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1-1. 再生医療と幹細胞 

1-1.1. 再生医療とは 

総務省統計局の報告によると、2014年 4月 1日現在、日本の総人口は約 1億

2700万人であり、そのうち 65歳以上の高齢者の人口は約 25.6%の約 3248万人

であり、超高齢化社会と呼ばれる状態である。さらに今後も高齢化は進むと予

想され、65 歳以上の人口割合は 2025 年には 30%を超え、2060 年には約 40%

に達するとみられている。このように近年、急速に高齢化が進む日本では医療

が重要な役割を果たすと考えられており、様々な医療技術の研究が進んでいる。

その中の一つとして再生医療が非常に注目されており、現在盛んに研究が行わ

れている。 

再生医療とは、病気や外傷などにより機能不全・機能障害に陥った臓器や生

体組織に対し、細胞の移植や体内の細胞を活性化させることにより、その機能

を回復および正常化させる医療技術である（1）。近年、この再生医療が注目さ

れ、臓器移植や薬剤治療などに代わる新たな医療技術として期待されており、

現在では様々な臓器や組織で研究が行われている。その一方で、再生医療の実

用化にはさまざまな課題が残されている。例えば、治療に適した細胞を大量に

確保する方法や、細胞の性質を維持したまま培養する方法、移植に適した組織

の作製方法、患部に細胞を効果的に移植する方法、また移植する細胞の品質管

理の方法などの課題である。これらの課題を解決するためには、細胞自身の知

見が得られる細胞生物学の研究だけではなく、必要な細胞を確保するための培

養プロセスを設計する培養工学や、細胞を用いて生体機能を備えた組織や臓器

を作製するための組織工学（Tissue engineering）など工学的な研究が不可欠で

ある。組織工学は、1993 年に Langerと Vacanti により提唱され、細胞（Cell）・

足場材料（Scaffold）・成長因子（Growth factor）の 3つの要素を適切に組み合
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わせることにより生体機能を持った臓器や組織を再生できるとされた（2）。組

織工学は移植組織の機能を決定する上で重要であり、再生医療において重要な

研究分野である。 

 

1-1.2. 幹細胞とは 

再生医療において主に用いられる細胞源は体細胞と幹細胞に大きく分けられ

る。体細胞は生体の組織や臓器を構成している細胞であり、移植後の機能や周

辺組織との親和性が高いと考えられている。現在、表皮細胞、軟骨細胞、筋芽

細胞、粘膜上皮細胞などが実際に再生医療の臨床研究に使用されている（3-6）。

しかし、体細胞は採取の際に正常組織の侵襲を伴うため、採取できる量が限ら

れる上、一般に増殖能が低いと言われる。また生体外で培養すると細胞が脱分

化を起こし性質が異なる細胞になってしまうことがあるため、性質を維持した

体細胞を大量に確保することが困難である。 

そこで、これらの問題点を解決するため、再生医療の有望な細胞源として幹

細胞（Stem cell）の研究が進んでいる。幹細胞は自己複製能と多分化能を持つ

細胞であり、体細胞（分化細胞）の供給源である。幹細胞は主に多能性幹細胞

と体性幹細胞の 2つに分類される。 

多能性幹細胞はほぼ無限の増殖能を有し、個体を構成する三胚葉全ての組織

細胞に分化する能力（多能性）を持つ細胞であり、再生医療に用いられている

のは、主に胚性幹細胞（Embryonic Stem Cell： ES細胞）と人工多能性幹細胞

（induced Pluripotent Stem Cell：iPS細胞）である。このうち ES細胞は受精

卵から発生した胚盤胞の内部細胞塊から樹立され、個体を構成する三胚葉全て

の組織細胞に分化する能力を持つ（7-9）。しかし、ES細胞は受精卵を破壊して

作製するため倫理的な問題が存在する。そのため、臨床研究があまり進んでい
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ないのが現状である。一方、iPS 細胞は 2006 年に Yamanaka らによって樹立

され、線維芽細胞に Oct3/4、Sox9、Klf4、c-Mycの 4種の遺伝子を導入するこ

とにより作製された（10, 11）。iPS 細胞は自家の成熟細胞を用いて ES 細胞と

ほぼ同質の細胞を作製できるので、拒絶反応や倫理的な問題を回避できること

が利点である。そのため、精力的に研究が行われ、2014年には世界初の臨床研

究として iPS 細胞から作製した網膜色素上皮細胞の移植が行われた。しかし、

iPS細胞は作製効率が低く、移植に必要な細胞数を確保するには非常に時間とコ

ストがかかることなどの経済的な問題や、樹立の際に遺伝子導入を行うこと、

均一な細胞集団を確保することが困難であること、また移植後に腫瘍化しやす

いことなど安全性にも問題があるため臨床研究に用いるには解決しなければな

らない課題が多い。 

これらに対し、生体内に存在する幹細胞として、造血幹細胞や神経幹細胞に

代表される体性幹細胞がある。体性幹細胞は多能性幹細胞より分化能が限定的

であり、一般的に増殖能も多能性幹細胞より劣る。しかし、胎生期において様々

な組織や器官を構築するだけでなく、成体においても様々な組織に存在してお

り、増殖、分化を繰り返して個体の恒常性維持、あるいは組織損傷時の修復に

関与しているものと考えられている。また、もともと生体組織に存在する幹細

胞であるため、多能性幹細胞と比べ、移植後の腫瘍化などの危険性が低いと考

えられる。また、体性幹細胞ではこれまでに造血幹細胞移植などの臨床での実

績があるため、体性幹細胞を用いた再生医療は臨床応用へのハードルが低いと

考えられる。このように体性幹細胞は再生医療において最も臨床応用を実現し

やすい重要な細胞源と考えられている。 
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1-1.3. 間葉系幹細胞 

 体性幹細胞の一つとして間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）があ

る。1966年に Friedensteinらは骨髄中に骨細胞や軟骨細胞へ分化する細胞が存

在することを報告した（12）。1999 年に Pittenger らによって成人の骨髄中に

存在するMSCは自己複製能と、骨、軟骨、脂肪などの間葉系細胞への多分化能

を有することが確認された（13）。骨髄以外からも脂肪、滑膜、臍帯血、胎盤な

ど様々な組織から採取可能なことがこれまでに分かっている。最近では、MSC

は中胚葉性の間葉系細胞だけでなく、胚葉の境界を超えて外胚葉由来である神

経細胞（14, 15）や内胚葉由来である肝細胞（16,17）にも分化可能なことが報

告されている。MSCを特異的に同定するための表面抗原の種類はまだ完全に決

定されていないが、一般的に CD29、CD44、CD71、CD90、CD105、CD106、

CD166、Stro-1 などが陽性で、CD14、CD34、CD45 などが陰性であるとされ

ている（18）。MSC は免疫抑制効果についても報告があり、T 細胞、B 細胞、

樹状細胞、NK細胞の活性化や増殖、成熟を抑制する効果やプロスタグランジン

E2（PGE2）や IL-10 などを産生することが報告されている（19-23）。これら

のことから MSC は移植片対宿主病（GVHD）の治療に応用されている（24）。

このようにMSCは高い増殖能と多分化能を持ち、免疫抑制効果も有する。また、

ES細胞のような生命倫理的問題も少なく、iPS細胞のように奇形腫の形成の可

能性もないと考えられている。 

 MSCは様々な組織から採取可能であるが、その中でも最も古くから研究され

ているのが骨髄由来 MSC である。骨髄 MSC が持つ他の由来の MSC にはない

利点として、骨髄移植などで行われる骨髄穿刺により採取できるため、採取法

が確立されており、比較的低侵襲で採取できる点がある。また、シャーレに播

種することで接着性の細胞として容易に分離できる点がある（25）。骨髄に存在
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する細胞は、血球系の細胞とそれを支持する間質細胞（Stromal cell）の 2種類

に大きく分けられるが、MSCは間質細胞の一種である。間質細胞はサイトカイ

ンや栄養因子を産生して、血球系細胞の造血細胞の支持や分化に貢献しており、

MSCも同様な作用をしていると考えられている。骨髄中の細胞は上述のように

2 種類あるが、そのほとんどが血球系の細胞であり、間質細胞は非常に少ない。

MSC も骨髄中に含まれる全有核細胞のうち 0.001～0.01%程度でしか存在して

いないとされている（13）。しかし、血球系の細胞は非接着性であるため、MSC

を接着性細胞として回収し、増殖させることにより治療に必要とする十分な細

胞数を得ることができる。また最近では、成人の骨髄中に、ES細胞に匹敵する

増殖能、分化能を有する細胞が存在することが報告されており、そのような細

胞 に は Multipotent adult progenitor cell (MAPC) （ 26 ） や

Multilineage-differentiating stress enduring cell (Muse cell)（27）などがある。 

 このようにMSCは多分化能やサイトカインなどの液性因子の産生、免疫抑制

効果を有していることや、比較的低侵襲で容易採取できること、増殖能が高く

大量の細胞を確保できること、安全性が高いことなどの利点があることから、

細胞治療や組織再生の細胞源として非常に有望視されている。そのため現在、

GVHD の細胞治療だけではなく、脳梗塞や脊椎損傷の治療や、軟骨や骨などの

組織再生など、現在多くの臨床研究が進んでいる。 
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1-2. 軟骨組織と治療法 

1-2-1. 軟骨組織の種類と特徴  

軟骨は骨とともに骨格系を形成する結合組織であり、組織学的に、硝子軟骨、

線維軟骨、弾性軟骨の三種類に分けられる（28）。硝子軟骨は関節軟骨や肋軟骨、

気管などに存在し、白色、平滑で光沢に富み弾性を有する。II 型コラーゲンの

ほか、アグリカンなどのプロテオグリカンを豊富に含み高い粘弾性を有するこ

とが特徴である。線維軟骨は関節半月や椎間円板などに存在し、細胞成分が少

なくコラーゲンを大量に含むのが特徴である。大量のコラーゲン線維、特に I

型コラーゲンが豊富に存在するがプロテオグリカン蓄積が少なく、硝子軟骨と

比べ弾性が低いとされる。弾性軟骨は耳介や喉頭蓋に存在し、コラーゲンの他

にエラスチンなどの弾性線維を多く含むため弾力性を有する。軟骨組織は一般

に血管、神経、リンパ管などを欠くため再生能力が乏しく、欠損した場合自然

治癒しない。そのため再生医療による軟骨再生治療方法の開発が期待されてい

る。 

 

1-2-2. 関節軟骨 

 関節は骨端部を覆う関節軟骨、その周囲を取り囲む関節包とそれを裏打ちす

る関節滑膜より構成され、その内腔に関節液が貯まっている。関節軟骨は骨端

の摩耗を防ぐと同時に大きな荷重に対する緩衝装置として機能している。関節

軟骨は組織学的に硝子軟骨に分類され、約 2%の軟骨細胞と、軟骨細胞が産生し

た豊富な細胞外マトリックス（Extracellular matrix : ECM）で構成されている。

ECM のうち約 70%は水分であり、約 20%をコラーゲン、約 10%をアグリカン

などのプロテオグリカンが占める（29）。 

軟骨に存在するコラーゲンのうち約 80~90%を占めるのが II 型コラーゲンで
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ある（29）。II型コラーゲンは他のコラーゲンと比べ分子鎖中のハイドロキシリ

ジンの割合が高く、糖鎖修飾も多いことなどから、細線維の線維径が他のコラ

ーゲンと比べ細いことが特徴である（30）。軟骨組織にはⅡ型コラーゲンの他に

IX、XI型コラーゲンなどが存在する。これらが会合した複合体を形成すること

により網目構造（コラーゲンネットワーク）を形成し、軟骨組織の力学的支持

体となっており、抗張力性を担っている。 

軟骨に含まれるアグリカンは分子量約 2500 kDa であり、約 220 kDa のコア

タンパク質に 100本以上のグルコサミノグリカン（GAG）鎖が結合したプロテ

オグリカンである。さらに、アグリカンのコアタンパク質はヒアルロン酸結合

能を持ち、リンクタンパク質（Link protein）と共にヒアルロン酸と巨大な会合

体を形成する（29）。GAG はコンドロイチン硫酸やケラタン硫酸などの二糖が

繰り返し結合している多糖であるが、糖残基の多くが硫酸基またはカルボキシ

ル基を持つため、分子全体が強く負に帯電している。そのため Na+などの陽イ

オンを大量に引き付け、浸透圧が上昇するため大量の水分子を GAG分子内に保

有する（30）。これにより GAG は膨潤し、ECM の圧縮力にたえる、膨潤圧を

有している。 

関節軟骨はコラーゲンネットワークの間隙に大量の水和水を保持したプロテ

オグリカンやヒアルロン酸が密に存在するため、高い粘弾性を有し、関節運動

によるせん断力や荷重による圧縮力に耐えることができる（31）。また、滑膜細

胞や軟骨細胞から分泌されたヒアルロン酸により関節軟骨表面の摩擦係数は低

く、関節の円滑な運動が可能になり、さらに軟骨自体の摩耗も抑えられている。 

一方で、関節軟骨は血管や神経、リンパ管等が存在しないため炎症反応が働

かないことや、豊富な ECMの存在のため細胞が遊走できないこと、また、軟骨

細胞自体が高度に分化しているため増殖能が低いことにより軟骨組織の自己修
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復能は極めて低い。そのため、一度損傷すると自然治癒せず、欠損部は再生し

ない（32, 33）。例えば、欠損部が軟骨層内の部分欠損の場合、損傷周囲の軟骨

細胞が活性化され ECM合成が多少増加するが、細胞の増殖は表層部分わずかに

起こるのみであり、損傷部は修復されないことが多い。損傷が軟骨下骨までに

達する全層欠損の場合、骨髄から出血が生じ、前駆細胞やサイトカインなどが

供給され軟骨様の組織で修復される（34）。しかし、修復された組織は一般に線

維軟骨と言われる、本来の硝子軟骨とは生化学的及び生体力学的に性質が異な

る組織になるため、長期的には力学的に破綻し、変形性関節症へ進行する可能

性が高い（35）。高齢化が進む日本では変形性関節症（Osteoarthritis : OA）患

者が国内だけで 1200万人以上と言われており、関節軟骨の根本的な治療法の開

発が必要である。 

このように、関節軟骨は損傷すると自然治癒によって完全には再生せず、本

来の機能を失ってしまうため、外科的な再生治療が必須である。 

 

1-2-3. 関節軟骨の治療法と課題 

 現在、関節軟骨欠損や変形性関節症などの疾患に対して様々な治療方法が考

案されている。例えば、変形性関節症やリウマチ関節炎などで著しい関節破壊

が存在する場合は人工関節置換術が選択される。人工関節置換術は関節の一部

または全体を金属やプラスティックなどでできた人工関節で置き換える方法で

あり、一般に疼痛効果が高く、術後早期に活動できるようになる一方、手術時

の侵襲が大きく、輸血や高度な感染症対策が必要になる。また、長期使用によ

り摩耗や緩みなどが生じるため、耐久年数が約 20年と言われており、一定期間

後に再手術での交換を必要とする場合があり、患者への負担が大きいため、適

用は高齢者に限られている（36）。 
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 一方、比較的小さな軟骨損傷の場合、マイクロフラクチャー法が最も良く選

択される。この方法は軟骨損傷部に小さな穴を作ることにより軟骨下骨から出

血を生じさせ、骨髄から前駆細胞や成長因子を供給し、損傷軟骨の修復を促進

させる方法である。関節鏡下で行うことができるため侵襲性が低く、現在一般

的に行われている。しかし、再生されるのは線維軟骨と言われており、耐久性

に劣り、また長期的には変性し、変形性関節症に進行する可能性がある（37）。 

 また、現在行われている治療法の一つに自家骨軟骨移植がある。その一種の

モザイクプラスティーは軟骨組織の非荷重部位から少量の骨軟骨片を複数個採

取し患部へモザイク状に移植する方法である。欠損部は硝子軟骨を含む組織で

修復でき、移植片は骨組織で良好に固定されるメリットがある一方、本来の軟

骨表面の曲率を再現するのが困難であり、健常部位に欠損を生じさせることな

どが問題である。また特に移植できる骨軟骨片に量的制限があるため大きな欠

損に対応できないことが大きな課題である（38, 39）。 

 このように、現在行われている治療方法では、大きな軟骨損傷を関節軟骨本

来の硝子軟骨で確実に修復できる方法は存在しないため、新たな治療方法の開

発が必要である。 

 

1-2-4. 関節軟骨の再生医療 

 そこで、関節軟骨欠損部を硝子軟骨での再生を目指すため、再生医療の応用

が期待されている。これまで細胞移植による関節軟骨の再生医療として自家軟

骨細胞移植があり、1994 年に Brittberg らによって報告された（4）。これは患

者の軟骨片を非荷重部位から採取し、酵素処理により軟骨細胞を単離後、単層

培養により増殖させ、骨膜で覆った軟骨欠損部に培養軟骨細胞を浮遊液の状態

で移植する方法である。1997 年には米国食品医薬品局（FDA）の承認を受け、
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Genzyme Biosurgery 社から CarticelⓇとして商品化されている。この方法は自

家細胞を用いるため免疫反応が問題とならず、臨床応用が容易である。しかし、

軟骨組織採取と移植の二度にわたる外科手術が必要であり患者への負担が大き

いこと、軟骨組織採取のために正常組織に欠損を作ること、細胞を浮遊液の状

態で移植するため細胞の固定性が不十分であり欠損部の外に漏出してしまうこ

と、また、軟骨細胞が単層培養中に脱分化を生じ軟骨表現型を失ってしまうこ

となどが問題点である（40, 41）。 

 組織工学的手法を用いた例として、アテロコラーゲンゲル包埋自家軟骨細胞

移植がある。これは患者の軟骨組織から軟骨細胞を分離し、アテロコラーゲン

に包埋し、三次元培養をする方法である。この方法により軟骨細胞は形質を維

持したまま増殖し、軟骨特有の ECMを生産し、軟骨様組織を作製することがで

きる。この組織を欠損部に移植し、骨膜で覆うことにより固定して、欠損部の

修復を行う（42, 43）。この方法は現在、ジャパン・ティッシュ・エンジニアリ

ング社よりジャックⓇとして販売され、2013 年には保険収載された。しかし、

異種動物由来のコラーゲンの使用による免疫反応や、軟骨組織採取に伴う正常

組織の侵襲や軟骨細胞の増殖能の低さなどの問題が残されている。そのため、

自家軟骨細胞移植に代わる新たな治療の開発が必要である。 
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1-3. MSCを用いた軟骨再生医療 

1-3-1. 軟骨再生医療におけるMSCの有用性 

 軟骨再生医療において、自家軟骨細胞移植の場合、上記のように採取可能な

軟骨細胞に限りがあり、増殖中の脱分化などの問題がある。そこで、近年、幹

細胞を用いた治療法の研究が進んでおり、その中でも特にMSCを用いた軟骨再

生医療が注目されている。その理由は前述のようにMSCは自己複製能と多分化

能を有しており、分化能を維持したまま増殖可能であるので、生体外で増殖さ

せることで、移植のために必要になる、十分な量の細胞を確保できると考えら

れるからである。ここで、MSCは骨髄をはじめ、滑膜、脂肪、筋肉、臍帯など

様々な組織から分離され、研究対象となっているが、由来によって増殖能や分

化能などの性質がわずかに異なり、元の組織の分化系統に近い成熟細胞に分化

しやすいと言われている。軟骨分化においては脂肪由来 MSC よりも骨髄由来

MSC の方が分化しやすいという報告があり（44）、また、系統が軟骨細胞に類

似している滑膜由来のMSCの方が他の組織由来のMSCよりも軟骨分化能も高

いという報告もある（45）。しかし、滑膜由来 MSC を用いる場合、滑膜採取の

ために手術を行う必要があるため、軟骨細胞移植同様に 2 度にわたる手術が必

要になり、正常組織への侵襲も伴う。一方、骨髄液の採取は局所麻酔で骨髄穿

刺により比較的容易に低侵襲で採取でき、患者への負担が比較的軽い。また、

滑膜組織は細胞分離のため、組織を酵素処理する必要があるが、骨髄の場合は

培養器に直接播種することで MSC を分離できるため、培養操作が簡便である。

従って、滑膜由来MSCよりも、骨髄由来MSCの方が軟骨再生治療に利用しや

すいと考えられた。さらにMSCを用いる利点として、患者本人の細胞を用いる

自家細胞移植が可能なため免疫反応が起こる可能性が低いことが挙げられる。

このようにMSCを用いた軟骨再生は非常に有望視されている。 
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1-3-2.  MSCを用いた軟骨再生医療のプロセス 

