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研究成果の概要（和文）：関節軟骨欠損への間葉系幹細胞の局所移植治療において、in vitroで細胞が持つ軟骨
分化能力と生体内移植後のin vivoでの軟骨修復能の関係を調査した。
in vitroの解析から幹細胞の由来組織や動物種種類によって軟骨分化に必要な分化因子が異なることが明らかに
なり、その中でもin vitroでのTGFbへの反応性が最も生体内移植時の応答と類似した結果が得られた。これらの
結果をもって軟骨治療に有用な幹細胞をvitroで事前に評価可能となった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the relationship between the chondrogenic differentiation 
ability of mesenchymal stem cells in vitro and their ability to repair cartilage in vivo following 
local transplantation for the treatment of articular cartilage defects. Analysis of in vitro data 
revealed that the differentiation factors necessary for chondrogenesis vary depending on the tissue 
origin and animal species of the stem cells. Among these factors, the responsiveness to TGFb in 
vitro yielded the most similar results to the response observed in vivo after transplantation. These
 findings suggest that the efficacy of stem cells for cartilage repair can be evaluated in vitro, 
and thus may be useful for developing strategies for cartilage treatment.

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節軟骨欠損への間葉系幹細胞の局所移植治療において、幹細胞の軟骨分化能と軟骨治療効果との関連性が期待
される一方で、幹細胞を未分化な状態で移植しても分化しないとする報告が増えてきており、幹細胞の軟骨細胞
への分化能の意義を見直す必要があった。
本研究により、生体内で分化する細胞種と分化しない細胞種をvitroで判別する手法が確立できており、今後の
軟骨治療に有用な知見を提供できた。

※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 
難治性の関節軟骨疾患(外傷性、加齢性変性)は罹患者の健康寿命を低下させる大きな要因であ

り、超高齢化社会を迎える我が国においてはこれらの関節疾患に対する治療法の開発が急務で
あると考えらえる。これまで検証されてきた軟骨治療では、新たな軟骨組織を欠損部に供給する
ために正常な軟骨組織を犠牲にすることや、採取に伴う手術侵襲が大きいなどの欠点が問題視
されていた。そこで新たな細胞源として、軟骨細胞への分化能を有する間葉系幹細胞（MSC）
が注目されている。 

MSC を軟骨欠損部へ移植する治療は既にヒトでの臨床研究が国内外でも多数報告され、その
有効性が鑑みられるものの、実際に製品化された MSC 治療は未だ存在していない。その背景に
は、MSC 移植による治療機構が不明瞭なことが挙げられる。生体から単離培養可能で、骨・軟
骨・脂肪細胞への分化能を有する細胞は一様に MSC と称されるが、由来となる組織や培養方法
によってその性状は大きく異なる。軟骨治療に用いるにあたってはその軟骨分化能は重要視す
べき要件であると考えられる。Koga らは骨髄、滑膜由来の MSC は脂肪や筋肉由来の MSC と
比較して in vitro で軟骨分化能を高く有しており、それら MSC を軟骨欠損部に移植すると骨
髄、滑膜由来 MSC のみが in vivo 環境で軟骨細胞に分化することを報告した(Cell Tissue Res. 
333:207 2008)。このことより、MSC の軟骨分化能は in vitro と in vivo で相関性があるように
思える。しかしながら、近年の研究では関節内に投与した MSC はその大半が移植後早期に消失
し、生体内で軟骨細胞に分化するMSCは検出されないという報告も増えてきている(Tissue Eng 
Part A. 21:1131 2015; Clin Transl Sci. 8:467 2015; Osteoarthritis Cartilage. 24:1061 2-16)。
その場合の組織修復機構は、MSC の分泌因子によりホスト由来修復が誘導されたとの考察が多 
い。これらの「修復メカニズムの違いが’MSC の由来組織の違い’や’in vitro での軟骨分化能
の差’に起因するのか」は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
生体内の各組織から単離される MSC の中でも滑膜から単離培養できる MSC はその他組織由

