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研究成果の概要（和文）： 
Col2a1, Prx1などのプロモーターを用いた蛍光レポーターiPS細胞を樹立し、レチノイン酸や
BMPなどを用いた分化誘導法にて蛍光発色し、かつ軟骨マーカーを高発現することを確認した。
この細胞を用いて様々な誘導因子の検討を行い、BMP のほか、インスリン、TGF-beta、Notch
シグナル阻害剤、Wnt シグナル阻害剤でも強力に蛍光発色することを見出した。現在はそれら
の最適な組み合わせについて検討している。 
研究成果の概要（英文）： 
We established fluorescent reporter iPS cells using Col2a1- and Prx1-promoter, and confirmed the 
fluorescent signal by stimulation of retinoic acid or BMP. We used the iPS cells to screen various 
factors for chondrogenic differentiation, and identified insulin, TGF-beta, inhibitor of the Notch 
signaling and the Wnt signaling. We are researching the optimal combination of these factors to induce 
chondrocyte from iPS cells.  
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１．研究開始当初の背景 
軟骨は四肢の関節のなめらかな運動を支え
るほか、顔面で鼻や耳の形状を支持する上で
も重要な役割を果たしており、軟骨が変性し
たり欠損することに起因する疾患は数多く
存在する。その代表的なものが変形性関節症
であり、申請者らが実施している国内最大の
コホート研究（ROAD study）によると膝痛に
苦しむ患者数は国内で 780 万人に達する
（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完全に全廃してしまう
危険があることなどなどが挙げられる。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。 
 その解決方法として、細胞を用いた再生医
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療研究が古くから行われてきた。関節軟骨の
部分欠損に対しては、自家軟骨細胞を体外で
培養増幅して欠損部に戻すという治療法が
報告されて以来（N Engl J Med 331:889,1994）
多くの変法が報告されてきた。しかし自家軟
骨細胞には細胞の増殖能に限界があること
と、そもそも変形性関節症では正常な関節軟
骨が多くは残されていないことなどから、初
報から 20 年近く経過した現在でも自家軟骨
細胞を用いた再生医療を変形性関節症に応
用することは不可能のままであり、現在でも
その対象疾患は部分的な関節軟骨欠損のみ
に限られている。また骨髄由来・滑膜由来の
間葉系幹細胞を用いた軟骨再生も報告され、
現在も改良が試みられているが、これらはい
ずれも軟骨欠損部に間葉系幹細胞を分化誘
導せずに充填するだけであり、その後の軟骨
細胞への分化誘導については in vivoの局所
環境の要素に依るため、欠損部が関節全域に
及ぶ変形性関節症への応用は期待できない。
間葉系幹細胞を in vitro で用いて軟骨再生
を行うにしても、間葉系幹細胞は in vitro
で多分化能を保ったまま培養増幅すること
には限界があり、また骨髄や滑膜から採取で
きる細胞数も当然限りがあることから、変形
性関節症の治療に必要な細胞数を確保する
ことは到底不可能である。一見すると軟骨再
生は進捗が著しく、変形性関節症の克服も近
いと理解されがちであるが、このように現行
のセルソースで対応できるのは部分的な関
節軟骨欠損のみであり、変形性関節症への応
用には新たなセルソースが必要である。また
部分的な関節軟骨欠損で手術を要する症例
は全国でも数百にとどまるが、変形性関節症
の症例数は万～十万単位であることからも、
変形性関節症に対応しうるような新たなセ
ルソースとそれを用いた革新的な技術の登
場が渇望される。 
2006年に開発された iPS細胞は、身体のあら
ゆる細胞・組織に分化誘導しうるだけでなく、
上述のような量的な制約もない。また、iPS
細胞は各種セルソースからリプログラミン
グ技術により作出できるため、さまざまな
HLA タイプから iPS 細胞を作製し、GMP 体制
で品質を管理することにより、免疫拒絶のな
い、安全で確実な同種細胞移植が可能となる。
そのため、従来の自家細胞移植では不可避の
患者からの細胞採取という侵襲が回避でき
るため、iPS 細胞は軟骨再生医療においても
画期的なセルソースとして期待されている。 
２．研究の目的 
本研究は iPS 細胞からの効率的な軟骨分化
誘導法を確立することを目標に、間葉系分化
時と軟骨分化時に異なる蛍光を発する二段
階蛍光レポーターiPS 細胞を作成し、初期の
間葉系分化およびそれに続く軟骨分化を誘
導しうる因子を検討する。 

