS細胞株の維持技術確立及び、iMSCへの分化誘導最適化 
従来のフィーダー細胞(SNL 76/7 feeder cell)共培養法に加え、フィーダーフリーで安定的に培
養できる系を検討した。episomal iPS細胞（409B2株）を理化学研究所から供与を受け、コーテ
ィング剤・Laminin-511 E8フラグメント (iMatrix, ニッピ)と多能性幹細胞用人工培地・mTeSR 
(ベリタス)を用いた。 
次にこのfeeder less培養したepisomal iPS細胞を用いて胚様体を介した間葉系幹細胞（MSC）様
細胞の誘導方法の検討を行った。基礎培地（DMEM, aMEM, DMEM/F-12）や血清（FBS, KSR）、成長
因子（bFGF, EGF, PDGF）での培養を施行し、最適な胚様体形成培地を検討した。また、feeder less
のiPS細胞から得られたiMSCのMSCマーカー、多能性マーカーの発現及び分化能を調べた。 
2) ヒトiPS細胞から神経堤を介して誘導したMSC（iNCMSC）の作成 
京都大学iPS細胞研究所よりヒトiPS細胞由来神経堤細胞の提供を受け、その細胞を血清培地で培
養する事でiNCMSCを誘導した。また、iNCMSCのMSCマーカー、多能性マーカーの発現を調べた。 
3) iNCMSC由来TECの開発 
iNCMSCs 由来 TEC の作成は従来の滑膜 MSC 由来 TEC と同様に初期細胞密度 4×105 cells/cm2、
アスコルビン酸存在下で平面培養を行い、その後細胞と培養皿の境界にずり応力を発生させ、
細胞－マトリックス複合体を浮遊培養とし 3次元化組織（iNCMSC-TEC）を得た。iNCMSC-TEC を
用いて in vitoro での骨、軟骨分化能及び in vivo で軟骨修復能を検討した。in vitro で分化
試験は、培養 2 週間の iNCMSC を使用し、軟骨培養試験では serum free の pellet culture を行
い、分化因子には TGFｂ3 と BMP2 を使用した。in vivo 実験ではラット骨軟骨欠損モデルを用
い移植無の Empty 群、ヒト骨髄 MSC 移植群を設け iNCMSC-TEC 群と比較検討した。 
 
４．研究成果 
1)episomal iPS 細胞株の維持技術確立及び、iMSC への分化誘導最適化 
episomal iPS 細胞（409B2 株）は、安定的に feeder less で chemical defined に iPS 細胞を維
持することが可能であった。 
 次に、培地検討において、5%FBS, 5% KSR 含有 DMEM/F-12 に 10ng/mL bFGF を添加した培地で
安定的に胚様体が形成可能で、その後の接着培養による MSC 様細胞の誘導効率も格段に高かっ
た。一方、bFGF 不含の物や、FBS のみの使用では胚様体形成能が悪く、誘導 MSC も増殖性を有
さない老化した細胞が得られた。栄養因子・成長因子過多な人工培地からの急激な環境変化に
よるストレスだと考察された。上記手法で誘導した MSC（iMSC）は早期に間葉系幹細胞マーカ
ーの発現の有した一定のポピュレーションに収束し、2 か月以上維持培養が可能であった。ま
た長期培養により細胞老化を起こし、腫瘍細胞のような異常な増殖能を示すことは無かった。 
また、feeder less の iPS 細胞から得られた iMSC は、CD44, CD73, CD90, CD105 が陽性の純度
が高く、多能性マーカー（TRA-1-60, Oct3/4, Nanog, Sox2, Lin28a）の発現消失および減少が
確認された。一方で、この iMSC は、それぞれの系列への分化能は有するものの生体から採取し
た MSC と比較すると、その分化能は低くかった。 
2) ヒトiPS細胞から神経堤を介して誘導したMSC（iNCMSC）の作成 
神経堤細胞を血清培地で培養後1-2週以内にMSCマーカー(CD44, 73, 105)陽性かつ神経堤マーカ
ー(CD271)陰性の細胞集団が再現性高く得られることがわかり、さらに多能性マーカー（TRA-1-60, 
Oct3/4, Nanog, Sox2, Lin28a）の発現は著しく消失していることから安全性についても鑑みら
れた。 
3) iNCMSC由来TECの開発 
In vitroにおいて、骨分化誘導により早期でのALP発現上昇、その後の石灰化基質の沈着を認め、
骨分化関連遺伝子の発現上昇も認めた。 
また、軟骨分化試験では、TGFb, BMP2シグナルによりサフラニンO陽性、2型コラーゲンリッチな
硝子軟骨様組織が形成され、培養日数に伴う軟骨分化の関連遺伝子、GAG量の上昇を認め、軟骨
様の組織を形成することも確認された(図4)。しかし、iNCMSC-TECを免疫不全ラット軟骨欠損部
に移植した群では、欠損部に線維組織が充填され、軟骨下骨のリモデリングが著しく阻害されて



いた(図5)。残存細胞は継時的に追跡すると消失していき、Ki67などの増殖マーカーの発現も認
められなかったことから腫瘍形成などはなかった。 
神経堤発生経路を介することで多能性幹細胞から容易なステップで安全性、純度が高い MSC 様
細胞を得ることが可能であった。神経堤由来 MSC は in vitro では骨発生、軟骨発生の様式を見
せたが、in vivo における自発的な骨発生、軟骨発生は生じなかった。しかし、in vitro で適
切なコントロールをすれば硝子軟骨を形成する能力は有しており、人工軟骨組織作製の細胞財
源としては有用である可能性が示唆された。 
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