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研究成果の概要：関節リウマチと変形性関節症患者から採取したヒト骨髄幹細胞の骨・軟骨・

脂肪細胞分化能を証明した。炎症環境下で骨髄幹細胞の多分化潜在性が維持できるかを検証す

る目的で、in vitro で炎症性サイトカイン IL-1α、IL-1β、TNFα、IL-1 を添加して骨髄幹細

胞の多分化能、特に骨細胞分化させた。分化抑制効果と認めるも、抗 TNF 療法製剤である

Infliximab 投与により骨分化抑制効果の減弱を示した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 
キーワード：幹細胞、軟骨再生、骨再生 
 
１．研究開始当初の背景 

変形性関節症は国民生活問題の中で最
も一般的な疾患のひとつで、65歳以上の人口
の約 50％近くが罹患していると言われてい
る。その治療法としては、ヒアルロン酸関節
内投与や理学療法、そして人工関節に代表さ
れる関節形成術が主流である。 
  変形性関節症の病因の一つに軟骨変性
が挙げられる。これに対して実際医療では明
確な手段は無く、狭い範囲の軟骨変性に対し
ては、ドリリングによる軟骨様組織形成術や、
モザイク形成術という、良好な部位からの軟
骨骨プラグを採取しそれを罹患部位に移植
することが行われている。しかし広範囲な軟
骨変性に対しては、人工関節以外、何ら手段
がないのが現状である。実験室レベルでは、

軟骨細胞移植や Scadffold を使った ex vivo
での軟骨様組織の移植などが施行され、6 か
月～1 年程度の期間であれば形態的には良好
な成績を収めているという報告は多く認め
られる。しかしその組織は本来の弾性軟骨で
はなく、線維性の軟骨様組織であり、多くは
5 年程度で脱落する組織である。以上より現
時点では軟骨組織再生として決定的な方法
は無いというのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
 臨床応用として最も生体軟骨に近い形で
再生を達成しているのが、モザイク形成術と
呼ばれる骨軟骨プラグによる罹患部位への
移植術である。その利点は天然の骨軟骨を採
取しそのまま移植するため生着率が高いこ
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と、そしてその後の組織の維持が極めて良好
であることである。しかし Donor である良好
な軟骨組織に限界があり、広範囲な軟骨欠損
に対しては完全に覆うことができないとい
う欠点があった。 
 近年、軟骨再生分野で、多機能分化潜在性
を秘めた間葉系幹細胞を用いた軟骨再生を
試みる研究が多く見受けられるようになっ
た。間葉系幹細胞は、軟骨細胞に比べ細胞採
取や培養・増殖が比較的容易であり、また採
取元も骨髄・脂肪・筋肉・腱と多彩であるこ
とが有利である。また採取後の間葉系幹細胞
は培養条件により軟骨・骨・脂肪組織への分
化増殖も比較的容易にできることから、組織
再生分野ではそれぞれの再生組織について
数多くの研究が行われている。 
 今研究の目的は、前述したモザイク形成で
の骨軟骨プラグを人工的に作成することを
究極目標とした。材料としては当施設で施行
される人工関節手術で採取可能な骨髄液を
採取し、骨髄由来間葉系幹細胞を単離し、培
養、そして骨―軟骨組織を同一細胞より分化
させ、最終的には骨組織と軟骨組織とが隣り
合った骨軟骨フラグメントを開発すること
であった。研究責任者は米国で幹細胞研究に
関して研鑽を積んできたが、当施設に帰局後
は、当施設における骨髄幹細胞の扱いに関す
る経験が無かったため、そのための骨髄幹細
胞の培養・分化のシステムを当施設で開発・
定着させることをまず目的とした。そして大
量採取の段階で、実際の生体移植に備え炎症
環境下での骨髄幹細胞の分化誘導の検証を
することを目的とし、最終的には骨軟骨フラ
グメントを作成することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

当施設では、変形性関節症や関節リウマチ
患者の関節破壊に対して年間約200例の人工
関節手術を施行している。そこで、東京女子
医科大学倫理委員会の承認を得て、手術を受
けられる患者から、本研究に対する承諾書を
得た上で、手術の際に排出される骨髄液を採
取し、幹細胞を単離した。 
 単離した骨髄幹細胞は増殖培養を繰り返
し、規定の細胞数に達した時点で、その単離
した幹細胞の分化能を示すかどうかを確認
する意味で、骨・軟骨・脂肪に分化誘導した。
また当施設の性格上、関節リウマチ患者が手
術患者の大半を占めるため、幹細胞の採取不
足を補う意味で、関節リウマチ患者からも骨
髄幹細胞を採取し、分化誘導が通常の細胞と
同様に行われるかを実験検証した。また変形
性関節症などの炎症環境、特にサイトカイン
の存在下において、骨髄幹細胞が通常の分
化・誘導をするかを検証した。 
 