来の MSC と比較して軟骨分化能を高く有することが知られ(Arthritis Rheum. 52:2521 2005)、
研究が先行している骨髄由来 MSC と同様に軟骨治療に有望視されている細胞資源である。本邦
でも数例の臨床研究(Clin Orthop Relat Res. 473:2316 2015; Am J Sports Med. 46:2384. 2018)
が行われているヒト滑膜 MSC であるが、申請者は in vitro の増殖能や軟骨分化能にはドナー間
に大きな差異があることも見出し、それらは性別や年齢、疾患などでは予測できないことを報告
している(Osteoarthritis Cartilage. 24:1413 2016)。また一方で、滑膜 MSC と骨髄 MSC は in 
vitro での軟骨分化に必要な添加因子が異なることを申請者は見出しており、軟骨分化能を評価
する際の条件次第で MSC の優劣が変わりえることを示唆する結果が得られている。現在本邦で
は、他家移植可能な骨髄 MSC、滑膜 MSC のバンク化が実施されており、将来的には軟骨治療
に最適な MSC を選別する必要があるが、上述した通り、in vitro での MSC 性状の違い（由来
組織、個人差）が軟骨治療にどのように影響するかは未だ検証されてはいない。本研究では in 
vitro での MSC 性状と修復メカニズムとの関連を明らかするとともに、治療効果の高い MSC の
調製法、選別法の開発を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) マウス体性幹細胞の樹立 
 8-10 週齢の C57BL/6 マウスの膝関節滑膜組織および鼠径部脂肪組織を外科的に採取し、500 
U/mL collagenase type 1 (Worthington, USA)含有 10%FBS-DMEM で 1時間振盪培養した。70 μ
m のセルストレーナーを通した細胞懸濁液を 1 ng/mL bFGF 含有の 10%FBS-DMEM で継代培養し、
マウス滑膜幹細胞/マウス脂肪幹細胞とした。以後のアッセイには培養 2週間以内の細胞を使用
した。 
(2) ヒト体性幹細胞の樹立 
 変形性膝関節症の人工関節置換術の際に得られた滑膜組織および膝周囲の皮下脂肪組織を使
用した。ヒト脂肪幹細胞はハサミで細断後、500 U/mL collagenase type 1 含有 10%FBS-DMEM で
1 時間振盪培養し、遊離した細胞のみを培養に使用した。ヒト滑膜組織は細断後、0.25% trypsin-
EDTAで 30分処理して浮遊する脂肪様組織を除き、残った線維組織を 500 U/mL collagenase type 
1 含有 10%FBS-DMEM で 1 時間振盪培養し、遊離した細胞のみを培養に使用した。ヒト幹細胞は 1 
ng/mL bFGF 含有の 10%FBS-DMEM で継代培養し、3継代目で試験に使用した。 
(3) 軟骨分化誘導 
 2x10e5 個の細胞をポリプロピレンチューブに加え、遠心して得られた細胞隗を軟骨分化誘導
培地で培養した。軟骨分化誘導は DMEM, 1% ITS+Premix (Corning, NY,USA), 50 μg/mL L-
ascorbic acid 2-phosphate (Sigma-Aldrich), 40 μg/mL L-proline (Sigma-Aldrich)を基礎
培地とし、分化誘導因子としては 100 ng/mL BMP2 (Medtronic, Dublin, Ireland)、10 ng/mL 



