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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞シートが硝子軟骨を再生させるメカニズムと軟骨同化作用に寄与する因子の
探索を行い、培養条件の異なる軟骨細胞シートで軟骨修復作用と連動して変動する因子をタンパク質解析
（SOMAscan）で26因子同定した。修復作用が低下する細胞シート作製条件下での遺伝子発現、産生量の変化等を
解析し、Wntシグナル抑制因子、炎症反応制御因子、増殖因子で、軟骨修復作用と相関した変化を示すものを確
認した。また、培養上清中のエクソソーム中のmiRNAをマイクロアレイで解析し、軟骨修復作用と連動して変動
するmiRNAを抽出した。RT-PCRによる検証から4つのmiRNAが軟骨修復作用と連動することを確認した。

研究成果の概要（英文）：To identify the mechanisms and anabolic factors that contribute to the 
hyaline cartilage regenerative properties of chondrocyte sheets, we performed a proteomic analysis 
(SOMAscan) of factors that vary in correlation with the cartilage regenerative properties of 
chondrocyte sheets fabricated under different culture conditions and identified 26 such factors. 
Through the analysis of the change in levels of gene expression and secreted factors of chondrocyte 
sheets with varying cartilage regenerative properties, regulators of Wnt signaling, regulators of 
inflammation, and growth factors were found to correlate with the cartilage regenerative properties.
 Furthermore, through the microarray analysis of exosomal miRNAs in culture supernatants, miRNAs 
that correlate with the cartilage regenerative properties were identified. Validation through RT-PCR
 revealed 4 such miRNAs.

研究分野：整形外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　軟骨細胞シートは、損傷した軟骨からのプロテオグリカンの流出の阻止や、関節液中の軟骨分解因子からの軟
骨の保護に働き、軟骨成長因子の持続的な供給や、軟骨下骨から誘導される骨髄由来幹細胞に対する軟骨分化促
進イニシエーターとしての機能等を介して軟骨修復を促進していると考えられるが、これらの作用にかかわる因
子やメカニズムについては不明な点も多い。
　自然には修復しない関節軟骨の再生に有用な因子の一端を明らかにした本研究成果は、軟骨細胞シートが軟骨
修復を促進するメカニズムの解明に繋がるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)  我々は、従来修復困難と考えられてきた関節軟骨部分損傷（軟骨下骨に達しない軟骨内損
傷）に対して、温度応答性培養皿で作製した積層化軟骨細胞シートによる関節軟骨修復再生効
果を明らかにし、これを基にヒト幹細胞臨床研究を行った。自己の膝軟骨から作製した細胞シ
ートを軟骨損傷を有した変形性膝関節症の患者 8名に移植し、術後 1年の生検による組織学的
検査により細胞シート移植部に硝子軟骨の再生を確認した。従来の関節軟骨損傷治療では、損
傷部は瘢痕組織か線維軟骨で置換されてしまうが、長期的に潤滑性、粘弾性が劣るため、予後
問題となることが多い。これに対し、細胞シートによる関節治療では硝子軟骨による再生が確
認されており、優れた治療法であることが示された。しかしながら、自己の軟骨組織を用いた
細胞シートの作製では、オーダーメイド医療となるため一般的な治療法としての普及には問題
点が多い。そこで、細胞シートによる関節軟骨の修復・再生を、同種細胞を用いてレディメイ
ドな方法として実現するために、多指症由来軟骨から作製した同種細胞シートを用いて臨床研
究を実施している。 
 
(2)  軟骨細胞シートは、損傷した軟骨からのプロテオグリカンの流出の阻止や、関節液中のカ
タボリックファクターからの軟骨の保護に働き、TGF-βをはじめとした軟骨成長因子の持続的
な供給や、軟骨下骨から誘導される骨髄由来幹細胞に対する軟骨分化促進イニシエーターとし
ての機能等を介して軟骨修復を促進していると考えられるが、これらの作用にかかわる因子や
メカニズムについては不明な点も多い。 
 
(3)  成人の膝軟骨細胞から作製された細胞シートの機能を代替するためには、成人膝軟骨細胞
シートが軟骨修復を促進するメカニズムを明らかにし、同種細胞シートに必要な機能を同定す
る必要がある。また、細胞シートの軟骨修復メカニズムを明らかにすることで、自然には修復
しないといわれている関節軟骨の再生に有用な因子の同定が期待できる。 
 

２．研究の目的 
本研究では、細胞シートが硝子軟骨を再生させるメカニズムとパラクライン効果に寄与する

因子を同定することを最終目的とし、本研究期間において以下を明らかにする。 
 

(1) 成人膝軟骨細胞シート、多指症由来軟骨細胞シートの有効性評価を異種同所性移植モデル
により実施し、細胞シートの有効性が低下する培養条件や原料細胞ドナー等を明らかにす
る。 
 

(2) 動物モデルにおける有効性評価で優劣を示した細胞シートの培養上清中の因子について、
網羅的な解析を行い、有効性と関連した変動を示す因子を同定する。 
 

(3) 同定された因子について、軟骨修復・再生メカニズムへの関与を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞シートの作製と培養上清の収集 
人工関節置換術廃棄組織由来軟骨細胞、多指症由来軟骨細胞等から温度応答性培養皿を用い