 

４．研究成果 
 研究開始当初は変形性膝関節症患者、関節
リウマチによる膝関節変形患者の人工膝関
節手術の際に、骨髄を採取し、幹細胞の単離
を試みた。ところが、膝関節周囲の骨髄には
幹細胞の含有率が極めて低く、単離増殖が困
難な状況となった。一方、変形性股関節症や
関節リウマチ患者の股関節～骨幹部の骨髄
からは幹細胞の単離が容易で、定着も良好で
あったため、以後は股関節症例を中心に骨髄
を採取することとなった。2 年間を通して採
取した骨髄は 20 症例で、うち採取できても
増殖培養が可能となった症例は 12 症例
（60％）だった。 
 
(1)骨髄幹細胞の多分化能の検証 
 従来リウマチ患者の骨髄間細胞はサイト
カインの影響のため分化誘導が抑制されて
いる可能性が言われていたが、正式な報告は
なかった。そこで当施設でもっとも採取が多
かった関節リウマチ患者の増殖培養した細
胞に対して、分化誘導を試みた。タンパクの
産生を各組織染色で評価、また遺伝子レベル
でのタンパク発現を RT-PCR で検証した。 
■骨・軟骨・脂肪細胞分化時の組織像 

 
(a)骨分化像（ALP 染色）、(b)脂肪分化像（Oil 
Red 染色）、(c)軟骨分化像（Toluidine 染色） 
 
■RT‐PCR 

 
 
 
(d)軟骨分化させた骨髄幹細胞のRT-PCRの結
果。Aggrican と TypeII collagen の発言を認
めた。(e)骨分化させた骨髄幹細胞。
Osteocalcin の発現を認めた。 
以上より、関節リウマチ患者の骨髄から採取
した幹細胞でも多分化潜在性を維持してい
ることが確認された。 
 
(2)炎症性サイトカインの影響 

次に、実際に変形性関節症や関節リウマ
チによる関節炎を呈した骨・軟骨組織に幹細
胞が分化するかどうかと検証する必要があ

(a)      (b)      (c) 

GAPDH  typeIIcollagen   

   Aggrican  GAPDH  Oateocalｃin 

(d)           (e) 



った、そこで、In vitro による炎症環境下で
骨髄幹細胞が本来の組織再生能を維持でき
るかどうかという考え方から、炎症性サイト
カインである TNFα、IL-1α、IL-1β、IL-6
を添加し、特に骨分化を呈するかどうかを検
証した。 

96well plate に骨髄幹細胞を培養させ、
XTT 吸光度試験により細胞活動性を吸光度計
で測定した。細胞が定着後に IL-1α、IL-6、
TNFα、IL-1β各サイトカインを 0.1、1、10、
50ng/ml で添加し、3日間培養し、XTT 試薬を
添加し、吸光度を測定した。 
a)IL-1αの影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.1ng/ml から濃度依存性で抑制が増強され
たことが認められた。IL-1α 10ng/ml 以上
の濃度で、コントロール群（サイトカイン非
添加群）に比べ細胞活性が抑制されているこ
とが観察された。 
 
b)IL-6 の影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

コントロール群に比べ、IL-6 が 1ng/ml まで
は抑制はほとんどなかったが、10ng/ml 以上
の濃度では、細胞活性が抑制されていること
が観察された。またこの同濃度以上では濃度
依存性で抑制が強いことも認められた。 
 
C)TNFαの影響 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
TNFα1ng/ml 以上の濃度で細胞活性が抑制さ
れていることが認められた。実際の関節リウ
マチ患者では、血中濃度が 10ng/ml 前後でる

ことが報告されていて、これを鑑みると、今
回の条件は生体での骨髄幹細胞の状態と類
似しているものと考えた。 
 
D)IL-1β 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

コントロール群と比較して、0.1ng/ml 以上
の濃度で細胞活性が抑制されていることが
観察された。一方 50ng/ml では活性がコント
ロール群より大きくなっている。高濃度の
IL-1b では骨髄幹細胞の活性が強い可能性が
あり、分化誘導能が増強している可能性を示
唆できた。 
 
