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研究成果の概要（和文）：本研究では、臨床グレードの犬の人工多能性幹細胞（iPS細胞）を用いた運動器再生
医療の実現を目指し基礎的な検討を行った。まずは、犬の胎子付属物由来組織に着目し、臍帯を使用することで
樹立効率の高いiPS細胞の作製方法を確立した。次いで、犬の臍帯由来iPS細胞から間葉系幹細胞への最適な分化
誘導条件を見出した。また、犬で間葉系幹細胞を関節内に投与した際の安全性も確認した。犬のiPS細胞由来間
葉系幹細胞をペレット培養することで、軟骨細胞へ分化誘導することができた。さらに、バイオ3Dプリンタを用
いた三次元細胞積層技術を利用したiPS細胞由来間葉系幹細胞から関節軟骨と靱帯様組織体の作製に一部貢献し
た。

研究成果の概要（英文）：A basic study to realize regenerative therapy for joint disorders using 
clinical-grade canine induced pluripotent stem (iPS) cells was performed. First, we focused on 
tissue derived from canine fetal appendages and established a highly efficient method for generating
 iPS cells by using the umbilical cord. Next, we found the optimal conditions for inducing 
differentiation of canine umbilical cord-derived iPS cells into mesenchymal stem cells (MSCs). We 
also confirmed the safety of intra-articular administration of MSCs in dogs. In addition, we were 
able to induce differentiation into chondrocytes by pellet culture of canine iPS cell-derived MSCs. 
Furthermore, we partially contributed to the fabrication of articular cartilage and ligament-like 
tissue from iPS cell-derived MSCs using three-dimensional cell stacking technology with a bio-3D 
printer.

研究分野： 獣医再生医療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、臨床グレードの犬の人工多能性幹細胞（iPS細胞）を利用して、変形性関節症に対する細胞療法と、
関節軟骨および靱帯の再生医療の実用化を目指した極めて実際的な研究である。現在のところ、臨床応用が可能
な犬のiPS細胞は研究代表者らの施設でしか保有しておらず、本研究は世界初・日本発の技術として世界的に注
目されている。本研究の成果は、犬の運動器疾患に対する効果の高い治療法を具現化し、動物の生活の質を著し
く改善させることができるだけでなく、根治の困難であった運動器疾患の新規治療法の開発に大きく貢献するこ
とができる。

※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 
（1）獣医療の発展に伴って高齢の犬が増加し、運動器障害を有する犬の割合も増加傾向にあっ

た。特に、犬では変形性関節症や前十字靱帯断裂といった関節疾患の発生が多く、日本の家
庭で飼育されている 10歳齢以上の犬の 40%以上が運動器疾患に罹患していることが明らか
になった。このように、運動器疾患は高齢の犬において最も多い疾患のひとつとであり、健
康寿命が短縮する最大の要因として認識されるようになった。 

 
（2）犬の変形性関節症の治療は対症療法が中心となっており、画期的な治療法は存在していな

かった。また、変形性関節症や前十字靱帯断裂によって一度損傷した関節軟骨や靱帯は二度
と元には戻らないとされている。そのような理由から、獣医療においても、変形性関節症に
よる関節炎の緩和や、傷ついた関節軟骨や靱帯を修復するために細胞療法や再生医療に期
待が寄せ始められていた。 

 
（3）犬では、上記の目的を達成するために脂肪組織由来間葉系幹細胞が使用されていて、一定

の治療成果が報告されていた。しかし、ドナー確保の問題や継代を重ねることによる機能低
下などの問題が山積していた。また、間葉系幹細胞を利用しても、関節軟骨や靱帯を再生す
ることは困難であり、それらの組織を完全に再生するためには新たな治療戦略を再構築す
る必要があった。 

 
（4）人医療では、臨床グレードの人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を用いた関節軟骨や靱帯の再生

医療が研究されており、臨床応用が近づいていた。研究代表者らは、臨床グレードの犬の
iPS 細胞の樹立に世界で初めて成功しており、それを利用することでドナーフリーでより効
果的な犬の運動器疾患に対する細胞療法および再生医療が確立できるという考えに至った。 