TGFβ1 (ORIENTAL YEAST, Tokyo, Japan) with 10 nM Dexamethasone (Sigma-Aldrich)を使用
した。 
(4) マウス軟骨欠損モデルへの移植試験 
 12 週齢のマウス膝関節の大腿骨滑車部に直径 0.5 mm、深さ 0.5 mm の欠損を人工的に掘削し
た。そこに 5x10e4 個の細胞からなる細胞隗を移植し、3-6 週後に評価した。マウス幹細胞の移
植には C57BL/6 を、ヒト幹細胞の移植には C.B-17 SCID マウスを使用した。 
(5) マイクロ CT 
 マウス膝関節組織を inspeXio SMX-100CT system (Shimadzu, Kyoto, Japan)でマイクロ CT 撮
影し、軟骨欠損およびその下骨部の修復を評価した。75 kV, 140 mA の条件で、12 μm/voxel の
解像度の画像を取得した。TRI/3D-BON software (RATOC System Engineering, Tokyo, Japan)
を用いて、骨量、骨密度を計測した。 
(6) 病理解析 
 病理解析用の組織は 10% 中
性平衡ホルマリンで固定し、パ
ラフィンブロックを作成した。
骨を含む組織の場合は 10% 
EDTA (pH 7.4)で脱灰を追加し
た。4 μm厚の切片を用意し、
Safranin-O, Alcian blue (pH 
1.0), TRAP 染色、免疫染色に使
用した。免疫染色に用いた抗体
は右に示した。 
(7) 遺伝子発現解析 
 軟骨分化誘導した細胞隗をジルコニアビーズを用いてホモ
ジナイズし、TRI Reagent(Cosmo Bio, Tokyo, Japan)および
Direct-zol RNA Kit (Zymo Research, CA, USA)を用いて
total RNA を抽出した。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 
(TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて cDNA を合成し、THUNDERBIRD 
SYBR qPCR Mix (TOYOBO)および Thermal Cycler Dice Real 
Time System III (TaKaRa Bio, Shiga, Japan)を用いて qPCR
を行った。プライマー配列は以下に示す。定量は GAPDH 発現
に対する発現レベルとして表現した。 
 網羅的遺伝子発現解析 (RNAseq)にはNEBNext Ultra II RNA 
Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs, MA, 
USA)を用いてライブラリ調製を行い、150 bp paired end で
1000 万リード/検体を目安に Illumina HiSeq 4000 System で
シークエンシングを行った。得られた塩基配列ファイルは
Trimmomatic によるフィルタリング、STAR によるヒトゲノム
配列 (GRCh38.p13)へのマッピング、RSEM を用いた発現量算
出を行い、以後は iDEP.91 を使用してデータ解析を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス幹細胞の軟骨分化誘導条件の違い 
 従来の研究では軟骨分化誘導因子として TGFβを使
用している研究、BMP2 を使用している研究とがあり、
軟骨分化誘導条件は一様ではなかった。そこで① BMP2 
② TGFβ1 ③ BMP2 + TGFβ1 の 3条件下で軟骨分化誘
導を行い、マウス細胞種ごとの応答性の違いを比較し
た。軟骨分化が進行すると、半透明の外見/Safranin-O
陽性の糖基質の沈着/2 型コラーゲンの上昇/ 1 型およ
び 3型コラーゲンの減少 などが確認できる。 
 マウス脂肪幹細胞（mASCs）は BMP2 添加時に軟骨分
化が確認され、TGFβ1 添加時には分化をきたさなかっ
た。しかし、BMP2 と TGFβ1 を併用すると COL10 陽性の
後期軟骨分化まで誘導されることが認められた (右上
図)。一方、マウス滑膜幹細胞（mSSCs）においては、程
度が異なるものの BMP2、TGFβ1のどちらの条件でも軟
骨分化をきたすことが確認された（右下図）。 
 
(2) マウス幹細胞の軟骨修復能の比較 
 次に、mASCs/mSSCs を膝軟骨欠損部へ移植した場合の

Gene Name Accession ID Primer sequence

Gapdh NM_008084.3 F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Col2a1 NM_031163.3 F AAGGATGGCTGCACGAAACA
R CGGGAGGTCTTCTGTGATCG

