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Ⅰ. 緒言 

 

1. 本研究の背景 

 

1.1. 関節軟骨損傷の疾患概念と病態 

 

 関節軟骨損傷は関節内骨折や脱臼、靭帯損傷などの外傷や関節軟骨の変性な

どにより起こるが、スポーツ振興に伴うスポーツ人口の増加や高齢化社会によ

り増加し、先進諸国において国民の福祉及び経済に関わる重要な問題として認

識され外来診療において多く遭遇する疾患となった。実際に膝関節においては、

膝関節鏡を要した患者の 66%に軟骨欠損を認めるとの報告があり 1、現代の高齢

化などの社会的背景から、今後も増加する傾向を呈することが予測される。関

節軟骨は血行に乏しいため一度損傷を受けると硝子軟骨により自然再生せず
2-4、関節損傷の自然経過により損傷が拡大すると変形性関節症へ進行し疼痛や

変形により歩行困難となる。従って関節軟骨損傷に対する治療意義は大きい。 

 関節軟骨は荷重時の応力や運動時の剪断力を吸収するという重要な役割を担

う組織であるにも関わらず、血行に乏しいため出血による未分化細胞や成長因

子などの生理活性物質の集積が惹起されず修復起点が作用しにくい。このため、

古くから関節軟骨は一度損傷を受けると自然再生しないと言われてきた 2-4。in 

vivo の実験において、家兎やミニブタを用いた膝関節軟骨損傷モデルの自然経

過についての報告が存在する 5,6。部分欠損においては、軟骨損傷作成後 26 週

の家兎の軟骨はほとんど修復されないことが組織学的所見やグリコサミノグリ

カン(GAG; glycosaminoglycan)の産生能の評価により報告され 5、術後 8 週の

ミニブタの修復組織では軟骨細胞密度が減少していることが報告されている 6。

また全層欠損において、家兎に作成した術後 24 週の全層欠損モデルの修復組織

は本来の硝子軟骨組織と異なる線維軟骨様であったと報告されている 7。以上

のことから、動物における軟骨損傷は軟骨による自然再生は認められないこと

が過去の研究より明らかになっている。ヒトにおいては、Shelbourne らは前十

字靭帯損傷に併発した軟骨損傷を靭帯再建時に確認し、これらの軟骨下骨まで

達する関節軟骨損傷(アウターブリッジ分類、グレード 3 及びグレード 4)を対

象に損傷の自然経過を観察した。その結果、主観的評価において術後 8.7 年で

損傷群では有意に悪かったと報告している 8。以上の結果は軟骨損傷を放置す

ると損傷部が拡大した場合、最終的に変形性関節症へ進行することを意味して

いる。変形性関節症は、疼痛による日常活動の低下をきたし、経済的労働力の

損失や、手術に要する医療費の増大を招き、本疾病の罹患患者の増大は国家財

政に影響を及ぼすものと考えられる。現在、荷重関節である膝関節、股関節を

主とした変形性関節症の罹患患者数は世界で数千万人ともいわれ、その予防と
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もいえる関節軟骨損傷の治療法の開発は整形外科領域では重要テーマの一つと

なっている。 

 

1.2. 関節軟骨損傷に対する現在の治療法とその問題点 

 

1.2.1. 骨髄刺激法による治療 

 

 半世紀以上前より古くから行われ、現在も小範囲の軟骨損傷に対し、簡便で

低侵襲な方法として広く行われている 9。関節鏡下に鋼線やオウルを用いて軟

骨下骨を穿孔し、出血させることにより骨髄間葉系細胞を誘導することによる

軟骨再生が期待できる 10。しかし、損傷範囲が 4cm2以上ではその効果が限定的

であること、また損傷部は硝子軟骨ではなく主に線維軟骨により修復されると

考えられ、長期成績が期待できないという欠点を有している 11。骨髄刺激法(マ

イクロフラクチャー法)の11.3年における長期成績の報告では45歳以下の関節

軟骨全層欠損の患者では臨床症状の改善は 80%の患者にとどまる 9。 

 

1.2.2. 自家骨軟骨柱移植術による治療 

 

 1993 年、Hangody により報告された方法で、荷重部関節の軟骨損傷に対し行

われる 12。非荷重部の正常軟骨より円柱状の骨軟骨柱を採取し、損傷部にモザ

イク状に移植する方法で 13、正常軟骨での再建が可能であり、症例により関節

鏡下に行うことができる。欠点として採取できる骨軟骨片に限りがあるため損

傷の適応サイズが限定されること、採取部位の傷害の可能性があること、複数

の骨軟骨柱を用いた場合、関節軟骨表面の曲面形状を再現するのが技術的に困

難であることが挙げられる 14。 

 

1.2.3. 培養軟骨細胞移植術による治療 

 

 1994 年に Brittberg らが報告して以来行われている方法で、膝軟骨非荷重部

より軟骨片を採取し、酵素処理により単離した軟骨細胞を単層培養系で増殖さ

せ、軟骨欠損部に浮遊液の状態で移植する方法である 15。1997 年、米国食品医

薬品局の認可を受け軟骨細胞の培養過程が企業化され、さらにコラーゲン膜や

3D スキャフォールドなどの組織工学を駆使した第二世代、第三世代の移植術に

発展した。2012 年 7 月 27 日、整形外科領域におけるヒト由来細胞・組織医療

機器として日本初の自家培養軟骨(株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニア

リング、販売名：ジャック)として厚生労働省より製造販売承認を受け、2013

年 4 月 1 日より、外傷性膝関節軟骨欠損症または離断性骨軟骨炎を有する患者

の4cm2以上の軟骨欠損で、他の治療がない症例を適応として保険適用となった。
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本法の利点は、幅広い欠損サイズに適応が可能であり硝子様軟骨が再生するこ

とである。しかし軟骨組織採取と軟骨細胞移植のために 2 度の手術を要するこ

と、長期の治療期間を要すること、軟骨採取部位の障害の問題や、高いコスト

の問題などの欠点がある。また、再生組織は病理学的構造上、真の硝子軟骨組

織ではないと考えられ、長期的な成績については不明である。2003 年、骨軟骨

柱移植術との比較において本方法の有意性を示した報告と 16、一方有意ではな

かったという報告が並存する 17。また 2004 年、骨髄刺激法との比較では差がな

いと報告され 18、臨床的に明らかな有意性を示せていない。 

 

1.3. PAMPS/PDMAAm DN ゲルを用いた新しい軟骨再生治療の試み（北大における

これまでの研究） 

 

1.3.1. PAMPS/PDMAAm DN ゲル 

 

 PAMPS/PDMAAm DN ゲルは、申請者が属する研究グループが開発した、従来の

ハイドロゲルにはない性質を有する生体活性ハイドロゲルである 19。従来のハ

イドロゲルは、柔らかく脆い構造であったが、申請者が属する研究グループは

硬く脆い強電解質の poly-(2-acrylamido-2-methylpropanesulfonic acid) 

(PAMPS) と柔らかい中性の poly-(N,N’-dimethyl acrylamide) (PDMAAm)の 2

種類の異なる高分子網目構造を持つポリマーを組み合わせることによって関節

荷重に耐えうる強度に匹敵する高強度のゲルを開発した。従来のハイドロゲル

はゲルの主体成分である液体を受ける骨格となる高分子鎖が少なく、外力が加

わると連鎖的に破断が発生すると言われている。一方、PAMPS/PDMAAm DN ゲル

は第一のネットワークである高架橋密度の高分子鎖を有する PAMPS と第二のネ

ットワークである低架橋密度の高分子鎖を有する PDMAAm が至適な容積比で組

み合うことで破壊の伝播を妨げ、これらが高強度化に寄与していると考えられ

ている。その結果、第一のネットワークである PAMPS ゲルの圧縮破断強度は

0.4MPa であるが、PAMPS/PDMAAm DN ゲルは 3.1MPa と歩行時に膝関節軟骨にかか

る 3-5MPa という応力に近似した強度を持つ。また、強度だけではなく全重量の

約 90%が水分であり強い変形にも耐えうるゲルである。 

 

1.3.2. PAMPS/PDMAAm DN ゲルの生体材料学的評価 

 

 申請者が属する研究グループは PAMPS/PDMAAm DN ゲルによる生体反応を調べ

るために、国際的なガイドラインに準じて in vivo 埋植試験を行った 20。

PAMPS/PDMAAm DN ゲルを高密度ポリエチレンゲルを陰性対照として、また、ジ

エチルジチオカルバミン酸亜鉛を含有したポリウタレンを陽性対照として日本

白色家兎の傍脊柱筋に埋植し、術後の埋植周囲の炎症領域を組織学的に評価し
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た。その結果、PAMPS/PDMAAm DN ゲル埋植群は術後 1 週において陰性対照と比

較して炎症細胞が強くみられたものの術後 6 週目の炎症領域は減少していた。

また陽性対照と比較して全経過を通して炎症領域は少なかった。以上の結果よ

り PAMPS/PDMAAm DN ゲルは生体毒性を示さないことが明らかとなった。また、

PAMPS/PDMAAm DN ゲルは皮下に埋植しても高い生体内安定性を維持し、6 週間で

は物性変化をほとんど認めないことも確認している。さらに、日本白色家兎の

組織に PAMPS/PDMAAm DN ゲルを埋植しても 6 週後の埋植ゲルの弾性率や含水量

に影響を与えず、生体内に埋植しても機械特性を失わないことが示されている
21。 

 

1.3.3. PAMPS/PDMAAm DN ゲルによる軟骨分化誘導 

 

 軟骨分化誘導のために数々の組織工学研究がなされているが、足場材料は細

胞周囲の微小環境を調整し分化誘導する上で重要な要素である。Engler らは基

板の弾性により幹細胞の分化の運命が調節され、例えば間葉系幹細胞を柔らか

い基板の上で培養すると、神経系分化マーカー遺伝子が発現し、硬い基板の上

で培養すると骨分化マーカー遺伝子がアクチン細胞骨格構築要素依存性に発現

することを示した 22。また、この基板となる PAMPS/PDMAAm DN ゲルは従来のハ

イドロゲルと異なり構造内での細胞培養は困難であるものの、その高い弾性に

より三次元構造を付与できる。これらの特性から PAMPS/PDMAAm DN ゲルは骨軟

骨柱移植術の移植骨軟骨柱のように円柱状のプラグとして軟骨欠損部に埋植で

き、この移植ゲルの上に骨髄と接する空隙を作ることによって分化能を有する

間葉系幹細胞が集積する場を提供できれば、ゲルの基質特性を感知した細胞が

軟骨分化誘導されることが示唆された。従って、PAMPS/PDMAAm DN ゲルを用い

ることにより、細胞培養を要しない新しい軟骨再生治療法を確立できる可能性

があると考えた。 

 そこで申請者が属する研究グループは、ATDC5 細胞を用いた in vitro 実験に

より PAMPS/PDMAAm DN ゲルの軟骨分化誘導能を確認した 23。その結果、インス

リン添加培地を用いて PAMPS/PDMAAm DN ゲル上で ATDC5 細胞を培養(DN ゲル培

養条件)すると培養開始 7 日目で細胞凝集体を呈し、2 型コラーゲン、アグリカ

ン及び Sox9 mRNA の発現量がポリスチレン(PS)培養条件と比較して有意に高か

った。これらの結果より PAMPS/PDMAAm DN ゲル上の ATDC5 細胞は有意に軟骨分

化誘導されることが明らかとなった。また、日本白色家兎を用いた in vivo 実

験において、膝蓋大腿関節の大腿骨滑車部に作成した骨軟骨欠損の基底部に

PAMPS/PDMAAm DN ゲルを軟骨表面からゲルの表面までの空隙が 1.5-3.5mm とな

るように埋植すると、4週間でこの欠損部にサフラニンO染色で赤く染色され、

かつ 2 型コラーゲン陽性の硝子軟骨が自然再生することを発見した 23。しかし

術後 12 週では、再生組織内のサフラニン O 染色陽性領域の縮小と軟骨下骨領域
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の増加を認め、この結果は臨床応用において再生組織が線維化や骨化するとい

