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研究成果の概要：本研究は、骨髄、滑膜、軟骨、脂肪組織由来間葉幹細胞の軟骨分化能の違い

に関する実験を行うもので、骨髄、滑膜、軟骨、脂肪組織由来幹細胞の高密度培養とコラーゲ

ンゲル培養により軟骨分化能を比較する in vitro 実験（平成 19 年度）と骨髄、滑膜、軟骨、脂

肪組織由来幹細胞－コラーゲンゲル複合体をウサギ軟骨欠損部およびラットの骨膜近傍に移植

して軟骨分化能を比較する in vivo 実験（平成 20 年度）から成っている。in vitro 実験では、

骨髄、滑膜、軟骨組織由来の軟骨分化誘導過程を比較し、論文および学会に発表した。in vivo
実験では滑膜、骨髄組織由来の軟骨分化能を確認し、論文および学会に発表した。 
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１．研究開始当初の背景 
失われた組織の再生のために自分自身の

別の組織の細胞を利用できたら…、提供者

が限られている組織の治療が提供の容易な

組織幹細胞の移植で可能になったら…。間

葉幹細胞の再生医療への応用に対する期待

は高まっている。実際、米国ならびに日本

において骨髄由来間葉幹細胞を骨・軟骨欠

損の治療薬として臨床実験が行われている。 

間葉幹細胞は、1976 年 Friedenstein によ

り初めて報告された。線維芽細胞様の紡錘

体の形をしている接着性の高い細胞で、ヒト

の骨髄においては、単核細胞中の 10,000～

100,000 個に 1個の割合で存在している。2000

年代には骨髄に加え、滑膜、海綿骨、脂肪組

織、骨膜、骨格筋、乳歯などに間葉幹細胞の

存在が報告されている。この組織由来間葉幹

細胞は、高い自己複製能と骨や脂肪、軟骨、

筋肉などに分化する多分化能を有することが

明らかになった。しかし、由来組織の違いに

よる間葉幹細胞の特性や、分化能の違いに関

する報告はほとんどない。 
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２．研究の目的 

本研究は骨髄、滑膜、軟骨、脂肪組織由

来間葉幹細胞を作製し、軟骨分化能および

軟骨再生能の違いに関する実験を行い、組

織由来間葉幹細胞の再生医療への応用の道

を探ることを目的としている。 

 

３．研究の方法 

実験は骨髄、滑膜、軟骨および脂肪組織

由来の間葉幹細胞を採取し、高密度培養と

コラーゲンゲル培養の三次元培養による軟

骨分化誘導実験（in vitro 実験）および動

物の関節軟骨欠損部、ラットの骨膜下、筋

肉中への移植を行う移植実験（in vivo実験）

の 2つの実験を行った。詳細を以下に示す。 

 

（１）in vitro 実験： 

① 骨髄、滑膜、軟骨および脂肪組織由来

間葉幹細胞（MSC）を増殖培地で増殖させた

後、TGFβ3、BMP2 および dexamethasone を

含む軟骨分化培地中で高密度培養およびコ

ラーゲンゲル培養を行った。 

②  培養 1 日、7 日、14 日、21 日目の高密

度培養ペレットおよびコラーゲンゲルの組

織を2.5％グルタルアルデヒドおよび4％パ

ラホルムアルデヒド固定液で固定した。 

③ 光顕、電顕による形態観察には1％OSO4

固定液で後固定後、エタノールによる脱水

の後、エポン包埋した。つづいて薄切して

光顕および電顕で観察した。 

④ 免疫組織化学では0.5～1μm厚さの準

超薄切片を作製し、一次抗体に浸漬後、蛍

光抗体またはDABで標識して、光顕あるいは

蛍光顕微鏡で観察した。免疫電顕では100

ｎm厚さの超薄切片を一次抗体に浸漬後、金

粒子二次抗体で標識して、電顕で観察した。 

⑤ 軟骨分化誘導における骨髄、滑膜、軟

骨および脂肪組織由来の各幹細胞の特性と

分化能の違いを統括した。 

 

