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研究成果の概要（和文）：本研究ではこれまでの研究代表者・分担者らが行った、変形性関節症の病態研究や、
iPS・MSCの再生医療研究で培った技術と知見を活かし、ヒトES細胞をソースに、変形性関節症の治療に特化した
細胞製剤 ”induced Drug-Cells for treating Arthritis (DCA)”の開発に挑戦した。
我々が開発した、ヒトiPS細胞から2種類の化合物を用いて軟骨前駆細胞を誘導する2C法をベースに、ヒトES細胞
のDCAのプロトタイプを作成した。そして発現解析とマウスモデルへの投与実験を行い、変形性関節症モデルマ
ウスへの投与による治療効果を検証した。

研究成果の概要（英文）：We developed ”induced Drug-Cells for treating Arthritis (DCA)” using human
 ES cells for osteoarthritis. Previously we reported that human iPS cells toward chondrocytes by two
 small-molecule compounds (2C protocol). Based on this 2C protocol, we improved the culture system 
of human ES cells to differentiate chondrocyte. 
And then, we analyzed the expression markers after induced chondrocytes from human ES cells by 
improved 2C protocol and evaluated the effect of DCA on in vivo osteoarthritis mouse model.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 変形性膝関節症　ヒトES細胞　細胞製剤の開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症は強い痛みによって中高年のADLを著しく低下させるが、痛みの制御はしばしば困難で現在もその
進行を止める術はない。最近は脂肪幹細胞の関節注射が治療の切り札として注目を集めているが、良質の細胞を
安定的に供給するには困難が伴う。本研究ではiPS細胞より品質差が少ないES細胞を用いて、まずは滑膜幹細胞
の分化誘導を目指し、その治療効果を検証する中でさらに治療効果の高い細胞製剤DCAの開発に挑むが、このス
タイルは再生医療での革新的技術開発と平行して、関節の組織幹細胞のルーツにも迫る研究であり、困難に満ち
ているが成功した時の医療・医学両面での成果は計り知れない。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは長らく変形性関節症モデルマウスと細胞内シグナル解析技術を駆使して、変形 
性関節症の分子病態の解明に取り組んできたが、変形性関節症治療の新たな切り札として注 
目を集めている脂肪幹細胞の関節注射について 2017 年から研究を開始している。自家脂肪幹 
細胞による治療を実施しているクリニックとの共同研究では、この方法は鎮痛効果、抗炎症 
効果が強く、しかも長期に持続することが分かってきた。また MSC は免疫細胞の標的になり 
づらいことも知られており、他家の MSC を HLA のマッチングをせずに静脈投与しても問題な 
いことが報告されている。関節内ではさらに安全性が高いと推定され、他家脂肪幹細胞の供 
給を目指す企業とも共同研究を開始している。これらの細胞治療が有望であるのは間違いな 
いが、一方で細胞の準備や供給には課題が多い。変形性関節症患者の多くは高齢であるため 
自家の脂肪幹細胞の増殖能が乏しく、培養増幅に難渋することも珍しくない。また他家の脂 
肪幹細胞の供給源は脂肪吸引で得られる組織であるが、安定した供給には課題も多く、品質 
やロットチェックには多大な費用を要するためコストダウンも困難である。 
これらの研究とは別に、申請者らは 2008 年から再生医療実現化プロジェクトに参加し、ヒ 
ト iPS 細胞から軟骨細胞を分化誘導する方法を研究し続けてきたが、紆余曲折を経て 2017 年 
に 2 種類の化合物のみを用いて 7-9 日間で軟骨前駆細胞を誘導することに成功した(特許出願 
済（特願 2016-163872）Stem Cell Reports. 13:530, 2019)。この 2 compounds(2C)法による分
化誘導の経過を経時的に解析したところ、1-5 日目で T, MIXL1, TBX6, MEOX1 などの中胚葉
マーカーが順番に発現上昇し、その後 SOX9 や COL2A1 などの軟骨細胞マーカーの上昇がみら
れた。特に 4 日目の発現プロファイルは MSC の公開データに比較的類似していた。以上のこと
から、多能性幹細胞から変形性関節症の治療用の細胞製剤を生み出せないかという発想に至っ
た。 
２．研究の目的 
近年再生医療研究の発展は目覚ましく、2006 年の iPS 細胞技術の確立以降、iPS をセルソー 
スとした研究が爆発的に行われるようになり、眼科、循環器、神経領域においては、いくつ 
かの研究が前臨床の段階から臨床研究に移行している。一方の主役、間葉系幹細胞(MSC)の 
歴史は古く、長い間もっぱら組織形成のためのセルソースとして位置づけられ、MSC をいか 
に目的の細胞に分化させるかという研究が盛んにされてきた。しかし MSC には炎症を抑える 
作用があること、各組織や臓器には組織の恒常性維持に必要な組織幹細胞と呼ばれる細胞が 
存在していること、身体に何らかの損傷が生じると循環を経て損傷部に駆け付け修復過程に 
貢献する細胞がいることが分かり、これらが類似した細胞であったことから、MSC を分化誘 
導してから用いるのではなく、MSC をそのまま投与することで疾患を修飾、治療するという 
発想が生まれた。MSC の静注による脳梗塞や脊髄損傷、肝硬変、GVHD の治療など幅広い研 
究が進められ、一部は実用化に至っている。MSC の採取部位の検討も進み、当初は骨髄由来 
が主体であったが、採取に伴う侵襲を考慮し、近年は皮下脂肪由来のものが広がりをみせて 
いる。再生医療等安全性確保法の施行以後、運動器領域では変形性関節症に対する脂肪幹細 
胞の関節内注射による治療が広がり、関節痛を長期間強力に抑制することが分かってきた。 
変形性関節症は軟骨の摩耗・変性や骨棘形成、滑膜炎など多彩な病態を伴い、強い痛みに 
よって中高年の ADL を著しく低下させる。東京大学整形外科のコホート研究では変形性膝関 
節症の患者数は 2,530 万人に上り、うち 780 万人は痛みで日常生活に支障をきたしている。末 
期の患者には人工関節置換術が行われ、安定した成績を出しているが、進行期では痛みの制 
御が困難で進行を止める術はなく、上記の脂肪幹細胞の関節注射は切り札として注目を集め 
ている。申請者らは自家脂肪幹細胞による治療を実施しているクリニックや、他家脂肪幹細 
胞の供給を目指す企業と共同研究を行っているが、変形性関節症患者の多くは高齢であるた 
め自家の脂肪幹細胞の増殖能が乏しく、培養増幅に難渋することも珍しくない。また他家の 
脂肪幹細胞の供給源は脂肪吸引で得られる組織であるが、安定した供給には課題も多く、品 
質やロットチェックには多大な費用を要するためコストダウンも困難である。 
本研究では、申請者らがこれまでの変形性関節症の病態研究や、iPS・MSC の再生医療研 
究で培った技術と知見を活かし、ヒト ES 細胞をソースに、変形性関節症の治療に特化した細 
胞製剤 ”induced Drug-Cells for treating Arthritis (DCA)”の開発に挑戦する 
３．研究の方法 



