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研究成果の概要（和文）：腱・靭帯は再性能に乏しい組織であるため、障害が起こると放置しても治らない。
iPS細胞などの幹細胞から腱・靭帯組織を誘導し、損傷部位を補填する方法が1つの手段として考えられるが、こ
れまで腱・靭帯細胞を誘導するロバストな方法は存在しなかった。申請者らは2018年に、世界で初めてヒトiPS
細胞から靭帯細胞の前段階の細胞である靱帯節細胞を誘導するプロトコールの開発に成功した。本研究では、こ
の細胞を将来の再生医療に応用するため、目的外細胞の混入を最小限にするための高効率誘導法の開発、誘導過
程での動物由来成分の排除、動物移植による生体内機能の証明を行い、全て良好な結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Since tendons and ligaments are tissues with poor regenerative ability, they
 hardly heal once left untreated. One of the possible options is to induce tendon/ligament tissue 
from pluripotent stem cells and fill the damaged area with them. However, there has been no robust 
method for inducing tendon/ligament cells. In 2018, we succeeded to develop the world's first 
protocol for inducing syndetome cells, which are the precursor of tendon/ligament cells, from human 
iPS cells. In order to apply the cells to future regenerative medicine, in this application, we have
 developed a highly efficient induction method to minimize the contamination of unwanted cells, 
eliminated animal-derived components during the induction process, and estimated in vivo function by
 animal transplantation, and obtained expected results.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究提案では、生体内で靭帯としての本来の機能を有する、腱・靭帯移植治療に資する靭帯節細胞の誘導法、
精製法、拡大培養法を開発することを目的とした。本申請の基盤となる靭帯節誘導法は申請者らのグループが独
自に開発した技術であり、また多能性幹細胞から誘導した靭帯節細胞を使った治療法開発はこれまで前例がなか
った。本研究成果は、これまで自家腱移植による手術適応となっていた前十字靭帯断裂や高齢者に好発する肩腱
板断裂などといった腱靭帯損傷に対し、新しい高機能の治療オプションの提示を可能とし、さらに、高齢のため
自家組織の採取困難といった理由から手術適用とならなかった患者に対しての適用拡大を可能にする。

※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 
近年のスポーツ人口の増加に伴い、腱・靭帯損傷の症例数は年々増加傾向にあり、前十字靭帯

損傷だけでも国内で年間約 5 万件もの症例があるとされている。また高齢者に好発する肩腱板
断裂は、50 歳以上では 25%に上るとされ、そのうち 30%程度が手術を受けている。 
一旦損傷を受けた腱・靭帯は放置しても治ることはほぼなく、よって自家腱などを用いた再建

術が実施される。しかし、健常腱の採取による当該部位の運動機能低下や、高侵襲性から合併症
のリスク、高齢者からの採取困難といった問題があり、これに代わる新たな治療法の開発が望ま
れている。近年では人工材料を用いた人工腱・靭帯の開発研究が進められてきたが、十分な力学
的特性を備えた人工材料は開発されておらず、また人工物を使用する限り、生体親和性の改善に
も限度があった。上述の問題点の解決策の１つとして、iPS 細胞のような多能性幹細胞から腱靭
帯組織を作製し、再生医療に利用することが考えられるが、多能性幹細胞から腱靭帯への誘導法
はこれまで確立されていなかった。 

2018 年、我々のグループは、世界で初めて体節中胚葉を経由した段階的誘導法により腱靭帯
の前駆細胞である靭帯節細胞をヒト iPS 細胞から誘導する方法の確立に成功した（図１）。しか
し、その誘導法による誘導効率は 70%前後であり、また生体内での機能は未検討という課題が
残されていた。このため、将来
的に移植治療の細胞源として
の応用を考えた場合、誘導法、
精製法、拡大培養法などを科
学的に開発し、生体内機能を
証明する研究が必須と考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究提案では、生体内で靭帯としての本来の機能を有する、腱・靭帯移植治療に資する靭帯