う治療の限界が示唆された。そこで申請者が属する研究グループは軟骨細胞の

増殖やマトリックスの合成を促進するといわれているヒアルロン酸(HA; 

Hyaluronic acid)を添加する方法を提案し、骨軟骨欠損部への PAMPS/PDMAAm DN

ゲル埋植術に HA の関節内投与を併用して日本白色家兎モデルの術後 12 週の組

織を評価した 24。その結果、HA 投与群は HA 非投与群と比較して組織学的に有

意に高い硝子軟骨再生能を示し、以上の結果から、PAMPS/PDMAAm DN ゲルは硝

子軟骨を再生誘導するばかりではなく硝子軟骨形質の維持に寄与できる可能性

が示唆された。 

 しかし、なぜ PAMPS/PDMAAm DN ゲルが軟骨分化を誘導するかについて不明で

ある。近年、申請者が属する研究グループは、軟骨分化誘導のメカニズムを力

学的観点から解明することを目的として研究を行い、PAMPS/PDMAAm DN ゲル上

で ATDC5 細胞を培養すると細胞にアクチン代謝を介した細胞骨格の変化が起こ

り１細胞のヤング率が有意に増加することを明らかにしている 25。 

 今回、申請者は、PAMPS/PDMAAm DN ゲルによる軟骨分化誘導メカニズムのさ

らなる解明のために、PAMPS/PDMAAm DN ゲルを構成要素であり軟骨基質と近似

した物性を持つ PAMPS ゲルに着目し、in vitro 実験を用いその軟骨分化誘導の

メカニズムを分子生物学的観点から解明した。 
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   [Yasuda, K. et al.(2009) 文献 23 より引用] 

図 1. PAMPS/PDMAAm DN ゲルによる軟骨分化能 

(A)日本白色家兎の膝蓋大腿関節の大腿骨滑車部へのPAMPS/PDMAAm DNゲルプラ

グ埋植方法 

(B)日本白色家兎の膝蓋大腿関節の大腿骨滑車部に円柱状の PAMPS/PDMAAm DN

ゲルプラグを埋植した後の断面図 

関節面と PAMPS/PDMAAm DN ゲル表面の間に 1.5-3.5mm の空隙が残るように埋植

する 

(C)組織学的所見：PAMPS/PDMAAm DN ゲル上にサフラニン-O 染色で赤く染まる軟

骨組織を認め、ヘマトキシリン・エオジン染色で卵円形細胞が細胞間マトリッ

クス内に観察された 

[SB(Subchondral bone):軟骨下骨、BM(Bone marrow):骨髄] 

  

(B) (A) 

(C) 



 

8 

 

1.3.4. PAMPS/PDMAAm DN ゲルにおける PAMPS ゲルの役割 

 

 PAMPS ゲルは PAMPS/PDMAAm DN ゲルの構成要素であり、軟骨組織が持つプロ

テオグリカンと同様に硫酸基を有し陰性荷電しているハイドロゲルである。

PAMPS ゲルの荷電は膨潤度に寄与するが疎の高分子鎖を持つため脆く、圧縮破

断強度は 0.4MPa であり、PAMPS/PDMAAm DN ゲルの圧縮破断強度と比較して低い
19,26,27。しかし、PAMPSゲルの荷電や硫酸基は軟骨基質と類似していることから、

このゲルを基板としてそこから刺激を受けた細胞の軟骨分化が誘導されること

が示唆された。そこで申請者は、PAMPS ゲルの軟骨分化誘導メカニズムの解明

が PAMPS/PDMAAm DN ゲルのメカニズム解明のために有力な手がかりとなると考

えた。 

 申請者が属する研究グループはまず PAMPS ゲルによる軟骨分化誘導能を調べ

た。Ogawa らは日本白色家兎を用いて膝蓋大腿関節の骨軟骨欠損部に関節表面

からゲル表面まで 2.0mm の間隙を残して PAMPS/PDMAAm DN ゲル、PAMPS ゲル及

び PDMAAm ゲルのいずれかを埋植し、術後 4 週に組織評価とリアルタイム PCR

による軟骨分化マーカーの発現を比較した 28。その結果、PAMPS ゲルでは

PAMPS/PDMAAm DN ゲルと同様に高い軟骨分化能を有していることが明らかとな

り、PAMPS ゲルは軟骨の再生を誘導するために重要な役割を担うゲルであるこ

とが示唆された。また近年、Yoshikawa らは ATDC5 細胞をヒアルロン酸(HA)を

添加した培地を用いて PAMPS ゲル上で培養すると、PAMPS/PDMAAm DN ゲル上で

培養した条件と同様に軟骨分化が促進されることを報告した 29。この結果は、

PAMPS ゲルの軟骨分化誘導は関節液中のヒアルロン酸(HA)による影響を受ける

可能性を示唆した。さらに Kwon らは、PAMPS ゲル上で ATDC5 細胞を培養すると

インスリンを添加しなくても軟骨分化を誘導することを示した 30。そのメカニ

ズムの解明において、荷電の異なる①陰性に荷電した PAMPS ゲル、②電荷的に

中性である PDMAAm ゲル、③AMPS のモル比率により電荷密度を変化させた三種

類(AMPS モル比率 =0.25、 0.5、 0.75)のポリ(AMPS-co-DMAAm)ゲル上で ATDC5

細胞を培養し、ゲルの荷電が軟骨分化誘導能へ与える影響を検討した 30。その

結果、高い陰性荷電を有する PAMPS ゲルとポリ(AMPS-co-DMAAm)ゲル(AMPS モル

比率 =0.75)上の ATDC5 細胞は高い細胞増殖能を示し、培養 14 日までに ATDC5

細胞の軟骨分化形態である細胞凝集体を形成し、高い軟骨分化マーカーの発現

を示すことが明らかとなった。さらに、申請者が属する研究グループはハイド

ロゲルの陰性荷電がウシ胎児大動脈内皮細胞(BFAECs; Bovine fetal aorta 

endothelial cells)において細胞増殖を促進させることを明らかにしている 31。

以上の結果は、PAMPS ゲルの負の荷電状態が細胞の接着や増殖を促進し、軟骨

分化誘導することを示唆している。しかし、細胞表面は、おおよそリン脂質に

より陰性荷電しているにもかかわらず、細胞が細胞表面と同様の荷電を有する

PAMPS ゲルに接着することは疑問である。このような背景から Narita らは細胞
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とハイドロゲル基質の電気的な接着メカニズムについて解明するための研究を

行っている 32。まず、PAMPS ゲルを疎水性基質上(ポリメタクリル酸メチル樹脂

(PMMA; Polymethyl methacrylate)、ポリエチレン(PE; polyethylene)、ポリプ

ロピレン(PP; polypropylene))、あるいは親水性基質上(硝子、雲母、シリコン

ウェハー、蒼玉)で作成し、これらのゲル上に分子接着の要素を排除するために

細胞壁を取り除いたタバコ BY-2 プロトプラストを播種しその接着能を検討し

た。その結果、疎水性基質上で作成された PAMPS ゲル上のプラストの接着能は

親水性基質上で作成された PAMPS ゲルと比較して高く、また陽性荷電したジメ

チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド (DMAPAA ； Quaternized 

dimethyl-aminopropylacrylamide)においても疎水性基質上で作成するとプロ

トプラストが接着することを示した。一方、親水性基質上で作成された DMAPAA

ゲル上ではプロトプラストの破壊が起こった。疎水生基質から成る PAMPS ゲル

は、高い膨潤度と低い弾性の性質を有し、緩いクロスリンクによって高分子鎖

がゲル表面に表出していると考えられている。従って、この高分子鎖の細胞表

面のわずかな陽性荷電がプロトプラスト表面の陰性荷電とアクセスしているこ

とを示唆し、従来の概念と異なる静電気的な接着メカニズムが存在することを

示唆した。 

 しかし、Kwon らの研究では中性である PDMAAm ゲル上の ATDC5 細胞は、接着

能が低いにも関わらず軟骨分化形態である細胞凝集体を形成し、培養 7 日目で

高い軟骨分化マーカーの発現を示した。また、陰性荷電した PAMPS ゲルの ATDC5

細胞における細胞増殖能は、陰性対照である PS 培養条件に比べ低かった 30。以

上の結果より、PAMPS ゲルは電気的な要素ばかりではなく他の作用により軟骨

分化誘導している可能性がある。PAMPS ゲルは軟骨基質が有するプロテオグリ

カンと同様の硫酸基を有し、特有の弾性を持つハイドロゲルである。従って、

PAMPS ゲル上の細胞は組織分化に重要な細胞–マトリックス間の特異的な分子

生物学的な相互作用を受け、結果として軟骨分化誘導シグナルを活性化するこ

とが示唆される。しかし、PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化メカニズムについて

分子生物学的に解明した報告はこれまでにない。 

 

1.4. 軟骨分化誘導シグナルに関する研究の歴史 

 

 胎生期における発生や軟骨内骨化における軟骨分化は種々の分子やサイトカ

イン、シグナルにより制御されている。これらの報告を基に種々の細胞におけ

る軟骨分化誘導シグナルが解明されてきた。 

 TGF-beta/BMP シグナルは軟骨分化において必須のシグナルであるが 33-37、

TGF-beta1 や TGF-beta2 はニワトリ翅芽間充織細胞のマイクロマス培養で軟骨

分化を誘導する 38。また、ウシ由来関節軟骨細胞を TGF-beta1 を添加したポリ

グリコール酸(PGA; polyglycolic acid)に播種すると成長因子を添加しなくて
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も軟骨基質の生成が促進される 39。またウシ由来骨髄系間葉系幹細胞のペレッ

ト培養系で、TGF-beta2 や TGF-beta3 は軟骨分化マーカーの発現を誘導する 40。

Pei らは TGF-b1 と共に FGF2 を添加すると、ポリグリコール酸(PGA)に培養した

ウシ由来軟骨細胞の再分化が誘導されることを示した 41。また、Sekiya らはヒ

ト骨髄間葉系幹細胞の TGF-beta3 誘導性軟骨分化は BMP2、BMP4 および BMP6 の

添加により促進されることを報告し、ヒト骨髄間葉系幹細胞を培養したポリグ

リコール酸(PGA)を用いた軟骨再生法において、プロテオグリカンが豊富な大量

の軟骨を獲得するためには、BMP2 による誘導が最も効果的であることを報告し

ている 42。Smad1、Smad5、Smad8 は BMP に対するエフェクター分子であり、Smad2

や Smad3 は TGF-beta に対するエフェクター分子であるが 43,44、BMP4 によって

Smad1 や Smad5 の活性化が 2 型コラーゲン遺伝子の転写を促進することが軟骨

原性細胞である MC615 を用いて報告されている 45。 

 MAPK シグナルは細胞種や分化段階により異なり、軟骨分化における基質産生

は主に ERK1/2 や JNK により制御されている 46-48。また、p38 は軟骨分化に促進

的に作用することが報告されている 49。近年、ERK-5 はヒト由来骨髄間葉系細

胞の高密度培養系の軟骨分化において抑制的に作用することが明らかとなって

いる 50。さらに、MEK5 と ERK5 の siRNA によるノックダウンは軟骨形成を促進

することが知られている。 

 Wnt/beta-Catenin における Wnt は軟骨分化に抑制的、または促進的、あるい

は 2 面の作用を有する。Wnt3a は BMP2 に対し促進的に作用し間充織細胞の軟骨

分化を誘導することが報告され 51Wnt5a は細胞凝集を促進し、軟骨分化を誘導

することが間充織細胞を用いて報告されている 52。一方、Wnt3a は beta-Catenin

を介して Sox9 の転写を抑制することが知られ、Wnt7 も同様に抑制作用を持つ

ことが報告されている 53。 

 Jak/Stat シグナルでは、Stat1 が FGF シグナルによる軟骨分化を抑制するこ

とがラット軟骨肉腫細胞を用いて報告されている 54。また、Stat3 は、ERK1/2

とともに成長軟骨の成長に関与するレプチンによって誘導されることが ATDC5

細胞を用いて明らかとなっている 55。 

 PI3K/Akt シグナルは正常の肥大化軟骨細胞への分化や骨端軟骨の成長に重

要であるが 56,57、成人の関節軟骨では PI3K/Akt シグナルが基質の合成や維持に

作用し、Akt の恒常的な発現は軟骨分化マーカーを上昇させることが知られて

いる。また、ATDC5 細胞のインスリン誘導性軟骨分化誘導において PI3K/Akt シ

グナルが活性化していることが報告されている 58,59。 

 RhoA/ROCK シグナルでは、ROCK の阻害により ATDC5 細胞のアクチン骨格や

Sox9 の発現が制御され、軟骨分化が促進されることが報告されている 60,61。 
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1.5. マウス由来クローン化細胞株 ATDC5 細胞について 

