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研究成果の概要（和文）： ATDC5 細胞あるいは骨髄間葉系細胞では、軟骨細胞、骨芽細胞に

分化・増殖する過程での機械的刺激の付加条件により、軟骨細胞分化指標である SOX9ｍRNA 

発現量、骨芽細胞分化指標である RUNX 2mRNA 発現量は共に変化することが確認された。

過度な機械的刺激を加えると基質合成能が低下すると共に軟骨細胞分化から骨芽細胞への分化

が遅延した。分化能遅延は運動負荷の軽減により回復した。基質産生能と細胞分化は平行しな

かった。血管内皮細胞分化の検討は低酸素状態での静置培養系を確立する検討を進めたが、単

なる低酸素状態と機械的刺激では達成が困難であった。 

研究成果の概要（英文）：We used ATDC5 cell and bone marrow stem cells (BMC) in the 

experiments. The expression of SOX9mRNA (chondorogenic marker) and 

RUNX2mRNA (osteogenic marker) was respectively demonstrated in the process of cell 

differentiation with suitable condition. The both mRNA expression were increased 

with the mechanical stimuli applied in this process of cell differentiation. The strength 

and cyclic rate were important for this process. The cell differentiation and matrix 

synthesis was exaggerated when the strong stimuli were applied. We could not 

obtained the VEGF producing cells from BMC with the hypoxia condition and 

mechanical stimuli.  
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により骨芽細胞様細胞を多量に作り出し、