 上記のように、近年MSCを用いた再生医療が有望視されているが、その実用

化を実現するためには、MSCの分離、増殖、軟骨分化、三次元組織化の一連の

軟骨様組織作製プロセスの開発が必要である。初めに、骨髄液からMSCの分離

には従来、密度勾配遠心法が用いられてきた（13, 46）。この方法は遠心分離に

よって細胞の密度に応じて分画する方法である。しかし、この方法では特殊な

試薬を用いることや、操作に熟練した技術が必要であり、操作自体も 1 時間以

上かかってしまうという欠点がある。そこで、より簡便な方法として直接播種

法が提案されている（46）。これは、骨髄液を直接培養器に播種し、培地交換に

より浮遊性の血球系細胞を取り除き、接着性の細胞であるMSCを分離する方法

である。この方法は、簡便であり、閉鎖系で行うことができるため微生物など

のコンタミネーションのリスクを軽減できる。この他、表面抗原マーカーを用

いて分離する方法（47）や、MSCの接着性の性質を利用した分離デバイスを用

いる方法（48）もあるが、MSCは不均一な細胞集団とされており、いずれの場

合でも得られる細胞の性質に大きな違いはないと考えられる。 

 次に、MSCの増殖に関して、骨髄中に含まれるMSCは非常に少ない割合（有

核細胞の 0.001~0.01%）とされており、治療に用いるためには大量に増殖させ

る必要がある。この際、未分化状態を維持したままで、均一な細胞集団を得る

ことが要求される。しかし、MSCは増殖にともなって、分化能を失うことや（49）、

未分化状態を維持できないことが問題である（50）。通常、MSC は 10%のウシ

胎児血清（FBS）を含む培地で培養することができるが、この方法で培養する

と培養の経過と共に未分化の MSC の割合が減少することが報告されている

（50）。しかし、線維芽細胞増殖因子（FGF）の添加によりMSCの増殖を促進
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され、未分化状態を維持したまま増殖ができることが報告されている（51）。近

年では、種々の増殖因子を混合した無血清培地もあり、MSCの性質を維持した

状態でMSCを増殖させる研究が進められている。 

 MSCの軟骨細胞への分化は Transforming growth factor-β（TGF-β）を培

地に添加することにより誘導することができる。また、Bone morphogenetic 

protein（BMP）や Insulin-like growth factor（IGF）などの他のサイトカイン

によって MSC の軟骨分化を誘導することもできる（52-57）。しかし、MSC の

軟骨分化は単層培養で誘導することは困難であり、三次元環境での培養が必要

となり、現在様々な方法で三次元化培養の研究がなされている。 

 

1-3-3.  MSCを用いた軟骨再生医療の現状 

 現在、MSCを用いた軟骨再生医療はいくつかの臨床例が報告されている。そ

の一つに滑膜 MSC を増殖させ、懸濁液の状態で欠損部に移植する方法がある。

この方法では、移植した細胞が軟骨の再生を促進するが、接着する細胞は約 60%

であり、残りの細胞は欠損部から流出してしまうと報告されている（58）。骨髄

MSCを用いた同様の方法があるが、やはり欠損部に接着せずに流出する細胞が

多いとされている。また、骨髄MSCをコラーゲンゲルに包埋し欠損部に移植す

る方法も臨床試験がされた報告がある（59, 60）。この方法では MSC の移植に

より修復が促進されたが、完全な硝子軟骨ではなく線維軟骨が形成された。こ

の原因は、関節内の軟骨分化誘導因子の量がMSCの軟骨分化に不十分であった

せいだと考えられている。そこで、これを改善するために、MSC を生体外で軟

骨細胞に積極的に分化誘導を行い、軟骨細胞へと分化させた後に移植する方法

により高い治療効果が得られると考えられている。 

  



 

15 

 

1-4. 三次元的軟骨組織の作製 

1-4-1. 三次元的組織作製方法 

 現在、細胞を三次元的な環境で培養し立体的な組織を作製するために、種々

の足場材料（スキャフォールド）が用いられている。スキャフォールドに用い

られる材料としては主に合成高分子と天然高分子がある。ポリ乳酸（PLA）や

ポリグリコール酸（PGA）などの合成高分子の場合、機械的強度を有する一方、

生物学的活性が低く、また、担体内に細胞を均一に分布させることが困難であ

るという欠点がある。さらに、PLA や PGA などの生分解性高分子では、分解

生成物が炎症反応を引き起こすことが問題である（61）。一方、天然高分子を用

いる方法としては、ゲル材料を用いるゲル包埋培養が報告されており（42, 43）、

機械的強度は劣るが、ゲル内に細胞を均一に播種することができる。また、コ

ラーゲンやゼラチンなどの生体由来材料を用いる場合、分子内に細胞結合ドメ

インを持つなど生理活性を持ち、細胞の生存や分化に適した環境で培養できる

と考えられる。アテロコラーゲンなど、臨床に利用されている例もあるが、し

かし、コラーゲンは通常、ウシやラットなどの異種動物から抽出されるため、

免疫反応や感染症の危険性がある。また、アガロースやアルギン酸などの非動

物性の材料は、細胞のリガンドがなく、また、生体に分解酵素が存在しないた

め、生体吸収性が非常に低い。高分子材料以外にはβリン酸三カルシウム（β

-TCP）やハイドロキシアパタイトなどの無機材料も用いられるが、これらの使

用は骨組織などの硬組織に限られる（62, 63）。このように足場となるスキャフ

ォールドを使用することにより、立体的な構造体を容易に作製できる利点があ

る一方で、スキャフォールドには炎症や免疫反応をひき起こす可能性があると

いう潜在的なリスクがある。 
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1-4-2. スキャフォールドフリー組織作製方法 

 上記のように、移植用の組織作製にスキャフォールドを用いることには少な

からず問題が存在するため、これを回避するためにスキャフォールドを用いず

に細胞と細胞が産生する ECMで組織を構成する、スキャフォールドフリー組織

作製法を検討する必要があると考えた。代表的なスキャフォールドフリー組織

作製法に温度応答性培養器を用いた細胞シートがある。この方法は、培養状態

の 37℃から温度を下げると、32℃を境に疎水性から親水性へ変化する温度応答

性高分子のポリ N-イソプロピルアクリルアミドを固定化した培養器を使用する。

この培養器上で細胞をコンフルエントになるまで培養した後、温度を下げるこ

とにより細胞集団をシート状に回収できる（64）。しかし、この方法で作製でき

る細胞シートは単層なので非常に薄く、また、単層培養で作製するためMSCを

十分に軟骨分化誘導させることはできず、軟骨性の ECMの産生は少ないと考え

られる。そのため、この方法による細胞シートは機械的強度に劣り、軟骨のよ

うな荷重がかかる組織には適さないと考えられる。担体を用いずに立体的な組

織を作製する方法としては他にペレット培養がある。この方法は遠心管内に細

胞を入れ、遠心分離によって細胞凝集体を作製する方法である（65）。ペレット

培養は現在、最も一般的に軟骨分化培養に用いられている。また、同様に細胞

凝集体を作製する方法としてマイクロマス培養もある（66）。しかし、これらの

方法で作製される細胞凝集体は直径 1 mm 以下の球体であるので、移植に用い

るには小さすぎるうえに移植の際の操作性も悪いと考えられた。また、凝集体

の内部環境が不均一になりやすく、中心部が石灰化するという報告もある（67）。 

 そこで、球状の構造体より比較的に均一な環境で培養でき、操作性にも優

れる円盤状の構造体が望ましいと考えられた。これまで円盤状の軟骨様構造体

の作製方法はいくつか報告例がある。軟骨細胞を型に播種し、凝集体形成後、
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回転培養を行う方法（68）や、アルギン酸ビーズ培養にて軟骨分化培養を行っ

た後、型にビーズを入れ、アルギン酸を溶解することにより、軟骨細胞と ECM

で組織を形成する方法（69）などが報告されている。しかし、これらの方法で

は培養に特殊な機器を使用することや操作が複雑であるなどの問題がある。当

研究室では、より簡便な方法として軟骨細胞をマルチウエルプレートに高密度

で播種し、遠心操作にて円盤状の細胞凝集体を作製し培養することで、直径約

6.4 mm、厚さ約 1.0 mmの軟骨様組織を作製できることを報告した（70）。 

一方、MSC を用いた軟骨様組織の作製も試みられている。そこでは、MSC

を底面が多孔性膜である隔膜培養器に高密度で播種し、軟骨分化誘導因子を含

む軟骨分化培地で培養することにより、軟骨様組織を作製できたという報告が

ある（71）。当研究室において、底面が Polyethylene terephthalate（PET）製

の多孔性膜で出来た隔膜培養器のセルカルチャーインサートを用いて、MSCの

軟骨分化と三次元組織化を同時に行い、直径約 6.4 mm、厚さ約 1.0 mmの軟骨

様細胞シートの開発に成功した（72）。この方法で作製した軟骨様細胞シートは

従来のペレット培養よりも軟骨関連遺伝子の発現が高く、また ECMの蓄積量も

多く、よりMSCの軟骨分化に適した方法であることが示唆された。しかし、こ

の方法では培養中に培養器内で軟骨様細胞シートが収縮してしまうことや、歪

んでしまうことが高頻度で起こり、常時均一な形状の軟骨様細胞シートを作製

できないという問題があった。当研究室では、多孔性膜の開孔率を最適化する

ことにより、軟骨様細胞シートの収縮を緩和できることを報告した（73）。しか

し、それでも細胞シートの収縮を完全に起こらないようにはできなかった。移

植用の組織作製として、常に均一な大きさと形状の組織を作製することが必要

であるため、収縮を起こさない軟骨様細胞シート作製法を開発する必要がある。

そこで、本研究では収縮を起こさない軟骨様細胞シートの培養方法を検討した。  
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1-5. 異種動物由来成分不含材料による軟骨様細胞シート作製方法 

1-5-1. 異種動物由来成分による問題点 

 MSCをはじめとする動物細胞の培養には種々の動物由来成分が用いられてい

る。例えば、増殖培地や凍結保護剤に添加されるウシ胎児血清（FBS）や細胞

剥離剤として用いられるブタ由来トリプシンなどがある。しかし、臨床で用い

られるヒト由来の細胞を異種動物由来成分を用いて培養した場合、異種タンパ

ク質による免疫反応やウイルス・プリオンなどの病原体による感染症の危険が

伴い安全性の面でも大きな問題がある（74）。再生医療などの移植に用いるため

には、ヒト以外の異種動物由来成分が有するこのような品質、安全性の問題を

解決する必要がある。 

 

1-5-2. 異種動物由来成分不含材料による軟骨様組織作製 

 異種動物由来成分を使用しないMSCの増殖培養としては、自己血清や無血清

培地の使用が考えられる。自己血清を使用した場合、単独または増殖因子の添

加により FBSと同等以上の増殖を得られたという報告がある（75, 76）。しかし、

自己血清を用いる場合、ドナー差による影響が大きいと考えられる。また、血

清を確保するために患者から採血しなければならないが、治療のために多量に

細胞を得ようとした場合、非常に多くの血液が必要になるため患者への負担が

大きくなる。 

 そこで、現在では無血清培地が開発されその応用が期待されている。無血清

培地は組成が明確であり、ロット差が少なく安定した培養結果が得られ、さら

に異種動物由来成分を使用していないため安全性が高いと考えられる。また、

ブタ由来トリプシンに関しても、組換え酵素の使用が有効と考えられた。これ

まで当研究室において、無血清培地（MesencultⓇ-XF medium）と組換えプロ
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テアーゼ（TrypLETM Select）、動物由来成分不含細胞凍結保護剤（TC プロテ

クターⓇ）を用いてMSCの分離および増殖培養に成功している（77）。しかし、

この方法で培養したMSCを用いて軟骨様細胞シートを作製した報告はない。そ

のため、移植用に安全な軟骨様組織を作製するために、異種動物由来成分を使

用せずに培養を行う、Xeno-free法でMSC の増殖および軟骨様細胞シートの作

製を検討する必要があると考えられた。 
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1-6. 間葉系幹細胞由来軟骨様組織の改良 

1-6-1. 軟骨における細胞外マトリックスの役割 

 前述のように、軟骨組織には豊富な ECM が含まれ、これによって軟骨組織特

有の力学的特性が保たれている。関節軟骨は非常に荷重がかかる組織であり、

移植後に生着し、破壊されずに残存するためには、ECMを多く含み機械的強度

の優れる軟骨様組織を作製する必要があると考えられた。 

 これまで様々な方法で軟骨様組織作製の報告があるが、いずれの方法でも正

常軟骨組織と比べると ECMの含有量が少なく、特に GAGよりもⅡ型コラーゲ

ンの量が少ない傾向が見られた。軟骨様組織中の ECMを増加させる培養方法を

検討する必要があると考えられた。 

 

1-6-2. 軟骨様組織の細胞外マトリックス蓄積量の増大 

 軟骨様組織中の ECMを増加させる方法はこれまでいくつかの報告がある。そ

れらは軟骨様組織作製時に、間欠的に圧力をかける方法（78, 79）、回転培養に

よってせん断力をかける方法（80）、培養中の細胞に対し超音波照射を行う方法

（81, 82）などである。しかし、物理的な刺激を細胞に与えるこれらの方法では

特殊な装置を必要とすることが欠点である。一方、物理的な刺激ではなく、培

養液中に生理活性タンパク質やサイトカインなどを添加し軟骨分化を促進する

方法もあるが、それらの添加した物質が移植後、移植部位周辺の他の細胞に与

える影響は検討されていない。また、サイトカインやタンパク質を添加するこ

とにより培養のコストが増加することが考えられるため、実用化には大きな課

題となる。そこで軟骨分化促進添加物として、より安価で安全な物質を検討す

る必要があると考えられた。ところで、アスコルビン酸はコラーゲンが正常な

三重らせん構造を形成するのに必要な、コラーゲン鎖中のリジンやプロリンの
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水酸化に関与し、コラーゲン合成に必須な補因子である（83）。アスコルビン酸

の欠乏は正常なコラーゲンが合成できず、壊血症の原因となる。また、アスコ

ルビン酸はコラーゲンのmRNAの安定化などにも寄与し、線維芽細胞において

アスコルビン酸の添加により、I型コラーゲンの合成が促進されたという報告が

ある（84）。軟骨分化培地にも ECM合成促進のために、同様にアスコルビン酸

が添加されている。一方で、アスコルビン酸によって軟骨前駆細胞株（ATDC5）

の分化が促進されるという報告もあり、アスコルビン酸は軟骨分化にも寄与し

ていると考えられる（85）。さらに、アスコルビン酸は抗酸化作用を持ち、細胞

培養時のアポトーシスの抑制にも効果があることが報告されている（86）。その

ため、より高濃度でアスコルビン酸を加えることで、細胞シート中の細胞のア

ポトーシスを抑制し、細胞密度が高く、また、コラーゲン合成の促進によって

蓄積量が増大した細胞シートが作製できると考えられた。しかし、これらの作

用に関してアスコルビン酸の濃度検討に関する報告は少なく、アスコルビン酸

の濃度による影響はほとんど考察されていない。 

 そこで本研究では、軟骨様細胞シート中の ECM蓄積量増加のため、アスコル

ビン酸をはじめとする生理活性因子の効果を検討し、MSC由来軟骨様細胞シー

トの品質向上のための培養プロセスを検討することを目的とした。 
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1-7.  軟骨様細胞シートの非侵襲的品質推定方法の開発 

1-7-1. 移植組織の品質管理 

 再生医療のプロセスの課題の一つに品質管理の問題がある。再生医療や細胞

治療において、異種細胞や未分化細胞の混入による、移植後の炎症や腫瘍化な

どの副作用を回避するために、移植する細胞や組織を事前に品質評価を行う必

要がある。細胞や組織を評価する際に用いられている方法として、染色による

組織学評価、遺伝子発現解析、タンパク質定量、表面抗原解析などがあるが、

いずれも破壊的・侵襲的な評価法である。しかし、現在の再生医療の主流は、

患者自身の細胞を使用し、拒絶反応や感染症の危険性が少ないと考えられてい

る自家細胞移植であり、患者から採取できる細胞の量には限りがあり、また細

胞を必要以上に増殖させることはできない。そのため、従来のような破壊的・

侵襲的な評価方法は行うことはできない。そこで移植用の細胞や組織の品質管

理のため、非破壊的、非侵襲的、短時間で行うことができる評価方法を新たに

検討する必要があると考えられた。これまで、細胞の非侵襲的評価方法として

顕微鏡を用いて細胞の形態から細胞の状態を評価する方法（87）や、細胞の位

相差から細胞の種類を識別する方法（88）などが報告されている。しかし、こ

れらの方法は顕微鏡観察可能な単層状態の細胞の評価には有効であるが、細胞

が立体的に存在する三次元的な組織の評価をすることはできない。現在のとこ

ろ、立体的な組織を非侵襲的にリアルタイムで評価する方法は存在しない。そ

のため、移植用の立体的な組織にも適用可能な評価方法を開発する必要がある。 

 

1-7-2. 軟骨様組織の分化度の非侵襲的推定 

MSCから軟骨様細胞シートを作製する場合も、移植前に軟骨細胞への分化度

を知る必要があると考えられた。しかし、軟骨様細胞シートは立体組織であり、
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ECMや細胞が高密度で存在するため、顕微鏡による評価は不可能である。そこ

で、培養上清の分析であれば立体的な組織の分析を非侵襲的に行うことができ

ることに注目した。 

ところで、メラノーマ阻害活性（Melanoma inhibitory activity：MIA）とい

う、病理的には悪性黒色腫や軟骨肉腫など腫瘍組織で発現し、正常組織では軟

骨細胞のみが分泌する蛋白質がある（89）。軟骨における MIA の機能は定かで

はないが、MSC の遊走を制御し、TGF-βなどの軟骨形成活性を促進する働き

や、ヒト初代軟骨細胞の培養においてグリコサミノグリカン（GAG）量を増加

させるという報告があり、軟骨組織の恒常性の維持に寄与していると考えられ

ている（90）。MIA は軟骨細胞が産生しているが、単層培養によって脱分化す

ると産生量が低下し、軟骨細胞へ再分化させることにより産生量が増えること

が明らかとなっている。同様にMSCにおいても軟骨分化にともなって産生量が

増えることが分かっている（89）。このように、MIA の生産量は軟骨細胞の分

化度に依存しており、軟骨様細胞シートの培養において、上清中のMIAを定量

することで組織中の細胞の分化状態を推測できるのではないかと考えた。そこ

で、上清中のMIA量と軟骨様細胞シートの軟骨分化度の間に相関関係があるか

を調査することとした。 
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1-8.  本研究の目的 

 本研究では、前述のような課題に対し、臨床応用を目指したMSC由来移植用

軟骨様細胞シートの安定的な作製方法、異種動物由来成分を使用しない安全作

製方法、高い ECM含量の軟骨様細胞シートの作製方法を検討し、MSC由来軟

骨様細胞シートの品質向上のための培養プロセスを検討すると共に、軟骨様細

胞シート中の分化度の非侵襲的品質評価方法を検討することを目的とした。 

 

 

 

