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研究成果の概要（和文）：検体数30個体のドナーから分離した骨髄細胞を用い実験を行った。増殖期のbFGF添加の反応
性については従来の報告と同様の定性的な結果が得られ、各ドナーにおける定量指標も独自に得られた。実験の妥当性
とその後の解析に十分なサンプルサイズが得られた。
各ドナーのRNAプロファイリングをmicroarrayシステム（EXIQON社miRCURY LNA miRNA  array）で網羅的に解析し、軟
骨分化度のマーカー候補となりうるmicroRNAを検証した結果、miR708-5pが軟骨分化に抑制的に関与することが示唆さ
れた。しかしサンプル間でのバラつきも大きく、他の因子の関与も示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
isolated from 30 donors. We could repeat the quantitative outcomes that were previously reported for the 
effects of bFGF on the chondrogenic ability of the BMSCs during the expansion phase. Moreover, we could 
obtain independent quantitative data for each donor. This finding indicates that the sample size used 
here is sufficient for subsequent analysis to validate the results.
The RNA profile of each donor, generated before BMSC differentiation, was analyzed comprehensively using 
an RNA microarray system (EXIQON Inc. miRCURY LNA miRNA array). We selected some candidate micro RNAs as 
markers of chondrogenic ability of BMSCs. These markers were verified by quantitative PCR, and miR708-5p 
was found to suppress chondrogenic differentiation. However, the variation in miR708-5p expression 
between donors was large, suggesting that other factors could also be involved in regulating the 
chondrogenic ability of BMSCs.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 
（１）修復困難な関節軟骨欠損に対し現在広
く行われている治療法としては、主に①欠損
部と骨髄を交通させる骨髄刺激法 1)、および
②健常非荷重部からの骨軟骨柱移植 2)、が挙
げられる。前者は創傷治癒過程を促すきっか
けとなるが、力学強度の劣る線維軟骨の修復
では、長期的な変形性関節症進行への懸念が
残る 3)。また後者については、非荷重部とは
いえ採取可能な健常部組織の領域には限界
がある。これらを補うため、1994年に初めて
ヒトに対する自己関節軟骨細胞移植が
Brittberg らによって報告され 4)、治療法の選
択肢として新たに細胞治療が加わった。本邦
では 2002年に Ochiらによってコラーゲンゲ
ルを用いた ACIが報告され 5)、JACC（J-TEC
社 ）開発に発展し、2013 年の保険収載に至
っている。 
 
（２）一方、骨髄組織から得られる接着細胞
は体外でも増殖可能でその免疫抑制作用や
組織修復・血管新生作用が広く知られており、
この細胞が、様々な間葉系細胞へ分化可能な
ことが 1990年代から Caplanらにより報告さ
れていた 6)。用いる細胞源をすでに臨床利用
されバンク化されている骨髄組織に求める
ことは細胞治療を広く普及する上では有望
と考えられる。関節軟骨欠損に対する骨髄細
胞治療については共同研究者の脇谷らが
1998年に世界に先駆けて自己骨髄細胞（以下
BMSC）移植を行い、これまで施行した約 40
例で良好な成績を報告している 7)。我々は細
胞治療を普及すべく、関節軟骨欠損修復治療
を簡便化した「関節鏡視下自己骨髄細胞（以
下 BMSC）移植による関節軟骨欠損修復―多
施設共同、非盲検、ランダム化、並行比較試
験 」（以下「臨床試験」）を計画・進行中で
ある。その効果に対して科学的裏付けを与え
るためには、移植される細胞の品質管理を行
うことが重要である。特に我々が用いる
BMSC はヘテロな細胞集団であるため 8)、そ
の増殖能および軟骨分化能にはドナー間の
差が大きいと考えられ、さらに分離・培養条
件もその性質に影響を与える可能性が高い 9)。
しかし、軟骨欠損に対する細胞治療において、
これまで移植細胞の増殖能や軟骨分化能の
個体差を解析した報告はない。また軟骨形成
に必須な転写因子である sox9など、軟骨の発
生分化マーカーとして有用な分子はいくつ
か知られているが 10)、異なるドナーから得た
BMSCの軟骨分化能を評価するためのマーカ
ーとして確立したものは存在しない。 
 
（３）近年、種々の細胞において蛋白質をコ
ードしない RNA（non-coding RNA；ncRNA）
が同定され、さらにこれらが細胞生理・病理
に関与することも明らかにされつつあり、注
目を集めている 11)。細胞治療の軟骨分化過程
においても、ncRNA が BMSC の軟骨分化能
の個体差を規定している可能性が十分に考

