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研究成果の概要（和文）：今までに確立したヒト滑膜間葉系幹細胞（MSC）由来三次元人工組織（Tissue Engineered C
onstruct, TEC）を作製する技術を用いて、ウサギ胚性幹細胞由来MSCでTEC（ES-TEC）を作成した。ES-TECは軟骨分化
誘導後に滑膜MSC-TEC(Sy-TEC)と比べ軟骨関連遺伝子の発現が有意に高値であった。ウサギ膝関節骨軟骨欠損へのTEC/
β-TCP複合体移植を行いに修復組織を検討したところES-TECでSy-TECに比しては硝子軟骨様組織による修復が促進され
ており、臨床応用が期待できる。またiPS細胞を用いて短期間でTECを作成する技術も開発した。

研究成果の概要（英文）：We had developed a scaffold-free tissue-engineered construct (TEC) derived from sy
novial mesenchymal stem cells(Sy-MSC,Sy-TEC). Sy-TEC promoted cartilage repair in a porcine injury model. 
However, repaired cartilage by Sy-TEC has limited morphology in animal model especially in superficial zon
e.Embryonic stem cell(ESC) is expected as a better cell source for cartilage repair. We have made TEC deri
ved from ESC (ES-TEC) and performed chondrogenic differentiation in vitro. Expression level of chondrogeni
c genes were significantly higher compared to Sy-TEC and equal to native chondrocyte.
We have transplanted TEC/B-TCP complex to osteochondral defect of rabbit femoral groove, and then performe
d histological assessment. Repair tissue by Sy-TEC was like fibrocartilage but that by ES-TEC was hyaline 
cartilage like morphology at early stage following surgery. These results suggest the feasibility of ES-TE
C in cartilage repair.We also succeeded in developing the TEC derived from iPS cells.
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１．研究開始当初の背景 
関節内組織である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、軟骨組織を対象とした
再生医療的手法を用いた新規治療法が研究
されているがその成功には細胞源の確保が
重要である。最近の研究により、骨髄、滑膜
や脂肪由来の間葉系幹細胞(MSC)は軟骨を
含む多様な細胞へ分化する能力のある細胞
であることが明らかとなってきた。しかし
Ex vivo で軟骨分化させた MSC 直接の移植
は生体内では生着せず、これまで細胞治療を
行う場合、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（動物）材料、高分子化
学材料等を含有し、それらの材料の使用が生
体に及ぼす影響は長期にわたっては予測し
きれない問題がある。そこで我々は MSC を
用いた細胞治療システムとして、スキャフォ
ールドを使用せずに培養幹細胞が産生する
細胞外マトリックスを骨格とした３次元人
工組織(Tissue Engineered Construct; TEC)
を開発した。我々は、二期連続した基盤研究
(B)助成（16-18、19-21 年度）、により TEC
の作成技術を確立し、さらに、TECの軟骨修
復・再生、また人工骨と TEC の三次元複合
素材による骨軟骨修復・再生への有用性を証
明した。要約すると、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(A)、
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る(B)。また fibronectin
等の細胞接着因子に富み、強い組織接着性を
有する(C,D)。さらに TECは分化誘導培地下
の培養で強い軟骨分化反応を起こし(E)、また
ブタの軟骨損傷に移植すると、移植後６カ月
で再現性高く軟骨修復を認めた(F,G)。TEC
と人工骨との複合化体を兎骨軟骨欠損に移
植すると、軟骨下骨の形成と硝子様軟骨を主
とした修復を認めた(H)。自身が生成した三
次元細胞外マトリックス内に幹細胞が未分
化な状態で分布し、かつ本研究開発技術はそ
の独創性、有用性が高く評価され、国内外で
学会賞が寄与された(国際軟骨修復学会 ICRS
の Genzyme Best Poster Award (2006)およ
び Cum Laud Award (2009)、日本整形外科
基礎学会優秀ポスター賞(2006)、日本臨床バ 
 
 
 
 

 