1-9.  本論文の構成 

 本論文は 6章から構成されている。 

第 1 章では、序論として、間葉系幹細胞からの軟骨様細胞シートを作製するま

での培養プロセス全体の概要を示し、本研究の背景と目的について述べた。 

第 2 章では、間葉系幹細胞から収縮・変形のない一定の形状のスキャフォール

ドフリー軟骨様細胞シートの作製方法について検討した。 

第 3 章では、間葉系幹細胞から軟骨様細胞シート作製までの培養工程の異種動

物成分フリー化について検討した。 

第 4 章では、スキャフォールドフリー軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲンの

蓄積量の増大について検討した。 

第 5 章では、軟骨様細胞シートの上清分析による非侵襲的な品質評価方法につ

いて検討した。 

第 6章では、総括として、本研究で明らかとなった成果をまとめた。 

 

 



 

 

 

 

 

 

第 2章 

 

スキャフォールドフリー

軟骨様細胞シートの収縮

防止法の検討 
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2-1. 緒言 

 第一章で述べたように、MSC は再生医療の細胞源として非常に有用であり、

軟骨の再生医療においても早期の臨床応用が期待されている。また、軟骨再生

医療においてスキャフォールドフリー組織の利用は非常に有用であり、MSCを

用いてスキャフォールドフリー軟骨様組織を作製する方法を検討する必要があ

る。従来のスキャフォールドフリー組織作製方法として、細胞を遠心管などに

入れ凝集体を作製し、培養するペレット培養法があるが、この方法で作製でき

る組織は直径 1 mm 以下の球状凝集体であり、非常に小さいため、移植用の組

織としては適さない。そこで我々は移植に適した軟骨様組織を作製する方法と

して、厚みのある円盤状の軟骨様細胞シート作製の検討を行ってきた。これま

で、当研究室において、ブタ初代軟骨細胞を用いてスキャフォールドフリー軟

骨細胞シートの作製に成功している（70）。しかしながら、MSCを用いた場合、

培養中に細胞凝集体が収縮や変形をしてしまうことがあり、均一な形状で培養

できないことが問題となった（72）。これまで、培養器底面の多孔性膜の開孔率

を変化させることによって収縮を緩和できることが報告された（73）。しかし、

収縮を完全に防ぐことはできず、根本的な解決のためには更なる改良が必要だ

と考えられた。ところで、上記の軟骨様細胞シート作製において、これまで培

地組成に関する検討はされていない。 

そこで、本章ではMSCからスキャフォールドフリー軟骨様組織作製において、

培地組成の改良によって収縮のない培養方法を検討することを目的とした。 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. 細胞 

2-2-1-1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 

 実験にはヒト骨髄液から以下の方法により分離した骨髄由来間葉系幹細胞を

用いた。各ドナー（ドナーA：19歳・男性、ドナーB：67 歳・男性、ドナーC：

19歳・男性、ドナーD：69歳・男性）の腸骨より、ヘパリンロックした注射器

を用いて骨髄液（約 10 ml）を採取した。採取した骨髄液にチュルク液（Nacalai 

tesque, 372-12）を加え、骨髄液中の単核細胞数を計数し、単核細胞密度が 6.0

×105 cells/cm2 になるように 100φディッシュ（55 cm2）（Corning, 430167）

に骨髄液を播種し、以下に示した増殖用培地（10%FBS含有 DMEM-LG）を用

いて培養を行った。播種 1日後、ディッシュを PBS(－)で洗浄してから培地交

換を行い、浮遊性細胞を吸引除去した。2日目には培地交換のみを行い、同様に

浮遊性細胞を吸引除去した。これ以降、培地交換は 1週間毎に行った。播種後

約 10日目に、ディッシュ内での偏った増殖を防ぐために、トリプシン-EDTA

（Sigma, T3924）を用いて細胞を剥離し、同じディッシュに再播種した。再播

種後、約 2週間培養を行い、細胞がプレコンフルエントになった時点でトリプ

シン処理により細胞を回収した。回収した細胞は 10% Dimethyl Sulphoxide

（DMSO）（Sigma, D2650）を含む 10％FBS含有 DMEM-LGを用いてアンプ

ル化し、液体窒素中で凍結保存した。 

 

 

2-2-2. 培地 

2-2-2-1. 増殖用培地（10%FBS 含有 DMEM-LG） 

10.0 g/l DMEM-LG（Invitrogen, 31600-034）、3.7 g/l NaHCO3（Wako, 



 

28 

 

191-01305）、10 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシン（Sigma, P7539）とな

るように超純水（Sigma, W3500）でメスアップした培地を濾過フィルター

（Nalgene, 595-4520）で減圧濾過除菌した。その後、ウシ胎児血清（FBS）

（Invitrogen, 26140-079）を 100 ml/l の濃度で加えた。 

 

2-2-2-2. 基本軟骨分化培地 

 9.4 g/l DMEM-LG（Invitrogen, 31600-026）、3.5 g/l グルコース（Wako, 

041-00595）、10 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシン（Sigma, P7539）、50 

μg/ml アスコルビン酸リン酸マグネシウム塩（Wako, 013-12061）、100 μg/ml 

ピルビン酸ナトリウム塩（MP Biomedicals,194734）、40 μg/ml プロリン（MP 

Biomedicals, 194728）、100 nM デキサメタゾン（MP Biomedicals, 194561）

となるように超純水（Sigma, W3500）でメスアップした培地を濾過フィルター 

（Nalgene, 595-4520）で減圧濾過除菌した。その後、1% ITSTM+Premix（6.25 

μg/ml インスリン, 6.25 μg/ml トランスフェリン, 6.25 ng/ml 亜セレン酸, 1.25 

mg/ml ウシ血清アルブミン, 5.35 μg/ml リノール酸）（BD Biosciences, 

354352）、10 ng/ml TGF-β3（R&D Systems, 243-B3）、100 ng/ml IGF-I（Pepro 

tech, 100-11）を添加した。 

 

2-2-2-3. 分化誘導因子非添加軟骨分化培地（軟骨分化培地(－)） 

2-2-2-2.に示した基本軟骨分化培地の TGF-β3及び IGF-Ⅰを加えない培地を

分化誘導因子非添加軟骨分化培地（軟骨分化用培地(－)）として用いた。 

 

2-2-2-4. 10%FBS含有軟骨分化培地（軟骨分化培地(10%FBS)） 

2-2-2-2.に示した基本軟骨分化培地の ITSTM+Premixの代わりに FBSを 100 
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ml/Lで添加した培地を 10%FBS含有軟骨分化培地として用いた。 

 

2-2-2-5. 混合培地（FBS）（基本軟骨分化培地＋DMEM-LG（10% FBS）） 

 上記の基本軟骨分化培地と DMEM-LG（10% FBS）を 1：1で混合したもの

を混合培地（FBS）として使用した。 

 

2-2-2-6. 混合培地（無血清）（基本軟骨分化培地＋DMEM-LG（無血清）） 

 上記の基本軟骨分化培地と血清非添加の DMEM-LG（無血清）を 1：1で混

合したものを混合培地（無血清）として使用した。 

 

 

2-2-3. 培養方法 

2-2-3-1. 増殖培養 

 増殖用培地 10 ml を用いて、アンプル内の保存細胞を、播種細胞密度が 0.15

×104 cells/cm2となるように 100φディッシュ（Corning, 430167）に播種し、

37℃、5%CO2雰囲気下でプレコンフルエントになるまで静置培養を行った。プ

レコンフルエント到達後、トリプシン-EDTAを用い細胞を剥がし、播種細胞密

度が 0.15×104 cells/cm2となるように 100φディッシュに再播種し、継代培養

した。 

 

2-2-3-2. シート培養 

 24穴セルカルチャーインサート用プレート（BD Falcon, 353495, 底面積：2 

cm2）に 24穴マルチプレート用セルカルチャーインサート（BD Falcon, 353504, 

膜材質：ポリエチレンテレフタレート、細孔径：0.4 µm、細孔密度：100±10
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×106 /cm2、膜面積：0.3 cm2）をセットした。増殖培養により増殖させた細胞

を 4℃、1000 rpm、5分間の遠心（Kokusan, H-3R）により回収し、各種軟骨

分化用培地に 6.2×106 cells/mlの濃度になるように懸濁した。セルカルチャー

インサートの内側に細胞懸濁液を 300 µl、外側に各種軟骨分化用培地を 1 ml入

れ、37℃、5% CO2 雰囲気下で 21日間、静置培養した。培地は 2日に一度、セ

ルカルチャーインサートの内、外側両方を全量交換した。 

 

 

2-2-4. 分析方法 

2-2-4-1. サイズおよび湿重量測定 

 培養後のシート及びペレットのサイズは、培養器よりシート及びペレットを

取り出し、カバーガラスにのせ、定規と共にデジタルカメラ（Canon, IXY 

DIGITAL 910 IS）で上面及び側面を撮影した。パソコン画面に表示させた画像

から Image J ソフトウエアを用いて画像中の定規を基準として、実際の直径・

厚さを計算した。 

 培養物の湿重量は、培養物を PBS(－)で洗浄し、カバーガラスにのせ、キム

ワイプで余分な水分を取り除いた後、精密天秤（Mettler, AE240）によって測

定した。 

 

 

2-2-4-2. 細胞数計数 

 シート中の細胞数は、ペレット又はシートを PBS(－) 5 mlで 2回洗浄後、ト

リプシン（Sigma, T8003）、コラゲナーゼ（Wako, 032-10534）、コラゲナーゼ 

type-Ⅱ（Worthington Biochemistry, 4176）をそれぞれ 5 g/l の濃度で PBS(－)
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に溶かした溶液を、シートには 1 ml加え、37℃で 40分間酵素処理した。ピペ

ッティングにより得られた細胞懸濁液についてトリパンブルー染色法を用いて

細胞数を測定した。 

 

 

2-2-4-3. 遺伝子発現量定量 

 軟骨細胞への分化の指標として、軟骨に特有のタンパク質であるアグリカン

とⅡ型コラーゲンのmRNAの発現を定量的 RT-PCR （Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction）法により測定した。まず、酵素処理によって得ら

れた細胞懸濁液から、GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit 

（Sigma, RTN70）を用いて total RNA抽出した。DNaseⅠ（Takara, 2270A）

処理した total RNAを High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

（Applied Biosystems, 4368814）、および 2720 Thermal Cycler （Applied 

Biosystems）を用いて cDNAを合成した。作製した cDNAを鋳型とし、AmpliTaq 

Gold PCR Master Mix （Applied Biosystems, 4316753）、フォワードプライマ

ー、リバースプライマー、プローブ、および 7500 Real Time PCR System 

（Applied Biosystems）を使用し、95℃10分（1サイクル）、95℃15秒-60℃1

分（55サイクル）、72℃7分（1サイクル）で PCRを行った。アグリカン及び

Ⅱ型コラーゲンのプライマーおよびプローブの配列を Table 1 に示した。β-ア

クチン（NM_001101）は Applied Biosystemsから購入した。各遺伝子の発現

率はβ-アクチンの発現量を内部標準として、ヒト正常関節軟骨細胞から合成し

た cDNAを用い、そのmRNAの発現を 100%として測定し、検量線をもとに発

現率を定量した。計算方法を式 1に示した。 
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    発現率    

アグリカン・Ⅱ型コラーゲンの遺伝子発現量 細胞シート 

アグリカン・Ⅱ型コラーゲンの遺伝子発現量 正常軟骨 

β  アクチン 内部標準 の発現量 細胞シート 

β  アクチン 内部標準 の発現量 正常軟骨 

      式    

 

 

Table 1.  Sequences used in PCR. 

Gene  Sequence 

Aggrecan F Primer 5’-AGTCCTCAAGCCTCCTGTACTCA-3’ 

R Primer 5’-GCAGTTGATTCTGATTCACGTTTC-3’ 

Probe 5’-ATGCTTCCATCCCAGCTTCTCCGG-3’ 

Col2A1 F Primer 5’-CGCTGTCCTTCGGTGTCAG-3’ 

R Primer 5’- CCTTGATGTCTCCAGGTTCTCC-3’ 

Probe 5’- CCAGGATGTCCGGCAACCAGGA-3’ 
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2-3. 結果と考察 

2-3-1. 軟骨様細胞シートにおける培地組成の影響の検討 

均一な形状の円盤状の軟骨様細胞シート作製のため、当研究室で以前見出さ

れた条件（播種細胞数：18.6×105 cells、セルカルチャーインサート開孔率：12%）

を基に、種々の培地条件で培養を行った。セルカルチャーインサートにMSC（ド

ナーA由来）を 18.6×105 cells播種し、種々の培地で培養した。培地条件は基

本軟骨分化培地（CD）、増殖用培地（GM）、分化誘導因子（TGF-β3、IGF-Ⅰ）

非添加軟骨分化培地（軟骨分化培地(－)）（CD(-)）、基本軟骨分化培地と増殖用

培地を 1：1で混合した培地（混合培地(FBS)）（MM）の 4種類の培地を用いた。

培地交換は 2日毎に全量交換し、21日間培養を行った。 

培養終了時の細胞シートを培養器の上から撮影した写真を Fig. 2-1に示した。

また、混合培地(FBS)で培養した軟骨様細胞シートをセルカルチャーインサート

から取り出し、定規と共に軟骨様細胞シートの上からおよび横から撮影した写

真を Fig. 2-2に示した。 

従来の条件である、基本軟骨分化培地で培養した細胞シートは培養開始後 48

時間以内に収縮し球状の凝集体になった（Fig. 2-1A）。また増殖用培地で培養し

た細胞シートは収縮しなかったが非常に薄いためセルカルチャーインサートか

ら取り出すことができなかった（Fig. 2-1B）。また、軟骨分化培地(－)で培養し

た細胞シートは収縮せず、増殖用培地で培養したものよりも厚みはあったが、

それでも 0.1 mm以下であり、十分な厚さは有していなかった（Fig. 2-1C）。一

方、混合培地(FBS)では、培養した細胞シートは収縮しないと同時に、他の条件

と比較して明らかな厚みがあり、直径約 6.5 mm、厚さ約 0.6 mmの軟骨様細胞

シートが作製できた（Fig. 2-1D、Fig. 2-2.）。 
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Fig. 2-1. Influence of the medium component on the cell sheet. Top view of 

cell sheet cultures on Cell culture insertTM. White dotted circle shows outline 

of the bottom of Cell culture insertTM. Its diameter is 6.4 mm. 

Cells were cultivated with basic chondrogenic differentiation medium 

(CD)(A), growth medium (GM)(B), chondrogenic differentiation medium (－) 

(CD(－)) (C), and mixed medium (FBS) (MM)(D). 

 

 

Fig. 2-2 Top and side views of cell sheet cultivated with mixed medium 

(FBS) (MM).  

Top view (A), side view (B). Scale bars show 5 mm (A) and 1 mm (B). 

これらの軟骨様細胞シートを酵素処理し、細胞数および軟骨関連遺伝子（ア

グリカン、Ⅱ型コラーゲン）のmRNA発現率（定量的 RT-PCR）を測定した結

果を Fig. 2-3に示した。 

CD GM CD(－) MM

A B C D

A

B
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Fig. 2-3. Cell number and gene expression of cultivated cells. Cell number 

(A), aggrecan expression (B), type Ⅱ collagen expression (C). Before 

differentiation (0 wk), cultivated with basic chondrogenic differentiation 

medium (CD), growth medium (GM), chondrogenic differentiation medium 

(－) (CD(-)),and mixed medium (FBS) (MM). 
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その結果、細胞数は基本軟骨分化培地および増殖用培地で培養したものは約 3

×105 cellsと播種時（18.6×105 cells）から大きく減少していた。一方、軟骨分

化培地(－)および混合培地(FBS)で培養したものはほぼ同程度の細胞数（約 10

×105 cells）であり、播種時の約 50%の細胞は残存していたことを示した（Fig. 

2-3A）。 

 また、軟骨関連遺伝子のmRNA発現は基本軟骨分化培地、増殖用培地、軟骨

分化培地(－)で培養した細胞シートではアグリカンで 0.5%~4%、Ⅱ型コラーゲ

ンで 0%~7%と共にほとんど発現していなかったが、混合培地で培養した細胞シ

ートはアグリカンが約 110%、Ⅱ型コラーゲンが約 7600%と共に非常に高い発

現率であった（Fig. 2-3B, C）。 

 これらのことから、基本軟骨分化培地と増殖用培地を 1：1で混合した混合

培地を用いることにより、収縮せず、軟骨関連遺伝子の発現も高く、厚みのあ

る軟骨様細胞シートを作製できる可能性が示された。 

本実験に用いたいずれの条件でも三次元培養によって細胞数の減少が観察さ

れた（Fig. 2-3A）。この原因は、二次元の増殖培養から三次元に培養環境が変化

したことにより、変化に適用できない細胞がアポトーシスなどの細胞死を引き

起こした可能性や、細胞が高密度に存在することにより、栄養や酸素が不足す

ることによるネクローシスが起こることが予想された。また、シートが形成し

なかった基本軟骨分化培地や増殖培地に対し、シートが形成した軟骨分化培地

(-)や混合培地では培養終了時の残存細胞が多く（Fig. 2-3A）、シートを形成する

ためには播種細胞数からの減少を抑えることが必要であると考えられた。また、

収縮しなかった軟骨分化培地(－)、混合培地(FBS)では細胞数にはあまり差がな

いにも関わらず、軟骨分化培地(－)で培養したものと混合培地(FBS)で培養した

ものでは細胞シートの厚さに顕著に違いがあった。これは混合培地(FBS)で培養
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した細胞シートの軟骨関連遺伝子の発現率が他の条件と比較して非常に高かっ

たことから（Fig. 2-3B, C）、混合培地(FBS)で培養した軟骨様細胞シートはより

多くのアグリカンやⅡ型コラーゲンなどの ECMを蓄積したことが原因だと考

えられた。 

また、細胞シートが基本軟骨分化培地で収縮し、分化培地(－)で収縮しなかっ

たが（Fig. 2-1）、基本軟骨分化培地と分化培地(－)の成分の違いは、分化誘導因

子の TGF-β3と IGF-Ⅰの有無であるので、これらが細胞シートの収縮に関与

した可能性が考えられる。特に、TGF-βは細胞骨格の再構築に関与している可

能性があり（91）、分化培養中の細胞骨格の再構築が細胞シートの収縮を起こす

ように影響したと考えられる。一方、混合培地を使用することにより収縮を防

止できると同時に、分化度も高くなったが（Fig. 2-2, Fig. 2-3B, C）、培地中の

どの成分が影響したのかは明らかではない。本実験における、各培地条件間の

大きな違いは血清と増殖因子であり、これらが影響した可能性が高いと推測さ

れた。 
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2-3-2. 血清が軟骨様細胞シートの収縮に与える影響の検討 

 2-3-1.で混合培地を使用することにより、軟骨様細胞シートを収縮なく作製で

きることが明らかとなった。しかし、培地中のどの成分が影響したのかは明ら

かではない。そこで、混合培地中の血清が軟骨様細胞シートの収縮へ与える影

響を検討するため、増殖因子の量が等濃度になるように、通常の混合培地(FBS)

の他に基本軟骨分化培地と無血清 DMEM-LGを 1：1で混合した血清を含まな

い混合培地（混合培地(無血清)）も用いて軟骨様細胞シートを作製した。セルカ

ルチャーインサートにMSC（ドナーA）を 18.6×105 cells播種し、基本軟骨分

化培地、混合培地(FBS)、混合培地(無血清)の 3種類の軟骨分化培地で軟骨様細

胞シート作製を行った。2日毎に培地交換を行い、21日間培養を行った。 

培養終了後、軟骨様細胞シートをセルカルチャーインサートから取り出し、

定規と共に軟骨様細胞シートの上からおよび横から撮影した写真を Fig. 2-4に

示した。 

 その結果、2-3-1.と同様に混合培地(FBS)で培養した細胞シートは収縮を起こ

さず、直径約 6 mm、厚さ約 0.5 mmのシート状の軟骨様細胞シートが作製でき

た（Fig. 2-4B, E）。一方、基本軟骨分化培地（Fig. 2-4A, D）および混合培地(無

血清)（Fig. 2-4C, F）で培養した細胞シートは収縮し、球状の凝集体になった。

このことから、細胞シートの収縮を防ぐためには培地への血清添加が必要だと

考えられた。 
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Fig. 2-4. Influence of serum in the medium on cell sheet culture. Top and 

side view of cell sheets cultivated with basic chondrogenic differentiation 

medium (CD) (A, D), mixed medium (FBS) (MM(FBS)) (B, E), and mixed 

medium (serum free) (MM(SF)) (C, F). Top view (A-C), side view (D-F). Scale 

bars show 5 mm (A-C) and 1 mm (D-F). 