 

 申請者は本研究において、Atsumi らによって樹立されたマウス由来クローン

化細胞株 ATDC5 細胞 62を用いて in vitro 実験を行った。ATDC5 細胞はインスリ

ンを添加した分化培地を用いて培養することにより、未分化状態から増殖軟骨

細胞、肥大化軟骨細胞および石灰化のような軟骨分化を in vitro で忠実に再現

できる細胞として知られている 62。形態学的観察において、ATDC5 細胞はイン

スリン存在下でコンフルエントに達した後も増殖し、その後凝集し軟骨結節と

呼ばれる細胞凝集体を形成する。この軟骨結節の中心は前駆肥大軟骨期であり、

次第に増殖が停止する。この軟骨結節を形成し始めるとプロテオグリカンおよ

び 2 型コラーゲンを発現し、肥大軟骨期には 10 型コラーゲンを発現する。さら

に分化が進むとアルカリホスファターゼの上昇に伴い軟骨基質の石灰化が起こ

る。分子生物学的には、生体内の成長板と同様に分化段階を経て FGFR3 を発現

することや 63、BMP4が ATDC5細胞の未分化期に発現することが知られている 64,65。

これらの理由から、軟骨分化に関する in vitro 研究では、しばしば ATDC5 細胞

が用いられている。 

 一方、インスリンなどの分化誘導因子を添加しなくても ATDC5 細胞を有力に

軟骨細胞へ分化させ得たという報告は、申請者の属する研究グループが PAMPS

ゲルあるいは PAMPS/PDMAAm DN ゲル上の培養で行った上述の報告を見るのみで

ある 29,30。したがって、合成高分子ゲルである PAMPS ゲルがどのような分子機

序によって ATDC5 細胞を軟骨細胞へ分化させ得るのか、という疑問に答えるこ

とは極めて重要である。 

 

2. 本研究の目的 

 

 関節軟骨損傷は外傷や様々な関節疾患および加齢変化により引き起こされ、

最終的に変形性関節症となるため、治療上重要な疾患であると認識されている。

これまで関節軟骨(硝子軟骨)は in vivo で自然再生しないとされてきた 2-4。従

って、関節軟骨欠損部を修復するために軟骨様組織と細胞培養を組み合わせた

足場材料を埋植する方法を用いた様々な組織工学的治療がなされている
15,18,66,67。しかしながら、関節軟骨損傷に対する機能的な修復方法は、未だ組織

再生医療の大きな課題となっている。 

 申請者が属する研究グループは、関節軟骨修復に対する革新的な治療法を開

発し、細胞周囲環境の弾力が幹細胞分化を制御するという Engler らの報告 22

を基に、軟骨欠損部の底部に柔らかい生理活性ハイドロゲルを埋植することに

よりゲルの表面に硝子軟骨の再生を誘導することができる可能性を示唆した。

そこで、申請者が属する研究グループは、2006 年より軟骨修復に対する治療法

を開発するため、独自に開発した生体材料である PAMPS/PDMAAm DN ゲルに着目
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し、一連の研究を始めてきた 19。PAMPS/PDMAAm DN ゲルは高い生体活性を有し、

筋組織内に埋植すると、6 週間埋植しても組織への毒性作用を示さないことが

明らかとなっている 20,21。また、PAMPS/PDMAAm DN ゲル上で培養した ATDC5 細胞

は in vitro で軟骨分化が促進されることが判明した 23。さらに、ウサギの膝蓋

大腿関節の大腿骨滑車部に作成した骨軟骨欠損部の基底部に関節面からゲル表

面まで深さ1.5-3.5mmの空隙が残るようにPAMPS/PDMAAm DNゲルを埋植すると、

埋植後 4 週間でその空隙に硝子軟骨が再生することが明らかとなった 23。これ

は、細胞培養や生体活性分子の添加を加えなくても、合成ハイドロゲルが軟骨

分化を誘導することを発見した最初の報告であった。 

 PAMPS/PDMAAm DN ゲルは、PAMPS と PDMAAm という 2 つの独立したポリマーが

クロスリンクしたネットワークにより互いに網目構造を成している。この構成

ゲルの 1 つである PAMPS ゲルは、陰性荷電と硫酸基を有し、正常軟骨を構成す

るプロテオグリカンと近似した化学的特徴を有する。そこで、申請者が属する

研究グループは、in vivo 実験を用いてどの構成ゲルが軟骨分化を誘導するか

について研究した。その結果、PAMPS ゲル自体には硝子軟骨再生誘導能があり、

DN ゲルの軟骨再生誘導において重要な役割を担っていることが示唆された 28。

しかしながら、PAMPS ゲルがどのようなメカニズムにより損傷部に遊走してき

た軟骨原性細胞や骨髄間葉系幹細胞を軟骨分化に導くかについては不明である。

そこで、DN ゲルを用いた細胞培養を要しない新しい治療戦略を確立するために、

このメカニズムを解明することが必要であると考えた。 

 そこで申請者は in vitro 実験を用いて、PAMPS/PDMAAm DN ゲルによる軟骨再

生誘導において主たる役割を担っている PAMPS ゲルの軟骨細胞分化誘導メカニ

ズムの解明を目指した。本研究では以下の二つの理由により軟骨細胞分化モデ

ルである ATDC5 細胞を用いた。第一に、ATDC5 細胞はインスリン添加により軟

骨分化過程を再現できる細胞であること 68、第二に、申請者が属する研究グル

ープの先行研究において、PAMPS ゲル上で ATDC5 細胞を培養するとインスリン

を添加しなくても軟骨分化誘導することがin vitroで解明されていることであ

る 30。本 in vitro 実験においては、マイクロアレイ解析に基づいたコンピュー

ターベースによる遺伝子(mRNA)解析と、ウェスタンブロット解析による分子活

性の分析および対象遺伝子に対するリアルタイム PCR 解析を行った。本研究の

第一の目的は、PAMPS ゲルが誘導する ATDC5 細胞の軟骨分化において、インス

リン依存性軟骨分化誘導と比較してどのようなシグナルが活性化されるか明ら

かにすることである。第二の目的は、抽出されたシグナルの挙動を解析し、そ

のシグナルの阻害による軟骨分化への影響を検証することによって、PAMPS ゲ

ル特異的に誘導されるシグナルを確定することである。 

 

  



 

13 

 

Ⅱ. 略語表 

 

 本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

  

bFGF Basic fibroblast growth factor 

BMP  Bone morphogenetic protein 

CBP CREB binding protein 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DN  Double network  

DNA Deoxyribonucleic acid 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

FAK Focal adhesion kinase 

FGF Fibroblast growth factor 

FGFR Fibroblast growth factor receptor 

GAG Glycosaminoglycan 

GAPDH Glyceroaldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GO Gene ontology 

GSEA Gene Set Enrichment analysis 

HA Hyaluronic acid 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRP Horseradish peroxidase 

IGF Insulin-like growth factor 

INHBA Inhibin beta A 

JNK Jun amino-terminal kinase 

LTBP1 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 1 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MEK MAPK/ERK kinase 

OP Osteogenic protein 

PAMPS Poly-(2-acrylamido-2-methylpropanesulfonic acid) 

PDGF Platelet-derived growth factor 

PDMAAm  Poly-(N,N’-dimethyl acrylamide) 

PGA Polyglycolic acid 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PLGA Poly (Lactic Acid-co-Glycolic acid) 

PLLA Poly-L-lactic acid 

PTHrP Parathyroid hormone-related protein 

PVDF Poly vinilidene difluoride 
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RNA Ribonucleic acid 

SAPK Stress-activated protein kinase 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

Serpins Serine proteinase inhibitors 

Sox SRY-related HMG box-containing gene 

Stat Signal transduction and Activator of Transcription 

TGF Transforming growth factor   

THBS1 Thrombospondin 1 

Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane 
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Ⅲ. 実験方法 

 

1. PAMPS ゲルの作成 

 

 PAMPS ゲルは、モノマーの 2-アクリルアミド-2-硫酸化メチルプロパン 

(AMPS; Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. Tokyo, Japan) 1mol/L を、架橋

剤である N、N’-メチレンビスアクリルアミド (MBAA; Tokyo Chemical Industry 

Co., Ltd. Tokyo, Japan) 4mol %および UV 開始剤である 0.1mol % 2-オクソグ

ルタル酸 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan)と混合し、2

枚のガラス板から成るセルに注入した 19。これに波長 365 ㎜の紫外線を 6 時間

照射し重合させ、厚さ約 2-3mm のシート状の PAMPS ゲルを合成した(図 2)。合

成後、PAMPS ゲルを 4-(-2-ヒドロキシエチル)-ピペラジン-1-エタンスルホン酸 

(HEPES; Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA)バッファー[NaHCO3 1.55×10-2 M, 

HEPES 5× 10-3 M, NaCl 0.14 M, pH 7.4]に浸し 7 日間、1 日 2 回交換し未反応

物質を除去した。細胞培養用に、直径 15mm 又は 35mm のパンチを用いてシート

状の PAMPS ゲルからディスク状のゲルを抜き出し、120℃、20 分の条件下に高

圧滅菌後、24well 又は 6well マルチプレートの底部に設置し PAMPS ゲル培養皿

を作成した(図 2)。 
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図 2. PAMPS ゲル作成過程 

A. 2 枚のガラス板とセルの作成 

B. ガラス板からなるセルに AMPS 含有水溶液、MBAA(架橋剤)と 2-オクソ 

グルタル酸(UV 開始剤)を注ぐ 

C. 波長 365mm の紫外線を 6 時間照射する 

D. パンチでディスク状の PAMPS ゲルを切り出す 

E. 120℃、20 分間の条件で高圧滅菌をかける 

F. ディスク状の PAMPS ゲルを培養液が入った培養皿の底部に薬匙を用いて 

設置する 
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2. 細胞培養 

 

 理化学研究所 (RIKEN, Tsukuba)より入手したマウス由来クローン化細胞株

である ATDC5 細胞 5 × 104 個細胞/cm2を、維持培地[1:1 Dulbecco’s modified 

Eagle’s 培地/ Ham’s F-12 培地 (DMEM/ F-12; GIBCO Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)、5% ウシ胎児血清、10 µg/ml ヒトトランスフェリン (Roche, Basel, 

Switzerland)、30nM 亜セレン酸ナトリウム (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)]を入れたポリスチレン培養皿、または、PAMPS ゲル培養皿に播種し、5% CO2、