イオメカニクス学会研究奨励賞(2005,2009)）。
我々は引き続き学内倫理委員会及び臨床試
験審査機関より臨床研究実施の承認を得て、
平成 21年度よりTECによる軟骨再生の臨床
研究を、大阪大学未来医療センターにて開始
予定である。 
 一方細胞源としてのMSCには、①自家ある
いは同種組織より採取した組織から分離、培
養するために細胞数の確保に限界があるこ
と、②MSC自体の軟骨分化能に限界があり、
成長因子等の分化促進因子の存在なしでは
完全な硝子軟骨による修復を期待し辛いこ
とも動物実験等により示唆されており、克服
すべき問題も多い。将来的にこれらの問題の
最も効率的な解決の可能性として挙げられ
るのが、自己複製能と多分化能を失わない究
極の細胞である胚性幹(ES)細胞や人工多能
性幹(iPS)細胞の利用である。iPS細胞の軟骨
分化研究は未だ世界で報告はないが、ES 細
胞の軟骨分化誘導研究は進んでおり、ES 細
胞は MSC と同様に高密度三次元培養が軟骨
分化誘導に適していることが明らかとなっ
ている。iPS 細胞と ES 細胞の特性は理論上
類似していると考えられるので、MSC に対
しての場合と同様に細胞が高密度で三次元
に分布する環境を提供できれば iPS、ES 細
胞の軟骨再生への応用も可能となると推測
することは合理的であると考える。このよう
な環境の構築のためには動物由来材料や合
成化合物などから構成される細胞の足場（ス
キャフォールド）の使用が一般的である。し
かし、ヒト ES細胞を牛胎児血清下に培養す
ると牛由来シアル酸がヒト ES細胞表面に発
現するという報告もあり、極めて分化能に富
んだ iPS、ES 細胞を扱う場合、動物由来材
料や化学合成化合物への接触は極力避ける
のが望ましいと考えられる。まとめると、ス
キャフォールドを用いずに、細胞が高密度で
三次元集積する環境創出することが望まし
いわけで、その意味で我々が開発した TEC
作製技術はこれらの条件を満たしており、
iPS 細胞や ES 細胞を用いた有用な軟骨移植
材料となる可能性がある。 
TEC作製技術の iPS、ES細胞への応用には、
臨床応用を目指す上でヒト細胞を用いた
TECの機能解析も重要であるが、同時に適切
な動物モデルによる移植実験研究が不可欠
である。大阪大学未来医療センターには京都
大学 iPS細胞研究センターの協力でヒト iPS
細胞臨床研究センターが設立され、ヒト iPS、
ES 細胞を用いた再生医療研究体制は整備さ
れている。 
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２．研究の目的 
軟骨の再生医療において培養軟骨細胞に代
わる細胞源として間葉系幹細胞(MSC)の有
用性が近年報告されてきた。しかし MSC に
も、①人体組織採取の必要性と細胞数確保の
限界、②細胞自身の分化能の限界のため完全
な硝子軟骨による修復が困難等、克服すべき
問題が存在する。これらの問題の最も効率的
な解決策は自己複製能と多分化能を失わな
い究極の細胞である胚性幹(ES)細胞や人工
多能性幹（iPS）細胞の利用である。これら
多能性幹細胞の特性を十分に発揮させた再
生医療技術の開発には幹細胞の軟骨分化の
至適環境の確立のみならず、局所への細胞供
給システムの確立が急務である。我々はスキ
ャフォールドを用いずに、MSC 及び細胞自
身が産生するマトリックスのみから構成さ
れる三次元人工組織(TEC)を開発した。TEC
は生物、化学製剤を組織内に含まず安全性が
高く、組織接着性に優れ、かつ生体内での強
い軟骨分化能を持つ(1, 2)、我が国発の世界的
にも独創的な軟骨再生に有用な移植組織で
ある。本研究の目的はこの TEC 作製技術を
iPS 細胞、ES 細胞に応用し、多能性幹細胞
による至適な軟骨再生治療技術を確立する
ことである。 
３．研究の方法 
１）ES-MSC由来 TECの開発 
共同研究者の寺村らが確立したウサギ胚性
幹細胞（ES 細胞）から分離された間葉系幹
細胞（eMSCs）を用いた（Cell Tranplant 
2012）。eMSCs由来 TEC(eTEC)の作成は従
来の滑膜 MSC(sMSC)由来 TEC(sTEC)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
元化組織を得た。eTECを用いて in vitroで
の軟骨分化能および in vivo で軟骨修復能を
sTECと比較した。in vivo実験では骨軟骨欠
損モデルを用い、TEC／βTCP人工骨複合体
を作製してこれを移植した。 
２）iPS-MSC由来 TECの開発 
共同研究者の寺村らが確立したヒト iPS細胞
から誘導された間葉系幹細胞（eMSCs）を用
いた。sTEC 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次元化組織を得た。 
４．研究成果 
１）ES-MSC由来 TECの開発 
sTECと同様に、eTECでは 1型コラーゲン
やフィブロネクチンに冨み、2 型コラーゲン
の発現は認めなかった。in vitro 軟骨分化で
eTECは軟骨関連遺伝子の発現が sTECに比
して有意に高値であった。in vivoでは sTEC
移植群に比して硝子軟骨様組織での修復が
促進されていた。eTECは sTECより高い軟
骨分化特性を有し、生体移植後はより早期の

軟骨修復を可能にした。さらに eTEC は
MSCs移植時に懸念される軟骨下骨の過形成
を抑制した。ES 細胞の軟骨再生治療への有
用性が示唆された。 
 
2) iPS-MSC由来 TECの開発 
iPS 細胞由来 MSC の至適培養条件を検討した
ところ、酸素濃度 20%ではより未分化な細胞
が増殖し、紡錘形の細胞が占める割合が減少
した。酸素濃度を 5%、1%で維持培養を行った
ところ、1%群で紡錘形細胞の維持が最もよく、
増殖に関しても 20%と比較し劣ることはなか
った。iPS 細胞由来 MSC を高密度培養すると
培養後3日でハンドリング可能なシート状組
織が作成され、滑膜間葉系幹細胞由来
MSC-TECと比較し、短期間でTECを形成した。 
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