生体に移植して、組織再生（骨形成促進）

を可能とする治療は理想とも言うべき治療

である。骨欠損や脚延長など骨形成促進が

必要な治療を進歩させる事が期待される。

脚延長は、組織再生を目指す再生医療の非

常によいモデルで、延長により生じる組織

不足（骨、筋などの組織）を早く確実に再

生させる方法の検討は、広く組織再生医療

に応用可能と考えられる。培養骨髄細胞を

骨芽細胞に分化、ラット脚延長モデルに使

用する方法は細胞治療による骨形成促進効

果を証明した（CORR 399:240-246,2002）。

安全性を確認後、2002 年に倫理委員会の承

認を得てヒト脚延長に対する分化誘導骨芽

細胞治療を開始し（日本経済新聞他 2003）、

従来に比較して治療期間を 2/3 に短縮した

(Bone 2004)。骨形成を目的とした骨髄幹細

胞治療で臨床研究段階に到達したものは、

世界的にも散発的な研究しか無い。臨床研

究では、80 肢以上の治療を経験し軟骨無形

成症を始めとする四肢短縮症に対しての有

用性、安全性を報告している（Bone 

35:892-898, 2004、Bone 40:522-528, 2007、

JPO 27:629-634, 2007）。この骨芽細胞移

植治療法は高度医療として厚生労働省より

承認を得るに至った（2011 年 11 月）。移植

細胞数・質を安定的に確保することは成績

向上に繋がる。成長因子（BMP,TGFβ等）

の添加が広く検討されているがヒトに応用

するには発癌性などの問題が指摘されてい

る。運動器細胞にとって最適の培養条件を

提供しうるバイオリアクターは成長因子に

代わり、細胞数増加、形質安定を達成する

方法である。生体中では通常の細胞培養と

異なり常に動的環境に細胞はさらされてい

る。より生体に近い環境を提供しうるバイ

オリアクターは各種運動器細胞に対して動

的負荷や酸素分圧の変化を介して細胞代

謝・増殖能に変化を起こすことが示されて

いる。この性質を利用してヒトに応用可能

な機械を開発する事は細胞移植治療の成績

向上に繋がると考えた。 

２．研究の目的 

本研究の目標は細胞生理学の基礎研究で蓄

積された知見を元に工学系技術者の支援を

得て、臨床応用可能なバイオリアクター機

能を持つ医療機械の開発とそれを用いた臨

床研究の実施であった。骨髄幹細胞や分化

誘導した骨芽細胞を効率よく培養増殖させ

る機能を持ち、かつ臨床応用可能（GMP 基

準を満たし、標準手順書が作成された状態）

なバイオリアクター装置の開発と、それを

医療機械として使用できるように当院での

CPC 設備（GMP,GLP 対応、ISO13485 取得）

を利用して臨床研究を開始することを目的

とした。これを達成するために以下の点に

ついて期間内検討を加えた。①安定的に増

殖分化させて必要十分な量の培養骨芽細胞

を獲得する培養の条件確立、②細胞環境と

しての微細環境条件の設定、③装置の安定

性などの課題である。一方「骨髄由来骨芽

細胞様細胞移植併用した脚延長術」の臨床

研究は本課題でも引き続き継続され、ここ

で得られた臨床データがバイオリアクター

研究開発に生かされる様に計画された。 

３．研究の方法 

バイオリアクターの開発：単層培養と三次

元培養の条件で細胞に機械的ストレスを加

える事ができる装置を新規に作成した（萌

芽研究成果 2004、石黒）。適正な機械刺激

が運動器の細胞代謝に与える影響は基質合

成と細胞増殖それぞれに働く事を示した

( J. Biotech 2007)。軟骨細胞のデータを参

考に軟骨細胞分化・増殖の最適条件を検討

する事を目的に ATDC5 細胞に注目し検討



した。3 次元培養下に機械的なストレスを

培養細胞に加えることが出来る装置使用し

て、インスリン添加後の細胞分化と基質合

成能の関係を代表的遺伝子の発現量に注目

して検討した。機械的ストレスの回数と大

きさを種々変化させることによる違いも検

討した。このデータを基に装置を改造して、

臨床使用目的に耐える材質・装置の安定性

などが担保される装置の開発を目指した。

ATDC５細胞を用いて基礎的な検討を行っ

た。軟骨細胞・骨芽細胞分化の指標として

はⅡ型コラーゲン、アグリカン mRNA 発

現を検討した。増殖能の評価は細胞数と共

に細胞周期に注目し ,Cell cycle kinase 

mRNA 発現を解析した。バイオリアクター

が求められる基礎性能について検討した。 

血管新生促進による骨形成の検討：臨床研究

で延長後の骨形成には血管新生との関連を

示唆するデータを得た。ラット脚延長モデル

に骨髄細胞由来分化誘導骨芽細胞を移植し

更に骨形成を促進する目的で VEGF 遺伝子

を導入強制発現させて、血管新生と最終的な

骨形成との関連を検討し、促進効果を確認し

た（ORS 2006）。VEGF 遺伝子導入細胞の移

植によりについて血管新生が刺激され、骨形

成が促進した。血管内皮前駆細胞を末梢血。

各種組織幹細胞から得る技術を用いて、骨形

成促進効果を検証した。血管新生の誘導物質

と し て 血 管 内 皮 細 胞 の HIF (hypoxia 

inducible factor)-1,2 発現に注目し、HIF-1,-2

発現量により誘導される VEGF 産生の関係

を骨形成に利用する系を確立する。内軟骨性

骨化促進作用の認められる HIF-2ｍRNA の

発現と骨軟骨細胞分化との関係に注目して

検討を行い。骨形成促進作用を検討した。 

適切な scaffold の開発：血管形成の促進研究

を最優先に行うが、そのバックアップとして

このテーマを平行した。ウサギ骨欠損モデル

を用いて新規 scaffold との組み合わせによる

治療期間短縮の可能性を検討した。ヒアルロ

ン酸化合物とアミノ酸ゲル状化合物を工学

研究者から入手し、産学連携研究を開始する

予定であった。ヒアルロン酸構造体、アミノ

酸ゲル状化合物は作成カテにより消失まで

の時間が調節できるので、内皮細胞による

VEGF 産生の足場となることが期待される。

細胞担体として骨形成促進効果を検討した。 
４．研究成果 

バイオリアクターの開発：骨芽細胞・軟

骨細胞の静置培養でのデータを参考に骨

芽細胞分化・増殖の最適条件を検討する目

的で3次元培養ATDC５細胞での機械的刺

激による分化増殖を検討した。各種の機械

的刺激を検討したが、機械的刺激が均等に

加わる牽引刺激を最終的に選択した。その

結果から3次元細胞培養における細胞分

化促進のための最適条件を決定した。三

次元培養の条件で細胞に機械的ストレ

スを加える装置の開発では条件を決定

出来た。低酸素化を条件に追加すること

による軟骨分化促進効果の実験を行った

が、促進効果は確認出来なかった。3次元

培養での機械的刺激に反応してATDC5
細胞あるいは骨髄間葉系細胞では、軟骨

細胞、骨芽細胞に分化・増殖する過程で

の機械的刺激の大きさ、頻度など条件に

より、軟骨細胞分化指標であるSOX9ｍ
RNA 発現量、骨芽細胞分化指標である

RUNX 2mRNA発現量は共に変化する

ことが確認された。過度な機械的刺激を

加えると基質合成能が低下すると共に

軟骨細胞分化から骨芽細胞への分化が

遅延した。分化能遅延は運動負荷の軽減

により回復した。基質産生能と細胞分化

は平行しなかった。3次元培養装置では

GMP対応機種を作成するには細胞培地

が問題となった。そこでGMP対応装置

の開発では臨床使用目的にも対応でき、か

つ可能な限り単純な構造と安定性もつ機

械を調達する方針で臨み、相応しい機械が



調達できた。基礎実験で本装置の使用条件

を設定し、臨床使用に応用予定である。ヒ

トに対する安全性が確立されている材質

での培養が可能である。ヒト骨芽細胞に最

適条件を設定し、臨床使用が可能な作動プ

ログラムの決定を行っている。 

血管新生促進による骨形成の検討：血管内

皮細胞分化の検討は低酸素状態での静置培

養系を確立する検討を進めたが、単なる低

酸素状態と機械的刺激では達成が困難であ

った。低酸素条件でさらにズリ応力を加え

る装置を開発し、細胞源を変更することに

より VEGF 産生細胞の効率的分化の可能

性を検討している。このズリ応力発生装置

は GMP 対応のバイオリアクターとして使

用可能な状態である。従来血管内皮細胞を

はじめとする VEGF 産生細胞はズリ応力

に反応することが知られている。この形質

を利用する目的で、今回開発したズリ応力

発生装置にて検討を開始したものである。

組織幹細胞の採取源を工夫することにより

高率に VEGF 産生細胞を得るめどが立っ

た。そこでこの細胞分化システムと前述の

ズリ応力発生装置を組み合わせて VEGF

産生細胞の GMP レベルでの供給体制が構

築できるものと期待している。 

適切な scaffold の開発：血管形成の促進

研究を最優先に行うが、そのバックアップ

としてこのテーマを平行した。ウサギ骨欠

損モデルを用いて新規 scaffold との組み

合わせによる治療期間短縮の可能性を検討

した。ヒアルロン酸化合物とアミノ酸ゲル

状化合物を入手し、産学連携研究を開始す

る予定であった。ヒアルロン酸構造体、ア

ミノ酸ゲル状化合物は作成カテにより消失

までの時間が調節できるので、内皮細胞に

よる VEGF 産生の足場となることが期待さ

れる。細胞担体としてこれを用いて骨形成

促進効果を検討する予定である 
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