関節の組織幹細胞のルーツを辿る発生学的アプローチと、各種 MSC との発現プロファイル 
比較から、DCA の開発を進める。具体的には以下のサブテーマに分けて進めた。 
(1) 関節発生過程における経時的な微小発現解析（齋藤、河田） 
間葉系組織が発生するのは胎生期 10 日以降であるが、関節組織のインターゾーン形成以降の胎
生期 16日以降の、16日齢、18日齢、生後 3日齢のマウス膝関節を用いて、関節軟骨や滑膜、靭
帯など関節構成細胞に分化していく発生過程をプロファイリングするために、各組織から細胞
を単離し、RNA を採取し、発現マーカーを解析した。 
16 日齢では各組織分離できなかったため、18日齢と生後 3日齢のマウス膝関節組織から組織別
RNA のプロファイリングを行った。 
 
(2) 滑膜・骨髄・脂肪由来 MSC との発現プロファイル比較（河田、石倉(研究協力者、大学院生)） 
ヒト滑膜細胞とヒト脂肪由来 MSC は、東京大学の非介入等研究倫理委員会にて承認済みである
（「運動・支持組織におけるヒト組織幹細胞・成熟細胞を用いた再生医学の応用」：審査番号 0622）
に基づき、ヒトサンプルからそれぞれ細胞を単離した。ヒト骨髄 MSC はロンザ社から購入し、
RNA シークエンス解析に用いた。研究代表者・分担者らが開発したヒト iPS 細胞から軟骨前駆細
胞への分化誘導法（2-compounds 法, 2C 法)の経時的な RNA シークエンスデータと照合すること
によって、各 MSC と 2C 法の各段階の発現マーカー、活性化シグナルの差を解析した。 
 