 
２．研究の目的 
（1）研究代表者らは、犬の iPS 細胞を用いた細胞療法や再生医療を実現するために、病原ウイ

ルスとフィーダー細胞を使用せず、異種動物由来成分を含まない培地で培養可能な臨床グ
レードと言える犬の iPS 細胞の作製に成功している。しかし、現存の iPS 細胞は成犬の線維
芽細胞から作製しており、臨床応用するためには、さらに樹立効率を高め分化傾向の高い細
胞株を樹立する必要がある。そこで、胎子付属物由来組織に着目し、それを使用して新たな
臨床グレードの犬の iPS 細胞の樹立を目指す。 

 
（2）研究代表者らが樹立した臨床グレードの犬の iPS 細胞が、共同研究者らによって既に確立

している手法を用いて間葉系幹細胞へと分化する能力を有しているか否かを検証する。ま
た、iPS 細胞は培養条件や由来組織によって性状が異なるため、研究代表者らが樹立した iPS
細胞株にとって最適な間葉系幹細胞への分化誘導条件を探索する。 

 
（3）犬で間葉系幹細胞を関節内投与した際の安全性について、多角的に検証した報告は存在し

ていない。そこで、膝関節に間葉系幹細胞を投与し、獣医師による主観的評価と客観的評価
を同時に行い、間葉系幹細胞を関節内に投与することによる影響を多角的に検証する。 

 
（4）犬の培養軟骨を作製するための新たな幹細胞源として、研究代表者らが保有している臨床

グレードの犬の iPS 細胞に着目した。しかし、犬の iPS 細胞から培養軟骨を作製した報告は
数えるほども存在しない。そこで、前検討で樹立した犬の iPS 細胞の軟骨分化能を検証す
る。さらに、共同研究者らが有する三次元細胞積層技術を利用し、細胞のみで人工材料を用
いずにより大きな培養軟骨の作製を試みる。 

 
（5）現在までに、犬の iPS 細胞から靱帯構造物を作製したという報告は存在しない。そこで、

前述した三次元細胞積層技術を使用し、犬の iPS 細胞由来靱帯細胞または iPS 細胞由来間葉
系幹細胞から靱帯組織の構築を試みる。さらに、犬の前十字靱帯損傷の治療への応用を考慮
し、前十字靱帯の前内側帯と後外側帯の付着部の位置を客観的に計測し、構築した靱帯構造
体の設置位置の特定を目指す。 

 
３．研究の方法 
（1）医療廃棄物である分娩直後の犬の胎盤を回収し、洗浄を行った後に臍帯を同定した。次に、

臍帯を細切してから培養皿に静置し、10%FBS を含む αMEM を用いて、臍帯線維芽細胞を
拡大培養した。続いて、NucleofectorTM 2D（ロンザジャパン）を使用し、エピソーマルベク
ターを用いた Electroporation 法にて研究代表者らが特許出願している初期化遺伝子セット
を導入した。これらの細胞をフィーダー細胞上に播種し、ナイーブ型 ES 細胞用培地で培養



 

 

した後に、プライムド型 ES 細胞用培地に変更した。コロニーが出現した場合には、構成細
胞の形態と増殖能、ALP 染色、幹細胞マーカーの発現、胚葉体形成後の三胚葉分化能を評
価し、iPS 細胞であることの確認を行った。 

 
（2）前検討で作製した犬の臍帯由来 iPS 細胞を用い、共同研究者らの施設で実施している胚葉

体を経由して間葉系幹細胞へと分化誘導する方法を試みた。さらに、研究代表者らは神経幹
様細胞を経由して iPS 細胞の作製をしていることから、神経堤細胞を介した間葉系幹細胞
への分化誘導も試みた。まずは、犬の iPS 細胞を LY2109761 と CHIR99021 を添加した培地
で 10 日間培養することで、神経堤細胞への分化誘導を行った。次いで、フィブロネクチン
でコーティングした培養器に播種し、2% FBS、SB431542、bFGF、EGF を添加した αMEM
（NCC 維持培地）で培養した。NCC 維持培地を用いて数回継代した後に、SB431542 を添
加した間葉系幹細胞用の無血清培地を用いて、間葉系幹細胞への分化誘導を試みた。そし
て、細胞形態の変化や増殖能の評価、フローサイトメトリーによる細胞表面抗原の解析、骨
芽細胞・軟骨細胞・脂肪細胞への三分化能の検証を行い、得られた細胞の性状を解析した。 