 
３．研究の方法 
Col2a1-GFPトランスジェニックマウスから
iPS細胞を樹立するとともに、未分化間葉系
マーカーである Prx1プロモーターに赤色蛍
光 DsRED の cDNAを接合したレポータートラ
ンスジーンを pMXpuro ベクターに搭載し、
PlatE 細胞を用いてレトロウイルスベクター
化する。そして Col2a1-GFP-iPS細胞に
Prx1-DsRED のトランスジーンを安定導入し、
間葉系分化時に赤色、軟骨分化時に緑色に発
色するレポーターiPS細胞を樹立する。樹立
した iPS 細胞が ES 細胞に近いことをマーカ
ー遺伝子の発現によって確認するとともに、
3 胚葉分化能を持つことをテラトーマ形成実
験によって確認する。そして既存の様々な低
分子化合物について蛍光を指標とした迅速
かつハイスループットなスクリーニングを
おこない、間葉系・軟骨分化誘導に有用な因
子の絞込みを行い、さらにその最適な組み合
わせについて検討を行う。 
 
４．研究成果 

軟骨細胞の蛍光インジケーターマウスである 

Col2a1-GFP トランスジェニックマウスの

E12.5の胎児から線維芽細胞を採取し、山中4

因子を導入してCol2a1-GFP-iPS細胞を50クロ

ーンほど樹立した。ESマーカー遺伝子として

、Nanog, Fgf4, Esg1, Eras, Ecat1, Gdf3, 

Slc2a3, Cripto, Dax1, Znf296, Rex1の発現

を調べ、ES細胞とほぼ同程度の発現を示すク

ローンを絞りこむとともに、Klf4, Sox2, Myc, 

Oct4のトランスジーンが良好にサイレンシン

グされていることを確認し、これらの条件が

もっともES細胞に近いと思われる2クローン

を選定した。これらの多分化能を確認するた

めに、免疫不全マウスの精巣上体に細胞を移

植してテラトーマ形成実験を行い、in vivo

で三胚葉の組織に分化することを組織学的に

確認した。 

次に、これらの細胞から、定型的な手法によ

って胚様体を形成し、レチノイン酸存在下で

中胚葉分化させ、その後に様々な化合物やサ

イトカインを添加することによって軟骨分化

誘導能を検討した。BMP-2やインスリン、

TGF-betaなど、既知の軟骨誘導性のサイトカ

インについてはいずれも良好なGFPの発光を

認めた。またこれらの発光は2型コラーゲン、

9型コラーゲン、11型コラーゲン、Sox9, Sox5, 

Sox6などの軟骨分化マーカーの発現上昇を伴

っていたことから、実際の軟骨分化を反映し

ていると考えられた。他にはNotchシグナルや

Wntシグナルの阻害剤が良好な発色をもたら

すことも確認した。 

さらに未分化間葉系マーカーであるPrx1プロ



モーターに赤色蛍光DsREDのcDNAを接合した

レポータートランスジーンをレトロウイルス

ベクター化し、樹立したCol2a1-GFP-iPS細胞

にPrx1-DsREDのトランスジーンを安定導入し

、間葉系分化時に赤色、軟骨分化時に緑色に

発色するレポーターiPS細胞を樹立した。この

細胞について定型的な手法によって胚様体を

形成し、レチノイン酸存在下で中胚葉分化さ

せ、その後にBMPなどを用いて軟骨分化させた

ところ、赤色蛍光陰性・緑色蛍光陰性の上体

から、赤色蛍光陽性・緑色蛍光陰性のフェー

ズを経て、赤色蛍光陰性・緑色蛍光陽性の状

態に至ることを確認した。これはそれぞれの

レポーターが独立して適切に作動することを

意味する。 

現在低分子化合物ライブラリーなどを用いて

両フェーズの最適な分化誘導法を研究開発し

ている。 
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