 

 2-3-1.で無血清培地である基本軟骨分化培地で培養した場合、高頻度で軟骨様

細胞シートの収縮が起こったが、混合培地を用いたところ軟骨様細胞シート収

縮を防ぐことができた。収縮が防げた理由としては、混合することにより分化

誘導因子（TGF-β3、IGF-Ⅰ）などの濃度が半分になること、または血清が加

わることの 2つが考えられたが、本実験で基本軟骨分化培地と無血清

DMEM-LGを混合した混合培地(無血清)を用いた場合には細胞シートが収縮し

たため、分化因子などの濃度が半分になったことよりも血清が添加されたこと

が細胞シートの収縮防止につながったと考えられた。この結果から、血清中の

成分が収縮の原因となる因子を阻害した可能性が考えられた。その因子の一つ

A B C

D E F

CD MM(FBS) MM(SF)



 

40 

 

として、細胞内のアクチンの関与が考えられた。PGAスポンジを用いた研究で、

培養にともない構造体が収縮することが報告されており、この現象にα-平滑筋

アクチン（α-SMA）の構築が関係していると考えられている（92）。さらに、

FGF-2によってα-SMAの構築を抑制し、収縮を抑制できることが報告されて

いることから、血清中に含まれる FGF-2によってアクチンストレスファイバー

の構築を抑制し、収縮防止につながった可能性も考えられた。 
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2-3-3. 細胞が由来するドナーの差違による影響の有無の検討 

基本軟骨分化培地と増殖用培地を 1：1で混合した混合培地を用いることによ

り軟骨様細胞シートの収縮を防ぐことができた。さらに、細胞が由来するドナ

ーの差違による影響の有無を確認するために、ドナーA（19歳、男性）由来の

MSCの他に、ドナーB（67歳、男性）、ドナーC（19歳、男性）およびドナー

D（69歳、男性）由来のMSCを用いて、基本軟骨分化培地および混合培地(FBS)

で軟骨様細胞シート作製を行った。 

ドナーの年齢、性別および各培地で培養した細胞シートの収縮の有無を Table 

2-1に示した。また、各ドナー由来のMSC から作製した軟骨様細胞シートをセ

ルカルチャーインサートから取り出し、軟骨様細胞シートの上からおよび横か

ら撮影した写真を Fig. 2-5に示した。 

 

Table 2-1. Donor information and sheet shrinkage 

Donor Age Sex Shrinkage 

CD MM 

A 19 male + - 

B 67 male + - 

C 19 male + - 

D 69 male + - 

CD: Basic chondrogenic differentiation medium.  MM: Mixed medium 
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Fig. 2-5. Top and side views of cell sheets using different donor’s MSCs. 

MSCs derived donor A (a, e, i, m), donor B (b, f, j, n), donor C (c, g, k, o), donor 

C (d, h, l, p) were cultivated with basic chondrogenic differentiation medium 

(CD) (a-h), and mixed medium (FBS) (MM(FBS)) (i-p). Scale bars show 5 mm 

(a-d, i-l) and 1 mm (e-h, m-p). 

 

その結果、基本軟骨分化培地を用いた培養では、ドナーCおよびドナーD由

来のMSCでは収縮しないで軟骨様細胞シートが生成した場合もあったが（ドナ

ーC；6検体中 3検体、ドナーD；20検体中 3検体）、ほとんどの検体が収縮し

た。またドナーAおよびドナーB由来のMSCでは基本軟骨分化培地で培養した

軟骨様細胞シートがすべて収縮した。一方、混合培地(FBS)で培養した軟骨様細

胞シートはいずれのドナー由来のMSCでも収縮が見られなかった。 

Donor A Donor B Donor C Donor D

a b c d

e f g h

j k li

m n o pM
M

(F
B

S
)

C
D
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 従って、混合培地(FBS)を用いることにより、どのようなドナー由来のMSC

でも収縮せずに軟骨様細胞シートを作製できる可能性が高いと考えられた。 
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2-2-4. 血清濃度の違いによる軟骨様細胞シートへの影響の検討 

 これまでに、混合培地を用いることにより収縮を起こさずに軟骨様細胞シー

トを作製することができ、また、収縮防止には血清が必要だと考えられた。し

かし、最適な血清濃度について調べられていない。そこで、血清濃度の違いが

軟骨様細胞シートに与える影響を調べるため、基本軟骨分化培地（無血清）、混

合培地(FBS)（FBS濃度 5%）の他に 10%FBS含有軟骨分化培地（軟骨分化培

地(FBS)）（FBS濃度 10%）を用いて軟骨様細胞シート作製を行った。 

 セルカルチャーインサートにMSC（ドナーC由来）を 18.6×105 cells播種し、

基本軟骨分化培地、混合培地(FBS)、軟骨分化培地(FBS)の 3種類の軟骨分化培

地を用いて培養を行った。 

 培養終了後に軟骨様細胞シートをセルカルチャーインサートから取り出し、

定規と共に軟骨様細胞シートの上からおよび横から撮影した写真を Fig. 2-6に

示した。 

 血清を含まない基本軟骨分化培地で培養した軟骨様細胞シートは収縮し、一

部が盛り上がった形状になった（Fig. 2-6A, D）。一方、血清を含んだ条件の混

合培地(FBS)と軟骨分化培地(FBS)では収縮せず均一な厚みの軟骨様細胞シート

が作製できた（Fig. 2-6B, C, E, F）。しかし、混合培地(FBS)で培養した軟骨様

細胞シート（直径約 6.5 mm、厚さ約 0.75 mm）に比べ軟骨分化培地(FBS)で培

養した軟骨様細胞シート（直径約 6 mm、厚さ約 0.5 mm）は大きさも少し小

さく、厚さも少し薄かった。 
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Fig. 2-6. Top and side views of cell sheets cultivated with basic 

chondrogenic differentiation medium (FBS 0%) (A, B), mixed medium (FBS) 

(FBS 5%) (B, E), and 10% FBS contained chondrogenic differentiation 

medium (FBS) (FBS 10%) (C, F). Top view (A-C), side view (D-F). Scale bars 

show 5 mm (A-C) and 1 mm (D-F). 

 

 

培養した細胞シートの細胞数および軟骨関連遺伝子（アグリカン、Ⅱ型コラ

ーゲン）を測定するため、細胞シートを酵素処理し、得られた細胞を計数、RNA

抽出を行った。シート中の細胞数および遺伝子発現率を Fig. 2-7に示した。 

A B C

D E F

FBS 0% FBS 5% FBS 10%
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Fig. 2-7. Influence of serum concentration on cell sheet. Cell number and 

gene expression of cultivated cells. Cell number (A), aggrecan expression 

(B), type Ⅱ collagen expression (C). Before differentiation (0wk), cultivated 

with basic chondrogenic differentiation medium (CD), mixed medium (FBS) 

(MM), 10% FBS contened chondrogenic differentiation medium (CD(FBS)). 
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いずれの軟骨分化培地で培養した軟骨様細胞シートでも細胞数にはほとんど

差が見られなかった（Fig. 2-7A）。また軟骨関連遺伝子のmRNA発現は、アグ

リカンでは混合培地(FBS)が最も高く（約 140%）、次いで基本軟骨分化培地（約

90%）、軟骨分化培地(FBS)（約 34%）であった。またⅡ型コラーゲンでは基本

軟骨分化培地が最も高く（約 12000%）、次いで混合培地(FBS)（約 4500%）、軟

骨分化培地(FBS)（約 110%）であった。すなわち、軟骨分化培地(FBS)（FBS

濃度 10%）で培養した軟骨様細胞シートは混合培地(FBS)（FBS濃度 5%）で培

養したものに比べ薄かったが（Fig. 2-6C, F）、アグリカン、Ⅱ型コラーゲンの

発現率も低かった（Fig. 2-7B, C）。 

 軟骨分化培地(FBS)は混合培地(FBS)と比較して、分化誘導因子（TGF-β3、

IGF-Ⅰ、デキサメタゾン）や血清、その他軟骨分化培地に含まれる成分濃度が

高いにも関わらず、培養した軟骨様細胞シートが薄く、また軟骨関連遺伝子の

発現率も低かった。この原因として、FBSがMSCの軟骨分化に阻害的に働く

との報告（93）があり、培地中に含まれる血清が分化に阻害的に働いた可能性

が考えられた。これは FBSに含まれているサイトカインによる影響が考えられ、

その中でも FGF-2はMSCにおいて TGF-βや IGF-Iシグナリングの活性を低

下させることが報告されている（94）。そのため軟骨分化培地中の血清濃度が 5%

より 10%と高濃度の方が軟骨分化に阻害的に働きやすいことを示していると考

えられた。また、基本軟骨分化培地と比較して、混合培地で培養した場合、ア

グリカンの発現率は増加したが、Ⅱ型コラーゲンの発現率は減少した。このこ

とから、血清による軟骨分化への影響は、血清濃度が 10%の高濃度の場合、ア

グリカンとⅡ型コラーゲンの両方に対し阻害的に作用したが、血清濃度が 5%の

場合、アグリカンや sGAGよりも、Ⅱ型コラーゲンに対して阻害的に作用する

ことが考えられた。 
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しかし、無血清である基本軟骨分化培地で培養したものと混合培地(FBS)で培

養したものを比較した場合、混合培地(FBS)で培養した軟骨様細胞シートの方が

軟骨関連遺伝子、特にアグリカンのmRNAの発現が高かった。これについては、

FBS添加の影響よりも、軟骨様細胞シートが収縮しなかったことの影響が大き

いという可能性も考えられた。 

軟骨様細胞シートの収縮の原因については複数の原因が考えられる。これま

で、軟骨細胞を用いた細胞シートでは収縮は報告されていないため、軟骨細胞

とMSCの違いが原因の一つと考えられた。軟骨細胞は組織内部では球状の形を

しており、当研究室でブタ初代軟骨細胞を用いて細胞シート作製した際には

MSCの時の様な収縮は起こらなかった（70）。また、MSCは未分化状態では細

長い線維芽状の細胞だが、軟骨分化に伴い多角形状になることが報告されてい

る（87）。さらに、基本軟骨分化培地で培養した細胞シートが収縮し、増殖用培

地、軟骨分化培地(－)などで培養した細胞シートが収縮しなかったことを考え合

わせると、軟骨様細胞シートの培養中の収縮には、MSCの軟骨細胞分化に伴う

細胞の形態変化が関係しているのではないかと考えられた。つまり、MSCの場

合、初めは線維芽様の細胞が堆積し細胞凝集体を作るが、それぞれの細胞が軟

骨分化に伴い線維芽状から多角形状に変化することにより、細胞シート全体の

形状変化につながった可能性が考えられた。 

さらに、軟骨細胞とMSCでは軟骨分化培養時の形態変化や挙動が異なること

が報告されている（95）。例として、骨髄MSCの場合、細胞間接着は主に接着

帯（カドヘリンを介したアクチンフィラメント）によって結合するが、軟骨細

胞の場合、細胞間接着はデスモソーム（カドヘリンを介した中間径フィラメン

ト）によって結合するという報告がある。この細胞間接着の違いや結合する細

胞骨格の違いによる影響も考えられた。また、ペレット培養において、骨髄MSC
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は軟骨分化初期段階では細胞が密集しており、軟骨分化に伴い生成された ECM

の蓄積によって細胞間の間隔が開いていくが、軟骨細胞の場合は、軟骨分化培

養の初期段階から細胞は密集せずに細胞間の間隔が開いており、分化に伴い

ECMが蓄積しさらに間隔が開いていくことが報告されている（95）。つまり、

軟骨細胞の場合、初めから球状の細胞が堆積し凝集体を形成するため培養中に

形態変化が起きず、さらに培養の初期から ECMが蓄積し細胞がシート内に点在

するため、細胞間の接着も少なく、細胞シートが収縮しないと考えられた。一

方、MSCの場合、播種後、線維芽状の細胞が凝集し凝集体を形成するが、この

際、ECMの蓄積はなく細胞が密集した状態になるため細胞間接着が多くなる。

その後、軟骨分化に伴い ECMの蓄積と上記のような細胞形態変化が起こるが、

細胞間接着が強いため、細胞シート全体の形状変化につながった可能性が考え

られた。 

また、その他の軟骨細胞とMSCの違いとしてはシート培養中の細胞数の変化

がある。軟骨細胞のシートの場合は培養中に細胞数の減少はあまり見られなか

ったが、MSCの場合は培養終了後には播種細胞数の半分以下になっていた。こ

れは、軟骨細胞は分化培養中にアポトーシス関連遺伝子が発現せずアポトーシ

スを起こさないが、MSCは分化培養中にアポトーシスを起こすという報告と矛

盾しない（95）。このようなMSCのアポトーシスの頻度の高さや細胞数の変化

も軟骨様細胞シートの収縮に関係している可能性も考えられた。当研究室の過

去の報告で、同じ規格のセルカルチャーインサートにMSCを播種した場合、播

種細胞数が少ないと細胞シートが収縮したことから（72）、シート内部の細胞数

が収縮に影響している可能性が考えられた。 

 また、他の収縮の原因としては、細胞骨格であるアクチンや軟骨様細胞シー

ト中の ECMが関連していると考えられた。一般的な細胞凝集体の形成には細胞
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骨格によって細胞を収縮する方向へ引っ張る力と収縮して表面張力を最小限に

しようとする力が働くことが知られている。これは、ペレット培養において遠

心管に播種した細胞が球状に凝集することなどから裏付けられる。収縮に反す

る力としてはインテグリンの働きが重要であると考えられた。つまり、インテ

グリンによる細胞－多孔性膜（基質）間の接着が促進されることにより収縮に

対する抵抗力になると考えられる。血清には細胞の接着を促進する物質が含ま

れていると考えられるため、血清を添加した培地を用いることにより、細胞－

多孔性膜間の接着が促進され、より強固に接着したため、軟骨様細胞シートの

収縮を防ぐことができたと考えられた。 

さらに、ECMの蓄積も軟骨様細胞シートの収縮に関係していると考えられた。

線維芽細胞をコラーゲンゲルに包埋することでゲルが収縮することが報告され

ている。また、一般的に軟骨組織内ではコラーゲンが収縮する方向に働き、GAG

生体軟骨組織において荷重に耐える、つまり膨張する方向に働き収縮を防ぐ方

向に働いていることが知られている（96）。アグリカンはコアタンパクに多数の

GAG鎖がつながった構造をしているため、アグリカンも収縮を防ぐ方向に働い

ていると考えられる。一般に軟骨の発生においてⅡ型コラーゲンは軟骨分化の

初期段階で発生し、アグリカンは成熟軟骨細胞で発現することが知られている。

MSCを用いて軟骨様細胞シートを作製した場合、培養初期にⅡ型コラーゲンの

蓄積が起こり、その後アグリカンや GAGが蓄積してくると考えられる。この際

にシートの形状維持には収縮と膨張の両方のバランスが重要であると考えられ

るが、コラーゲンの蓄積が多くなったり、GAGの蓄積が少なくなったりするこ

とで収縮と膨張のバランスが崩れ、その結果、軟骨様細胞シートが収縮する可

能性があると考えられた。軟骨分化培地に血清を添加することにより軟骨様細

胞シートの収縮を防ぐことができた。また、軟骨分化培地に血清を添加するこ



 

51 

 

とによりアグリカンのmRNA 発現は基本軟骨分化培地に比べ高く、一方、Ⅱ型

コラーゲンの発現率は混合培地で低下した。このことから、血清を添加するこ

とによりⅡ型コラーゲンの発現、蓄積を抑制され、相対的に sGAGの量が増加

し、軟骨様細胞シートの収縮を防いだ可能性も考えることができる。 
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2-4. 結言 

 本章では、間葉系幹細胞からスキャフォールドフリー軟骨様細胞シートを収

縮なく作製する培養方法の開発のため、培地組成の検討を行った。その結果、

従来の基本軟骨分化培地と増殖培地を 1：1で混合した混合培地を使用すること

で、収縮を起こさずに軟骨様細胞シートを作製することに成功した（Fig. 2-1、

Fig. 2-2、Fig. 2-5）。この方法の場合、収縮したケースと比べ、軟骨関連の遺伝

子発現が高く、MSC が軟骨細胞へ良好に分化していることが示唆された（Fig. 

2-3）。収縮を起こさずに軟骨様細胞シートを作製するためには、少なくとも 5%

程度の血清を添加する必要があると考えられた（Fig. 2-4）。一方で、培地中の

血清濃度が 10%と高い場合、MSCの軟骨分化が少し阻害されることが示唆され

た（Fig. 2-7）。 

 以上、軟骨分化培地と増殖培地を 1：1で混合した混合培地を用いることによ

り、MSCから軟骨様細胞シートを、収縮を起こさず、安定して作製でき、さら

に、効率よく分化させることができることを明らかにした。 

 

  



 

 

 

 

 

 

第 3章 

 

Xeno-free法による軟骨様

細胞シート作製法の検討 
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3-1. 緒言 

 第 2章で、MSCからスキャフォールドフリー軟骨様細胞シートを収縮するこ

となく作製するには、従来の軟骨分化培地と増殖培地を 1：1で混合した、ウシ

胎児血清（FBS）含有混合培地を用いることが必要であることを明らかにした。

また、軟骨様細胞シートの作製には、他にMSCの増殖培地や凍結保存時の凍結

保護剤として FBSを含む培地を使用し、また細胞回収時に細胞剥離剤としてブ

タ由来トリプシンを使用している。次に、この軟骨様細胞シートを軟骨欠損の

治療へ臨床応用を考えた場合、このような異種動物由来成分の使用が課題とな

る。すなわち、第 1 章で述べたように、異種動物由来成分は異種タンパク質や

ウイルスなどの病原体の混入の可能性があり安全性に問題があるため、移植用

組織の培養工程ではこれらを使用しないことが望ましい。従って、軟骨様細胞

シート作製工程においても、これらの異種動物由来成分を使用しない Xeno-free

法によるMSCの分離・増殖、および軟骨様細胞シートの作製を検討する必要性

がある。 

上述したように、軟骨様細胞シートの収縮防止のために、増殖培地に含まれ

る、異種動物由来成分である FBSを加える必要があった。初めに、軟骨様細胞

シート作製工程から FBSを取り除くために、代替品を検討した。ここで、臨床

応用において自己血清の使用が最も安全と考えられた。そこで、自己血清使用

の前段階として、本章ではMSCと同種のヒト血清（HS）を FBSの代わりに使

用して、軟骨様細胞シートの作製が可能か検討することにした。 

一方、完全な Xeno-free化を実現するためには、軟骨様細胞シート作製の前段

階である、MSCの分離・増殖の工程からも FBS、ブタ由来トリプシンなどの異

種動物由来成分を取り除く必要がある。これまで当研究室では FBS含有培地の

代わりに無血清培地MesenCultⓇ-XF培地（Stem Cell Technologies）、ブタ由
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来トリプシンの代わりに組換えプロテアーゼ TrypLETM Select（Invitrogen）、

凍結保存時のFBS含有培地の代わりに無血清凍結保護剤TCプロテクターⓇ（DS 

Pharma Biomedical）を用いた Xeno-free法でのMSCの分離および増殖培養を

報告している（77）。そこで、本章ではこのような Xeno-free法で分離・増殖さ

せたMSCを用いて軟骨様細胞シートを作製可能かどうか検討することにした。  
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3-2. 材料と方法 