37℃の条件下に培養した。ATDC5 細胞の軟骨分化誘導では、維持培地に 10 µg/ml

のウシ由来インスリン (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA)を添加し、分化

培地として使用した。実験では、24well または 6well マルチプレートを用いて

①維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養条件)、②インスリ

ン添加培地を用いてポリスチレン上で培養した条件 (PS-I 培養条件)および③

維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件)の 3 条件

において ATDC5 細胞を培養した。培地交換は 2-3 日に 1 回行った。組織学的観

察は、位相差顕微鏡 (Nikon Eclipse TE300, Nikon, Tokyo, Japan)を使用した。 

 

3. 研究デザイン 

 

3.1. 研究 1：PAMPS ゲルによる軟骨分化誘導能の検討 

 

 ATDC5 細胞の PAMPS ゲル誘導性軟骨分化とインスリン依存性軟骨分化による

誘導能の違いを確認するため、①インスリン添加培地を用いてポリスチレン上

で培養した条件(PS-I培養条件)および②維持培地を用いてPAMPSゲル上で培養

した条件(PAMPS ゲル培養条件)を用い、約 2 週間における ATDC5 細胞の形態変

化とリアルタイム PCR による軟骨分化マーカーの mRNA の発現量を比較した。 

 

3.2. 研究 2：PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における特異的活性化シグナル 

 の探索 

 

 第一の実験では、PAMPS ゲル培養条件により特異的に誘導される軟骨分化誘

導シグナルを探索するため、Gene Set Enrichment analysis (GSEA)を用い、培

養 3 日間において PAMPS ゲル培養条件で有意に発現しているシグナルの遺伝子

セットを PS 培養条件および PS-I 培養条件との比較により網羅的に同定した。

第二の実験では、対象となったシグナルおよび軟骨分化に関連するシグナルに

属する主要な分子の培養 3 日間におけるタンパクの発現量とリン酸化量を、ウ

ェスタンブロットを用いて解析し、PAMPS ゲル培養条件で高い発現がみられる

分子を半網羅的に抽出した。第三の実験では、候補分子が属するシグナル経路
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を対象として、ConPath ソフトウェア(http://conpath.dna-chip.co.jp/)によ

るパスウェイ解析を行い、どの遺伝子の発現が強調しているかを確認した。第

四の実験では、対象となった分子(本研究では BMP4)の mRNA の発現量をリアル

タイム PCR 解析を用いて確認した。 

 

3.3. 研究 3：PAMPS ゲルにより誘導される BMP/Smad シグナルの阻害による軟骨

 分化誘導能への影響 

 

 研究 2 の結果より PAMPS ゲル特異的な軟骨分化誘導シグナルとして候補とな

った TGF-beta/BMP シグナルの古典的経路(canonical pathway)である BMP/Smad

シグナルの重要性を明らかにするために、BMP タイプⅠ受容体の阻害剤である

ドルソモルフィン (Abcam Biochemicals, Cambridge, UK)を添加した培養条件

を用い、BMP4 のエフェクター分子である Smad1/5 の培養 72 時間におけるリン

酸化の抑制に及ぼす効果をウェスタンブロット解析した。また、Smad1/5 のリ

ン酸化阻害による培養 13 日間の軟骨分化へ与える影響を形態観察とリアルタ

イム PCR 解析による軟骨分化マーカー遺伝子の発現量により検討した。 

 

4. 評価方法 

 

4.1. マイクロアレイ解析 

 

 PS 培養条件、PS-I 培養条件および PAMPS ゲル培養条件における培養 3 日間の

ATDC5 細胞の遺伝子発現量をマイクロアレイ解析により分析した。製造元のプ

ロトコールに従い、スピンカラムと ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用

いて各サンプルの RNA を抽出し、2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, 

USA)を用いて RNA integrity number (RIN)と RNA 量を測定した。マイクロアレ

イ解析には、SurePrint G3 Mouse GE 8 x 60K Microarray を用いた。各遺伝子

に対し、三組のプローブをマイクロアレイに設定した。DNA Microarray Analyzer 

(Agilent Technologies, CA, USA)を用いて Cy3 標識、スキャンおよびハイブリ

ダイゼーションを行い、DNA Chip Research Inc. (Kanagawa, Japan)および

Agilent-certified Service Provider を用いて、データの標準化と遺伝子オン

トロジー (GO; gene ontology)解析を行った。本解析の結果を基に、PAMPS ゲ

ル培養条件で PS 培養条件および PS-I 培養条件と比較して高く発現しているシ

グナルを抽出するため、Fisher の正確確率検定を用いて Gene Set Enrichment 

analysis (GSEA)を行った 69,70。パスウェイ解析では ConPath ソフトウェアを用

い、PAMPS ゲル培養条件で対象となったシグナルのどの遺伝子が他群と比較し 2

倍以上発現しているかについて分析した。 

 

http://conpath.dna-chip.co.jp/
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4.2. ウェスタンブロット解析 

 

 各種培養条件下における培養細胞を細胞可溶化バッファー(RIPA Buffer; 

Radio-Immunoprecipitation Assay Buffer) [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 

NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, complete protease inhibitor mixture (Roche, 

Basel, Switzerland), phosphatase inhibitor mixture (Sigma–Aldrich, St. 

Louis, MO, USA)]を用いて溶解し、15,000 回転/分(20,400 × g)、4℃の条件

下に 5 分間遠心した。得られた上澄を細胞可溶化液としてプロテインアッセイ

キット(Bio-Rad, CA, USA)とマイクロプレートリーダー吸光度測定器を用い、

タンパク質濃度を測定した。20 µg のタンパク質量の細胞可溶化液に 5×サンプ

ルバッファー[125mM Tris-HCl (pH 6.5), 5% 2-mercaptoethanol, 5% SDS, 0.25% 

bromophenol blue  (BPB), 25% glycerol]を添加し、95℃で 5 分間熱処理によ

りタンパクを変性させた後、10% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて 100V

の定電圧条件下に電気泳動した。分離したタンパクをポリフッ化ビニリデン 

(PVDF；poly vinilidene difluoride)膜 (Immobilon, Millipore, Billerica, MA, 

USA)に 25mA の定電流により転写し、1%ウシ血清アルブミン溶液で 1 時間ブロッ

キング処理を行った。表 1 に示す一次抗体を 4℃で一晩反応させ、2 次抗体とし

て西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP; horseradish peroxidase)標識抗-マウス

IgG 抗体(Dako, Glostrup, Denmark)、あるいは西洋ワサビペルオキシダーゼ

(HRP)標識抗-ラビット IgG 抗体(Dako)を室温で 1 時間反応させた(表 1)。検出

は ECL Plus Kit (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire, U.K.)を使用し、LAS 

system (Image Quant LAS 4000 mini GE healthcare)で化学発光を検出した。

検出されたバンドを NIH Image J 1.44p ソフトウェア(ImageJ, U. S. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/

を用いて定量解析した。 
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表 1 ウェスタブロット解析に用いた一次抗体 

Signaling pathway Antibody Species Manufacturer 

 anti-Actin(C4) Mouse Millipore, UK 

TGF-beta/BMP 

signaling pathway 

anti-Smad1 

anti-Smad5 

anti-phospho-Smad1/5 

(Ser463/465)(41D10) 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

 

MAPK 

signaling pathway 

anti-p44/42MAPK(ERK1/2)(137F5) 

anti-p38MAPK 

anti-SAPK/JNK(56G8) 

anti-phospho-p44/42MAPK(ERK1/2) 

(Thr202/Tyr204)(D13.14.4E) 

anti-phospho-p38MAPK 

(Thr180/Tyr182)(D3F9)  

anti-phospho-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185)(81E11) 

anti-phospho-MEK1/2 

(Ser217/221)(41G9) 

anti-phospho-p90RSK(Ser380)(9D9) 

anti-phospho-MSK1(Thr581) 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

 

Rabbit 

 

Rabbit 

 

Rabbit 

 

Rabbit 

Rabbit 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

Wnt  

signaling pathway 

anti-Wnt3a(C64F2) 

anti-Wnt5a/b(C27E8) 

anti-LRP6(C5C7) 

anti-phospho-LRP6(Ser1490) 

anti-Dvl3 

anti-β-Catenin(6B3) 

anti-phospho-β-Catenin 

(Ser33/37/Thr41) 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

Jak/Stat 

signaling pathway 

anti-Jak1(6G4) 

anti-Jak2(D2E12) 

anti-Stat1 

anti-Stat3 

anti-Stat5 

anti-phospho-Stat3(Ser727)  

anti-phospho-Stat5(Tyr694) 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

Rabbit 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA 

CST, USA  

PI3K/Akt 

signaling pathways 

anti-Akt(C67E7) 

anti-phospho-Akt(Thr308)(244F9) 

Rabbit 

Rabbit 

CST, USA  

CST, USA  

CST; Cell Signaling Technology
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4.3. リアルタイム PCR 解析 

 

 各種培養条件における細胞から、RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA)

を用い、製造元のプロトコールに準じて RNA を抽出した。A260/280 の吸光度比

により、RNA の質を評価した。精製した RNA を PrimeScript RT reagent Kit 

(TaKaRaBio, Ohtsu, Japan)を用いて一本鎖 cDNA に逆転写した。RT 反応は 37℃

の条件下に 15 分間、その後 85℃にて 5 秒間行った。全オリゴヌクレオチドは

公表されている cDNA 配列をもとに作成した。本実験において対称とした 2 型コ

ラーゲン、アグリカン、BMP4 およびグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素 

(GAPDH; Glyceroaldehyde-3-phosphate dehydrogenase)のプライマーシークエ

ンスを表に示す(表 2)。 

 

 

 

表 2 リアルタイム PCR 解析に用いたプライマーのシークエンス 

Primer ID  Primers (5’-3’) 

Type-2 collagen Forward: AGGGCAACAGCAGGTTCACATAC 

 Reverse: TGTCCACACCAAATTCCTGTTCA 

Aggrecan Forward: AGTGGATCGGTCTGAATGACAGG 

 Reverse: AGAAGTTGTCAGGCTGGTTTGGA 

BMP4  Forward: TTCCTGGTAACCGAATGCTGA 

 Reverse: CCTGAATCTCGGCGACTTTTT 

GAPDH Forward: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 

 Reverse: TTGCTGTTGAAGTCGCAGGA 

 

 

 

 リアルタイム PCR は Thermal Cycler Dice TP800 (TaKaRaBio)を用いて、SYBR 

Premix Ex TaqTM (TaKaRaBio, Ohtsu, Japan)により、95℃ 5 秒、60℃ 30 秒か

ら成るサイクルで40回反応させ、増幅の蛍光変化を検出した。蛍光変化はSYBER 

Green により検出した。単一 PCR 産物が得られたことが確認できるサイクルの

終了時に解離曲線分析を行った。各遺伝子の発現量を Thermal Cycler Dice Real 

Time System software program (TaKaRaBio)を用い、⊿⊿Ct 法によりグリセル

アルデヒド 3 リン酸脱水素酵素 (GAPDH; Glyceroaldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase)に対する相対値として評価した。 
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4.4. BMP/Smad シグナルの阻害 

 

 ATDC5細胞のSmad1/5のリン酸化阻害による軟骨分化の影響を検討するため、

各培養条件に BMP タイプⅠ受容体の阻害剤であるドルソモルフィンを 10 µM 添

加した。陰性対照として、ジメチルスルホキシド(DMSO; Dimethyl sulfoxide)

を添加した。ドルソモルフィンの添加が軟骨分化マーカーの mRNA の発現に与え

る影響を確認する実験において、ドルソモルフィン添加培養条件(DM 培地条件)

の発現量を DMSO 添加培養条件(DMSO 培地条件)の発現量で除した値を比率とし

て示した阻害率を検討した。 

 