節細胞の誘導法、精製法、拡大培養法を開発することを目的として設定した。 
 
３．研究の方法 
上記目的を達成するため、本研究では下記の５項目を研究の方法として提案した。 
① 靭帯節誘導法からの動物由来成分の排除 
② 分化誘導効率の向上 
③ 靭帯節細胞の濃縮法の開発 
④ 立体的靭帯組織構築・成熟化 
⑤ 移植による生体内機能の検証 

 
４．研究成果 
① 靭帯節誘導法からの動物由来成分の排除 
iPS 細胞維持培養時のフィーダー細胞、分化誘導時のマトリゲルおよびウシ血清アルブミンの

排除を行なった。フィーダー細胞についてはフィーダーフリーiPS 細胞を使用することで排除し、
マトリゲルについては iMatrix へと置き換え、ウシ血清アルブミンについてはそれを含まない



市販培地である AK03N（味の素）を基礎培地として使用した。結果として、全ての置換が成功し、
動物由来成分の排除に成功した。 
 
② 分化誘導効率の向上 
添加物の最適化を行った。具体

的には、TGFβ3、FGF8、BMP7 の濃
度や添加時期を検討するミニス
クリーニングを実施し、誘導日
数の短縮および靭帯節マーカー
陽性率 70%以上を目指した。その
結果、特に硬節から靭帯節細胞
の誘導日数が 21日間から 8日間
に短縮され、また誘導効率も靭
帯節細胞のマーカー陽性率が
80-90%程度と想定目標よりも良
い結果を得ることに成功した。この高効率の誘導は、6つの異なる iPS 細胞株でも確認されたた
め、本研究で、高効率かつロバストな、動物由来成分を含まない誘導法の開発に成功した。 
 

③ 靭帯節細胞の濃縮法の開発 
既存の靭帯節細胞の表面抗原マーカー、および網羅的遺伝子発現解析から新たに見出した表面

抗原マーカーの市販抗体を購入し、靭帯節細胞の濃縮を試みたところ、いくつか有望な抗体が見
つかった。しかし、②の分化誘導法の変更で 90%近く靭帯節細胞が誘導できることが分かってき
たため、これ以上の FACS による濃縮については一旦 pending とし、⑤の生体内での機能検証に
注力した。 
 

④ 立体的靭帯組織構築・成熟化 
将来的な医療応用を目指し、スフェア化した靭帯節細胞を立体構築することで、靭帯様の組織

を構築できないか試みた。主に、スフェアの形成方法、スフェア同士の接着性の有無、立体構築
後の循環培養による成熟化の３項目を検討した。スフェア形成については低接着プレートを使
用し、播種細胞数をコントロールすることで、スフェアの構造を作ることに成功した。しかしス
フェア同士の接着性に課題があり、スフェアから立体を構築することは困難であった。そこで、
立体構築は一旦 pending とし、靭帯節細胞そのものの再生医療応用の可能性を、⑤にて検証し
た。 
 

⑤ 移植による生体内機能の検証 
 もともとの計画では④で立体構築した腱組織を、ラットのアキレス腱切断モデルに移植する

ことで腱組織の再生を促し、生体内機能を検証する予定であった。しかし④の立体構築でスフェ
ア同士の接着が困難であるという結果が得られたため、計画を変更し、マトリゲルと靭帯節細胞
を混ぜた混合液をラットのアキレス腱切断モデルの断裂箇所に移植することで、靭帯節細胞そ
のものが持つ腱靭帯再生能力を検証した。歩行時の機能回復をキネマトレーサーによる歩行解
析とアキレス機能インデックスによる行動解析で検証し、また組織学的評価としてコラーゲン
等の細胞外マトリクスタンパクの抗体染色やトリクローム染色、組織配向性を検証したところ、
移植群は非移植群と比べて有為に組織像も機能も回復が早まっていることが分かった。 
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