Col1a1 NM_007742 F GACGCATGGCCAAGAAGACA
R TACCTCGGGTTTCCACGTCT

Col10a1 NM_009925 F GCTGAACGGTACCAAACGC
R TGCCTTGTTCTCCTCTTACTGG

Sox9 NM_011448 F TGAAGAACGGACAAGCGGAG
R AGATTGCCCAGAGTGCTCG

Acan NM_001361500.1 F GCATGAGAGAGGCGAATGGA
R TCTTCTGCCCGAGGGTTCTA

Alk1 NM_001277259.1 F GGAGAAACGGCGAGAGTTCA
R TGGTTCTCCTTGGTCCTTGC

Alk2 NM_001355049.1 F CGCTTCAGACATGACCTCCA
R CCGAAGGCAGCTAACCGTAT

Alk3 NM_009758.4 F GCTCCATGGCACTGGTATGA
R GCAAGGTATCCTCTGGTGCT

Alk4 NM_007395.4 F TACGACTTAGTGCCCTCCGA
R GACATTGGGCCGTAGCTTCT

Alk5 NM_009370.3 F GCTGCTGGAGTTAGGTGGTT
R TTGAAAGCCACACAAGCCCT

Alk6 NM_001277220.1 F TGCTGGCACATTTCGTTTGG
R GGTTGGCCTGAGGAACATGA

Alk7 NM_001111030.1 F TCCTCCTGGACCCAACACTT
R TCAGGCTGTGTGAACAGTCA

Tgfbr2 NM_009371.3 F GCATCGCTCATCTCCACAGT
R AGAGCTCTTGAGGTCCCTGT

Bmpr2 NM_007561.4 F GGCTTGCTGTAAAATGGTGC
R TGCTGACTCTATTGCAAAGTCTG

Bmp2 NM_007553.3 F AAGTCAGTGGGAGAGCTTCG
R CATGGTTGGTGTGTCCCTGT

Bmp4 NM_001316360.1 F CGGAAGCTAGGTGAGTTCGG
R AGAATCCCATCAGGGACGGA

Bmp6 NM_007556.3 F GGTCGTGAGAGCTTGTGGTT
R CTTCGCTGTGCTGTTGTTCG

Bmp7 NM_007557.3 F TTGCACCTGAAGGCTATGCT
R GGTTGGTGGCGTTCATGTAG

Tgfb1 NM_011577.2 F CTCTTGAGTCCCTCGCATCC
R GAGCGCTCTCTGAGATCCAA

Tgfb3 NM_009368.3 F ATCTGTTCCGGGCAGAGTTC
R ATTCTCTGCTCTGTGCGCTT



軟骨修復能を評価した。まず欠損を掘削
するのみで、細胞を移植しない場合 (No 
transplantation)、下骨部は自然修復す
るものの、Safranin-O や 2型コラーゲン
などの軟骨成分の修復は起こらない。 
 mASCs を移植した場合、欠損部が 3 型
コラーゲン陽性の繊維組織で埋まり、軟
骨部おろか下骨部の修復も妨げていた。
移植細胞を GFP で追跡した結果からも、
この繊維組織は移植した細胞が形成し
ているものであることが示唆された。一
方で、mSSCs を移植した場合、移植部で
軟骨組織を形成していることが確認さ
れた。 
 
 mSSCs を GFP で追跡してみると、移植
した細胞が軟骨分化していることが確認
されたが、それだけでなく周囲の細胞の
軟骨分化も誘導している様子が観察され
た。mSSCs 移植群を長期に評価すると、下
骨部での軟骨の終分化マーカー (COL10)
の発現上昇や骨量の増加が確認され、内軟
骨骨化が進行していることが認められた。 
 
 
 
(3) ヒト幹細胞の軟骨分化条件の比較 
 次にヒト脂肪幹細胞（hASCs）、ヒト滑膜幹細胞（hSSCs）における軟骨分化誘導条件を比較し
た。hASCs では BMP2 単剤、TGFβ1 単剤での軟骨分化は確認されず、BMP2 と TGFβ1 を併用した
時のみ軟骨分化が確認できた。この結果は 6/6 例で同様であった。(下左図) 
 hSSCs では併用群で 6/6 例の軟骨分化が確認でき、5/6 例で BMP2 単剤の軟骨分化が確認でき
た。TGFβ1 単剤時では Safranin-O や Aggrecan などの糖基質の沈着は認めたものの、2 型コラ
ーゲンの発現は 2/6 例のみであった（下右図）。本来、生体内での滑膜は関節液中の糖基質の産
生源でもあることから軟骨分化とは異なる機構として糖基質の産生があると推測された。 
 ヒトとマウスを比較した時、ヒトでは軟骨分化をきたしていても 1 型/3 型コラーゲンが陽性
であり、関節軟骨ではなく線維軟骨への分化傾向にあることが認められた。 