5. 統計学的解析 

 

 すべてのデータは、平均値と標準偏差で表示した。2 型コラーゲン、アグリ

カンおよび BMP4 の mRNA 発現量において、分散分析、Fisher の制約付き最小有

意差法を用いて各培養条件間の平均値の差について検定した。Smad1/5 のリン

酸化レベルおよび 2 型コラーゲンやアグリカンの mRNA 発現の抑制率について、

対応のない t-検定を用い、各培養条件間の平均値の差について検定した。また、

2 型コラーゲンやアグリカンの mRNA 発現量において、同一群内の経時的推移の

変化の比較に対する分散分析で有意差が得られた場合、初期値を対照として

Dunnett テストによる検定を行った。Gene Set Enrichment analysis (GSEA)で

は、Fisher の正確確率検定を用いて統計学的に分析した。有意水準は 5%未満と

した。 
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Ⅳ. 結果 

 

1. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化誘導過程とインスリン依存性軟骨分化過程

との差異 

 

 申請者は、ATDC5 細胞の PAMPS ゲル誘導性軟骨分化とインスリン依存性軟骨

分化による誘導能の違いを確認するため、①インスリン添加培地を用いてポリ

スチレン上で培養した条件(PS-I培養条件)および②維持培地を用いてPAMPSゲ

ル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件)を用い、約 2 週間における ATDC5 細

胞の形態とリアルタイムPCRによる軟骨分化マーカーのmRNAの発現量を比較し

た。陰性対照として、③維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS

培養条件)を用いた。形態観察では、PAMPS ゲル培養条件の ATDC5 細胞は培養初

期に紡錘形を呈し、培養 10 日目より過去の報告 30と同様に円形細胞から成る細

胞凝集体を形成した(図 3)。一方、PS-I 培養条件の ATDC5 細胞は多角形を呈し、

培養 15 日目に PAMPS ゲル培養条件と異なる細胞凝集体を呈した(図 3)。また、

PS 培養条件では、細胞凝集体を形成しなかった(図 3)。 
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図 3. 形態観察による PAMPS ゲル培養条件と PS-I 培養条件における軟骨分化誘

導過程の違い 

 培養開始 5 日目、10 日目および 15 日目における ATDC5 細胞の形態観察の結

果を示す。PAMPS ゲル培養条件では、培養 10 日目より円形細胞から成る細胞凝

集体を呈した。一方、PS-I 培養条件では培養 15 日目に PAMPS ゲル培養条件と

異なる細胞凝集体を呈した。PS 培養条件では明らかな細胞凝集体を示さなかっ

た。PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養条件)、PS-I: 

インスリン添加培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS-I 培養条件)、

PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件)、

Scale bar =100 µm。 
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 リアルタイム PCR 解析の結果、PS-I 培養条件における 2 型コラーゲンの発現

量は、PS 培養条件と比較して培養 9-11 日目に有意に高く(p=0.0003： 9 日目、

p＜0.0001： 11 日目)、アグリカンの発現量は、PS 培養条件と比較して培養 13

日目に有意に高かった(p＜0.0001)。一方、PAMPS ゲル培養条件の 2 型コラーゲ

ンの発現量は PS-I 培養条件と比較して培養 1-13 日目の全培養期間において有

意に高く(p=0.0001： 1、5、7 日目、p＜0.0001： 3、9、11、13 日目)、アグリ

カンの発現量は PS-I 培養条件と比較して、培養 3 日目、9-13 日目に有意に高

かった(p=0.0001： 3、11 日目、p=0.0178： 9 日目、 p＜0.0001： 13 日目)(図

4)。以上の結果より、PAMPS ゲル培養条件における ATDC5 細胞は、PS-I 培養条

件における ATDC5 細胞と異なる形態を示し、早期より高い軟骨分化マーカーの

発現を示すことが明らかとなった。また、PAMPS ゲル誘導性軟骨分化では、イ

ンスリン依存性軟骨分化と異なるシグナルが存在することが示唆された。 
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    図 4. リアルタイム PCR 解析による軟骨分化マーカーの発現量の比較検討 

 培養開始 1 日目、3 日目、5 日目、7 日目、9 日目、11 日目および 13 日目の 2

型コラーゲンとアグリカンの発現量を比較解析した。有意水準は 5%とした。

PS-I 培養条件における 2 型コラーゲンの発現量は、PS 培養条件と比較して培養

9-11 日目に有意に高く、アグリカンの発現量は、PS 培養条件と比較して培養

13 日目に有意に高かった。PAMPS ゲル培養条件における 2 型コラーゲンの発現

量はPS-I培養条件と比較して培養1-13日目の全培養期間において有意に高く、

アグリカンの発現量は PS-I 培養条件と比較して、培養 3 日目、9-13 日目に有

意に高かった。PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養

条件)、PS-I:インスリン添加培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS-I

培養条件)、PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル

培養条件) 
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2. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における特異的シグナル伝達経路の 

網羅的解析  

 

 DNA マイクロアレイ解析のデータに基づき Gene Set Enrichment Analysis 

(GSEA)を行い、PAMPS ゲル培養条件において有意に発現変動がみられる遺伝子

セットが属するシグナル経路を PS 培養条件および PS-I 培養条件との比較によ

り同定した(表 3、表 4)。本解析では、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

により有意性がみられる経路の中でも主要な軟骨分化関連シグナル経路として

知られる経路を焦点として抽出した。その結果、PAMPS ゲル培養条件では、培

養 1 日目から 3 日目において、PS 培養条件および PS-I 培養条件と比較して、

TGF-beta/BMP シグナルの遺伝子セットの発現変動が有意に増加していた(p＜

0.0001-0.00156)(表 3、表 4)。さらに、PAMPS ゲル培養条件では培養 2 日目お

よび 3 日目において PS 培養条件および PS-I 培養条件と比較して、MAPK シグナ

や Wnt シグナルの遺伝子セットの発現変動が有意に増加していた(p＜

0.0001-0.00172)(表 3、表 4)。 
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表 3 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)による PAMPS ゲル誘導性シグナルの抽出 (PAMPS ゲル培養条件 vs. PS 培養条件) 

  

Day 1 Day 2 Day 3 

Pathway name p-value Pathway name p-value Pathway name p-value 

Focal adhesion KEGG 4.12E-04 Focal adhesion  

KEGG 

0.00E+00 Focal adhesion  

KEGG 

0.00E+00 

TGF Beta  

SignalingPathway 

1.56E-03 Smooth muscle contraction 1.00E-12 Smooth muscle contraction  2.80E-10 

Inflammatory Response 

Pathway 

8.25E-03 Insulin Signaling 1.18E-11 Insulin Signaling 4.08E-07 

  MAPK signaling pathway 

KEGG 

1.09E-09 Cell Cycle-G1 to 

S control Reactome 

7.06E-07 

  Integrin-mediated cell 

adhesion KEGG 

1.74E-09 

 

MAPK signaling pathway 

KEGG 

1.82E-06 

  TGF Beta  

Signaling Pathway 

2.13E-08 

 

Integrin-mediated cell 

adhesion KEGG 

5.61E-06 

  Alpha6-Beta4-Integrin 

NetPath 1 

3.20E-08 Alpha6-Beta4-Integrin 

NetPath 1 

7.79E-06 

  Cell Cycle-G1 to  

S control Reactome 

7.06E-07 TGF Beta  

Signaling Pathway 

9.67E-06 

  Regulation of Actin Cytoskeleton 

KEGG 

2.90E-05 

 

TNF-alpha-NF-kB NetPath 9  3.19E-04 

  Wnt Signaling 1.06E-04 Wnt Signaling 1.72E-03 

  TNF-alpha-NF-kB NetPath 9 1.11E-04 

 

Inflammatory Response 

Pathway 

1.78E-03 

  Inflammatory Response  

Pathway 

3.27E-04 

 

Delta-Notch NetPath 3 

 

4.02E-03 

    Delta-Notch NetPath 3 1.19E-03     
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表 4 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)による PAMPS ゲル誘導性シグナルの抽出 (PAMPS ゲル培養条件 vs. PS-I 培養条件) 

Day 1 Day 2 Day 3 

Pathway name p-value Pathway name p-value Pathway name p-value 

Focal adhesion KEGG 1.96E-06 Focal adhesion KEGG 0.00E+00 Focal adhesion KEGG 0.00E+00 

TGF Beta  

Signaling Pathway 

3.25E-04 Insulin Signaling 5.75E-11 Smooth muscle contraction 6.34E-13 

Inflammatory Response 

Pathway 

1.78E-03 TGF Beta  

Signaling Pathway  

2.13E-08 Insulin Signaling 1.18E-11 

ESC Pluripotency Pathways 2.66E-03 MAPK signaling pathway 

KEGG 

2.47E-08 Alpha6-Beta4-Integrin 

NetPath 1 

6.25E-11 

Integrin-mediated cell 

adhesion KEGG 

3.22E-03 Integrin-mediated cell  

adhesion KEGG 

5.31E-08 Integrin-mediated cell  

adhesion KEGG 

2.89E-10 

Smooth muscle contraction 3.43E-03 ESC Pluripotency Pathways 1.07E-07 MAPK signaling pathway 

KEGG 

1.09E-09 

Insulin Signaling 8.16E-03 Alpha6-Beta4-Integrin  

NetPath 1 

2.18E-07 TGF Beta  

Signaling Pathway  

2.13E-08 

  Cell Cycle-G1 to 

S control Reactome 

7.06E-07 ESC Pluripotency Pathways 2.32E-08 

  Wnt Signaling 1.06E-04 Cell Cycle-G1 to  

S control Reactome 

7.06E-07 

  TNF-alpha-NF-kB NetPath 9  1.11E-04 Wnt Signaling 1.06E-04 

  Regulation of Actin Cytoskeleton 

KEGG 

7.93E-04 TNF-alpha-NF-kB NetPath 9  1.11E-04 

  Delta-Notch NetPath 3 1.19E-03 Inflammatory Response 

Pathway 

3.27E-04 

        Delta-Notch NetPath 3 1.19E-03 
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3. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における軟骨分化関連分子の発現量と 

リン酸化に関する解析  

 

 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)の結果、PAMPS ゲル培養条件で有意に

発現変動がみられるシグナルとして同定された TGF-beta/BMP シグナル、MAPK

シグナル、Wntシグナルおよび軟骨分化に関連するJak/Statシグナル、PI3K/Akt

シグナルに属する主要な分子を対象として、培養 1 日目、2 日目および 3 日目

におけるタンパクの発現量とリン酸化量をウェスタンブロット解析した。その

結果、PAMPS ゲル培養条件では、PS 培養条件と比較して、TGF-beta/BMP シグナ

ルに属する Smad1/5 や、MAPK シグナルに属する ERK、p38 および Jak/Stat シグ

ナルに属する Jak1、Jak2、Stat3 の高い発現やリン酸化を認め、これらの分子

群は PS-I 培養条件と比較しても同等か高い発現やリン酸化を示した(図 5)。こ

のうち、PAMPS ゲル培養条件における Smad1/5 と p38 は、培養 2 日目から 3 日

目において PS-I 培養条件と比較して高いリン酸化を示し、特に Smad1/5 のリン

酸化は著明だった(図 5)。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)によって同定

された Wnt シグナルでは、PAMPS ゲル培養条件において発現上昇を示す分子を

認めなかった。以上の結果より、PAMPS ゲル培養条件では、Smad1/5 のリン酸化

を介した BMP/TGF-beta シグナルの活性が重要であることが示唆された。 
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図 5. ウェスタンブロット解析による軟骨分化関連シグナル分子の発現量とリ

ン酸化 
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 （図 5 の説明）TGF-beta/BMP シグナル、MAPK シグナル、Wnt シグナル、Jak/Stat