(3) 変形性関節症の治療に特化した細胞製剤“Induced Drug-Cells 
for treating Arthritis (DCA)” の分化誘導条件の検討（齋藤、森、石倉(研究協力者、大学院
生)） 
品質管理で有利なヒト ES細胞をソースに、2C 法に修正を加えるための条件検討を行った。未分
化中胚葉細胞を経由して滑膜幹細胞をベンチマークに DCA のプロトタイプを作成し、発現解析、
エピゲノム解析の結果から 2C 法の修正を行った。 
 
(4) 変形性関節症モデルマウスへの投与による治療効果検証（河田、石倉(研究協力者、大学院
生)） 
本研究室で確立している変形性関節症モデルマウスに（３）で、より理想的なプロファイリング
に近く誘導できたヒト ES細胞由来軟骨細胞誘導株の移植を行った。 
軟骨変性の進行度、軟骨・半月の再生、滑膜炎の程度を組織学的解析で検討し、痛み関連行動は
Dynamic Plantar Aesthesiometer（von Frey test）による評価、foot print 解析システム 
Catwalk を用いた解析を行った。 
 
４．研究成果（現在、データを論文化のため図表なし） 
 
(1) 関節発生過程における経時的な微小発現解析 
マウス 18日齢と生後 3日齢の膝関節組織から組織別 RNA のプロファイリングを行った。 
RNAシークエンスのデータと2 compounds(2C)法で分化誘導したヒトiPS細胞とそれぞれ比較し、
どのマーカー発現が十分か不十分か、経時的なデータと比較した結果を反映させたプロトコル
を作成した。軟骨細胞のプロファイリングには軟骨特異的マーカー発現が足りなかったが、これ
は発生過程とはいえ、既に軟骨組織として成熟した組織との比較であるため、（２）に共通する
結果であるが、ヒト滑膜細胞、ヒト脂肪由来 MSC、ヒト骨髄 MSC との比較プロファイリングデー
タから 2 compounds(2C)法のヒト ES細胞株軟骨分化誘導方法を修正した。 
 
(2) 滑膜・骨髄・脂肪由来 MSC との発現プロファイル比較 
ヒト滑膜細胞とヒト脂肪由来 MSC は東京大学の非介入等研究倫理委員会にて承認済みである
（「運動・支持組織におけるヒト組織幹細胞・成熟細胞を用いた再生医学の応用」：審査番号 0622）
に基づき、ヒトサンプルからそれぞれ細胞を単離し、ヒト骨髄 MSC はロンザ社から購入し、RNA
シークエンス解析に用いた。 
2 compounds(2C)法で軟骨分化誘導したヒトＥＳ細胞のプロファイリングは、研究代表者・分担
者らがすでにヒト iPS 細胞で結果を得ているデータ（背景の項目で前述）と等しく、ヒト MSC の
公開データに比較的類似していた。 
 
(3) 変形性関節症の治療に特化した細胞製剤“Induced Drug-Cells 
for treating Arthritis (DCA)” の分化誘導条件の検討 
2 compounds(2C)法で軟骨分化誘導したのプロファイリングデータとヒト滑膜細胞を２Ｃ法で



軟骨分化誘導したデータを比較検討し、プロトコルの修正を行った。 
ほぼ、修正をする必要がなかったため、既存の２Ｃ法をヒトＥＳ細胞の軟骨誘導法とし、In 
Vitro/Ex Vivo 培養を行い、組織学的解析（ペレット培養のサフラニンＯ染色、免疫染色）、リア
ルタイム RT-PCR による発現マーカー解析、ウエスタンブロットでのタンパク発現解析をおこ
なったところ、成熟した軟骨塊を得ることができた。 
 
(4) 変形性関節症モデルマウスへの投与による治療効果検証 
(1)-(3)データから得られた結果をもとに、修正を加えた、分化プロトコルで軟骨分化誘導できた
ヒト ES 細胞株を OA 治療細胞製剤とし、変形性関節症モデルマウスの関節への投与実験を行っ
た。 
関節炎モデルにおける軟骨破壊の初期段階（手術後 8週間後）にヒトＥＳ細胞を一定の数になる
よう希釈し、膝関節内に 10 μｌを注入し、コントロールは細胞なし希釈液とした。 
経時的に、軟骨変性の進行度、軟骨・半月の再生、滑膜炎の程度を組織学的解析、Ｘ線解析、
Dynamic Plantar Aesthesiometer（von Frey test）による評価、foot print 解析システム Catwalk
を用いた、痛み関連行動解析を行っている。 
現在、上記の解析結果をまとめ、ヒトＥＳ由来軟骨分化誘導細胞製剤の効果を論文発表できるよ
う、まとめている。 
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