 
(4) ヒト幹細胞の軟骨修復能の比較 
 hASCs を免疫不全マウス関節軟骨欠損部に移
植したところ、全例 (N=4 × 6 donor)におい
て軟骨修復を認めなかった。下骨部の自然修復
は進行しており、繊維組織中に移植したヒト細
胞を検出することができた。 
 hSSCs では患者によって異なる結果が得られ
た。in vitro で TGFβ1 に反応して 2 型コラー
ゲン弱陽性になった 2 donor のみ生体内での 2
型コラーゲン弱陽性の組織の形成が観察され
た。しかし、1 型コラーゲン/3 型コラーゲン陽
性の線維軟骨様組織であった。また hASCs と比
較して興味深いことに、軟骨分化をきたさなか
った他 4 donor でも欠損部に多くの細胞が生着
して線維組織を形成し、軟骨下骨部の自然修復
を阻害している所見が得られた。 



 移植した hSSCs が軟骨分化を起こさずに生着している場
合、下骨部の浸食像が確認されたことから、TRAP 染色によ
り破骨細胞を検出したところ、線維組織と下骨部の境界お
よび線維組織と軟骨部の境界で破骨細胞が確認された。一
方、軟骨分化を起こしていた 2 donor においては周囲組織
の浸食は見られなかったことから、移植前に幹細胞を事前
に精査する必要性が示唆された。 
 
 上記までのマウス幹細胞、ヒト幹細胞の結果をまとめる
と、in vitro の TGFβ1単剤での培養系で示した結果が軟骨欠損部移植後の反応と類似している
ことが認められた。 
 
(5) TGFβ/BMP2 応答性の違いに関するシグナルパスウェイ関連分子の解析 
 mASCs, mSSCs で分化因子への応答性に違いが見られたが、その受容体発現には大差がなく、
さらには BMP2 添加時の Smad2 のリン酸化、TGFb1 添加時の Smad1/5 のリン酸化も両細胞で起こ
ることから、分化応答性の違いはリガンドへの応答性の違いではないことが示唆された。興味深
いことに、TGFβでの分化誘導時
にBMPレセプター阻害剤 (LDN)を
添加しても分化阻害しなかった
が、BMP2 での分化誘導時に TGFβ
レセプター阻害剤（SB）を使用す
ると BMP2 誘導性の軟骨分化が阻
害されることが分かった。このこ
とは BMP2 誘導性であって TGFβ
を産生したオートクラインの機
構を示唆している。事実、BMP2 と
TGFβの併用は最も強力に軟骨分
化を誘導する条件である。 
 
 ヒト幹細胞では由来組織の違い
に加えて、患者間の違いが見られ
たが、網羅的遺伝子発現プロファ
イルからは軟骨分化能の違いを説
明できなかった。さらにマウスの
結果と同様に TGFβレセプター
/BMP2 レセプターおよび内因性リ
ガンドの発現量にも差が見られな
かった。 
 
(6) 成果の総括 
幹細胞の軟骨分化誘導因子は生物種、細胞種によって異なることが明らかになり、その中でも

TGFβの反応性を見ると生体に移植後の挙動を推測できる可能性が示唆できた。この応答性は
特定のマーカー遺伝子等で測れるものではなく、実際に in vitro の培養系をもって検査すべき項
目である。また分化応答性が低い細胞の移植治療は反って移植部周囲組織を浸食してしまう恐
れもあり事前検査の重要性も示すことができた。本研究の成果は、治療効果の高い MSC を in 
vitro の解析から探索可能にするための有益な知見・技術・評価系をもたらすと考えられる。 
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