シグナルおよび PI3K/Akt シグナルに属する主要な分子を対象として、培養 1

日目、2 日目および 3 日目におけるタンパクの発現量とリン酸化量をウェスタ

ンブロット解析した。その結果、PAMPS ゲル培養条件では TGF-beta/BMP シグナ

ルに属する Smad1/5 や、MAPK シグナルに属する p38 のリン酸化が PS-I 培養条

件と比較して高いことが明らかとなった。PS: 維持培地を用いてポリスチレン

上で培養した条件(PS 培養条件)、PS-I: インスリン添加培地を用いてポリスチ

レン上で培養した条件(PS-I 培養条件)、PA: 維持培地を用いて PA ゲル上で培

養した条件(PAMPS ゲル培養条件) 
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4. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における TGF-beta/BMP シグナルに関する 

遺伝子発現のパスウェイ解析 

 

 申請者は、ConPath ソフトウェアによるパスウェイ解析を行い、PAMPS ゲル誘

導性に軟骨分化シグナルとして同定された TGF-beta/BMP シグナルの遺伝子の

発現変動と相互発現を確認した。その結果、PAMPS ゲル培養条件では、BMP4 や、

Inhba、Ltbp1、Fst、Thbs1、Smad6、Serpine1 の発現が、PS-I 培養条件と比較

して 2 倍以上に高いことが明らかとなった(図 6)。培養 3 日目においても、同

様の結果が得られた。 

 

 

図 6. TGF-beta/BMP シグナルにおける PAMPS ゲル誘導性発現遺伝子の探索 

 PAMPSゲル培養条件で有意に発現変動がみられるシグナルとして同定された

TGF-beta/BMPシグナルのパスウェイ解析の結果を示す。解析にはConPathソフト

ウェアを用いた。代表的な結果として、培養2日目におけるPS-I培養条件との比

較の結果を示す。PAMPSゲル培養条件において2倍以上の発現を示す遺伝子を赤

色で示した。PAMPSゲル培養条件ではBMP4や、Inhba、Ltbp1、Fst、Thbs1、Smad6、

Serpine1の発現がPS-I培養条件と比較して2倍以上高かった。 
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5. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における BMP4 遺伝子発現の詳細 

 

 パスウェイ解析の結果、PAMPS ゲル培養条件で高発現を示した BMP4 は、

TGF-beta/BMP シグナルにおいて、Smad1/5 のエフェクター分子として作用する
72。そこで、申請者は BMP4 に着目し、実際の mRNA の遺伝子発現量をリアルタ

イム PCR により半定量解析した。その結果、PAMPS ゲル培養条件における BMP4 

mRNA の発現は、培養 1 日目(p ＜ 0.0001、p ＜ 0.0001)および 3 日目(p ＜ 

0.0001、p ＜ 0.0001)において、PS 培養条件や PS-I 培養条件と比較して有意

に高かった(図 7)。 

 

 

図 7. リアルタイム PCR 解析による ATDC5 細胞の BMP4 mRNA の発現量 

 各培養条件における BMP4 mRNA の培養 1 日目および 3 日目における発現量を

半定量解析した。PAMPS ゲル培養条件では、培養 1 日目および 3 日目に PS 培養

条件や PS-I 培養条件と比較して有意に高い発現量を示した。一元分散分析：p

＜ 0.0001(培養 1 日目)、p＜0.0001(培養 3 日目)、PS: 維持培地を用いてポリ

スチレン上で培養した条件(PS 培養条件)、PS-I: インスリン添加培地を用いて

ポリスチレン上で培養した条件(PS-I 培養条件)、PAMPS: 維持培地を用いて

PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件) 

 

 

 本結果より、PAMPS ゲルによる軟骨分化誘導では、BMP4 の発現を介した

TGF-beta/BMP シグナルの活性化が重要であることが示唆された。 
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6. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化において BMP 受容体の阻害が Smad1/5 のリ

ン酸化に与える効果 

 

 マイクロアレイ解析の結果に基づいた Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

やパスウェイ解析の結果、PAMPS ゲル培養条件では、BMP4 の発現を介した

BMP/TGF-beta シグナルが活性化していることが示唆された。さらにウェスタン

ブロット解析の結果、PAMPS ゲル培養条件における ATDC5 細胞では、Smad1/5

の高いリン酸化を認めることから、TGF-beta/BMP シグナルの古典経路である

BMP/Smad シグナルが特異的に活性化している可能性が示唆された。そこで、BMP

タイプⅠ受容体を阻害するドルソモルフィンを PAMPS ゲル培養条件に添加し、

Smad1/5 のリン酸化に与える影響を確認した。最初に、PAMPS ゲル培養条件の培

養 72 時間の経時的なリン酸化挙動をウェスタンブロット解析した。Smad のリ

ン酸化において、短時間にみられるウルトラディアン振動 (ultradian 

oscillation)が存在するという報告されているため 73、培養 6、12、24、36、

48、60 および 72 時間の詳細なタイムポイントにより解析した。その結果、PS

培養条件では、Smad1/5 のリン酸化状態はほぼ一定であるのに対し、PAMPS ゲル

培養条件では時間経過と共にリン酸化が亢進し、培養 36-72 時間において、PS

培養条件と比較して有意に高いリン酸化を示すことが明らかとなった

(p=0.0034：36 時間、p=0.0001：48 時間、p=0.0004：60 時間、p=0.0003：72 時

間)(図 8、図 9)。また、PAMPS ゲル培養条件および PS 培養条件の両条件におい

て、Smad1/5 のリン酸化におけるウルトラディアン振動は認められなかった。 
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図 8. ウェスタンブロット解析による PAMPS ゲル培養条件の ATDC5 細胞におけ

る Smad1/5 の発現量とリン酸化 

 PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件における培養 6 時間、12 時間、24 時

間、36 時間、48 時間、60 時間および 72 時間の Smad1/5 の発現量とリン酸化を

示す。PAMPS ゲル培養条件における Smad1/5 のリン酸化は、培養 36 時間、48

時間、60 時間および 72 時間において高かった。PS: 維持培地を用いてポリス

チレン上で培養した条件(PS 培養条件)、PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル

上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件) 
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図 9. ウェスタンブロット解析による PAMPS ゲル培養条件の ATDC5 細胞におけ

る Smad1/5 のリン酸化率 

 PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件の ATDC5 細胞における培養 6 時間、12

時間、24 時間、36 時間、48 時間、60 時間および 72 時間の Smad1/5 の発現量と

リン酸化量を NIH Image J 1.44p ソフトウェアを用いて定量化した。

p-Smad1/5(phospho-Smad1/5)の発現量を Smad1/5(total-Smad1/5)の発現量で

標準化した値をリン酸化率として示した。分散分析の結果、PS 培養条件および

PAMPS ゲル培養条件における Smad1/5 のリン酸化率の間に有意な差を認めた

(p=0.0001)。ポストホック解析の結果、PAMPS ゲル培養条件における Smad1/5

のリン酸化は、培養 36 時間、48 時間、60 時間および 72 時間において PS 培養

条件と比較して有意に高かった(36 時間：p=0.0034、48 時間：p=0.0001、60 時

間：p=0.0004、72 時間：p=0.0003)。*: 多重比較検定による有意差を示した。

PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS培養条件)、PAMPS: 維

持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件) 
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 本結果より、PAMPS ゲル培養条件における ATDC5 細胞の Smad1/5 のリン酸化

は継続的にみられ、培養 36-72 時間に有意に高いことが明らかとなった。 

 続いて、ドルソモルフィンを用いた阻害実験を行うため、至適濃度の検討を

行った。1 から 10 µM の異なる濃度のドルソモルフィンを PS 培養条件に添加し

た結果、10 µM のドルソモルフィン添加培養条件において、Smad1/5 のリン酸化

が十分に抑制されることが明らかとなった(図 10)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. ATDC5 細胞におけるドルソモルフィンの至適濃度の検討 

 ポリスチレン上で維持培地を用いた培養条件(PS 培養条件)に 0 µM、1 µ 

M、5 µM および 10 µM の異なる濃度のドルソモルフィンを添加し、Smad1/5 の培

養 48 時間におけるリン酸化をウェスタンブロットにより解析した。Smad1/5 の

リン酸化は 10 µM のドルソモルフィン添加培養条件において、十分に抑制され

た。 
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 続いて、PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件に 10 µM のドルソモルフィン

を添加し、添加後 72 時間における Smad1/5 の発現量とリン酸化をウェスタンブ

ロット解析した。その結果、Smad1/5 のリン酸化は PS 培養条件では添加後 48

時間および 72 時間に減少し、PAMPS ゲル培養条件では、添加後 24 時間、48 時

間および72時間に減少した(図 11)。また、PAMPSゲル培養条件におけるSmad1/5

のリン酸化の抑制効果はPS培養条件の抑制効果と比較して大きかった(図11)。 

 

 

図 11. ドルソモルフィン(BMP タイプⅠ受容体の阻害剤)の阻害による Smad1/5

のリン酸化阻害 

 PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件に、10 µM のドルソモルフィンを添加

し、Smad1/5 のリン酸化をウェスタンブロット解析した。ドルソモルフィンを

培養開始 24 時間、72 時間に添加した。コントロールとしてジメチルスルホキ

シド(DMSO; Dimethylsulfoxide)添加培養条件を用いた。ドルソモルフィン添加

前、添加後 24 時間、48 時間、72 時間における Smad1/5 のリン酸化を示す。ド

ルソモルフィンを添加すると、PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件で共に

Smad1/5 のリン酸化レベルが減少した。PAMPS ゲル培養条件の Smad1/5 のリン酸

化は PS 培養条件と比較して減少した。PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で

培養した条件(PS 培養条件)、PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養し

た条件(PAMPS ゲル培養条件)、DMSO：ドルソモルフィン非添加培養条件、

Dorsomorphin：ドルソモルフィン添加培養条件 
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 以上の結果より、PAMPS ゲルにより誘導される ATDC5 細胞の軟骨分化におい

て、Smad1/5 の活性化が重要性であることが示唆された。また、PAMPS ゲル培養

条件とPS培養条件におけるSmad1/5のリン酸化の抑制効果に差が認められたが、

両条件共に、Smad1/5 のリン酸化が十分に抑制されていたため、同サンプルを

用いて、Smad1/5 のリン酸化阻害が軟骨分化に与える影響を検討した。 
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7. PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化における BMP/Smad シグナルの阻害が軟骨

分化に与える影響 

 

 BMP タイプⅠ受容体の阻害剤であるドルソモルフィンを各培養条件に添加し、

Smad1/5 のリン酸化抑制による BMP/Smad シグナルの阻害が、PAMPS ゲル培養条

件における ATDC5 細胞の軟骨分化誘導に与える影響を形態変化とリアルタイム

PCR 解析による軟骨分化マーカーの発現変化により検討した。最初に、軟骨分

化形態として重要な所見として知られる細胞凝集体 71を観察した。その結果、

PAMPS ゲル培養条件ではドルソモルフィン非添加条件(DMSO 培養条件)において

細胞凝集体を示した。一方、ドルソモルフィン添加条件(DM 培養条件)では細胞

凝集体を示さなかった。また、PS 培養条件では、細胞凝集体へ与える影響はみ

られなかった(図 12)。 
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      図 12. BMP/Smad シグナルの阻害による ATDC5 細胞の形態学的変化 

 10 µM のドルソモルフィン添加し培養 7 日目および 13 日目における ATDC5 細

胞の形態変化を位相差顕微鏡にて観察した。PAMPS ゲル培養条件のドルソモル

フィン添加培養条件(DM 培養条件)は、細胞凝集体を示さなかった。PS: 維持培

地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養条件)、PAMPS: 維持培地を

用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件)、DMSO： ドルソモル

フィン非添加培養条件、DM： ドルソモルフィン添加培養条件、矢印： 細胞凝

集体、Scale bar= 500 µm 

DMSO 

DM 

DMSO 

DM 
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 続いて、リアルタイム PCR 解析を用いて、Smad1/5 のリン酸化抑制による

