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学位論文要約 

 

  現在，わが国は人類史上類を見ない超高齢化社会に突入している．これに伴

い，要介護者数は急増し，10年間で約 2倍の数に達している．このため，自立した

生活を送れる期間の指標となる健康寿命は男性 71 歳，女性 74 歳で平均寿命と

の差は男性約 9 年，女性約 12 年と拡大して介護費用も含めた医療費高騰と労働

力の損失がきわめて深刻化している．要介護原因となり健康寿命の延伸を阻害し

ているもので脳血管疾患についで多いものが，認知症と並び関節疾患である．そ

の罹患率は国民総人口の約 20%，50 歳以上では女性 75%，男性 54%にも達し

（ROAD study）1-3，先進諸国における関節疾患の急増に伴う経済的損失は年間

国民総生産の約 2.5%に上ると推測される（WHO）．したがって，関節疾患の制圧

は社会・経済的にも緊要な課題である． 

 

  一方，関節疾患の病態の首座である関節軟骨は，骨端に存在する組織であり，

潤滑な関節運動や衝撃の吸収などといった高度な物理的機能を果たしている．関

節軟骨は，組織学的には硝子軟骨と呼ばれ，細胞密度が低く，血管・神経・リンパ

を欠き，type 2 コラーゲンを主とした特有の細胞外マトリックス構造に富んでいる．

このように血流が乏しいこと，および細胞周囲に密度の高いマトリックが存在してい

ることから関節軟骨は自然治癒能力にきわめて乏しく，一度損傷が生じるとその進

行を抑制することは困難である．治癒過程において損傷した軟骨は瘢痕組織であ

る線維軟骨により置換されることがあるが，その機能は硝子軟骨に比較して劣るた

め，線維軟骨はやがて変性・消失し関節症を発症する 4,5．したがって，関節軟骨

は硝子軟骨で修復することが望ましく，そのためには薬物やリハビリ治療には限界

があり，手術治療が唯一の根治的治療法となる 6． 

 

  しかし，従来の drilling や microfracture といった骨髄を刺激する手術法では，

関節軟骨は硝子軟骨による修復ではなく，線維軟骨での修復しか得られず，有効

性と安全性を兼ね備えた絶対的な手術法とは言い難い 7,8．このような現状を背景

として，近年，臨床応用が進められている手術法が軟骨細胞を用いた軟骨再生治

療である 9,10．本治療法は最も臨床応用が進んだ再生医療領域の一つで，わが国

を含めた医療先進国において広く行われているが，その成績は従来の手術法の

それを凌駕するものではない 11,12．その主原因の一つが，軟骨細胞の使用に由来

するものである．第一に，軟骨組織中に存在する軟骨細胞数は少なく，その増殖

能も低いため移植に必要な軟骨細胞数を確保できない．第二に，培養中に容易

に脱分化して線維芽細胞等になってしまう 13．さらに，正常軟骨組織の採取に伴う
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合併症や，計 2 度の手術（採取と移植）が必要なことなど，手術手技上の問題もあ

る 14-16．これに対し，iPS細胞をはじめとする幹細胞を用いた軟骨再生医療は，これ

らの問題点を解決する可能性を秘めた治療戦略である． 

 