えられる。仮に、軟骨分化能と相関する
ncRNAが特定できれば、その軟骨分化能を評
価するためのマーカーとして有用であると
考えられる。さらにそれらを利用した細胞製
品の加工技術や、同定した ncRNA を利用し
た核酸医薬品開発に発展する可能性も考え
られる。 
 
２．研究の目的 
（１）上記「臨床試験」で用いる各ドナーに
由来する BMSC の増殖能と軟骨分化能を調
べる。BMSCはヘテロな細胞集団であるため、
移植前の準備段階で、ドナー毎にその増殖能
とその後の軟骨分化能が異なる可能性が高
い。広範な軟骨欠損症例に対しても良好な成
績を上げるためには、優れた軟骨分化能を有
する十分な数の細胞を確保することが重要
である。しかしながら BMSCは培養増殖の過
程で軟骨分化能が徐々に低下する（脱分化現
象）ことがこれまでの in vitro研究から明らか
であり、治療の制約になっている 9)。増殖期
に塩基性線維芽細胞増殖因子（以下 bFGF）
を添加することで細胞の増殖が促進される
だけでなく脱分化も抑制されるという報告
があり 9)、将来的な臨床への応用が期待され
る。現時点で bFGF の臨床における利用は困
難であるが、bFGF 添加による反応性を含め
た細胞の品質を把握しておくことは、臨床利
用上は重要である。そこで、bFGF 添加の反
応性を含めた各ドナーBMSCの増殖能および
軟骨分化能について検討する。 
 
（２）同時に分化誘導前の各ドナー由来
BMSC で発現している ncRNA について網羅
的なプロファイリングを行い、軟骨分化能に
相関するマーカー候補を探索する。すなわち、
増殖期の bFGF 添加の反応性を含めた各ドナ
ーの細胞固有の性質がどの程度軟骨分可能
に寄与し、それらを特徴づけるマーカーが特
定できれば、細胞の品質の把握がより容易に
なると考えられる。本研究では、ncRNAに着
目してその同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）研究に必要な骨髄液は、上記「臨床試
験」および前臨床試験で得られたもの、さら
にドナー数確保のため、市販の新鮮骨髄液
（ベリタス社）を購入して実験を行った。 
利用可能な骨髄液の容量により、T-175 およ
び T-75のフラスコを使い分け、骨髄液を 15％
ウシ血清（FBS）を含む培養液を加えてフラ
スコに播種し、10ng/mlの bFGF（ペプロテッ
ク社）添加の有無で各ドナーの BMSCを分離
した。培養液は 3日ごとに交換し。約 3日後
には赤血球などの非接着細胞は培養液交換
時に除去され接着細胞が観察された。培養開
始後、約 11−14 日後、細胞が約 80％コンフ
ルエントに達したところで継代し獲得細胞
数を計測した。実験に必要な細胞数のみ継代
培養し、残りは凍結保存した。（以降、継代



数 n を Pn と表現する。）継代培養後は bFGF
無添加で分離した P0 の BMSC は①10%FBS, 
②5%FBSで培養し、bFGF添加下で分離した
P0のBMSCは③5%FBS+10ng/mlbFGFで培養
した。さらに細胞が 80~90%コンフルエント
に達した時点で細胞を回収し、獲得細胞数の
倍加指数を下記計算式にて算出し、培養に要
した日数で除して増殖速度とした。 
 Population doubling (PD) = log2 (cells at the 
end of passage/ cell seeded) 
継代時の細胞数計測は血球計算盤およびコ
ールター式自動細胞カウンターを用いた。 
獲得細胞の一部を RNA 抽出に供し(TRIzol
フェノール 抽出用試薬を使用)、残りを軟骨
分化誘導実験に用いた。 
 