3-2-1. 間葉系幹細胞の分離 

 従来法による間葉系幹細胞の分離は、ドナーC（19 歳・男性）及びドナーD

（69歳・男性）から採取した骨髄液から 2-2-1.に示した方法で行った。 

異種動物成分不含材料を用いて培養を行う Xeno-Free法による培養には、無

血清増殖用培地（MesenCult®-XF培地）、組み換えプロテアーゼ（TrypLETM 

Select）、無血清細胞凍結保護剤（TC プロテクター®）を使用した。 

使用する 100φディッシュに、PBS(－)で 20倍に希釈したMesenCult®-XF 

Attachment Substrate（Stemcell technologies, 05424）を 2.5 ml 加え、4℃、

オーバーナイトでディッシュをコーティングした。ドナー（ドナーE：17歳・

男性）から注射針を用いて採取した骨髄液（約 10 ml）を、チュルク液（Nacalai 

tesque, 372-12）を用いて骨髄液中の単核細胞数を計測し、単核細胞密度が 7.0

×104 cells/cm2となるように、コーティングした 100φディッシュに骨髄液を播

種し、以下に示した無血清増殖培地MesenCult®-XF培地を用いて培養を行った。

播種してから 8日後に半量培地交換を行い、プレコンフルエントに到達した 13

日後にディッシュの培地を除去し、37℃に加温した TrypLETM Select

（Invitrogen, 12563-011）を用いて細胞を剥離し、細胞懸濁液を回収した。回

収した細胞懸濁液は遠心分離（1000 rpm, 5分間, 4℃）し上清を除去した後、

TCプロテクター®（DS pharma biomedical, TCP-001）を用いてアンプル化し、

液体窒素中で凍結保存した。 
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3-2-2. 培地作製 

3-2-2-1. 増殖培地 

 10%FBS含有 DMEM-LGは 2-2-2-1.と同様に作製した。FBSの代替品として

ヒト血清（Human serum: HS）を用いた 10%HS含有 DMEM-LGは、10.0 g/l 

DMEM-LG（Invitrogen, 31600-034）、3.7 g/l NaHCO3（Wako, 191-01305）、

10 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシ（Sigma, P7539）となるように超純水

（Sigma, W3500）でメスアップした培地を濾過フィルター（Nalgene, 595-4520）

で減圧濾過除菌した。その後、ヒト血清（Human serum, “Off the Clot” Type AB）

（PAA laboratories, C11-021）を 100 ml/lの濃度で加えた。 

無血清培地MesenCultⓇ-XF培地は 400 ml のMesenCultⓇ-XF Basal Medium 

（Stemcell technologies, 05421）に MesenCultⓇ-XF Supplement（Stemcell 

technologies, 05422）を 100 ml、L-Glutamine（Stemcell technologies, 07100）

を 2 mMとなるように添加した。 

 

3-2-2-2. 軟骨分化培地 

 基本軟骨分化培地は 2-2-2-2.と同様の方法で作製した。混合培地（FBS）は基

本軟骨分化と 10%FBS含有DMEM-LGを 1：1で混合し作製した。混合培地（HS）

は基本軟骨分化と 10%HS含有 DMEM-LG を 1：1で混合し作製した。 

 

 

3-2-3. 培養方法 

3-2-3-1. 増殖培養方法 

 従来法による増殖培養は 10%FBS含有 DMEM-LGを用いて、2-2-3-1.と同様

の方法で行った。 
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Xeno-Free法による増殖培養は、使用する 100φディッシュに、PBS(－)で 28

倍に希釈したMesenCult®-XF Attachment Substrateを 2.5 ml加え、4℃、オ

ーバーナイトでコーティングした。MesenCult®-XF培地 10 ml を用いて、アン

プル内の保存細胞を播種細胞密度が 0.15×104 cells/cm2となるように、コーテ

ィングした 100φディッシュに播種し、37℃、5%CO2雰囲気下でプレコンフル

エントになるまで静置培養を行った。プレコンフルエント到達後、TrypLETM 

Selectを用いて細胞を剥がし、播種細胞密度が 0.15×104 cells/cm2となるよう

に 100φディッシュに再播種し、継代培養した。 

 

3-2-3-2. 軟骨分化培養およびシート培養 

 2-2-3-2.と同様の方法で行った。 

 

 

3-2-4. 分析方法 

3-2-4-1. サイズおよび湿重量測定 

 2-2-4-1.と同様の方法で行った。 

 

3-2-4-2. 細胞数計数 

 2-2-4-2.と同様の方法で行った。 

 

3-2-4-3. 遺伝子発現解析 

 2-2-4-3.と同様の方法で、アグリカンおよびⅡ型コラーゲンの遺伝子発現率の

測定を行った。 
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3-2-4-4. 硫酸化グルコサミノグリカン（sGAG）定量 

軟骨細胞シートを 24穴プレートのウェル内にて PBS(－)で 5分ずつ 3回洗浄

した。sGAG 抽出液（4 M グアニジン塩酸塩（Wako）、10 mM Na2EDTA

（Dojindo）、100 mM ε-アミノカプロン酸（Wako）、5 mM ベンズアミジン塩

酸（Wako）、pH 5.8）を 1 mlを加え、4℃、168 strokes/minで 48時間振とう

抽出した。その後、4℃、3000 gで 5分間遠心分離し、上清を回収した。上清

に 3 倍量の 1.3%(w/v) 酢酸カリウム（Wako, 160-03175）／無水エタノール

（Wako, 321-00025）を加え、沈殿を回収した。回収した全沈殿物を純水 2 ml

に溶解し、sGAG溶液とした。96穴プレート（Greiner bio-one, 655101）の各

ウェルに sGAG溶液を 30 μlずつ添加し、150 μl の DMMB溶液（2 ml/L ギ酸

（Kanto）、2 mg/L ギ酸ナトリウム（Kishida, 000-71542）、16 mg/L DMMB

（Sigma, 341088）、5 ml/L 無水エタノール（Wako, 321-00025））を加えた。

DMMB溶液を添加後、分光光度計（Bio-rad, Model 550 Microplate Reader）

を用いて 540 nmの吸光度を測定した。スタンダードとして 10~50 μg/ml のコ

ンドロイチン硫酸 Cナトリウム（Sigma, C4384）を用いた。 

 

3-2-4-5. Ⅱ型コラーゲン定量 

 軟骨細胞シートを 24穴プレートのウェル内にて PBS(－) で 3回洗浄した。3 

M グアニジン塩酸塩（Wako 070-01825）／0.05 M Tris（Wako, 204-07885）

-HCl buffer、pH 7.5 を 0.5 ml 入れ 4℃、160 strokes/minで１晩往復振とうし

た。10000 rpmで 3分間遠心分離し、沈殿物を冷却した純水で 2回洗浄した。

0.5 M NaCl（Junsei, 19015-0301）を含む 0.05 M 酢酸（Wako, 017-00251）

0.8 ml 中に再度沈殿物を浮遊させた。10 mg/ml ペプシン（Wako, 168-18723）

／0.05 M 酢酸 0.1 mlを加え、4℃、160 strokes/minで 48時間往復振とうした。
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10×TBS（1.0 M Tris-2.0 M NaCl-50 mM CaCl2、pH7.8~8.0） 0.1 ml 加え、1 

N NaOH（Junsei, 39155-1201）を用いて pH8.0に調整した。1 mg/ml 膵エラ

スターゼ（Wako, 058-05361）／1×TBS（pH7.8~8.0）を 0.1 ml加え 4℃、160 

strokes/minで 1晩往復振とうした。単量化したサンプルを 10000 rpm で 5分

間遠心分離した後、上清を回収し、－20℃で保存した。 

Ⅱ型コラーゲンの ELISA 法による定量には、Native TypeⅡ  collagen 

Detection Kit（Chondrex, 6009）を用いた。キャプチャー抗体 0.1 ml を溶液 A

（キャプチャー抗体希釈バッファー）10 mlで希釈した。96穴 ELISAプレート

に 1ウェル当たり 0.1 ml 加え、4℃で 1晩置いた。1×ウォッシュバッファーで

3回洗浄した。サンプルを 1：100~1：10000 の範囲で、溶液 B（サンプル／ス

タンダード希釈バッファー）で希釈した。また、Ⅱ型コラーゲンスタンダード

を 0.003~0.2 μg/ml の濃度範囲で溶液 B に溶解させ、7 つのスタンダードそれ

ぞれと希釈したサンプルを 1ウェル当たり 0.1 ml 加え室温で 2時間置いた。そ

の後、プレートを 1×ウォッシュバッファーで 3 回洗浄した。検出抗体 0.05 ml

を溶液 C（検出抗体希釈バッファー）10 mlに溶解させ、この溶液を 1ウェル当

たり 0.1 ml 加え、室温で 2時間置いた。プレートを 1×ウォッシュバッファーで

3回洗浄した。ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン 50 μlを溶液 D（ペル

オキシダーゼ標識ストレプトアビジン希釈バッファー）10 ml で希釈し、これを

1ウェル当たり 0.1 ml加え室温で 1時間置いた。プレートを 1×ウォッシュバッ

ファーで 6 回洗浄した。1 バイアルのペルオキシダーゼ標識二次抗体用基質

（OPD）を OPD希釈液 10 ml に溶解させ 1ウェル当たり 0.1 ml加え室温で 30

分置いた。2.5 N 硫酸（停止液） 50 μlを加えて、反応を止め、分光光度計（Bio-rad, 

Model 550 Microplate Reader）  で 490 nmでの吸光度を測定し、Ⅱ型コラー

ゲン量を定量した。 
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3-2-4-6. 組織学分析 

 作製した軟骨様細胞シートを PBS(－) 2 mlにより 3回洗浄し、15% ホルマ

リン溶液を約 8 ml加えて組織を固定した後、構造体の中心部の切片（厚さ 4 μm）

を作製した。 

パラフィンによって包埋されている切片の載ったプレパラートをガラスシャ

ーレに入れ、プレパラート全体が浸る程度のキシレン（Wako, 244-00086）を加

えて 10分間静置した。この操作はガラスシャーレとキシレンを新しいものに換

え、3回繰り返した。次に新しいガラスシャーレにプレパラートを移し、プレパ

ラート全体が浸る程度の無水エタノール（Wako, 321-00025）を加えて 10分間

静置した。この操作はガラスシャーレと無水エタノールを新しいものに換え、2

回繰り返した。さらに新しいガラスシャーレにプレパラートを移し、プレパラ

ート全体が浸る程度の 99.5% エタノール（Junsei, 17065-0382）を加えて 10

分間静置した。この操作はガラスシャーレと 99.5%エタノールを換え、2回繰り

返した。最後に流水で 3分間洗浄した。この試料を顕微鏡で観察した。 

軟骨様細胞シート切片のアグリカン染色はアルシアンブルー染色法によって

行った。ガラスシャーレに 15 ml の 3% 酢酸水溶液（Wako, 014-0261）を入れ、

脱パラフィン操作をしたスライドを 3 分間浸して洗浄した。3% 酢酸水溶液を

除去し、200 μlのアルシアンブルー染色液（Wako, 015-13805）をスライド上

の切片に滴下して室温で 30 分間静置した。新しいガラスシャーレに 15 ml の

3% 酢酸水溶液を入れ、スライドを 3 分間浸して洗浄した。この操作をガラス

シャーレと 3% 酢酸水溶液を新しいものに換えて 3 回行った。最後に、流水で

3分間洗浄し、染色した切片を位相差顕微鏡（Olympus, CKX41-31PHP）によ

り観察し、デジタル画像を取得した。 

軟骨様細胞シート切片のアグリカン染色に、トルイジンブルー染色法も行っ
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た。脱パラフィン操作をしたスライドに 200 μlトルイジンブルー染色液（Wako, 

206-14555）をスライド上の切片に滴下して室温で 30 分間静置した。新しいガ

ラスシャーレに 15 ml の 99.5% エタノール（Junsei, 17065-0382）を入れ、ス

ライドを数秒間浸して洗浄した。この操作をガラスシャーレと 99.5% エタノー

ルを新しいものに換えて 2回行った。染色した切片を位相差顕微鏡（Olympus, 

CKX41-31PHP）により観察し、デジタル画像を取得した。 
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3-3. 結果と考察 

3-3-1. ヒト血清を用いた軟骨様細胞シート作製の検討 

軟骨様細胞シートを臨床応用するため、安全上の問題から動物由来成分を代

替する必要がある。これまでにウシ胎児血清（FBS）を含む分化培地を用いる

ことにより細胞シートの収縮を防げることが分かった。そこで臨床応用を可能

にするために FBSの代わりにヒト血清（HS）の利用を検討した。FBSの代わ

りにHSを添加した混合培地を使用してシート培養を行った。すなわち、セル

カルチャーインサートにドナーC由来またはドナーD由来で、FBS含有増殖用

培地で増殖させたMSCを 18.6×105 cells播種し、従来の基本軟骨分化培地や

混合培地(FBS)（基本軟骨分化培地＋10%FBS含有 DMEM-LG）に加え、HS

含有混合培地（基本軟骨分化培地＋10%HS 含有 DMEM-LG）（混合培地(HS)）

の 3種類の軟骨分化培地を用いてシート培養を行った。 

 

培養終了時の軟骨様細胞シートを培養器の上から撮影した写真を Fig. 3-1に

示した。また、各培地で培養した軟骨様細胞シートをセルカルチャーインサー

トから取り出し、定規と共に軟骨様細胞シートの上からおよび横から撮影した

写真を Fig. 3-2に示した。 

 その結果、混合培地(HS)で培養した軟骨様細胞シートは混合培地(FBS)で培養

した軟骨様細胞シートと同様に収縮を起こさず培養可能であった（Fig. 3-1）、

また混合培地（HS）で培養した軟骨様細胞シートは混合培地（FBS）で培養し

た軟骨様細胞シートと、外見上、ほぼ同等の大きさ、厚さを有していた（Fig. 3-2）。 
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Fig. 3-1. Influence of human serum on the cell sheet. Top view of cell sheet 

cultures on Cell culture insertTM. White dotted circle shows outline of the 

bottom of Cell culture insertTM. Its diameter is 6.4 mm. 

MSCs derived donor C (a-c), and donor D (d-f). Cells were cultivated with 

basic chondrogenic differentiation medium (CD) (a, d), mixed medium (FBS) 

(MM(FBS)) (b, e), and mixed medium (HS) (MM(HS)) (c, f). 
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Fig. 3-2 Top and side views of cell sheets cultivated with basic chondrogenic 

differentiation medium (CD) (a, d, g, j), mixed medium (FBS) (MM(FBS)) (b, 

e, h, k), and mixed medium (HS) (MM(HS)) (c, f, i, l). Top view (a-c, g-i), side 

view (d-f, j-l). MSCs derived donor C (a-f), and donor D (g-l). Scale bars show 

5 mm (a-c, g-i) and 1 mm (d-f, j-l). 

 

また、血清の由来の種差がMSCの軟骨分化に影響するか調べるため、軟骨関

連遺伝子の測定を行った。ドナーC由来のMSCを各培地で 3週間培養した後の

軟骨様細胞シートの細胞数および軟骨関連遺伝子（アグリカン、Ⅱ型コラーゲ

ン）のmRNAの発現率を Fig. 3-3に示した。 
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Fig. 3-3. Cell number and gene expression of cultivated cells. 

Cell number (A), aggrecan expression (B), type Ⅱ collagen expression (C). 

Before differentiation (0wk), cultivated with basic chondrogenic 

differentiation medium (CD), mixed medium (FBS) (MM(FBS)), mixed 

medium (HS) (MM(HS)) . 
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その結果、軟骨様細胞シートの細胞数はいずれの条件でも差は見られなかった。

軟骨関連遺伝子のmRNAの発現率は、基本軟骨分化培地で培養したものが、ア

グリカン約 92%、Ⅱ型コラーゲンが約 12000%であった。混合培地(FBS)で培養

したものはアグリカン約 140%、Ⅱ型コラーゲン約 4500%であり、混合培地(HS)

で培養したものでアグリカン約 60%、Ⅱ型コラーゲン約 1200%であった。この

結果から、混合培地(HS)で培養したものは混合培地(FBS)で培養したものよりも

軟骨関連遺伝子の発現が抑制されることが明らかになった。 

 

 また、軟骨様細胞シート中の ECMの蓄積に関して、硫酸化グルコサミノグリ

カン（sGAG）を DMMB 法で、Ⅱ型コラーゲンを ELISA 法で定量し、それぞ

れ湿重量で標準化して示した（Fig. 3-4）。 
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Fig. 3-4 Quantitative biochemical analyses of sGAG and typeⅡ collagen. 

sGAG per wet weight (A), and typeⅡ collagen per wet weight (B). Cells were 

cultivated with basic chondrogenic differentiation medium (CD), mixed 

medium (FBS) (MM(FBS)), and mixed medium (HS) (MM(HS)) . 

 

その結果、ECM の蓄積量は培地条件間でほとんど差は見られなかった（5.1

～7.1 µg/mg）（Fig. 3-4A）。一方、Ⅱ型コラーゲンの蓄積量は基本軟骨分化培地

（CD）で最も高く、混合培地よりも顕著に高かった。一方、混合培地間では FBS

とHSの間にほとんど差が見られなかった（Fig. 3-4B）。 
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また、細胞の状態と sGAG の蓄積を組織学的に分析するため、各培地で 3 週

間培養した軟骨様細胞シートの中心部を通る、厚さ 4 µmの切片を作製し、アル

シアンブルーおよびトルイジンブルーによって染色を行った（Fig. 3-5、Fig. 

3-6）。 

その結果、いずれの培地で培養した場合にも、アルシアンブルー、トルイジ

ンブルーによって組織が均一に染まった。培地の違いによる染色の差はほとん

ど見られなかった。これは、sGAG の蓄積量が培地条件によらずほぼ同程度で

あることと一致する。また、トルイジンブルー染色では、組織内部の構造およ

び細胞形態が観察できた（Fig. 3-6d-i）。ここでは、軟骨様細胞シートの内部は

細胞の間隔が広く、網目状に発達した sGAG の蓄積が見られた。この間隔の広

さは基本軟骨分化培地で培養したものが最も広く、混合培地では FBSと HSの

差は見られなかった。また、広い未染色の空間内に多角形状の細胞が観察され

た。一方、細胞シートの表面では、表面に沿って伸展した細長い細胞が観察さ

れた。これらの特徴的な構造は、典型的な軟骨様組織の構造と類似していると

考えられた。 
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Fig. 3-5  Histological analyses of cell sheets. Cells were cultivated with basic 

chondrogenic differentiation medium (A, D), mixed medium (FBS) (B, E), 

and mixed medium (HS) (C, F) and stained with alcian blue (A-C) and 

toluidine blue (D-E). The scale bars show 500 µm. 
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Fig. 3-6  Histological analyses of cell sheets. Cells were cultivated with basic 

chondrogenic differentiation medium (a, d, g), mixed medium (FBS) (b, e, h), 

and mixed medium (HS) (c, f, i) and stained with alcian blue (a-c) and 

toluidine blue (d-i). The scale bars show 200 µm (a-f), and 100 µm (g-i). 