 
（3）本研究では、犬の関節内に間葉系幹細胞を投与した際の安全性についても検討を行った。

まずは、犬の膝関節周囲の被毛を刈り、外科的消毒を行った。次いで、1×106 cells /kg の間葉系
幹細胞を含む細胞懸濁液を膝関節内に投与した。投与直後、1、2、3 ヵ月後に、投与部周辺の腫
脹、発赤、熱感の有無を評価した。さらに、獣医師による主観的評価、血液検査、X線検査を行
い、有害事象の有無を評価した。本検討では、研究代表者らが所有しているフォースプレー
ト（VFPpro, ヒューテック）および二次元動作分析システム（ICpro-2D, ヒューテック）を
用いて歩行の状態を客観的にも評価し、間葉系幹細胞の投与による影響を検証した。 

 
（4）前検討で作製した犬の iPS 細胞由来間葉系幹細胞をペレット培養することで、軟骨細胞へ

の分化誘導を試みた。その際には、2×105cells/mL の iPS 細胞由来間葉系幹細胞を含む細胞
懸濁液を 150 μL/well となるように PrimeSurface® プレート 96V（住友ベークライト）に播
種し、canine chondrocyte differentiation medium（Cell Applications）を用いて軟骨細胞への分
化誘導を行った。分化誘導 3週間後に、得られた細胞塊を固定し、アルシアンブルー染色を
実施した。また、本検討では、人工材料や異種動物由来材料を含む足場を使用せずに、iPS
細胞から基質を有する培養軟骨を作製するための基礎検討も実施した。その際には、iPS 細
胞より神経堤細胞を介して分化誘導した間葉系幹細胞から軟骨細胞塊を作製し、さらにバ
イオ 3Dプリンタを用いた三次元細胞積層技術を利用して様々な軟骨組織を創造した。 

 
（5）前検討と同様に、iPS 細胞由来間葉系幹細胞を用い、バイオ 3Dプリンタを用いた三次元細

胞積層技術を利用することで、靱帯様構造体を作製した。次いで、自作の自動伸展循環培養
器を用いて構造体を一定期間培養することで成熟させた。さらに、犬の膝関節において、前
十字靱帯の前内側帯と後外側帯の付着部を客観的に測定し、作製した靱帯様組織の設置位
置を検証した。 

 
４．研究成果 
（1）細切して静置した臍帯の辺縁から線維芽細胞が派出し、

外側に向かって増殖していった。得られた臍帯線維芽細胞
へElectroporation法を用いて前述した初期化遺伝子セット
を導入したところ、複数のコロニーが形成された（図①）。
得られた細胞は、フィーダー細胞を用いなくても培養が可
能であった。これらのコロニー構成細胞は、ALP染色に対
して陽性で、幹細胞マーカーに対する蛍光免疫染色におい
ても OCT4、SOX2、NANOG、SSEA1、SSEA3 が陽性であ
った（図②）。さらに、犬の内因性 OCT4、SOX2、NANOG
の mRNA の発現が有意に増加し、胚葉体形成後の三胚葉
分化能も有していた（図③）。本検討では、世界で初めて
犬の臍帯から iPS 細胞の樹立することに成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図① 犬の臍帯由来 iPS細胞 

図② 幹細胞マーカーの発現 図③ 胚葉体形成後の三胚葉分化能 
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（2）前検討で作製した犬の臍帯由来 iPS 細胞を用い、胚葉体を経由して間葉系幹細胞へと分化
誘導する方法を行ったが、間葉系幹細胞へと分化させることはできなかった。研究代表者ら
が作製した iPS 細胞は神経系細胞を介して作製するという特徴があることから、間葉系幹細胞へ
直接的に分化誘導するのではなく、神経堤細胞を経由する手法を採用することにした。 