（２）軟骨分化誘導実験は bFGF 添加・非添
加で培養した BMSCを共に同一条件下（血清
無添加・高濃度グルコース含有 DMEM、
10ng/ml TGF-β1、1%ITS-premix、10nMデキサ
メサゾン、37.5µg/ｍl L-アスコルビン 2 リン
酸、1%ピルビン酸ナトリウム、1%ペニシリ
ン/ストレプトマイシン）で 2.5×105 の細胞を
非接着性 V 型底 96 穴ウェルプレートに播
種後、2500rpm で 10 分間遠心して行うペレ
ット培養法を行った。ペレットは通常、24〜
48時間で球形に形成され、軟骨様細胞外マト
リックス(ECM)を産生するようになる。二日
に一度培地を交換し 21 日目にペレットを回
収し、各ドナーから得られたペレットの湿重
量と生化学検査および組織染色による評価
を行った。②と③の条件で得られたペレット
の湿重量の値を用いて増殖期の bFGF 添加の
反応性を含めた各ドナー固有の軟骨分化度
の評価を行った。また生化学検査では各ペレ
ットのグルコサミノグライカン（GAG）蓄積
量と DNA 含有量を計測した。また組織染色
用のペレットはホルマリン固定後、エタノー
ル脱脂の後パラフィンに包埋し、3µmの切片
によりサフラニン O染色および I型・II型コ
ラーゲンの免疫染色を行った。 
 
（３）（２）で得られた結果をもとに、軟骨
分化誘導度の異なるドナーを抽出し、保存し
ていたそれらドナーの RNA プロファイリン
グを microarray システム（ EXIQON 社
miRCURY LNA miRNA  array）で網羅的に解
析し、各ドナーの軟骨分化度のマーカーとな
りうる microRNAをいくつか抽出した。定量
PCR により全ドナーにおけるそれら
microRNA の発現量と軟骨分化度の相関につ
いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１） 計画では P1、P4、P7の検討を行う予
定だったが、現行の培養方法で必要な日数や
費用など臨床利用の観点から、P0 および P1
の解析のみに修正した。我々が今回骨髄細胞
用に選定したロットのウシ血清（FBS）を用
いて獲得したP0の細胞数はbFGFの添加の有

無により、それぞれ 3.45±2.25(×104/cm2)およ
び 8.35±3.13(×104/cm2)であり、bFGF添加条件
で有意に多かった（図 1-a）。また P1 におい
て①10％FBS, ②5%FBS, ③5％FBS+10ng/ml 
bFGFの条件で培養させた場合、P1における
増殖速度はそれぞれ①0.24±0.08(PD/d), ②
0.15±0.08(PD/d), ③0.36±0.13(PD/d)となり、各
群間で有意差が見られた（図 1-b）。 

（２）さらに軟骨分化誘導後のペレットの湿
重量は①0.84±0.68（mg）, ②0.85±0.71（mg）, 
③3.41±1.04（mg）であり（図 2-a）、さらに計
測可能だった 12 ドナーの GAG/DNA 値は①
6.94±3.84(µg/µg), ② 7.86±3.81(µg/µg), ③
18.22±6.99(µg/µg)であり（図 2-b）、血清の濃
度による差は認められないものの bFGF 添加
による差が有意に認められた。 

また免疫組織染色でも生化学試験と同様の
結果が得られ、さらにコラーゲンの染色性で
bFGF 添加により I 型コラーゲンの染色性に
比べ II型コラーゲンの染色性が上がり、ドナ
ーによってはペレットの大きさによる差も
顕著に認められた（図 3）。 



免疫染色を含め bFGF の反応性については従
来の報告と同様の定性的な結果が得られた。
さらに、各ドナーにおける条件①の湿重量平
均を横軸に、条件③の湿重量を条件①の湿重
量で除した値を bFGF の反応性として縦軸に
プロットしたところ、それらは反比例するば
らつきを示した（図 4）。 
各ドナーに対する定量指標も独自に得られ、
実験の妥当性とその後の解析に十分なサン
プルサイズが得られたと判断された。 

 
（３）これらを踏まえ、軟骨分化誘導前の
RNAプロファイリングをmicroarrayシステム
（EXIQON社 miRCURY LNA miRNA  array）
で網羅的に解析し、各ドナーの軟骨分化度の
マーカー候補となりうる microRNAをいくつ
か抽出した。定量 PCRによる検証の結果、条
件①の軟骨分化後の湿重量（CA）1㎎を境に
した群間比較でmiR708-5pの発現が1mg以上
群で有意に低く、本遺伝子が軟骨分化に対し
ては抑制的に作用することが示唆された（図
5）。しかし 1mg以下群内でのバラつきは大き
く、他の因子も軟骨分化誘導には関与するこ
とを示唆した。今後、bFGF 処置細胞の
miR708-5p の発現量とともに他因子の関与に
ついても検討を要すると考えられた。 
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