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研究成果の概要（和文）： 我々は世界に先がけて自己骨髄間葉系幹細胞移植による関節軟骨欠損修復の臨床研究を行
い、世界で最も多くの症例の経験を持つ。しかしこれまでの方法では修復が完全な硝子軟骨では行われないこと、およ
び関節を切開するために手術侵襲が大きいという問題点があった。これらの問題点を改善するために、骨髄細胞培養時
に軟骨分化誘導をかけて軟骨様シートを作成する方法を開発した。またヌードラットを使った動物実験で関節軟骨欠損
部に軟骨様シート移植すると良好な修復が得られることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： We previously reported some success repairing osteochondral defects with BMSC s, 
but did not regenerate new hyaline cartilage with the properties of native articular cartilage. To find 
better methods for regenerating articular cartilage defects using BMSCs, we hypothesized that the 
induction of chondrogenic differentiation and the seeding of many cells into the tissue matrix within the 
defect are important. We determined culture conditions that created stable scaffold-free cartilage-like 
cell-sheets from human BMSCs and assessed their effects after transplantation into osteochondral defects 
in nude rats. The results indicate that the FGF-2 enhances the proliferative and chondrogenic capacity of 
hBMSCs during expansion. Culture with FGF-2 with FBS may help to quickly generate sufficient numbers of 
cells to create stable and reliable scaffold-free cartilage-like cell-sheets, which contribute to the 
regeneration of osteochondral defects.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
細胞移植による関節軟骨欠損修復は、1968

年チェスターマン(1)らの家兎同種軟骨細胞
移植による関節軟骨欠損修復の報告以来、い
くつかの軟骨細胞移植が研究されてきた。申
請者らも1989年、家兎の実験系でコラーゲ
ン・ゲルに包埋した同種軟骨細胞移植で関節
軟骨欠損修復が促進されることを報告した
(2)。同じ年、グランデ(3)らは家兎の実験系
で自己軟骨細胞移植により関節軟骨欠損修復
が促進されることを報告した。この方法はす
ぐに臨床応用され(4)、1997年米国食品医薬品
局で承認され世界初の整形外科分野における
再生医療商品として世界で普及した。しかし
ながら、従来の第一世代自己軟骨細胞移植で
はモザイクプラステイーと比較して有意に良
好な修復を得られていない(5)。関節軟骨欠損
の修復を促進するために細胞移植を行うこと
を考えたときに、本来そこにあるべき細胞、
即ち軟骨細胞を移植しようとするのはごく当
然の考え方であり、このように初期から研究
されてきた。しかしながら、軟骨細胞の場合、
自己移植では軟骨組織採取による欠損が生じ
ることから採取量に限界があること、同種移
植では死体から組織採取のシステム構築が不
可能であるという問題がある。 
我々は体性幹細胞の一種である骨髄間葉系

幹細胞に注目し、1994年、自己骨髄間葉系細
胞移植により関節軟骨欠損修復が促進される
ことを家兎の実験系を使い世界で初めて報告
し(6)、1998年、世界で初めて臨床応用した(7)。
その後約40例に施行し、局所の感染や腫瘍形
成を認めない、安全な方法であることを報告
した(8,9,10)。さて、このように自己骨髄間
葉系細胞は安全で有効な方法であるが、従来
法では関節を切開するために、手術侵襲が大
きいという問題がある。骨髄間葉系幹細胞か
らin vitroで分化誘導をかけ軟骨様シートを
作成することが出来れば、修復成績をさらに
改善し、より手術侵襲の小さい、関節鏡視下
に行える軟骨修復方法となると考えられた。 
 
２．研究の目的 
関節軟骨再生のために様々な細胞移植の

前臨床試験が行われているが、実際に臨床応
用されているものは少ない。我々は世界に先
がけて自己骨髄間葉系幹細胞移植による関
節軟骨欠損修復の臨床研究を行い、世界で最
も多くの症例の経験を持つ。しかしこれまで
の方法では関節を切開するために手術侵襲
が大きいという問題点がある。より手術侵襲
の小さい方法として関節鏡視下で行える細
胞移植方法の開発が目的である。in vitro で
骨髄間葉系幹細胞から軟骨シートを作成し、
そのシートをヒトで関節鏡視下に移植でき
る技術を開発することが目的である。 
 
３．研究の方法 
骨髄間葉系幹細胞から in vitro で収縮す

ることなく軟骨シートを作成する方法を開

発したが、さらに良好な軟骨シートを確実に
作成する方法（培養条件、成長因子など）を
確立する。作成した軟骨シートを家兎の大腿
骨骨軟骨欠損部にフィブリン糊で固定し移
植した。移植後２、４、12週で修復成績を肉
眼的、組織学的、免疫組織学的に評価する。 
 
４．研究成果 
cell culture insert にヒト間葉系幹細胞

（1.8 x 106 cells）および TGFβ、IGF1、デ
キサメタゾンなどを含む培養液（上側0.3 ml、
下側 1 ml）を入れ 3週間培養すると高品質な
シートが作成できることを明らかにした。 
骨髄間葉系幹細胞からの軟骨シート作成

にはヒトの細胞が最適であることを確認し
た。家兎骨髄間葉系幹細胞では十分な軟骨基
質産生が不十分で、力学的強度の十分な軟骨
シートが得られないことが明らかになった。
さらに、ヒト骨髄間葉系幹細胞の一次培養時
に FGF-2 を使用すると、２次培養時に FGF-2
を加えなくても軟骨分化因子を加えること
で軟骨基質産生能の高い細胞が大量に得ら
れることが明らかになった。 
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図３.一次培養時に 5％FBS、10％FBS、5％
FBS+FGF-2 で培養し、２次で同じ軟骨分化誘
導をかけたところ、5％FBS+FGF-2 でもっとも
良好な軟骨ペレットが作成できた。 
 
 ヒト骨髄間葉系幹細胞からFGF-2を使って



軟骨シートを作成すると、良好なシートが得
られることを明らかにした。 
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ヌードラットの骨軟骨欠損への移植実験

を施行した。ヒトの骨髄血を採取し、骨髄間
葉系幹細胞をFGF-2添加条件で培養増殖させ
た。その細胞から上記で開発した方法で軟骨
シートを作成した。ヌードラットの大腿骨顆
間部に直径 2mm の骨軟骨欠損を作成し、軟骨
シートを移植した。移植後２、４、12 週で肉
眼的にシート移植群で良好な修復が得られ
た。 
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図６.軟骨様シート移植およびコントロー

ル群の肉眼的所見 
 
組織学的にもシート衣装群で良好な修復

が得られた。 
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  コントロール群  シート移植群 
図７.軟骨様シート移植およびコントロー

ル群の組織学的所見トルイジンブルー染色 
 
さらに移植した細胞の生存を確認するた

めに、抗ヒトビメンチン抗体で染色し評価し
た。 その結果、移植後 12 週で軟骨シート
移植群ではコンとロー群に比較して有意に
良好な修復が得られることが明らかになっ
た。移植細胞は移植後２週ではたくさん存在
したが、４週ではやや減少し、12 週ではほと
んど認められなかった。 
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