まずは、iPS 細胞を神経堤細胞へ分化誘導したところ、
約 10 日で神経堤細胞様の細胞が出現した。これらの細
胞の一部は、神経堤細胞のマーカーである CD271 に陽
性であり、iPS 細胞と比較して NGFR および TFAP2A 
mRNA 発現量が顕著に高いことが示された。さらに、神
経堤細胞維持培地を用いて数回継代した後に、SB431542
を添加した間葉系幹細胞用の無血清培地で培養を行っ
たところ、線維芽細胞様の形態へと変化していった（図
④）。これらの細胞は、15 継代以上にわたり高い増殖能
を有することが示された。 
また、得られた細胞の表面抗原をフローサイトメトリーで解析したところ、CD29、CD44、

CD90 の陽性率は約 90%以上を示した（図⑤）。一方で、CD34 と CD45 はほとんど発現が認
められなかった（図⑤）。最後に、本検討で作製した iPS 細胞由来間葉系幹細胞の三分化能
を確認したところ、軟骨への分化能を有することが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、臍帯 iPS 細胞由来間葉系幹細胞、骨髄由来間葉系幹細胞、
脂肪組織由来間葉系幹細胞の MHC class II の発現レベルを比較した。
その結果、臍帯 iPS 細胞由来間葉系幹細胞の MHC class II の陽性率は
0.1%〜0.8%であり（図⑥）、骨髄由来間葉系幹細胞の 0.12%、脂肪組織
由来間葉系幹細胞の 0.19%と差異がないことが判明した。これらの結
果から、臍帯 iPS 細胞由来間葉系幹細胞は免疫原性が低い可能性が示
された。 

 
（3）犬の間葉系幹細胞を膝関節内に投与し、歩行検査、荷重量計測、血液検査、画像検査を行

うことで安全性を検証した。その結果、投与数日後に一過性の跛行を呈した個体が存在した
が、1 週間以内に改善した。それ以外の個体では、歩行検査、投与肢への荷重、血液検査、
X 線検査、膝関節の関節可動域において異常は認められなかった。これらの結果から、
1×106cells/kg の間葉系幹細胞の膝関節内への投与は大きな有害事象が生じず、一定の安全性
が確認できた。 

 
（4）犬の iPS 細胞由来間葉系幹細胞をペレット培養にて軟骨

へ分化誘導したところ、培養翌日に白色の細胞塊を形成
し、canine chondrocyte differentiation medium で維持培養
が可能であった。さらに、得られた細胞塊はアルシアン
ブルー（AB）染色で青く染まり（図⑦）、iPS 細胞由来間
葉系幹細胞が軟骨細胞に分化し、細胞外基質を産生して
いることが明らかになった。また、iPS 細胞由来神経堤
細胞を 10%FBS と bFGF を含む αMEM で培養し、間葉
系幹細胞へ分化誘導してから、超低接着培養器を用いて
スフェロイド状の軟骨細胞塊を作製した。さらに、バイ
オ 3Dプリンタを用いて三次元に軟骨細胞塊を積層し、 
人工材料を用いずに、円形、L 字型、大腿骨滑車溝の形状をした軟骨組織の作製に成功した。 

    
（5）前検討で用いた三次元細胞積層技術を用いて、iPS 細胞由来間葉系幹細胞から細胞構造体

を造形した。さらに、自作の自動伸展循環培養容器を用いて培養することで、靱帯組織に類
似する力学的特性を有した靱帯組織体を創出することに成功した。さらに、犬の膝関節にお
いて、前十字靱帯の前内側帯と後外側帯の付着部を客観的に測定したところ、大腿骨側の前
十字靱帯は内側顆内側面に起始し、前内側帯の付着部は後外側帯よりも尾近位側に位置し
ていた。また、脛骨側では顆間隆起の内側部に終止し、前内側帯の方が後外側帯に比べやや
頭側に付着しており、再生靱帯で置換する際の設置位置を正確に特定することができた。 

図④ iPS 細胞由来間葉系幹細胞 

図⑤ フローサイトメトリーによる細胞表面抗原の発現 
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図⑥ MHC II の発現 

図⑦ 軟骨様細胞塊の AB 染色 
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