て細胞シートを作製し、培養上清を収集する。人工膝関節置換術時の廃棄組織から得られる軟
骨細胞から作製した細胞シートは、臨床研究で硝子軟骨再生作用を示した軟骨細胞シートとほ
ぼ等しい特性を持つと考えられる。一方、これまでに多指症由来軟骨細胞から作製したシート
は、培養条件やドナーにより特性が異なり、家兎軟骨損傷モデルで軟骨損傷に対する効果にも
差が認められている。硝子軟骨再生作用を示す細胞シートとその作用を示さない細胞シートの
培養上清を各 6例以上収集することを目標とする。硝子軟骨再生作用を示す細胞シートで特徴
的に産生されている因子を同定することが可能となる。 
 
(2) 家兎軟骨全層欠損モデルにおける各細胞シートの軟骨修復作用の検討 
(1)で作製した人工関節置換術廃棄組織由来軟骨細胞、多指症由来軟骨細胞等から作製した細

胞シートを、免疫抑制剤投与下で家兎軟骨全層欠損モデル（直径 5mm、深さ 3mm の自然修復し
ない大きさの骨軟骨欠損を作製する）に移植し、軟骨損傷修復作用を確認する。有効性の評価
としては、患肢荷重配分比の推移、ICRS grading system による組織学的評価を行う。このモ
デルで in vivoにおける軟骨修復促進作用を評価するとともに、(1)で収集する培養上清中の因
子との関連を解析する。 

 
(3) 細胞シート培養上清中因子のアプタマー法による網羅的解析 
SOMAscan は 1000 種類以上のタンパク質濃度を網羅的に解析するアプタマーアレイである。

これを用いて細胞シートの培養上清中のタンパク質を網羅的に解析し、硝子軟骨再生作用が優
れた細胞シートとその作用が劣る細胞シート間で培養上清中の量に有意な差が認められるタン
パク質因子を抽出する。 

 



(4) 細胞シートの培養上清中エクソソーム含有 miRNA のマイクロアレイ解析 
軟骨細胞シートの培養上清中のエクソソームから miRNA の抽出を行い、マイクロアレイを用

いて網羅的に解析する。硝子軟骨再生作用を示す細胞シートとその作用を示さない細胞シート
の miRNA発現を比較解析することで、硝子軟骨再生作用を示す細胞シートで特徴的に分泌され
ているエクソソーム含有 miRNAを同定する。 

 
(5) SOMAscan により軟骨再生作用を示す細胞シートに特徴的に見出されたタンパク質につ

いて、産生量を確認し、軟骨保護作用や軟骨分化誘導作用を解析し、細胞シートの作用メカニ
ズムに重要な因子の解明を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床研究でヒトにおける関節軟骨の修復が認められた軟骨細胞シートと、ほぼ同等の特

性を持つと考えられる人工関節置換術時に採取される軟骨細胞から作製された軟骨細胞シート
（TKA シート）は、同所性異種移植モデルによる軟骨修復能が確認された。（Takahashi T et al. 
J Tissue Eng Regen Med. 2018）同モデルにおいて、多指症由来軟骨から作製した軟骨細胞シ
ート（PDシート）は、PD シートは特定の因子を含む培地を用いて作製した場合、細胞シートの
表面マーカーや細胞数、遺伝子発現の変化とともに、軟骨修復作用が低下することが明らかと
なった。また、軟骨修復作用が低いドナーを同定した。 
 
(2) 同所性異種移植モデルにより軟骨修復能が確認された TKAシートおよび PD シートにつ

いて、分泌する因子のアプタマー法による網羅的解析（SOMAscan）を実施し、軟骨分化に関与
すると推定される GO:Cartilage developmentにアノテーションされるタンパク質 236個では、
39 個が SOMAscanで解析可能であり、CTGF、TGFBI、GREM1、GDF5、PTHLH、WNT7A、MMP13は共通
してほぼ同等の産生量であることが示唆された。一方、sFRP 、BMP10、bFGFが TKA 細胞シート
で有意に高く、PDシートでは DKK1などの Wnt シグナル抑制因子の産生が示唆された。 
 
(3) 培養条件の異なるPDシートで軟骨修復作用と連動して変動する因子をSOMAscanによる

解析で 26 因子同定した。これらの中から GO:Cartilage development に含まれるたんぱく質の
他、関連が未知の因子についても ELISA 法により上清中への産生量を確認した。細胞シートか
らの産生が確認できた因子について、修復作用が低下する細胞シートの作製条件下での mRNA
の発現変化、産生量の変化等を解析した結果、Wnt シグナル抑制因子、炎症反応制御にかかわ
る因子、増殖因子に、軟骨修復作用と相関した変化を示すものを確認した。 
 
(4) 培養条件の異なる PDシートの培養上清中のエクソソーム中の miRNA をマイクロアレイ

で解析し、軟骨修復作用と連動して変動する miRNAを抽出した。軟骨修復作用を認めた細胞シ
ートのエクソソームに特徴的な miRNAの予測標的遺伝子は、カドヘリンシグナル経路と Wntシ
グナル経路の遺伝子が含まれ、これらの経路を修飾する可能性が考えられた。変動をみとめた
miRNA のバリデーションを行い、4つの miRNA が軟骨修復作用と連動することを確認した。 
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