 

このことから、FBSの代わりにヒト血清を用いた場合でも、収縮を起こさずに

軟骨様細胞シートを作製できることが明らかとなった。ヒト血清を使用した場

合、FBSを使用した場合より軟骨関連遺伝子発現が低下したが、ECMの蓄積に

はほとんど影響がなかった。また、軟骨様細胞シートは軟骨組織に類似した特

徴的な内部構造を示し、アルシアンブルー、トルイジンブルー染色ともに陽性

だった。これらのことから、FBSの代わりにヒト血清を用いた混合培地の使用

により、軟骨様細胞シートを作製可能であることが示された。 
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 上記の結果から、ウシ胎児血清（FBS）またはヒト血清（HS）はシート内部

の細胞の生存率に関しては FBSと HSの間に差はないが、軟骨分化に関しては

FBSの方が優れていると考えられた。その理由の一つとして、FBSは胎児由来

である一方、HSは成人由来であることが考えられた。なぜなら、一般に血液に

含まれる成長因子の量は胎児の時に多く、成長に伴い減少すると考えられてい

るからである。MSC の増殖培養においても、HSを用いた場合、FBSを添加し

た場合に比べ増殖が遅いことが報告されている（76, 97）。従って、FBSを添加

した混合培地の方が HSを添加した混合培地よりも軟骨様細胞シートの軟骨分

化率が高くなった理由の一つは、FBSが HSよりも多くの成長因子を含んでい

るためだと推測された。 
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3-3-2. Xeno-Free（異種動物成分不含）法で増殖させた MSC を用いた軟骨様

細胞シート作製の検討 

3-3-1.で、軟骨様細胞シート作製時に使用する血清を FBSから HSに代替可

能であることを示した。しかし、Xeno-Free 培養のためにはさらにMSCの増殖

の過程から FBS、ブタ由来トリプシンなどの異種動物由来成分を除外して培養

を行わなければならない。そこで、異種動物由来成分不含材料によって増殖さ

せたMSCを用いて、これまでの方法と同等な軟骨様細胞シートを作製可能か検

討するために、FBS含有培地の代わりに無血清増殖用培地（MesenCult®-XF 

Medium）、ブタ由来トリプシンの代わりに組み換えプロテアーゼ（TrypLETM 

Select）、FBSの代わりに血清不含凍結保護剤（TC プロテクター®）を用いて、

骨髄液から分離および増殖をさせたMSC（ドナーE由来）をセルカルチャーイ

ンサートに 18.6×105 cells播種し種々の軟骨分化培地でシート培養を行った。

シート培養時に基本軟骨分化培地（CD）、混合培地(FBS)（MM(FBS)）、混合培

地(HS)（MM(HS)）をそれぞれ用いた。2日毎に培地交換を行い、21日間培養

を行った。 

 培養終了後、作製した軟骨様細胞シートをセルカルチャーインサートから取

り出し、軟骨様細胞シートの上および横から撮影した写真を Fig. 3-7に示した。

また、作製した軟骨様細胞シートの細胞数および軟骨関連遺伝子（アグリカン、

Ⅱ型コラーゲン）のmRNAの発現率を Fig. 3-8に示した。 
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Fig. 3-7. Top and side views of cell sheets cultivated with basic 

chondrogenic differentiation medium (CD) (a, d), mixed medium (FBS) 

(MM(FBS) (b, e), and mixed medium (HS) (MM(HS) (c, f) .Scale bars show 5 

mm (a-c) and 1 mm (e-f). 

 

 

 

a b

d e f

c

CD MM(FBS) MM(HS)
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Fig. 3-8. Cell number and gene expression of cultivated cells. 

Cell number (A), aggrecan expression (B), type Ⅱ collagen expression (C). 

Before differentiation (0wk), cultivated with basic chondrogenic 

differentiation medium (CD), mixed medium (FBS) (MM(FBS)) and mixed 

medium (HS) (MM(HS)). 

 

0

20000

40000

60000

80000

C
e

ll
 n

u
m

b
e
r

(×
1

0
5

c
e
ll

s
)

A
g

g
re

ca
n

E
x

p
re

ss
io

n
 (
%

)
T

y
p

e
Ⅱ

c
o
ll

a
g
e
n

E
x

p
re

s
si

o
n

 (
%

)

A

B

C

0

5

10

15

20

0

100

200

300

400

500

0 wk CD MM
(FBS)

MM
(HS)



 

76 

 

その結果、いずれの培地を用いた場合でも細胞シートの収縮は起こらず、厚

さ約 1 mmと十分な厚みのある軟骨様細胞シートを作製できた。（Fig. 3-7）。 

 また、定量的 RT-PCRの結果は、アグリカン、Ⅱ型コラーゲン共に混合培地

（FBS）（MM(FBS)）で最も高かった（アグリカン約 275%、Ⅱ型コラーゲン約

55000%）。また、ヒト血清を使用した混合培地（HS）（MM(HS)）でも高い発

現率が得られた（アグリカン約 150%、Ⅱ型コラーゲン約 27000%）（Fig. 3-8）。 

 従って、MesenCult®-XF培地を用いて増殖させたMSCを用いても、FBS培

地の場合と同様に収縮せずに厚みのある軟骨様細胞シートが作製でき、かつ細

胞シート内の細胞の軟骨関連遺伝子のmRNA 発現も非常に高いことが明らか

となった。さらに、ここでは細胞シート作製時にヒト血清を含む培地を使用す

ることにより、培養の全工程を Xeno-free法で行えることが明らかとなった。 

 

今回の研究では増殖用培地として無血清MSC増殖用培地（MesenCult®-XF

培地）および細胞解離剤として組み換えプロテアーゼ（TrypLETM Select）を使

用し、異種動物由来成分を含まない工程で培養を行う Xeno-Free 法での増殖し

たMSCの使用を検討した。その結果、Xeno-Free法で増殖させたMSCは従来

法で増殖させたMSC と比較して増殖速度が速く、より小さな線維芽様の細胞形

態を示した。さらに、軟骨様細胞シート中の細胞の軟骨関連遺伝子の発現が非

常に高かった。この原因としては、MesenCult®-XF培地に含まれる増殖因子の

影響である可能性が考えられた。当研究室の過去の報告でも、Xeno-Free法で

増殖させたMSCは従来法で増殖させたMSCと比較し、高い増殖能、短い平均

世代時間、小さい繊維芽様の細胞形態、また高い CD90・CD166陽性細胞の割

合と低いアグリカン遺伝子発現率を示した（77, 97）。すなわち、Xeno-Free法

で増殖させたMSCは未分化状態を保ったまま増殖し、そのことが高い軟骨関連
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遺伝子の発現につながったと考えられている。また、大きく広がった細胞に比

べて小さい繊維芽様細胞の方が増殖能や分化能が高いという過去の報告とも一

致した（98, 99）。 

このように、Xeno-Free法によるMSC増殖と HSを用いた軟骨分化培養を組

み合わせることにより、高い軟骨分化率および厚み、固さのある軟骨様細胞シ

ートを安全に作製する方法を提案できた。 

一方、本章では市販のヒト血清を使用したが、将来的な臨床応用のためには

安全性を確保するために患者自身の自己血清の使用を検討する必要がある。そ

こで、その実現性を必要な血清量から検証してみる。本章の作製条件による軟

骨様細胞シート 1個の作製に必要な血清量を計算すると、培養期間 3週間、培

地交換頻度 2日、培地量 1.3 ml、軟骨分化培地中の血清濃度 5%であるので、軟

骨分化培地が 13 ml 必要であり、血清としては 0.65 ml 必要であると計算でき

る。ここで、患者から採取した血液量の 30%を血清に使用できるとした場合、

200 mlの血液採取で 60 ml の血清が回収でき、この場合、約 90個の軟骨様細

胞シート作製に必要な血清が回収できる。このことから、自己血清でも軟骨様

細胞シートを作製し、治療に用いることが量的には可能であるといえる。 
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3-4. 結言 

 本章では、軟骨様細胞シートの臨床応用に向け、免疫反応や感染症の危険性

が少なく安全な細胞シートの作製のため、異種動物由来成分を使用しない培養

工程、すなわち Xeno-free法による培養を検討した。 

 まず、分化培養工程の Xeno-free化のため、分化培地に使用する血清をウシ胎

児血清（FBS）からヒト血清（HS）への置き換えを検討した。その結果、HS

を使用した場合でも、収縮することなく軟骨様細胞シートを作製することが可

能であった（Fig. 3-1、Fig. 3-2）。また、FBSを使用した場合と ECMの蓄積量

に変化が見られず、品質においても同等であったと考えられた（Fig. 3-4）。 

 次に、培養の全工程を Xeno-free 法で行うため、MesenCult-XF 培地を用い

て分離及び増殖を行った MSC を使用し、FBS または HS を使用した混合培地

で軟骨様細胞シートの作製を行った。その結果、いずれの培地条件でも収縮せ

ずに厚みのある軟骨様細胞シートが作製でき、細胞の軟骨関連遺伝子の mRNA 

発現も非常に高かった。また、細胞シート作製時にヒト血清を含む培地を使用

した条件においても、アグリカンが約 150%、Ⅱ型コラーゲンが約 27000%と十

分な発現が見られた。 

以上の結果より、無血清培地 MesenCult-XF 培地を用いて増殖を行い、分化

培養時にヒト血清を使用し軟骨様細胞シートを作製することにより、異種動物

由来成分を使用せずに培養の全工程を Xeno-free 法で行えることを明らかにし

た。 

 

  



 

 

 

 

 

 

第 4章 

 

軟骨様細胞シートのⅡ型

コラーゲン蓄積量増大法

の検討 
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4-1. 緒言 

 第 2 章で述べたように血清を含む混合培地を使用することにより、収縮を起

こさずに軟骨様細胞シートの作製することに成功した。しかし、軟骨様細胞シ

ート中に含まれる ECMのうち、sGAGは約 6 µg/mgと正常軟骨（約 80 µg/mg）

の約 8%程度まで蓄積していたのに対し、II 型コラーゲンの蓄積量は約 0.01 

µg/mg と正常軟骨（約 120 µg/mg）の約 0.01%であった。第 1章で述べたよう

に ECMは軟骨組織の力学的特性に重要な役割を担っており、移植後に患部に生

着し、破壊されないためには軟骨様細胞シート中の ECM含量、特にⅡ型コラー

ゲン量を増加させる必要があると考えられた。 

 これまで当研究室において、軟骨細胞の三次元培養において、グルコサミノ

グリカン（GAG）構成糖である、コンドロイチン硫酸、Nアセチル-D-ガラクト

サミン、D-グルクロン酸、D-ガラクトース、Nアセチル D-グルコサミンを添加

したところ、軟骨様組織内部のⅡ型コラーゲン蓄積量が増加したことを報告し

た（100）。しかし、この効果は MSC のスキャフォールドフリー細胞シート培

養では見られなかったため、MSCにおいてⅡ型コラーゲンの合成を促進する効

果を持つ、新たな添加物を検討する必要が考えられた。  

そのような添加物の候補として、コラーゲンの合成に必須な因子である、ア

スコルビン酸が挙げられる。アスコルビン酸はコラーゲン鎖中のリジンやプロ

リンの水酸化に関与する酵素、プロコラーゲン-プロリンジオキシゲナーゼおよ

びプロコラーゲン-リシン-5-ジオキシゲナーゼの補因子であり、正常な三重らせ

ん構造を形成するのに重要である。また、線維芽細胞においてアスコルビン酸

にⅠ型コラーゲンの増加効果が報告されており、コラーゲンの合成にも関与し

ていることが示唆されている（84）。このようなことから、アスコルビン酸はⅡ

型コラーゲンにおいても同様の増加効果があるのではないかと推測された。ま
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た、アスコルビン酸は軟骨分化においても分化を促進する効果があることが報

告されている。例えば、軟骨前駆細胞株（ATDC5）においてアスコルビン酸が

軟骨分化を促進することが報告されている（85）。この原因の一つに細胞の内の

シグナルである細胞外シグナル調節キナーゼ（ERK）の関与が考えられている。

ERKはマイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（MAPK）の一つであり、細胞

の増殖や分化に関与していると考えられる。軟骨分化を誘導するTGF-βはERK

や p38 MAPKなどのMAPKを活性化することが報告されている（101）。ERK

はⅡ型コラーゲンの転写に重要な Smad のリン酸化に関与していると考えられ

るため、アスコルビン酸は ERKの活性化によってⅡ型コラーゲンの転写を促進

できるのではないかと考えた。 

 一方、従来立体的組織作製の際のスキャフォールドに用いられている、コラ

ーゲンでも軟骨分化の促進が報告されている。例えば、Ⅰ型コラーゲンをコー

トした培養器で脱分化した軟骨細胞を培養した場合、軟骨分化が促進されるこ

とが報告されている（102）。この効果には、コラーゲンとその受容体であるイ

ンテグリンとの結合によるシグナル伝達が関与していると考えられ、細胞内の

シグナル伝達物質である ERK もインテグリンシグナルによっても活性化され

ることが報告されている（103）。また、Ⅰ型コラーゲンも ERKを活性化するこ

とが報告されているため（104）、Ⅰ型コラーゲンを添加することによりインテ

グリン媒介の ERK活性化が起こり、Ⅱ型コラーゲン合成を促進させることが期

待できた。ここでは、抗原性が低いため従来から軟骨様組織のスキャフォール

ドとして使用され、臨床例のある、Ⅰ型アテロコラーゲンの利用を検討した。 

 以上のように、本章では軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲン蓄積量を増大

させる培養方法として、アスコルビン酸とⅠ型アテロコラーゲンの添加を検討

することを目的とした。 
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4-2. 材料と方法 

4-2-1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 

 ドナーC（19 歳、男性）およびドナーF（54 歳、女性）から採取した骨髄液

から、2-2-1.と同様の方法で分離した細胞を使用した。 

 

 

4-2-2. 培地 

4-2-2-1. 増殖用培地 

 増殖培養用の培地は 2-2-2-1.と同様の培地を使用した。 

 

4-2-2-2. 分化誘導用培地 

 軟骨様細胞シート作製用の分化誘導培地は 2-2-2-5 で示した混合培地を使用

した。いくつかの実験では培地への添加物として、アスコルビン酸リン酸マグ

ネシウム塩（Wako, 013-12061）、グルタチオン（Sigma, G-4251）、Ⅰ型アテロ

コラーゲン（Koken, IPC-50）を適宜、培地に添加した。なお、Ⅰ型アテロコラ

ーゲン溶液は pH 3.0 HCl で適宜希釈し、目的の濃度になるように培地量の 1%

量を添加した。 

 

 

4-2-3. 培養方法 

4-2-3-1. 増殖培養 

 MSCの増殖培養は 2-2-3-1.と同様の方法で行った。 

 

4-2-3-2. 軟骨分化培養 
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 軟骨様細胞シートの作製は 2-2-3-2.と同様の方法で行った。 

 

 

4-2-4. 分析方法 

4-2-4-1. サイズおよび湿重量測定 

 2-2-4-1.と同様の方法で行った。 

 

4-2-4-2. 細胞数計数 

 2-2-4-2.と同様の方法で行った。 

 

4-2-4-3. 遺伝子発現解析 

 2-2-4-3.と同様の方法で、アグリカン、Ⅱ型コラーゲン、Ⅰ型コラーゲン、Ⅹ

型コラーゲン、MMP-13および SOX9の遺伝子発現率の測定を行った。 

 

4-2-4-4. 硫酸化グルコサミノグリカン（sGAG）定量 

3-2-4-4.と同様の方法で行った。 

 

4-2-4-5. Ⅱ型コラーゲン定量 

 3-2-4-5.と同様の方法で行った。 

 

4-2-4-6. 組織学分析 

 軟骨様細胞シートの切片作製、脱パラフィン処理、アルシアンブルー染色お

よびトルイジンブルー染色は 3-2-4-6.と同様に行った。 

 切片中の細胞核は Propidium iodide（PI）によって染色した。脱パラフィ
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ン化した切片上に 1 μg/ml の PI（Sigma、P4170-10MG）/PBS(－)を 100 μl

滴下し、暗所で 15 分間静置した。その後、蒸留水で 5 分間、2 回洗浄した。

染色した切片は蛍光顕微鏡（励起波長 : 520-550 nm, 検出波長 : 580 nm, 

Olympus）により観察しデジタル画像を取得した。 

  



 

85 

 

4-3. 結果と考察 

4-3-1. 軟骨様細胞シートに及ぼすアスコルビン酸の効果の検討 

軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲン量増加のため、コラーゲン合成促進効

果が期待できる、アスコルビン酸を高濃度で培地に添加し、培養を行った。通

常の混合培地に含まれている濃度（25 µg/ml）をコントロールとし、他に 50、

250、2500 µg/ml となるようにアスコルビン酸リン酸マグネシウム塩（Vitamin 

C phosphate: VCP）を加えた培地を用いて、軟骨様細胞シートを作製した。す

なわち、ドナーF由来のMSCを 18.6×105 cells播種し、アスコルビン酸濃度

25、50、250、2500 µg/ml の 4種類の軟骨分化培地を用いてシート培養を行っ

た。21日間培養を行い、2日毎に培地交換を行った。培養終了後、軟骨様細胞

シートの湿重量、sGAG蓄積量、Ⅱ型コラーゲン蓄積量を測定し、さらに sGAG

及びⅡ型コラーゲンの蓄積量を湿重量で標準化した蓄積密度を算出した結果を

Fig. 4-1に示した。 

その結果、アスコルビン酸を通常濃度の 10倍の 250 µg/ml 添加したときに湿

重量が約 20%増加した。一方、細胞シート中の細胞数は条件間で変化が見られ

なかった。sGAGの蓄積量および蓄積密度はいずれの条件においても同等であ

った。一方、Ⅱ型コラーゲンの蓄積量及び蓄積密度は、コントロールと比べ、

アスコルビン酸高濃度条件で顕著に増加した（Fig. 4-1）。 
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Fig. 4-1.  Effect of VCP on MSC sheet culture. Wet weight (A), cell number 

(B), sGAG content (C), type 2 collagen content in cell sheets (E). sGAG (D) 

and type 2 collagen contents were normalized by sheet wet weight (F).  (n=2, 

average ± S.D.) N.D., not detected.  

