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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスならびにヒトiPS細胞の培養条件等の検討を行うことで、iPS細胞
の多能性を維持させた状態でiPS細胞を増殖、保存させる技術を確立した。これにより、当科ならびに当該研究
科でのiPS細胞を用いた実験系の基盤が構築された。さらに、多糖鎖であるヘパラン硫酸糖鎖を薬剤にて修飾す
ることで、軟骨細胞分化能が飛躍的に向上することが明らかになった。これらの研究結果は、iPS細胞表面にあ
る糖鎖の重要性を示すだけでなく、糖鎖修飾を標的にした軟骨再生治療促進法の開発が可能であることを強く示
唆している。今後、さらに糖鎖構造の網羅的解析を通して、実用化へ向けた研究開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the optimal cell culture condition for iPS
 cells. We established the  protocol for the appropriate culture and storage condition of iPS cells 
with maintaining pluripotency. It has a great contribution for the development of the cell culture 
and the experimental system. In addition, the modification of heparan sulfate proteoglycan 
remarkably enhances the chondrogenic differentiation of iPS cells. These results suggest the 
importance of cell surface glycan in iPS cell differentiation and the modification of the glycan 
could be the potent cartilage regeneration therapy. It was expected that further glycomic approach 
might help developing the novel cartilage regeneration therapy by the glycotechnology.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨組織は神経・血管をもたないため、損傷されると自然修復が極めて困難な組織として知られており、現在、
頭蓋・顎・顔面領域の先天性奇形や、外傷による組織の変形などに対する軟骨再生医療技術の開発が大いに期待
されている。本研究は、iPS細胞表面の糖鎖編集を行うことで軟骨細胞分化を著しく促進できることを示したも
のである。このような取り組みはこれまでになく、学術的意義がある。本研究成果により、従来の方法では困難
であった軟骨損傷に対する軟骨再生治療が可能となることが期待できる。このように、本研究成果は、軟骨再生
医療開発に大きく寄与するものであり、大きな社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

軟骨組織は神経・血管をもたないため、損傷されると自然修復が極めて困難な組織と
して知られており、現在、頭蓋・顎・顔面領域の先天性奇形や、外傷による組織の変形な
どに対する軟骨再生医療技術の開発が大いに期待されている。そういったなか、特に近
年、間葉系幹細胞(MSC)や人工多能生幹細胞(iPS)から軟骨細胞への分化誘導による軟骨
再生法が報告されている。しかし、現在までに報告されている手法では、一定の分化誘
導効果は確認されているものの、再生医療として応用できるレベルの細胞を得ることは
量的・質的にも困難である。そこで、生体材料として十分な機能性を有した軟骨組織を、
より効率的に作り出す安全性の高い軟骨再生法の開発が求められている。 

ところで、糖鎖は我々の体を構築するすべての細胞表面を覆うことで多様性に富んだ
細胞社会を作り出している。糖鎖は細胞やタンパク質を多彩に修飾することで、細胞接
着、細胞間での相互作用、シグナル伝達といった細胞の高次機能の発現に重要な役割を
果たしていることが分かっている。また、細胞や表面タンパク質を修飾する糖鎖は、細
胞の種類や分化段階によって大きく変化することが知られており、事実、分化段階を反
映する指標として糖鎖マーカー(SSEA-1 抗原など)が用いられている。 

申請者は、グリコサミノグリカンの一種であるヘパラン硫酸が欠失した未分化幹細胞
では、軟骨細胞分化と軟骨基質の合成が著しく促進することで、自律的な軟骨組織形成
が誘導されることを見出した (Inubushi T et al., JCI Insight. 2017)。さらに近年
のゲノム解析技術の進歩により、糖鎖の合成/分解に関わる酵素の遺伝子異常を持つ患
者の多くが軟骨形成に重篤な障害を持っていることが明らかになってきた(Mizumoto S 
et al., Biomed Res Int. 2014)。これらのことから、細胞のもつ糖鎖および糖鎖構造
の変化が未分化幹細胞の軟骨細胞分化や軟骨基質合成の制御に関わっている可能性は
極めて高いと考えられる。しかし、糖鎖によるその制御機構については、ほとんど明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、軟骨細胞分化や軟骨基質合成過程における糖鎖の変化を解析し、それら
を制御する機構を解明することで、糖質工学技術を応用した新規軟骨再生法の基盤技術
を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①iPS 細胞の培養法の確立 
マウス iPS 細胞ならびにヒト iPS 細胞を樹立し、細胞培養の至適条件を検討する。また、iPS 細
胞の多分化能が維持されていることを確認する。 
 
