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研究成果の概要（和文）：iPS細胞は量的な制約がなく、再生医療の魅力的なツールである。本研究では化合物
を用いてヒトiPS細胞から軟骨細胞を分化誘導する方法の開発に取り組み、わずか二種類の化合物を用いて一週
間前後で良好な軟骨細胞を誘導することに成功した。本方法ではサイトカインを使用しないため、非常に均質な
分化をもたらすことができるのが特徴で、フローサイトメトリーによる解析でも分化し損ねた細胞は全く検知さ
れなかった。またこの方法で誘導した細胞をマウスの膝に移植したところ、良好な軟骨を形成した。

研究成果の概要（英文）：iPS cell is attractive cell source for regenerative medicine. The present 
study has established a novel chondrocyte induction protocol from human iPS cells by only two 
chemical compounds within one week. We did not find any undifferentiated cells after one week 
culture by the protocol, indicating the markedly high efficiency. When we implanted the 
differentiated cells into mouse knee joints, hyaline cartilage formation was observed. 

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は高齢者の生活の質を脅かす

代表的な運動器疾患であり、申請者らが属す
る東京大学医学部整形外科で実施している国
内最大のコホート研究（ROAD study）による
と膝関節だけでも国内に 780 万人が痛みに苦
しんでいる（Osteoarthritis Cartilage 
17:1137,2009、Ann Rheum Dis 68:1401,2009、
J Bone Miner Metab 27:620,2009）。その治療
法としては効果に乏しい対症療法か人工関節
置換術などの手術療法しかないが、日本国内
での年間の人工膝関節置換術はわずか 7万件
弱にとどまっており、人工関節置換術が変形
性関節症の最後の治療手段であれども決して
標準的な治療に成り得ていない現状が浮かび
上がる。膝痛で困っている患者の圧倒的多数
が人工膝関節置換術を敬遠しており、その理
由としては人工関節置換術自体の侵襲が大き
いこと、術後は 90 度までしか膝が曲がらない
といった可動域制限があること、大きな人工
物で関節全体を置換してしまうため一旦感染
すると膝関節機能が全廃してしまう危険があ
ることなどが挙げられる。そのような患者に
対して行える本質的な治療法はいまだに存在
しないが、社会の高齢化が急速に進むことに
よって今後さらに患者数は増えることは確実
であり、社会的にも喫緊の課題である。 
このような現状を打破すべく自家軟骨細胞

や自家間葉系幹細胞を用いた軟骨再生技術も
以前から研究され、一部は臨床応用の段階に
至っているが、その対象疾患はあくまで関節
軟骨の部分損傷にとどまっている。これらの
セルソースは培養増幅に制約があるため、関
節軟骨のほぼ全てが変性してしまう変形性関
節症への応用は困難であり、また細胞の採取
のためだけに 1回余分な手術を行う必要があ
るなど欠点もある。一方、2006 年に開発され
た人工多能性幹細胞（iPS 細胞）はあらゆる
体細胞への分化が可能であるだけでなく、増
殖に制約もなく、また同種移植に向けてセル
バンクが整備されつつあるなど再生医療のセ
ルソースとして抜群の魅力を有する。しかし
ながら iPS 細胞から軟骨細胞を分化誘導する
方法は確立されておらず、現時点でも数本の
論文を数える程度でしかない。 
申請者はこれまで軟骨細胞の発生・分化や

変形性関節症の分子病態を研究する傍ら、軟
骨インジケーターマウスの胎児線維芽細胞か
ら iPS 細胞を樹立し、これまでの研究成果の
知見を活かして軟骨分化に有用と考えられる
サイトカインをスクリーニングし（PLoS ONE  
8:e74137,2013）、5-8 種類のサイトカインの
組み合わせでヒト iPS 細胞から軟骨細胞を誘
導することができ、免疫不全マウス膝への移
植実験でも良好な関節軟骨として生着しうる
ことを確認した（投稿準備中）。しかしながら