 

 

 アスコルビン酸を高濃度で加えた条件での組織学分析を行うために、アスコ

ルビン酸濃度 25および 250 µg/ml の条件で作製した軟骨様細胞シートを PI、

アルシアンブルー、トルイジンブルーで染色した。結果を Fig. 4-2に示した。 
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Fig. 4-2. Histological staining of sections. The sections of an MSC sheet 

cultivated with VCP added at 25 (A, C, E) and 250 μg/ml (B, D, F) were 

stained with PI (A, B), alcian blue (C, D), and toluidine blue (E, F).  The 

scale bar indicates 200 μm.  
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その結果、いずれにおいても条件間の明確な差違は見られなかった。この結

果は Fig. 4-1で示した細胞数および sGAGの定量結果を反映していた。また、

軟骨組織として組織学的に異常な様子は認められず、高濃度のアスコルビン酸

は軟骨様細胞シートの形成および成熟に悪影響がないことが示された。 

 アスコルビン酸は様々な生理活性が報告されており、その中にはⅠ型コラー

ゲンの合成促進効果（84）や抗アポトーシス効果（86）などがある。本実験で

は、高濃度のアスコルビン酸を含む培地で従来の基本軟骨分化培地（50 µg/ml）

や第 2章で開発した混合培地（25 µg/ml）と比較して、細胞シートの湿重量お

よびⅡ型コラーゲン蓄積量の増加が見られた。湿重量が増加したことから、ア

スコルビン酸による細胞数の減少の抑制効果が考えられた。アスコルビン酸に

は抗アポトーシス効果があることが報告されているため、濃度依存的に軟骨分

化培養時に起こる細胞数の減少が抑制できると考えたが、本章においてアスコ

ルビン酸の濃度条件間で細胞数に変化が見られなかった。そのため、アスコル

ビン酸添加による、軟骨様細胞シートの湿重量の増加は抗アポトーシス効果で

はなく、別の作用であると考えられた。一方、アスコルビン酸は軟骨分化を促

進する効果が報告されているが、本実験で sGAGには効果が見られなかったこ

とから、アスコルビン酸の効果はⅡ型コラーゲン合成に特異的に作用したと考

えられた。  



 

89 

 

4-3-2.  軟骨様細胞シートに及ぼすグルタチオンの効果の検討 

 軟骨様細胞シートにおけるアスコルビン酸の効果が抗酸化作用によるものか

を推定するために、グルタチオンの添加を行った。グルタチオンはアスコルビ

ン酸同様に細胞内で抗酸化作用を有しており（86,104）、抗酸化剤として軟骨様

細胞シートへの効果を検討した。 

グルタチオンを 0、0.1、1、10 mMになるように添加した軟骨分化培地を用

いて軟骨細胞シートを作製した。すなわち、ドナーF由来のMSCを 18.6×105 

cells播種し、グルタチオン濃度 0、0.1、1、10 mMの軟骨分化培地で培養を行

った。21日間培養を行い、2日毎に培地交換を行った。培養終了後、軟骨様細

胞シートの湿重量、sGAG蓄積量、Ⅱ型コラーゲン蓄積量を測定し、さらに sGAG

及びⅡ型コラーゲンの蓄積量を湿重量で標準化した蓄積密度を算出した結果を

Fig. 4-3に示した。 

その結果、細胞シートの湿重量はグルタチオンの添加に伴い減少し、10 mM

の条件ではコントロール条件の約半分程度まで減少した。また、Ⅱ型コラーゲ

ンの蓄積量および蓄積密度はグルタチオンの添加により、大きく減少した。一

方、sGAGの含量はグルタチオンの添加によって減少せず、蓄積密度は増加す

る傾向が見られた。 

以上のように、抗酸化剤による軟骨様細胞シートへの影響を、グルタチオン

の添加により検討した。その結果、細胞シートの湿重量とⅡ型コラーゲンの蓄

積量は大きく減少した。このことから、グルタチオンは軟骨様細胞シートの形

成過程に悪影響を与えたと考えられた。一方、sGAGは増加する傾向が見られ

たが、この原因が不明である。 
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Fig. 4-3. Effect of glutathione on MSC sheet culture. Wet weight (A), sGAG 

content (B), and type 2 collagen content (D) in cell sheets. sGAG (C) and type 

2 collagen contents (E) were normalized by sheet wet weight. (n=3, average ± 

S.D.) *； p<0.05  

 

以上をまとめると、グルタチオンは軟骨様細胞シートの形成を阻害し、シー

トの湿重量およびⅡ型コラーゲン合成が減少した。このことから、抗酸化剤で

あるグルタチオンの添加は効果がなく、アスコルビン酸の添加で見られた、Ⅱ

型コラーゲンの合成促進効果は抗酸化作用によるものではないと考えられた。 
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4-3-3.  軟骨様細胞シートに及ぼすⅠ型アテロコラーゲンの効果の検討 

 Ⅰ型アテロコラーゲンは一般に軟骨様組織を作製する際のスキャフォールド

として使用されているが、インテグリンを媒介した ERK活性化により、細胞の

活性を刺激し、細胞の生存率および遺伝子発現を増加させることで、Ⅱ型コラ

ーゲンの合成促進にも効果が期待できた。そこで、Ⅰ型アテロコラーゲンを低

濃度で培地に添加し、培養することで、軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲン

蓄積量に与える影響を検討した。 

 pH 3.0 HClで希釈したⅠ型アテロコラーゲン溶液を 0、0.05、0.5、5、50 µg/ml

になるように添加した軟骨分化培地を用いて軟骨細胞シートを作製した。すな

わち、ドナーC 由来の MSC を 18.6×105 cells 播種し、Ⅰ型アテロコラーゲン

濃度 0、0.05、0.5、5、50 µg/m の軟骨分化培地で培養を行った。21 日間培養

を行い、2 日毎に培地交換を行った。培養終了後、軟骨様細胞シートの湿重量、

sGAG 蓄積量、Ⅱ型コラーゲン蓄積量を測定し、さらに sGAG 及びⅡ型コラー

ゲンの蓄積量を湿重量で標準化した蓄積密度を算出した結果を Fig. 4-4 に示し

た。 
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Fig. 4-4. Effect of type 1 atelocollagen on MSC sheet culture. Wet weight (A), 

sGAG content (B), and type 2 collagen content (D).  in cell sheets. sGAG (C) 

and type 2 collagen contents (E) were normalized by sheet wet weight. 

 

 その結果、軟骨様細胞シートの湿重量はいずれの条件でも変化は見られなか

った。sGAG の蓄積量及び蓄積密度は 0 から 5 µg/ml の条件で、Ⅰ型アテロコ

ラーゲンの添加により増加が見られた。しかし、高濃度（50 µg/ml）ではわず

かに減少した。Ⅱ型コラーゲンの蓄積量および蓄積密度はⅠ型アテロコラーゲ

ンの添加により増加が見られた。特に、5 µg/ml の条件では無添加の条件と比べ

て約 3~4倍の増加が見られた。一方、50 µg/ml の条件では無添加の条件と比較

して増加が見られなかった。 
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この結果から、低濃度のⅠ型アテロコラーゲンの添加では ECMの蓄積量の増

加が見られることが明らかとなった。この効果の原因はいくつかの要因が考え

られた。一つは、コラーゲンがインテグリンなどに結合することにより、細胞

内シグナルの活性が増加したことが考えられた。インテグリンシグナリングは

細胞の生存や遺伝子発現調製に関与していることが報告されている（103）。こ

のようなシグナリングを介すことにより ECM 関連の遺伝子発現が活性化した

可能性が考えられた。他の可能性として、コラーゲン分子が培地中でペプチド

やアミノ酸に分解され、それらがMSCの ECM合成に作用したことが考えられ

た。その根拠として、コラーゲンに含まれるハイドロキシプロリンやそれを含

むペプチドの添加により軟骨分化が促進されることが報告されている（106）。

また、アミノ酸まで分解され、細胞に取り込まれた可能性も考えられた。当研

究室においても軟骨細胞の培養においてアミノ酸の添加により、Ⅱ型コラーゲ

ン量が増加したことを報告している（107）。これらのことにより、細胞内で ECM

合成に関連する遺伝子の転写が増加し、ECMの生産性が増加したと考えられた。

一方、高濃度のコラーゲンではこのような効果が見られなかった。この原因の

一つに合成された ECMが分解された可能性が考えられた。なぜなら、軟骨細胞

周囲の繊維性のコラーゲンの存在は、軟骨分解を導く異化応答を誘導するとい

う報告があるためである（102）。従って、合成された ECM が分解されたこと

により、蓄積量が増加しなかった可能性が考えられた。 

 一方、本実験で使用したⅠ型アテロコラーゲンはウシ由来であり、異種動物

由来成分であるため、臨床応用の際には安全性の観点から、代替品を検討する

ことが望ましいと考えられる。将来的には代替品として組み換えコラーゲンや

合成コラーゲン、合成ペプチドの使用が有効と考えられる。 
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4-3-4. Ⅰ型アテロコラーゲンとアスコルビン酸の同時添加の効果の検討 

 4-3-1.および 4-3-3.においてアスコルビン酸およびⅠ型アテロコラーゲンの

単独添加により、軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲンの蓄積量の増加が見ら

れた。そこでこれらの同時添加により相乗効果が得られるか検討した。それぞ

れにおいて最もⅡ型コラーゲン蓄積量が増加した濃度である、アスコルビン酸

250 µg/mlおよびⅠ型アテロコラーゲン 5 µg/mlをそれぞれ単独および同時添加

を検討した。すなわち、ドナーF由来のMSC を 18.6×105 cells播種し、無添

加（‐）、Ⅰ型アテロコラーゲン 5 µg/ml（COL）、アスコルビン酸 250 µg/ml

（VCP）、Ⅰ型アテロコラーゲン 5 µg/mlとアスコルビン酸 250 µg/ml の同時添

加（C+V）の 4種類の軟骨分化培地を用いてシート培養を行った。21日間培養

を行い、2日毎に培地交換を行った。培養終了後、軟骨様細胞シートの湿重量、

sGAG蓄積量、Ⅱ型コラーゲン蓄積量を測定し、さらに sGAG及びⅡ型コラー

ゲンの蓄積量を湿重量で標準化した蓄積密度を算出し、結果を Fig. 4-5に示し

た。 

 その結果、軟骨様細胞シートの湿重量は、Ⅰ型アテロコラーゲンの単独添加

では増加が見られなかった、一方でアスコルビン酸添加群（VCP, C+V）では増

加した。sGAG の蓄積量はいずれの条件でも増加が見られたが、蓄積密度では

Ⅰ型アテロコラーゲン単独添加以外では差が見られなかった。しかし、Ⅱ型コ

ラーゲンの蓄積量では、添加物による効果に顕著な違いが見られた。無添加で

はⅡ型コラーゲン蓄積量が約 53 mgであったのに対して、Ⅰ型アテロコラーゲ

ンの単独添加では約 1.6 倍、高濃度のアスコルビン酸の単独添加では約 4 倍に

増加した。さらに、Ⅰ型アテロコラーゲンとアスコルビン酸の同時添加では約 8

倍に増加し、これらの相乗効果が得られたと考えられた。また、蓄積密度にお

いても同様の傾向が見られた。 
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Fig. 4-5. Synergistic effect of VCP and type 1 atelocollagen on MSC sheet 

culture. Type 1 atelocollagen (COL, 5 μg/ml), VCP (VCP, 250 μg/ml), and both 

(C+V) were added to the MSC sheet culture. Wet weight (A), sGAG content 

(B), type 2 collagen content (D) in cell sheets. sGAG (C) and type 2 collagen 

contents (E) were normalized by sheet wet weight. (n=3, average ± S.D.) *； 

p<0.05  

 

 次に、これらの効果が見られた理由を検討するために、軟骨細胞の分化、未

分化、脱分化および肥大分化に関係する、Ⅰ、Ⅱ、Ⅹ型コラーゲン、アグリカ

ン、SOX9、また ECM の分解に関係する、MMP-13のmRNA発現率を RT-PCR

で測定し、それらの結果を Fig. 4-6に示した。発現率は内部標準のβ-アクチン

で標準化し、無添加条件を 1としてその割合として示した。 
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Fig. 4-6. Synergistic effect of VCP and type 1 atelocollagen on chondrogenic 

differentiation in MSC sheet culture. Type 1 atelocollagen (COL, 5 μg/ml), 

VCP (VCP, 250 μg/ml) and the both (C+V) were added to the MSC sheet 

culture. Gene expression levels of aggrecan (A), type 2 collagen (B),  Sox9 

(C), type 10 collagen (D), type 1 collagen (E), and MMP-13 (F).  
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れなかったが、アスコルビン酸添加群（VCP、C+V）では約 2 倍に増加した。

軟骨分化に重要な転写因子である SOX9 の発現率はいずれの条件でも変化は見

られなかった。一方で脱分化のマーカーであるⅠ型コラーゲンはコントロール

（無添加）と比較して、いずれの条件でも減少したが、アスコルビン酸添加群

（VCP, C+V）で特に抑制された。肥大分化マーカーのⅩ型コラーゲンはⅠ型ア

テロコラーゲンまたはアスコルビン酸の単独添加により、若干の抑制が見られ

た一方、同時添加ではわずかに増加した。ECM の分解に関与する MMP-13 の

遺伝子発現はⅠ型アテロコラーゲンまたはアスコルビン酸の単独添加により約

30%減少した。さらに、コラーゲンとアスコルビン酸の同時添加では約 70%減

少し、相乗的な作用が見られた。 

 これらの結果から、アスコルビン酸とⅠ型アテロコラーゲンの同時添加によ

り軟骨分化が促進された理由の一つに、アグリカンやⅡ型コラーゲンの遺伝子

発現率が増加したことが示唆された。一方で、同時添加が脱分化や肥大分化に

関係する、Ⅰ型やⅩ型コラーゲンの遺伝子発現には大きく影響していなかった

ため、同時添加が脱分化や肥大分化を抑制し、軟骨細胞の表現型の維持に貢献

していることが示唆された。さらに、同時添加がMMP-13を顕著に抑制してい

たことから、アスコルビン酸とⅠ型アテロコラーゲンの添加による効果は、Ⅱ

型コラーゲンの遺伝子の発現増加による合成促進だけではなく、MMP-13 の抑

制による分解の低下も反映していることが示唆された。 
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4-4. 結言 

 軟骨様細胞シート中の ECM蓄積量増加のため、種々の生理活性物質を含む培

地で軟骨様細胞シートを作製し、その合成促進効果を検討した。アスコルビン

酸を加えた場合、sGAG 量に顕著な差がなかった一方で、Ⅱ型コラーゲン量は

大幅に増加した。Ⅰ型アテロコラーゲンを添加した場合、sGAG 量はわずかに

増加した一方で、Ⅱ型コラーゲン量は約 4 倍に増加した。アスコルビン酸及び

Ⅰ型アテロコラーゲンを同時に添加した場合、ECMの蓄積量が増加した。特に

Ⅱ型コラーゲンの蓄積量はそれぞれの単独添加よりも増加し、無添加条件の約 8

倍に増加した。この効果の理由の一つには、Ⅱ型コラーゲンの合成が促進され

たことに加え、それを分解するMMP-13の発現が抑制されたことによる可能性

が示唆された。 

 以上の結果より、アスコルビン酸とⅠ型アテロコラーゲンを同時添加するこ

とにより、軟骨様細胞シート中のⅡ型コラーゲン量を大幅に増加させる方法を

提案できた。 
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5-1. 緒言 

 再生医療の実用化への課題として品質管理の問題がある。再生医療において

長期間の培養後に移植するため、移植に用いる細胞や組織の品質管理を行うこ

とが重要であり、軟骨様細胞シートにおいても同様で、移植前に品質を評価す

る必要がある。従来行われている細胞評価の方法としては、フローサイトメト

リーによる細胞表面抗原解析、RT-PCR による遺伝子発現解析、染色による組

織学解析などがある。しかし、再生医療製品の場合、採取できる細胞や組織は

必要最低限の量であり、また、医薬品のような大量生産ができないため、従来

のような破壊的・侵襲的な方法は行うことができない。そこで、再生医療製品

に応用できる非破壊的、非侵襲的な新規の細胞評価方法を開発する必要がある。

当研究室ではこれまでに、顕微鏡観察下で細胞形態解析に基づく細胞の評価方

法を報告した（87）。しかし、この方法では平面に接着した細胞は評価可能であ

るが、三次元構造をもつ立体的な軟骨様組織には適用できない。すなわち、現

在のところ、立体的な組織を非侵襲的に評価する方法は少ない。そのため、立

体的な組織の評価が可能な方法を考案する必要が考えられた。そこで培養上清

分析を非侵襲的に行うことができることに注目し、上清中の特定の細胞が特異

的に産生する物質を定量することで、その細胞の存在を判別することができる

と考えた。そこで軟骨細胞が特異的に産生するメラノーマ阻害活性（MIA）と

呼ばれるタンパク質に注目した。MIA は主に腫瘍組織が産生し、正常な細胞で

は軟骨細胞が産生する。これまでに、脱分化したヒト軟骨細胞の再分化培養や

MSC の軟骨分化誘導培養の際に、分化に伴い MIA 濃度が増加したという報告

がある（89）。そこで、上清中の MIA を定量することにより、立体的な軟骨様

組織においても、組織中の細胞の軟骨細胞への分化度を評価できるのではない

かと考えた。そこで本章では軟骨様組織中の軟骨細胞への分化度をMIA定量に



 

101 

 

より非侵襲的にモニタリングする方法を検討した。 
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5-2. 材料と方法 

5-2-1. 細胞 

5-2-1-1. 正常ヒト軟骨関節軟骨細胞 

 シングルドナーから採取し、2 継代された凍結細胞 2 ロット（ドナーG（50

歳、男性）、ドナーH（45歳、男性））を、Lonza社から購入した（Lonza, CC-2550）。 

 

5-2-1-2. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 

 ドナーB（67 歳、男性）およびドナーD（69 歳、男性）から採取した骨髄液

から 2-2-1-1.に示した方法で分離した。 

 

 

5-2-2. 培地 

5-2-2-1. 増殖用培地 

 軟骨細胞の増殖培養には CGMTM BulletKitⓇ（Lonza, CC-3216）を用いた。 

 MSCの増殖培養には 2-2-2-1.に示した 10%FBS含有 DMEM-LGを用いた。 

 

5-2-2-2. 分化誘導培地 

 軟骨細胞の再分化培養には CDMTM BulletKitⓇ（Lonza, CC-3225）を用いた。 

 MSCの軟骨分化培養には 2-2-2-2.に示した軟骨分化培地を用いた。 

 

 

5-2-3. 培養方法 

5-2-3-1. 増殖培養 

 軟骨細胞の増殖培養は、5-2-1-1.の細胞を 100φディッシュに CGMTM 
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BulletKitⓇを用いて 0.436×104（ドナーG）又は 1×104（ドナーH）cells/cm 2 の

密度で播種し、37℃、5% CO2雰囲気下で静置培養した。細胞がプレコンフルエ

ントに到達した後、トリプシン処理により細胞を回収し、1×104 cells/cm2の密

度で継代し、プレコンフルエントに達するまで培養した。 

 MSCの増殖培養は 2-2-3-1.と同様の方法で行った。 

 

5-2-3-2. 軟骨分化培養 

 軟骨細胞の再分化培養は、ペレット培養で行った。2.5×105 cellsの軟骨細胞

を 0.5 ml の CDMTM BulletKitⓇに懸濁し、15 ml 容ポリプロピレン製遠心管

（Sumilon, MS-56150）に入れ、室温で 1000 rpm、5分遠心し、細胞凝集体を

作製した。その後、37℃、5% CO2雰囲気下で 28～42日間静置培養した。培地

交換は 7日毎に行った。 

 MSCの軟骨分化培養は、ペレット培養及びシート培養で行った。ペレット培

養は 2.5×105 cellsのMSCを 0.5 ml の軟骨分化培地に懸濁し、15 ml 容ポリプ

ロピレン製遠心管（Sumilon, MS-56150）に入れ、室温で 1000 rpm、5分遠心

し、細胞凝集体を作製した。その後、37℃、5% CO2雰囲気下で 24日間静置培

養した。培地交換は 3日毎に行った。 

シート培養は 12.4×105 cellsのMSCを 0.3 ml の軟骨分化培地に懸濁し、セ

ルカルチャーインサートに入れた。24 ウエルプレートに軟骨分化培地を 1 ml

加え、その中にセルカルチャーインサートを装着した。プレートを室温で 1000 

rpm、5 分遠心し、その後、37℃、5% CO2雰囲気下で 24 日間静置培養した。

培地交換は 2日毎に行った。 
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5-2-4. 分析方法 

5-2-4-1. 細胞数計数 

 2-2-4-1.と同様の方法で行った。 

 

5-2-4-2. 遺伝子発現解析 

 2-2-4-3.と同様の方法で行った。 

 

5-2-4-3. MIA定量 

培養上清中の MIA 濃度は ELISA 法を用いて定量した。ELISA 法は MIA 

ELISA（Roche Applied Science, l1976826001）を用い、製造者のプロトコル

に従い行った。 

上清は 13000 g、5分間遠心分離して不純物を沈殿させMIA定量用サンプル

とした。MIA標準溶液は 0～50 ng/mlとなるように粉末が入っている 6つの容

器に、純水 0.5 ml を加え溶解した。キャプチャー抗体（ビオチン標識抗 MIA

マウスモノクローナル抗体）を純水 0.7 mlで 10分間、室温で完全に溶かした。

検出抗体（POD 標識抗 MIA マウスモノクローナル抗体）を純水 0.7 ml で 10

分間、室温で完全に溶かした。インキュベーションバッファー1.7 ml に 50 µl

の検出抗体を加えよく混合し、その後 50 µlのキャプチャー抗体を加え完全に混

ぜ、免疫試薬を作製した。ストレプトアビジンコートされている 96ウエルプレ

ートの各ウエルにMIA標準溶液又はサンプルを 20 µlずつ加えた。96ウエルプ

レートの各ウエルに免疫試薬を 180 µl加え、450 rpmで振とうしながら 90分

間インキュベートした。インキュベート後、インキュベーションバッファーを

取り除き、各ウエルを、ウォッシュバッファーを用いて 3回洗浄した。 

洗浄終了後、各ウエルに ABTS（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- 
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sulfonate)）基質溶液を 200 µl加え、450 rpmで振とうしながら室温で 10～

20分間インキュベートした。インキュベート後 405 nmの吸光度を測定し、検

量線を元にMIA量を定量した。 
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5-3. 結果と考察 

5-3-1. 軟骨細胞の再分化培養における分化度と MIA 比生産速度の関係の調査 

 軟骨細胞の再分化培養における分化度とMIA産生との関係を調べるため、軟

骨細胞のペレット培養を行った。ドナーG由来の軟骨細胞（2.5×105 cells）を

15 ml容遠心管に播種しペレット培養を行った。7日毎に培地交換、細胞数計数、

アグリカン遺伝子発現測定、およびMIA濃度の定量を行った。同一ドナーの細

胞を用いて、3回実験を行った。結果を Fig. 5-1に示した。 

 

Fig. 5-1. Chondrocyte redifferentiation in pellet culture (donor G).  