 
(3)IL-1β、TNFαの骨細胞分化の影響 
次に、上結果を踏まえ、サイトカインによる
骨細胞分化の影響を検証した。 
 
a)IL-1ｂの影響 
 骨髄幹細胞を６～12 wells plate に巻き、
Confluence 後に骨分化培地と IL-1ｂを書く
同度（右図）で添加
し、骨分化能を評価
した。 
培養培養21日目、Von 
kossa 染色により
Mineralization を検
証した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

コントロールに比較し 1ng/ml 以上で、
Mineralization（黒色）の増強を認めた。 
骨髄分化能に関しては特に骨分化に関して
は増強する可能性があり、今後もさらに追及
する必要があると考えた。またウイルスを使
用しないで、ex vivo で骨分化を増強できる
可能性があり、今後さらなる検証を継続する
ことを考えている。 



b)TNFαの影響（炎症環境下で生物学的製剤
の検討） 
関節リウマチの治療法の一つに抗 TNF 製剤
（生物学的製剤）が現在その効果により劇的
な効果をあげていることは周知の事実であ
る。またその効果の一つに挙げられているの
は、破壊された関節の特に関節周囲の骨糜爛
を修復するという報告も散見されるように
なった。そこで、骨再生の要因のひとつに幹
細胞による組織再生が考えられ、現在我々の
テーマである TNFα効果の検証に影響するこ
ともあり、今回 in vitro で TNFαの影響とと
もに、生物学的製剤の影響を検証した。生物
学的製剤は、実際の治療に使用し破棄すべき
Infliximab の残薬を、施設長の許可を得た上
で、実験に使用した。 
 
 

 

 
 

 
 

 
上記は、骨髄幹細胞を96 well plateに巻き、
細胞が定着した上で、TNFα0.1、１、10、50、
100ng/ml の濃度と、Infliximab を実際の投
与濃度に近い１、10、50、100ug/ml で投与、
3日間培養の後に細胞活性をXTT 吸光度によ
り測定した。 
 結果、infliximab の濃度依存的に細胞活性
が強いことが観察された。最も細胞活性が高
値だったのが、TNFα50ng/ml に対して
Infliximab100ug/ml を投与した群であった。
遊離していた TNFαとの結合と、TNFαレセプ
ターへの関与が示唆されるが、今後のさらな
る追及が必要である。 
 
  次に TFNαを 0.1、１、10、100ng/ml の
濃度に対して Infliximab50ug/ml（生体内濃
度に近似）で投与し、Infliximab の効果（TNF
αの効果減弱を検証した（下図）。検証は培
養 1週で ALP染色により ALP産生の程度を評
価した。 

 
 
Infliximab 
50ug/ml を 
投与 
 
 

■結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      Infliximab50ug/ml を投与 
 
Infliximab投与群で有意にALP染色が強く認
めた。これにより、Infliximab が TNFαの効
果を減弱していることが考えられた。 
 
TNFαの骨髄幹細胞の骨芽細胞分化への影響
は、10ng/ml を中心に抑制される傾向があり、
関節リウマチ患者での血中濃度に近似して
いた。また Infliximab はその抑制効果を減
弱する傾向を in vitro で示したと考えてい
る。 
 

以上よりサイトカイン存在下で骨髄幹
細胞の分化誘導に関して能力維持をしてい
ることが証明された。また IL-1βは一般的な
関節炎の in vitro モデルとして汎用されて
きたが、高濃度の添加で骨分化能が増強され
る傾向にあった。 
現在IPS細胞による組織再生に注目されて

いるが、ウイルスを使用した細胞を実際に生
体に導入するには社会的なコンセンサスが
得られにくいと考えられる。また上記細胞は
特に一部にガン遺伝子が使用されている以
上、癌化への懸念が否めないこともあり、ウ
イルスを使用しない万能細胞が待たれると
ころである。そのような意味で、骨髄幹細胞
のサイトカインによる分化誘導法は今後も
研究を進める価値はあると考えている。また
高濃度のサイトカイン下では分化が強化さ
れる可能性もあり、他のサイトカインや炎症
環境下での幹細胞を調査する必要もある。 
 今後は、ウイルスを使用しないで分化能、

特に骨分化能が増強されることが証明され
れば、骨折などの骨癒合の治癒短縮などの応
用が期待できると考えた。今後、この分化で
の証明をしていく予定である。 
 また今回使用を予定していたナノファ

イバーによるバイオリアクターに関しては、
そのナノファイバー技術は医療施設レベル
での作成は極めて困難であった。初発である
米国の施設も同様で、いまだ市販化されるこ
とは無く、工学部とのコラボレートが必須で
あり、今後この分野を進めていくことへの障
害となることである。 
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