サイトカインは高額であり、ロット間によっ
て効果も異なることから、将来の再生医療へ
の応用を考えると出来るだけサイトカインへ
の依存度を抑える必要がある。 
 
２．研究の目的 
 自家軟骨細胞や間葉系幹細胞を用いた関
節軟骨の部分損傷に対する軟骨再生医療は
臨床研究が進んでいるが、量的な制限などの
ため変形性関節症には応用できていない。近
年開発されたiPS細胞は培養増幅に制限がな
く様々な疾患への応用を目指して研究され
ており、膨大な細胞数を要する変形性関節症
への応用には有望と考えられるが、軟骨への
高率的な分化誘導法は現在も開発されてい
ない。本研究では、申請者がこれまでに絞り
込んだサイトカインの組み合わせを総合的
に検討して、軟骨分化誘導法を一旦最適化す
る。次に蛍光インジケーターiPS 細胞を用い
て間葉系分化、軟骨分化を誘導する化合物、
遺伝子をスクリーニングし、ヒト iPS 細胞に
おいてサイトカイン、化合物、遺伝子導入の
組み合わせを再度最適化することにより、サ
イトカインへの依存を最小にした、廉価で再
現性の高い、実用に堪え得る軟骨細胞分化誘
導法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 まずこれまでに絞り込んだ既存のサイト
カインの組み合わせの最適化を行う。これと
平行して二重インジケーターiPS 細胞
(Col2a1-EGFP;Prx1-DsRED-iPSC)を用いて、
間葉系分化、軟骨分化誘導能を示す化合物や
遺伝子を広くスクリーニングし、有用なもの
を選定する。そしてこれらの化合物、遺伝子
を可及的に活用してサイトカインの依存度
を減らし、大量培養を伴った臨床応用にも堪
え得る安定的かつ高率的な軟骨分化誘導法
を開発する。さらに免疫不全マウスの膝関節
への移植実験を行い、有効性と安全性を評価
して実用に堪えうる軟骨分化誘導法を確立
する。 
 
４．研究成果 
 初年度は複数の hiPS 細胞株を用いてサイ
トカインによる基礎検討を行った。初期胚か
らの中胚葉分化過程を Wnt, BMP, FGF シグナ
ルによって誘導し、その組み合わせとタイミ
ングをスクリーニングした。さらに後半の軟
骨分化過程を GDF5、FGF、インスリンシグナ
ルを中心にその組み合わせとタイミングを検
討した。最適化した方法で軟骨細胞を誘導し、
さらにこの分化した細胞がどの程度の軟骨組
織形成能を有するかを確認するため、内径3mm
のモールドに入れてディスクを形成し、それ
を免疫不全マウスの膝関節軟骨の大腿骨溝に
作成した 1mm 径の欠損孔に移植した。8週間
の経過で、iPS 細胞由来軟骨細胞はサフラニ
ン O強陽性の軟骨組織を形成したが、正常軟



骨組織との境界には脱分化した組織が観察さ
れた。移植後 8週間では腫瘍化は観察されな
かったが、移植後 16 週間まで観察すると、
6.7%の確率で腫瘍が発生した。組織学的に観
察すると、腫瘍組織には外胚葉、中胚葉、内
胚葉由来の組織が混在しており、テラトーマ
であることが判明した。このことから、未分
化な細胞が残存したことが原因と考えられた。 
 次に化合物を用いた誘導法の開発に移った。
様々なスクリーニングの結果、初期分化には
物質 Xを用いた。Xの濃度と作用させる日数
を詳細に検討し、中胚葉分化に至る最適条件
を絞り込んだ。中胚葉分化から軟骨分化を誘
導する因子として、こちらも様々な化合物を
検討し、物質 Yを選んだ。Yを開始するタイ
ミング、使用する濃度、培養日数についても
詳細に検討し、フィーダーフリーで未分化の
状態に維持したヒト iPS 細胞から軟骨細胞マ
ーカーである SOX9、COL2A1 が著明に上昇する
まで 5日間、さらに COL11A2 などの成熟軟骨
マーカーが上昇するまで 9日間、というプロ
トコールを確立することに成功した。詳細な
条件は今後発表される論文を参照されたい。 
たった 2種類の化合物を用いてヒト iPS 細

胞から軟骨細胞を分化誘導することから、こ
の方法を two compounds (2C)法と命名した。
この２C法は、従来の７－９種類のサイトカ
インを用いる方法と比べて、軟骨細胞分化誘
導に有する期間が短かった。またフローサイ
トメトリーを用いて解析したところ、サイト
カイン法ではどうしても分化し損ねた Nanog
陽性の未分化細胞がごく少数混じってしまう
のに対し、２C 法では 0%と、極めて優れた分
化誘導法であることが分かった。今後はこの
分化誘導法を用いた軟骨再生医療の技術開発
のほか、軟骨がどのように誘導されるのかを
調べるツールとしても活用していく計画であ
る。 
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