②糖鎖編集による iPS 細胞の軟骨細胞分化・軟骨基質合成への影響の検討 
iPS 細胞の軟骨分化誘導過程においてヘパラン硫酸酵素の糖鎖編集を行い、糖鎖編集が軟骨細胞
分化へ与える影響を検討する。 
 
③iPS 細胞の軟骨細胞分化・軟骨基質合成過程における糖鎖変化の網羅的解析 
iPS 細胞を軟骨細胞分化誘導法により分化誘導を行い、経時的に細胞を回収しグライコミックス
解析にて網羅的に糖鎖構造を解析する。これにより、軟骨細胞分化過程において重要な糖鎖構造
の変化を絞り込む。その結果を踏まえ、特定した糖鎖構造を糖鎖編集にて改変し、iPS 細胞の軟
骨細胞分化への影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
①マウス iPS 細胞の培養には SNL フィーダー
細胞を用いた。SNL フィーダー細胞を播種し、
コンフルエントになった状態で iPS 細胞を共
培養し、iPS 細胞が増殖しコローニーを形成さ
せる。コローニーが一定の大きさになった時点
で、コロニーを回収し懸濁して継代することで
増殖させることができた。この作業を数十回繰
り返し、30 以上の iPS 細胞ストックを作成し
た。 
さらに、分化誘導法等の条件検討を行うこと
で至適条件の絞り込み、効率的な分化誘導法
を確立した。また、ストックしたマウス iPS
細胞が少なくとも脂肪分化、骨分化、軟骨分
化することができる多分化能を維持してい
ることを確認した。 
次に、ヒト iPS 細胞についても同様の検討を
行ない、培養法、細胞ストック等の作製法を



確立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②本実験では Surfen(Schuksz et al, PNAS 2008)を用いてヘパラン硫酸の機能の抑制をおこな
った。下記の手順に従って軟骨細胞分化を行い、Surfen (5μM)処理群と非処理群で軟骨細胞分
化への影響を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、Surfen 処理群では、非処理群に対して短い培養期間にて Safranin-O 染色陽性細胞の
増加や細胞塊の増加を認めた。また、細胞塊中の軟骨細胞は増殖軟骨細胞、肥大軟骨細胞を認め
多ことから、正常な軟骨細胞会であることを確認した。これらのことから、ヘパラン硫酸の機能
を抑制することで、iPS 細胞の軟骨細胞分化が促進されることが明らかになった(下図左)。 
次に、骨芽細胞分化に対する Surfen 処理(5μM)の影響を検討した。その結果、Surfen 処理群で
は alizarin red 染色により染色される石灰化成分の増加が認められた。これらの結果より、
Surfen 処理によるヘパラン硫酸の機能抑制により、骨芽細胞分化が抑制されることが明らかに
なった(下図右)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



さらに、Surfen による軟骨細胞分化メカニズムを明らかにするために RNA-seq 解析による遺伝
子発現プロファイリング解析を行なった。その結果を以下に示す。 
 

 
 
③次に、iPS 細胞の軟骨細胞分化過程の Stage1, 2, 3 における細胞を回収しグライコミックス
解析用の試料とした。現在、解析をすすめている。 
 
これらの結果より、本研究成果により糖鎖編集により iPS 細胞の軟骨細胞分化を促進できるこ
とが明らかとなった。さらに現在、軟骨細胞分化過程における糖鎖構造変化の網羅的解析を行な
っており、糖鎖編集技術を応用した新規軟骨細胞分化手法確立に向けた研究を継続中である。 
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