BMP/Smad シグナルの阻害が、ATDC5 細胞の軟骨分化マーカーの発現へ与える影

響を検討した。その結果、PAMPS ゲル培養条件におけるドルソモルフィン添加

条件(DM 培養条件)の 2 型コラーゲンとアグリカンの mRNA の発現量は、ドルソ

モルフィン非添加培養条件の発現量と比較して有意に減少した(p＜ 0.0001、

p=0.0165) (図 13)。PS 培養条件におけるドルソモルフィン添加条件(DM 培養条

件)の 2 型コラーゲンとアグリカンの mRNA の発現量においても同様に、ドルソ

モルフィン非添加培養条件の発現量と比較して、有意に減少した(p=0.0111、

p=0.0101)(図 13)。 

 

図 13. BMP/Smad シグナルの阻害による軟骨分化マーカーの mRNA の発現抑制 

 PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件において 10 µM のドルソモルフィンを

培養開始 24 時間および 72 時間に添加し、培養 13 日目における 2 型コラーゲン

およびアグリカンの mRNA の発現量をリアルタイム PCR 解析した。PAMPS ゲル培

養条件および PS 培養条件のドルソモルフィンの添加培養条件では、軟骨分化マ

ーカーの mRNA の発現量がドルソモルフィン非添加培養条件と比較して有意に

抑制された。PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養条

件)、PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条

件)、DM－： ドルソモルフィン非添加培養条件、DM＋： ドルソモルフィン添加

培養条件 
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 次いで、ドルソモルフィン添加培養条件(DM 培地条件)の発現量を DMSO 添加

培養条件(DMSO 培地条件)の発現量で除した値の比率として示した阻害率を検

討した。その結果、PAMPS ゲル培養条件における 2 型コラーゲンおよびアグリ

カンの mRNA の発現量は、培養 13 日目に PS 培養条件と比較して有意に抑制され

た(p=0.0178、p=0.0006)(図 14)。以上の結果より、PAMPS ゲル培養条件におけ

る ATDC5 細胞の Smad1/5 のリン酸化抑制による BMP/Smad シグナルの阻害は、軟

骨分化マーカーの発現を有意に抑制することが明らかとなった。 

 

 

 

 

図 14. TGF-beta/Smad シグナルの阻害による軟骨分化マーカーの発現抑制率 

 ドルソモルフィンにより発現抑制された軟骨分化マーカーの mRNA の発現量

の解析結果をもとに、PS 培養条件および PAMPS ゲル培養条件における 2 型コラ

ーゲンおよびアグリカンの mRNA の発現の抑制率について検討した。阻害率はド

ルソモルフィン添加培養条件(DM培地条件)の発現量をDMSO添加培養条件(DMSO

培地条件)の発現量で除した値の比率として示した。PAMPS ゲル培養条件におけ

る2型コラーゲンおよびアグリカンの発現はPS培養条件と比較して有意に抑制

された。PS: 維持培地を用いてポリスチレン上で培養した条件(PS 培養条件)、

PAMPS: 維持培地を用いて PAMPS ゲル上で培養した条件(PAMPS ゲル培養条件) 
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Ⅴ. 考察 

 

 申請者は第一の研究において、PAMPS ゲルがインスリン非存在下で ATDC5 細

胞を軟骨分化誘導することを確認した。第二の研究において、PAMPS ゲルによ

り特異的に誘導されるシグナル経路を、PS 培養条件および PS-I 培養条件と比

較により探索した。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)の結果、PAMPS ゲル

培養条件では、TGF-beta/BMP シグナル、MAPK シグナルおよび Wnt シグナルに属

する遺伝子セットの発現変動が、PS 培養条件や PS-I 培養条件と比較して有意

に高く認められた。またウェスタンブロット解析では、TGF-beta/BMP シグナル

の古典的経路(canonical pathway)である BMP/Smad シグナルに属するエフェク

ター分子、Smad1/5 のリン酸化が、PS 培養条件や PS-I 培養条件と比較して著明

に高いことが判明した。さらに、マイクロアレイ解析により得られたデータに

基づきパスウェイ解析を行った結果、PAMPS ゲル培養条件では、BMP/Smad シグ

ナルに重要な BMP4 をはじめ、Inhba、Ltbp1、Fst、Thbs1、Smad6、Serpine1 の

発現が、PS-I培養条件と比較して2倍以上高く発現していた。そこで申請者は、

BMP/Smadシグナルにおいて、Smad1/5をエフェクター分子とするBMP4に着目し、

リアルタイム PCR によりその発現量を半定量的に解析した。その結果、PAMPS

ゲル培養条件における BMP4 mRNA は、培養 1 日目および 3 日目において、PS 培

養条件や PS-I 培養条件と比較して有意に高い発現を示した。以上の結果より、

PAMPS ゲル培養条件では、PS-I 培養条件と比較して BMP/Smad シグナルが高く発

現していることが示唆された。さらに第三の研究において、BMP タイプⅠ受容

体であるドルソモルフィンの添加による BMP/Smad シグナルの阻害が、PAMPS ゲ

ル培養条件における軟骨分化誘導へ与える影響を確認した。PAMPS ゲル培養条

件では、ドルソモルフィンの添加により Smad1/5 のリン酸化が抑制され、ATDC5

細胞の軟骨分化形態として知られる細胞凝集体の形成が阻害された。また、培

養13日目の2型コラーゲンやアグリカンのmRNAの発現がPS培養条件と比較し

て有意に抑制された。以上の結果より、BMP/Smad シグナルの阻害により、PAMPS

ゲル誘導性の軟骨分化が抑制されることを示した。これらの研究結果は、合成

PAMPSゲルがBMP/Smadシグナルを活性化することによりATDC5細胞の軟骨分化

を誘導することを示し、PAMPS ゲルによる軟骨分化誘導機構はインスリン依存

性のそれとは異なることが明らかとなった。本研究は、特定の合成ゲル表面の

刺激によりゲル特異的なシグナルが活性化し、それらが遺伝子や分子レベルを

調節することによって軟骨分化を誘導できることを示した最初の研究である。

今後、多機能ゲルにより種々の細胞の分化を制御できる可能性が示唆された。 

 TGF-beta/BMP シグナルが軟骨分化に果たす重要な役割について、間葉系幹細

胞を用いた多くの報告がある 74-77。また、BMP ファミリーは骨格形成、特に軟骨

形成において重要な役割を果たすことが知られている 33,36,37。例えば、Denker

らは、BMP2 を添加した高密度培養系は軟骨分化を促進させることをマウス由来
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C3H10T1/2 細胞を用いて報告した 78。また、Yoon らは遺伝子改変マウスを用い

BMPが早期軟骨形成において必須のシグナル分子であることを明らかにした 79。

さらに、Retting らは遺伝子改変マウスを用い、Smad1、Smad5 および Smad8 の

複合的な欠失は重度の軟骨形成不全を引き起こし、Smad は軟骨形成において重

要な分子であることを報告している 35。BMP ファミリーの中でも、特に BMP4 は

in vivo や in vitro において強力な軟骨分化誘導因子であることで注目され、

近年、軟骨再生治療に対する有力な薬剤と考えられている 80。またKurodaらは、

ラットの軟骨再生モデルにおいて、BMP4 を導入した筋原性幹細胞が良好な軟骨

再生を示したと報告している 81。さらに、Lin らは、in vitro および in vivo

において、BMP4 が脱分化した軟骨細胞を再分化させることを明らかにし、軟骨

修復への有用性を示した 82。本研究において申請者は、PAMPS ゲルが軟骨分化

に重要な TGF-beta/BMP シグナルを活性化させることを明らかにした。

TGF-beta/BMP シグナルは一度活性化すると、BMP などの刺激分子がオートクリ

ンに作用し高いシグナル活性を維持する。申請者が属する研究グループはこれ

までの in vitro 研究において、PAMPS ゲルがインスリン非存在下で ATDC5 細胞

の軟骨分化を誘導することを明らかにし 30、また in vivo 研究においても、PAMPS

ゲルの骨軟骨欠損部への埋植が硝子軟骨再生を誘導することを示してきた 28。

しかし、この合成ゲルがどのようなメカニズムで軟骨分化を誘導するか未解明

であった。本研究は、PAMPS ゲルが軟骨分化を誘導するメカニズムの一部を説

明するための重要な情報を提供した。この結果は、合成ゲルが、軟骨分化誘導

因子を添加することなしに軟骨分化を誘導するメカニズムについて示した最初

の報告であり、この結果は生体材料学分野において重要な情報である。 

 しかし、本研究においては PAMPS ゲルがどのようなメカニズムにより

BMP/Smad シグナルを刺激するかについては明らかにできなかった。申請者は二

つの可能性を推測した。その第一の可能性として、PAMPS ゲルの物理的特性が

BMP/Smad シグナルを活性化する可能性である。過去の研究において、細胞が接

着する表面の物理的特性は遺伝子の発現パターンを変化させ、細胞分化の運命

を決定することがよく知られている 22,83。例えば Engler らは弾性率の異なるポ

リアクリルアミドゲル上で培養した間葉系幹細胞の遺伝子の発現が異なり、弾

性率 34kPa のゲル上の培養では、BMP や SOX9 の発現が上昇することを報告して

いる 22。従って、ゲル表面に接着した ATDC5 細胞は、PAMPS ゲル特異的な柔ら

かさを感知することによって、BMP/Smad シグナルを活性化した可能性が考えら

れる。この時、ATDC5 細胞が接着環境を介して材料表面の物理特性を感知する

機序として、インテグリンが基質-細胞間の接着刺激により p130cas や細胞接着

関連チロシンキナーゼ(FAK; Focal adhesion kinase)など多くのタンパク質と

「focal adhesion」と呼ばれる複合体(the complex)を形成し、細胞外の情報を

細胞内に伝えている可能性がある 84-87。また、細胞が接着する材料表面の物理

特性を感知する際に、アクチン骨格が重要な役割をなすことが知られている
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84,86,88。従って、ATDC5 細胞が PAMPS ゲルの物理特性を感知するために、インテ