（２）in vivo 実験： 

① 骨髄、滑膜および脂肪組織由来幹細胞-

コラーゲンゲル複合体を作製した。移植す

る間葉幹細胞は、QdotまたはDiIで標識した。 

② ウサギ滑膜組織由来幹細胞－コラーゲ

ンゲル複合体を軟骨欠損部に移植およびラ

ット骨髄、脂肪組織由来幹細胞－コラーゲ

ンゲル複合体をラットの骨膜下および筋肉

中に移植する実験を行った。 
③ 移植後 3 日、1 週間、3 週間、6 ヶ月

に移植組織を含む軟骨組織を採取して、

電顕および光顕での観察、免疫組織化学

により蛋白の局在を調べた。 

④ 本研究により、由来組織の違いによる間

葉幹細胞の軟骨分化能および軟骨再生能の

違いを明らかにした。 

 

４．研究成果 

（１）平成 19 年度（in vitro 実験） 

①高密度培養： 

骨髄（bone marrow）、滑膜（synovium）、

軟骨（chondrocyte）組織由来幹細胞の軟骨

分化過程について 

 

幹細胞凝集塊（ペレット）の重量変化 
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培養１日後 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

培養２１日後 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

いずれの組織由来幹細胞も、軟骨分化に

伴いペレット重量は、増加した。増加量は、

軟骨、滑膜、骨髄の順であった。培養開始

時の骨髄、滑膜、軟骨組織由来幹細胞に形

態的な差異はなかったが、培養１日後のペ

レットの凝集能および幹細胞間接着機構に

違いが認められた。培養２１日で、すべて

のペレットは軟骨組織を形成した。

(IchinoseS, LabInvest. 2010 Feb ;90(2) 

:210-21 発表） 

 

②コラーゲンゲル培養： 

骨髄および滑膜組織由来幹細胞-コラー

ゲンゲル複合体の軟骨分化誘導過程につい

て 

 

骨髄由来幹細胞-コラーゲンゲル複合体 

培養開始時 

 

 

 

 

 

 

 

培養２１日後 

 

 

 

 

 

 

 

 

（市野瀬、第 64 回日本顕微鏡学会学術講演

会 2008 年発表） 

滑膜由来幹細胞-コラーゲンゲル複合体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨髄および滑膜由来幹細胞-コラーゲンゲ

ル複合体のいずれの場合においても培養７

日において軟骨分化が開始、培養２１日で、

軟骨組織が形成された。（トルイジンブルー

染色で紫色となり、コラーゲンタイプⅡのＤ

ＡＢ発色で軟骨基質が、確認された。）由来

組織の違いによる幹細胞の軟骨分化能およ

び軟骨再生能に違いは認められなかった。 

 

（２）平成 20 年度（in vivo 実験） 

 

①骨髄組織由来幹細胞-コラーゲンゲル複合

体のラット骨膜近傍への移植実験 

 

移植開始時 
 
 

 

 

 

 

 

 

移植３日後 
 
 

 

 

 

 

 

移植１４日後 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

（市野瀬、第 65 回日本顕微鏡学会学術講演

会 2009 年発表） 

 

 



 

 

②滑膜由来幹細胞－コラーゲンゲル複合体

のウサギ軟骨欠損部への移植実験 

 

移植１日後 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植 4週後 
 
 

 

 

 

 

 

移植２４週後 

 

 

 

 

 

 

(Koga H, Muneta T, Ichinose S, Sekiya I 

et al, Stem Cells. 2007 Mar;25(3):689-96) 

 

幹細胞は、コラーゲンゲル内で、分散し

て存在した。Ｑｄｏｔナノクリスタルおよ

びＤｉＩで確認できた。幹細胞は、軟骨細

胞様に分化し、幹細胞-コラーゲンゲル複合

体は軟骨および骨の複合構造を有する組織

となった。由来組織の違いによる軟骨分化

能および軟骨再生能の違いは認められなか

った。 

 

2 年間ですべての実験を終了することが

出来ず、脂肪組織由来幹細胞の in vitro お

よび in vivo 実験のデータの解析が残され

ている。 
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