1st batch (A-C), 2nd batch (D-F), 3rd batch (G-I). Cell number (A, D, G), 

Aggrecan expression (B, E, H), MIA concentration (C, F, I). 
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 その結果、細胞数はいずれの培養でも初期播種細胞数からほとんど変化せず、

一定に保たれていた。アグリカン遺伝子発現率は培養の経過と共に上昇してい

き、軟骨細胞が再分化したことが示された。さらに、上清中のMIAの濃度はア

グリカン遺伝子の発現率と同様に、培養の経過と共に増加した。このことから、

再分化に伴い軟骨細胞がMIAを産生するようになったことが示唆された。これ

らの結果を基に、細胞当たりのMIA比生産速度とアグリカン遺伝子発現率との

関係を調べた（Fig. 5-2）。 

 

 

Fig. 5-2. Relationship between specific MIA production rate and aggrecan 

expression (donor G). 

○：1st batch, □：2nd batch, △：3rd batch. 

 

 Fig. 5-2に示したように、3回の実験の結果を合わせてプロットした結果、ア

グリカン遺伝子発現率と MIA 比生産速度との間では、アグリカン発現率が約

100%付近までは直線性をもった正の相関関係が見られ、それ以上の発現率では

MIA比生産速度はほぼ一定となっている可能性が考えられた。 
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 さらに、異なるドナー由来の軟骨細胞（ドナーH）を使用して、同様の条件で

培養を行い、培養上清中の MIA の濃度、及び MIA の比生産速度とアグリカン

遺伝子発現率との相関関係について調べた（Fig. 5-3, 5-4）。 

 

 

Fig. 5-3. Chondrocyte redifferentiation in pellet culture (donor H). 

 

 その結果、ドナーG の細胞を用いた時と同様に培養の経過と共にアグリカン

遺伝子発現と上清中のMIAの濃度が増加した（Fig. 5-3）。これらの結果を基に、

ドナーGの細胞と同様に細胞当たりのMIA比生産速度とアグリカン遺伝子発現

率との関係を調べ、Fig. 5-2にドナーHのプロットを追加した（Fig. 5-4）。 
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Fig. 5-4. Relationship between specific MIA production rate and aggrecan 

expression. 

（○、□、△：donor G、●：donor H） 

 

Fig. 5-4において、ドナーG由来の細胞を用いた 3回の実験及びドナーH由

来の細胞を用いた実験のアグリカン遺伝子発現率とMIA比生産速度との相関関

係を調べると、ドナーGで得られた相関直線とドナーHの相関直線がほぼ重な

ることがわかった。従って、ドナーが異なっても同様の相関が得られたことか

ら、MIA比生産速度からアグリカン遺伝子発現率を推定できる可能性が示唆さ

れた。 

今回の実験では脱分化した軟骨細胞の再分化培養において、培養の経過に伴

いアグリカン遺伝子発現が増加すると共に、MIA濃度も増加したが、この関係

は過去の報告と一致した（89）。アグリカン遺伝子発現とMIA比生産速度の間

には正の相関関係が見られた。この要因は定かではないが、理由の一つに、Sox9

の関与が考えられる。Sox9は軟骨分化において重要な転写因子であり、軟骨分

化を制御する。具体的には、軟骨性の ECMであるアグリカンやⅡ型コラーゲン、
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およびMIAはいずれもシグナル伝達において Sox9の下流に位置し、Sox9によ

って転写が制御されると考えられる（108）。そのため、再分化に伴い上流の Sox9

の発現が増加するにつれ、その下流であるアグリカンとMIAの転写が同時に上

方制御されるため、この両者には相関関係が見られたと考えられる。 
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5-3-2. MSCの軟骨分化培養（ペレット培養）における分化度とMIA 比生産速

度の関係の調査 

5-3-1.で軟骨細胞の再分化培養において、アグリカン遺伝子発現と MIA の比

生産速度との間に明確な正の相関関係が見られたため、この方法をMSCの軟骨

分化培養に適用できないか検討した。ドナーB由来のMSC（2.5×105 cells）を

15 ml 容遠心管に播種しペレット培養を行った。3 日毎に培地交換を行い、18

日間培養を行った。6 日毎に細胞数計数、アグリカン遺伝子発現測定、および

MIA濃度の定量を行った。結果を Fig. 5-5に示した。 

 

 

Fig. 5-5. MSC chondrogenic differentiation in pellet culture. 
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 その結果、細胞数は軟骨細胞の培養の時とは異なり、経時的に減少した。ア

グリカン遺伝子発現率と上清中のMIA濃度は培養の経過に伴い増加したが、軟

骨細胞の再分化培養の実験と比べ、非常に低い値であり、分化が十分に進行し

なかった可能性が考えられた。これらの結果を基に、軟骨細胞と同様に細胞当

たりのMIA比生産速度とアグリカン遺伝子発現率との関係を調べた結果をFig. 

5-6に示した。 

 

 

Fig. 5-6.  Relationship between specific MIA production rate and aggrecan 

expression 

 

その結果、非常に狭い範囲（アグリカン発現率 1~4%）ではあるが、アグリカ

ン遺伝子発現率とMIAの比生産速度との間に正の相関関係が見られた。従って、

MSC の軟骨細胞への分化誘導培養においても、培養上清中の MIA 定量により

軟骨細胞への分化度を評価できる可能性が考えられた。 
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軟骨細胞の再分化培養で得られた相関関係が、MSCの軟骨分化培養において

も得られるのか検証するため、軟骨細胞の再分化培養と同様にペレット培養で

行った。MSCを用いた場合、軟骨細胞の培養の時とは異なり、細胞数は経時的

に減少した（Fig. 5-5）。この結果は過去に報告された、軟骨分化培養中に骨髄

由来MSCはアポトーシスを引き起こすが、軟骨細胞はアポトーシスが起きない

という結果と一致する（95）。つまり、ペレット培養による軟骨分化培養中に

MSC はアポトーシスを起こしたため、細胞数が減少していったと考えられる。

また、アグリカン遺伝子の発現率は軟骨細胞では 100%以上の高い発現が見られ

たのに対して（Fig. 5-1）、MSCでは 10%以下と非常に低かった（Fig. 5-5）。こ

の原因は不明であるが、両者の栄養要求性の違いが考えられた。すなわち、培

養中のペレットの形態は中心部が低酸素・低栄養状態になりやすいが、軟骨細

胞は組織中で付近に血管が存在せず低酸素・低栄養状態であるので、ペレット

内のような悪条件の環境でも比較的生存が可能であると考えられる。そこで、

ペレット内で軟骨細胞が生存できることで、アグリカン遺伝子の発現も十分に

高くなったと考えられる。それに対して、MSCは低酸素・低栄養状態の条件で

は軟骨細胞よりも生存率が低いと考えられる。そのため、ペレット内では MSC

の生存が難しいか MSC 内の遺伝子の転写活性が低下した状態になりやすいと

考えられる。今後はMSCでもより高いアグリカン遺伝子の発現率範囲での関係

性を調べる必要がある。そのためには、低酸素・低栄養状態にならない、別な

培養方法を用いる必要があると考えられた。 
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5-3-3. MSCの軟骨分化培養（シート培養）における分化度と MIA 比生産速度

の関係の調査 

MSC のペレット培養においてアグリカン遺伝子発現率と MIA の比生産速度

との間に正の相関関係が示唆されたことから、MSCの軟骨様細胞シートの作製

に応用できるか検討した。ドナーB由来のMSC（12.4×105 cells）をセルカル

チャーインサートに播種しシート培養を行った。2日毎に培地交換を行い 6日毎

に細胞数計数、アグリカン遺伝子発現測定、および MIA 濃度の定量を行った。

結果を Fig. 5-7に示した。 

 

 その結果、細胞数は培養の経過と共に減少し、培養終了時には初期播種細胞

数の約 1/3にまで減少した。アグリカン遺伝子発現率は培養の経過と共に増加し

ていき、100%を超える高い発現率が見られたため、MSC が軟骨細胞へ十分に

分化したことが示唆された。さらに、上清中のMIAの濃度はアグリカン遺伝子

の発現率と同様に、培養の経過と共に増加した。このことから、MSCから分化

した軟骨細胞がMIAを産生するようになったことが示唆された。これらの結果

を基に、細胞当たりのMIA比生産速度とアグリカン遺伝子発現率との関係を調

べ、Fig. 5-8に示した。 
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Fig. 5-7.  MSC chondrogenic differentiation in sheet culture (donor B).  

1st batch (A-C), 2nd batch (D-F), 3rd batch (G-I). Cell number (A, D, G), 

Aggrecan expression (B, E, H), MIA concentration (C, F, I). 
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Fig. 5-8.  Relationship between specific MIA production rate and aggrecan 

expression。 

 

 その結果、軟骨細胞の培養の時と同様に、アグリカン遺伝子発現率とMIA比

生産速度との間では、アグリカン発現率が約 100%付近までは直線性をもった正

の相関関係が見られ、それ以上の発現率ではMIA比生産速度はほぼ一定になる

ことが明らかとなった。 

 

さらに、異なるドナー由来の軟骨細胞（ドナーD）を使用して、同様の条件で

シート培養を行い、培養上清中の MIA の濃度、及び MIA の比生産速度とアグ

リカン遺伝子発現率との相関関係について調べた（Fig. 5-9, 5-10）。 
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Fig. 5-9.  MSC chondrogenic differentiation in sheet culture. (donor D).  

1st batch (A-C), 2nd batch (D-F). Cell number (A, D), Aggrecan expression (B, 

E), MIA concentration (C, F). 
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Fig. 5-10.  Relationship between specific MIA production rate and 

aggrecan expression. 

Donor B (○ ; Batch 1 , □ ; Batch 2 , △ ; Batch 3 ) 

Donor D (☓ ; Batch 4 , ▽ ; Batch5) 

 

 

その結果、Fig. 5-10に示すように、ドナーによって相関直線の傾きにやや違

いが見られたが、いずれの条件でもアグリカンmRNA発現率とMIA比生産速

度との間に良好な相関関係が見られた。また、発現率が 100％以上ではMIA比

生産速度はほぼ一定になることが確認された。よって、アグリカン mRNA発現

率が 100％以下であればMIA比生産速度から分化率を非侵襲的に推定できる可

能性が示された。 
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5-4. 結言 

 これまで、立体的な軟骨様組織に関して、品質評価のための有用な非侵襲的

評価方法は報告されておらず、我々は新たに、細胞シート中の細胞の分化度を

非侵襲的に測定する方法を検討した。軟骨細胞が特異的に産生し、上清中へ分

泌されるMIAというタンパク質に注目し、MIAの生産速度と、軟骨細胞への分

化度の関係性を調べた。その結果、軟骨細胞、MSCの両方で、軟骨分化培養に

伴い、アグリカンの遺伝子発現が増加すると共に、上清中のMIAの濃度も増加

した。そして、アグリカン遺伝子の発現率と細胞あたりのMIA比生産速度の間

に明確な相関関係が見られた。ただし、アグリカン遺伝子発現率が 100%以下で

は相関関係があったが、それ以上ではMIA比生産速度が一定であった。 

 このことから、軟骨様細胞シート作製時に、培養上清中のMIA濃度をモニタ

リングすることにより、非破壊・非侵襲的に軟骨様細胞シート中の細胞の分化

度を評価できる可能性が示唆された。 

 

  



 

 

 

 

 

 

第 6章 

 

総括 
  



 

121 

 

 関節軟骨は特有の細胞外マトリックス（ECM）（アグリカン、II 型コラーゲ

ン）を豊富に含み、関節運動において緩衝装置の役割を果たし、円滑な関節運

動を支持する。関節軟骨は関節運動において常に強い荷重やせん断力を受ける

組織であるが、血管や神経を欠き、組織中の細胞密度が低く、軟骨細胞の増殖

能も低いことから、軟骨組織の自己修復能力は極めて低く、損傷や変性した後

の再生は極めて限定的である。関節軟骨の損傷や変性は、長期的には変形性関

節症に進行し、痛みや可動域制限によって患者の Quality of life（QOL）の低下

を引き起こす。変形性関節症の患者数は国内だけで 1000万人以上といわれてお

り、高齢化の進行により、今後さらに増加すると考えられる。一方で、現在行

われている関節軟骨の治療はそれぞれ欠点を有する上、効果は非常に限定的で

あり、現在のところ軟骨再生に有効な治療法はない。そこで、これまでの治療

法の欠点を解決するために間葉系幹細胞（MSC）を使用した軟骨再生医療が考

えられており、我々は今回、MSCを用いた移植用軟骨様細胞シート作製に関す

るプロセス工学的研究を行った。 

すなわち、MSCの分離、増殖、分化、三次元組織化などの多数の工程を経て

軟骨様細胞シートを作製するが、臨床応用に到達するためには、細胞シートの

作製効率や、患者に対する安全性を考慮することが重要である。そのため、安

定的に安全な軟骨様細胞シートを作製する方法や、作製した軟骨様細胞シート

の品質評価方法の開発などを達成しなければならない。 

従って、これらの問題を解決するために、本研究ではMSCを用いて移植用の

軟骨様細胞シートを作製するプロセスにおいて、一定の形状の軟骨様細胞シー

トを異種動物由来成分を用いずに作製する方法、および作製した軟骨様細胞シ

ート中の細胞に関する非侵襲的な分化度評価方法の検討を行った。 
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 本論文は序論および総括を含む 6章から構成されている。 

 

 第 1章は序論であり、本研究の背景および目的を明らかにした。 

 

 第 2章では、MSCから一定の形状の軟骨様細胞シートを作製する方法の検討

のため、軟骨様細胞シート作製における培地組成の検討を行った。MSCを隔膜

培養器であるセルカルチャーインサートに播種し、種々の培地で培養を行った。

その結果、従来使用されていた軟骨分化培地を使用した場合、培養中に細胞シ

ートが収縮した。また、これを基に考案した種々の改変培地のうち、血清を含

まない培地では同様の収縮が見られた。一方、軟骨分化培地と増殖培地を 1：1

で混合した血清を含む培地を用いた場合、収縮が起こらずにほぼ一定の大きさ

の円盤状の軟骨様細胞シートを作製することに成功した。また、この方法によ

る一定形状の軟骨様細胞シートは、収縮した場合に比べ、軟骨分化関連遺伝子

である、アグリカンと II 型コラーゲン発現が顕著に高い傾向があり、細胞シー

ト中のMSCが効率よく軟骨細胞に分化したことが示唆された。 

 

 第 3 章では、移植用として安全な軟骨様細胞シートの作製のため、異種動物

由来成分を使用しない Xeno-free 法で軟骨様細胞シートを作製する方法の検討

を行った。そこで、初めに分化培養に使用するウシ胎児血清（FBS）を、より

安全と考えられるヒト血清（Xeno-free法）に変え培養を行った。その結果、ヒ

ト血清を使用した場合でも FBSを使用した場合と同等の形状、サイズを有する

軟骨様細胞シートを作製することに成功した。さらに、細胞シートの性状を詳

細に分析するため組織学染色および硫酸化グルコサミノグリカン、II 型コラー

ゲンの蓄積量を定量した結果、FBS を使用した場合とヒト血清を使用した場合
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の間に組織学的な差違は見られず、また、硫酸化グルコサミノグリカン、II 型

コラーゲンの蓄積量もほぼ同等であった。従って、ヒト血清を使用することで

軟骨様細胞シート作製を Xeno-free法で行うことが可能であることが示された。

さらに、増殖培養の工程を含めた、培養の全工程を Xeno-free 化するために、

FBS 含有増殖用培地およびブタトリプシンの代わりに無血清培地および組換え

プロテアーゼを用いて増殖させたMSCを使用し、軟骨様細胞シートの作製を検

討した。その結果、Xeno-freeで増殖した MSCを使用し、さらに軟骨様細胞シ

ート作製にはヒト血清を含む培地を使用することにより、完全に Xeno-free法で

軟骨様細胞シートを作製できることを明らかにした。 

 

 第 4章では、移植後の軟骨様細胞シートの生着、生存性を向上させるために、

軟骨様細胞シート中の II 型コラーゲン蓄積量の増加を検討した。すなわち、軟

骨様細胞シート作製時に培地に、細胞内のシグナルを活性化することにより、II

型コラーゲン遺伝子発現を増加させることに有効と考えられる種々の添加物を

加えることで、II 型コラーゲンの産生量の増加を検討した。その結果、アスコ

ルビン酸を高濃度（250 µg/ml）で添加した場合、細胞シート中の II型コラーゲ

ン蓄積量が約 2 倍と顕著に増加した。また、I 型アテロコラーゲン（5 µg/ml）

を添加した場合にも細胞シート中の II 型コラーゲン蓄積量が約 4 倍と顕著に増

加した。さらに、軟骨様細胞シート作製時にアスコルビン酸と I型アテロコラー

ゲンを同時に添加したところ、細胞シート中の II 型コラーゲンの蓄積量は無添

加条件と比較して最大約 8 倍に増加した。ここでは、軟骨分化関連遺伝子であ

るアグリカンや II 型コラーゲンの遺伝子発現が増加すると共に、ECM 分解酵

素のマトリックスメタロプロテアーゼ 13（MMP-13）の発現が顕著に抑制され

ていた。このことから、アスコルビン酸と I型アテロコラーゲンの添加効果には、
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II 型コラーゲンの合成の促進だけではなく、蓄積後の分解の抑制による、軟骨

様細胞シート中の II 型コラーゲンの増加も含まれることが示唆された。このよ

うに、軟骨様細胞シートの II 型コラーゲン量を従来の約 8 倍に増加させる培養

方法を開発することができた。 

 

 第 5 章では、従来の破壊的・侵襲的評価方法に代わる、軟骨様細胞シートの

新規品質評価方法の開発のため、軟骨様細胞シート中の細胞の軟骨細胞への分

化度の非侵襲的評価方法について検討した。ここで、非侵襲的に定量すること

が可能な培養上清分析に注目し、軟骨細胞特異的な物質の上清中の濃度測定を

行うことにより、軟骨様細胞シート中のMSCの軟骨細胞への分化度を推定でき

ないか検討した。すなわち、軟骨細胞が特異的に産生する物質であるメラノー

マ阻害活性（MIA）の比生産速度と軟骨細胞分化マーカーであるアグリカン遺

伝子発現率との関係を調べた。その結果、軟骨細胞の再分化培養において、ア

グリカン遺伝子発現率と細胞当たりのMIA比生産速度との間に、アグリカン遺

伝子発現率が約 100％までは明確な正の相関関係が見られた。さらにMSCの軟

骨分化培養においても同様に測定したところ、アグリカン遺伝子発現率と MIA

比生産速度との間に同様の相関関係が見られた。このことから、軟骨様細胞シ

ート作製時に、上清中のMIA濃度の変化を定量することにより、非破壊・非侵

襲的に軟骨様細胞シート中の細胞の分化度を移植前に評価できる可能性が示さ

れた。 

 

 第 6 章では、総括として本研究で得られた成果についてのまとめおよび今後

の展望を述べた。 
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 本論文では、軟骨再生医療を目的としたMSCからの移植用軟骨様細胞シート

作製の培養プロセスにおいて、II 型コラーゲン含量の多い軟骨様細胞シートを

収縮なく、かつ、より安全に作製する方法を提案し、さらに非侵襲的に細胞分

化度を評価する方法を提案した。今後は、前臨床試験による安全性や治療効果

の検証を含め、本論文で示されたMSC由来軟骨様細胞シートが早期に臨床応用

されることが期待される。 
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