グリンが重要な役割を果たしている可能性が高いと考えられる。今回申請者が

行った Gene Set Enrichment analysis (GSEA)では、PAMPS ゲル培養条件にお

いてfocal adhesion経路やintegrin-mediated経路が活性化されていた(表2、

3)。この結果は、PAMPS ゲルへ ATDC5 細胞が接着する際にインテグリンが強く

関与していることを示唆している。また、申請者が属する研究グループの最近

の研究によれば、PAMPS/PDMAAm DN ゲル上で ATDC5 細胞を培養すると、細胞に

アクチン代謝を介した細胞骨格の変化が起こり、１細胞のヤング率が有意に増

加することが明らかになっている 25。また、今回の申請者の研究においては、

PS 培養条件および PS-I 培養条件における ATDC5 細胞が培養 5 日目で１層の敷

石状になりコンフルエントになっていたのに対し、PAMPS ゲル培養条件では培

養 10 日目で紡錘形を呈する細胞が渦を巻くような方向性を有する細胞集団を

形成していた(図 3)。これらの所見は、アクチン代謝を介した細胞骨格や細胞

極性の変化によって、細胞の接着能が変化している可能性を示唆している。一

方、メカノシグナルトランスダクションでは focal adhesion kinase (FAK)や、

extracellular-signal-regulated kinase (ERK)が活性化されることが知られて

おり 84,89、その際 integrin/p130Cas を介して ERK が活性化する。しかし本研究

では、PAMPSゲル培養条件においてERKのリン酸化は増加していなかった(図6)。

以上の結果は、PAMPS ゲル培養条件では、従来知られているメカノシグナルト

ランスダクション以外のシグナルを介して BMP/Smad シグナルが活性化されて

いる可能性があることを示唆しており、今後の研究において、このような物理

特性によって誘導されるシグナルの介在について、詳細に調べる必要がある。 

 PAMPSゲルがBMP/Smadシグナルを活性化する機序に関する第二の可能性とし

て、PAMPS ゲルが持つ特異的な生化学的材料特性の関与が挙げられる。PAMPS

ゲルは硫酸基を持ち、強い陰性荷電を有するが、これまで申請者の属する研究

グループは、PAMPS ゲルが持つ陰性荷電の強さが、細胞増殖のみならず ATDC5

細胞の軟骨分化や、血管内皮細胞の糖鎖分泌に影響を与えることを明らかにし

ている 30,90,91。また、Chen らは、ゲルの荷電状態は、ゲルへのタンパク吸着や

フィブロネクチンの吸着に大きく関与することを報告している 91。従って、

PAMPS ゲルが有する陰性荷電が、ATDC5 細胞の形態変化に寄与した可能性がある。

また、以上の二つの機序が複合的に関与し、PAMPS ゲルが BMP/Smad シグナルを

活性化している可能性がある。これらの仮説を証明するために、さらなる研究

が必要である。 

 PAMPSゲルはBMP/Smadシグナル以外のシグナルも同時に活性化している可能

性がある。例えば、本研究で行った Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)の

結果、PAMPS ゲル培養条件では、培養 2 日目および 3 日目において Wnt シグナ

ル、および MAPK シグナルに属する遺伝子セットの発現変動が有意に認められた。

しかしウェスタンブロット解析では Wnt シグナルに属する主要な分子の高い発
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現やリン酸化が認められなかったため、本研究では Wnt シグナルの関与につい

て検討しなかった。一方、PAMPS ゲル培養条件では、培養 2 日目、3 日目に MAPK

シグナルに属する、p38 の高いリン酸化を認めた。近年、Greenblatt らは、

TGF-beta/BMP シグナルの古典的経路において作用する Smad1/5/8 と、非古典的

経路で作用する p38 が、TGF-beta-activated kinase 1 (TAK1)誘導性に活性化

され、幹細胞の軟骨分化を誘導することを報告した 92。また、WatanabeらはATDC5

細胞の軟骨分化において、SmadとERK1/2およびp38のクロストークがTGF-beta

誘導性にアグリカンの発現を調節し、軟骨分化誘導したと報告している 93。本

研究において、PAMPS ゲル誘導性の軟骨分化における MAPK シグナルの役割につ

いて焦点としなかったが、今後、詳細に検討する必要がある。 

 本研究において、PAMPS ゲル上で培養した ATDC5 細胞にドルソモルフィンを

添加し、Smad1/5 のリン酸化を抑制すると、培養 72 時間の初期の阻害であるに

も関わらず、培養 13 日目の 2 型コラーゲンやアグリカンの mRNA の発現量が抑

制された。しかしながら、BMP/Smad シグナルの阻害が直接的に軟骨分化マーカ

ーの発現を抑制したか否かについては明らかにしていない。ATDC5 細胞や成長

板を用いた軟骨分化過程では、様々な転写因子や成長因子および細胞外基質や

細胞の相互作用による調節を受けながら多段階過程を経て誘導されることが報

告されている 22,94,95。従って、本研究の PAMPS ゲル誘導性軟骨分化において発

現がみられた BMP/Smad シグナルは、軟骨分化を誘導において多段階的に誘導さ

れるシグナルを活性化させる初期の重要なシグナルであった可能性がある。今

後、BMP/Smad シグナルの阻害により抑制されるシグナルについて明らかにする

必要がある。本結果により、BMP/Smad シグナルは PAMPS ゲル誘導性軟骨分化に

おいて重要なシグナルであることが明らかとなったが、ドルソモルフィンによ

る BMP タイプⅠ受容体の阻害による軟骨分化マーカーの発現抑制は、PAMPS ゲ

ル培養条件においてばかりではなく、PS 培養条件においても認められた。この

現象は過去の報告から、ATDC5 細胞では BMP が一定レベルで恒常的に発現して

いるためと考える 64,65。 しかしながら、パスウェイ解析やリアルタイム PCR に

よる BMP4 の半定量解析において、PAMPS ゲル培養条件の BMP4 の mRNA の発現量

は PS 培養条件と比較して有意に高かった。 

 本研究にはいくつかの限界がある。第一の限界として、培養期間が約 2 週間

と短いことである。細胞分化に要する期間は細胞種に依存するが、より長い培

養期間により本研究により得られた結果とは異なる結果を示す可能性がある。

第二の限界として、本研究は PAMPS ゲルにより誘導される BMP/Smad シグナルを

活性化する最初のシグナルについて明らかにしていない。第三の限界として、

本研究は培養開始から 24 時間以内における種々のシグナルの活性化について

明らかにしていない。BMP/Smad シグナルを活性化するメカニズムとして、PAMPS

ゲル特異的な物理特性が細胞に与えるシグナルが関与している可能性があり、

focal adhesion などに関与するシグナルの検索が必要であると考える。第四の
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限界として、本研究は BMP/Smad シグナルに属する BMP4 以外のリガンドの関与

について調べていない。今回、BMP4 に着目したが、Smad を活性化させる他のリ

ガンドにより Smad が活性化している可能性がある。第五の限界として、本研

究では PAMPS ゲルが誘導する軟骨分化誘導能の検討において、グリコサミノグ

リカンの発現について評価していない。しかし、これらの限界は、本研究が初

めて明らかにした、合成 PAMPS ゲルが ATDC5 細胞を軟骨分化誘導する過程にお

いて、BMP/Smad シグナルが有意に活性化しているという事実を否定するもので

はない。以上の限界については今後、本研究とは別に企画される研究により解

決できるものであると考える。 

 最後に本研究の臨床との関連について述べる。申請者が属する研究グループ

はこれまでの研究において、軟骨欠損に対してその基底部に合成 PAMPS/PDMAAm 

DN ゲルを埋植することにより、細胞培養や生体由来材料を用いることなく軟骨

再生を誘導するという新しい治療戦略を提唱してきた。この新しい軟骨再生治

療戦略の有効性を確立するためには、ゲルが軟骨再生を誘導するメカニズムを

解明する必要があった。本研究はそのメカニズムの一部を明らかにし、上述の

新しい軟骨再生治療戦略の有効性を確立するための重要な情報を提供した。さ

らに本研究は、ゲノミクスを用いて合成ゲルが様々な細胞に対して与える生物

学的効果を解析する新しい研究分野、マテリアルゲノミクスを提唱した。本研

究は今後、マテリアルゲノミクスの発展に寄与するものと考えている。 

 

Ⅵ. 総括および結論 

 

① 本研究から得られた新知見 

 

 PAMPS ゲル培養条件の 1 日目から 3 日目における TGF-beta/BMP シグナルの

遺伝子セットの発現変動は、PS 培養条件および PS-I 培養条件と比較して有

意に増加していた（DNA マイクロアレイ解析のデータに基づく Gene Set 

Enrichment Analysis）。さらに PAMPS ゲル培養条件における BMP4 mRNA の

発現が、培養 1 日目および 3 日目に有意に高いことを確認した（リアルタ

イム PCR 解析）。 

 PAMPS ゲル培養条件では、2 日目および 3 日目において TGF-beta/BMP シグ

ナルの古典的経路である BMP/Smad 経路のエフェクター分子、Smad1/5 のリ

ン酸化が、PS 培養条件や PS-I 培養条件と比較して著明に増加していた（ウ

ェスタンブロット解析）。 

 PAMPS ゲル培養条件における TGF-beta/BMP シグナル経路に関する主要遺伝

子群の発現を調べると、BMP4、Inhba、Ltbp1、Fst、Thbs1、Smad6 および

Serpine1 の発現が PS-I 培養条件と比較して 2 倍以上高かった（Gene Set 

Enrichment Analysis に基づくパスウェイ解析）。 
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 BMP タイプⅠ受容体の阻害剤ドルソモルフィンの投与は、PAMPS ゲル培養条

件下の 24 時間、48 時間および 72 時間において Smad1/5 のリン酸化レベル

を低下させた（ウェスタンブロット解析）。また、この投与は培養 13 日間

における細胞凝集体の形成を阻害し、2 型コラーゲンやアグリカンの mRNA

の発現を有意に抑制した（リアルタイム PCR 解析）。 

 以上の新知見から、合成 PAMPS ゲルが誘導する ATDC5 細胞の軟骨分化におい

ては、インスリンに依存しないシグナル経路が存在し、培養初期における

Smad1/5を介したBMP/TGF-betaシグナル経路の活性化がPAMPSゲルによる軟

骨分化誘導に重要であることが明らかとなった。 

 

② 新知見の意義 

 

 本知見は、PAMPS ゲル誘導性軟骨分化における関連シグナルを解明した初め

ての報告であり、この結果は PAMPS ゲルを構成要素とする DN ゲルを軟骨欠

損部に埋植することによって硝子軟骨の再生を誘導するという、細胞培養や

生体由来材料を用いない新しい治療戦略の有効性を確立するための重要な

情報となる。 

 また本知見は、将来、種々の未分化細胞に対して合成高分子ゲルを用いてそ

の機能分化の関連シグナルを制御できるようになる可能性を示唆している。

また今後、単純な高分子の物理・化学的特性が様々な細胞に与える分子機序

のデータベースを構築することにより、医学に必要な新規高機能ゲルの分子

設計を演繹的に行えるようになる可能性がある。本研究は、材料科学と医学

の融合による新しい研究分野を創成するための端緒を開く可能性がある。 

 

③ 今後の課題 

 

 本研究は、PAMPS ゲルにより誘導される BMP/Smad シグナルを活性化する最初

の刺激シグナルの存在について明らかにできていない。今後はこのシグナル

について詳細に検討する必要がある。 

 PAMPS ゲルは BMP/Smad シグナル以外のシグナルも同時に活性化している可

能性があるが、本研究では TGF-beta/BMP シグナル以外の候補シグナルにつ

いて詳細に検証していない。例えば MAPK シグナルや Wnt シグナルの関与に

ついて、今後に調べる必要がある。 

 またDNAマイクロアレイ解析で得られた遺伝子発現データでは PAMPSゲル上

の培養において、他の培養と比較した様々な差が検出されている。その詳細

な解析も今後の課題である。 

 本研究では、軟骨原性 ATDC5 細胞を用いたが、間葉系幹細胞など、その他の

細胞を用いた研究を行う必要がある。 
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 本研究は in vitro の実験であり、今後は PAMPS ゲルにおける in vivo 関節

軟骨再生現象のシグナル伝達経路について解明する必要がある。 

 

④ 本研究から得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

 

 PAMPS ゲルにより誘導される BMP/Smad シグナルを活性化する最初の刺激シ

グナルの存在について明らかにするため、本研究と同じ実験系を用いて培養

開始直後から早期のシグナルについて解析を進める。 

 PAMPS ゲルによって BMP/Smad シグナルと同時に活性化している可能性があ

る以外のシグナル（例えば、本研究で注目された MAPK シグナル）の関与に

ついて詳細に検討を加える。 

 ATDC5 細胞の代わりにマウス間葉系幹細胞株（C3H10T1/2）を用いて、同様の

実験を行い、細胞特異性について明らかにする。 

 すでに DNA マイクロアレイ解析で得られている遺伝子発現データを用いて、

PAMPS ゲル上の培養で起こっている軟骨分化分子機序の差をさらに詳しく明

らかにする中で、分化誘導能を有する生体材料としての PAMPS ゲルの機能の

本質を明らかにする。 
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