  幹細胞を用いた軟骨再生医療では，軟骨細胞の供給源として，これまでに間葉

系幹細胞（Mesencymal stem cells，MSCs）17-20 や胚性幹細胞（embryonic stem 

cells ，ES細胞）21,22が用いられてきた．間葉系幹細胞は骨や脂肪，軟骨に分化す

る能力を持つ幹細胞で，骨髄 23や骨膜 24，脂肪組織 25，滑膜 26，骨格筋 27など体

内の様々な組織から採取可能である．再生医療における有用な細胞供給源と考

えられるが，その増殖能力は有限であり，生体外で増殖した場合には必ず老化し

増殖を停止してしまうため，品質の標準化された細胞を十分量確保することは困

難である．一方ES細胞は各胚葉への分化多能性を有し，かつ無限の自己複製能

を有する細胞である 28,29．事実上，無限の数の細胞を獲得することが可能であるた

め，品質の標準化された細胞製剤を十分に提供できるという利点がある．しかしな

がら，ES 細胞は受精卵を破壊して樹立されるため，生命倫理上の問題が存在し，

各国によってその作成と使用に関する指針が定められてきた．2007 年に山中らに

より樹立が報告された人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells, iPS 細

胞）30,31 は分化した体細胞に数種類のリプログラミング因子を導入することで得られ

る多能性幹細胞であり，ES 細胞と同様に分化多能性と無限の自己複製能を有す

る細胞である．品質の標準化された細胞を十分に提供することが可能であり，ES

細胞樹立に伴う受精卵の破壊という生命倫理問題を回避することができるため，

再生医療における細胞供給源としておおいに期待されている．また，iPS 細胞は将

来的にバンク化されることが見込まれており，それによってドナーからの組織採取

が不要となるため，非侵襲的かつ迅速に必要な品質の iPS 細胞が提供可能となる

ことが予想される．このような背景から iPS 細胞は軟骨再生に有利である． 
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  一方で，人工多能性幹細胞（iPS 細胞）などの幹細胞から成熟細胞への分化過

程において，一定数の細胞が脱分化（標的細胞以外の細胞へ分化）やがん化が

生じる危険性がある 32,33．特に，関節軟骨は非生命維持組織のため，軟骨再生医

療において移植する幹細胞のがん化は絶対に克服すべき課題である．そのため

には，幹細胞から軟骨細胞への有用な分化誘導法を確立し，それに関わる分化

マーカーを同定し，軟骨細胞へ分化した細胞やその前駆細胞を選択的に回収す

る分化培養システムを開発することが不可欠である．そこでわれわれは，iPS 細胞

から軟骨細胞への有用な分化誘導法を確立し，さらにそれに関わる分化マーカー

を同定することを目的に本研究をすすめた． 

 

  われわれは，第一にマウス iPS 細胞からの軟骨分化誘導法の確立を行うこととし

た．多能性幹細胞からの軟骨細胞分化誘導に関してはこれまでに様々な方法が

報告されており，軟骨細胞との共培養を行う方法 34や，胚葉体を経由する方法 35，

間葉系幹細胞様細胞を経由する方法 36,37などが紹介されている．軟骨細胞との共

培養においては支持細胞として用いる軟骨細胞からサイトカインが産生されるとい

う利点があるが，支持細胞として用いた軟骨細胞が混入する危険性がある．また，

この誘導系を用いて獲得される組織は硝子軟骨と線維軟骨が混在するという問題

点がある．胚様体を経由する方法では中胚葉だけでなく，内胚葉および外胚葉へ

も誘導される．そのため，他の分化した細胞が混入する危険性があり，分化効率が

低くなることが懸念されている．これに対し，軟骨細胞前駆細胞としての間葉系幹

induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)

• High-quality and large-quantity of stem cells are to 
be obtained

Takahashi, Yamanaka et al: Cell 2007 

CultivationSomatic cells

Reprogramming

factor

iPSCs

Oct3/4, Sox2,

Klf4, c-Myc

Stem cells Progenitor cells

Self renewal

capability

Differentiation

Fully differentiated cells

Pluripotency

Differentiation

Cartilage regeneration

ü Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

ü Embryonic Stem Cells (ESCs)

ü induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)
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細胞様細胞を経由する方法では支持細胞の混入や他胚葉への分化の危険性を

回避することが可能である．また，間葉系幹細胞様細胞を未分化な状態で増殖可

能であるという利点がある． 

 

  一方，未分化細胞からの軟骨細胞の分化誘導および分化した軟骨細胞表現

型 の 維 持 に お い て は ， 軟 骨 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM ） の 三 次 元

（three-dimensional，3D）構造を模倣することの重要性が強調されてきた 38-40．軟

骨再生医療において，これまでに様々な生体材料を使用した多数の 3D軟骨形成

誘導システムが開発されている 38-48．しかしながら，3D 生体材料システムを用いて，

iPS 細胞からの軟骨形成を制御することはほとんど試みられていない．われわれは，

関節鏡視下の細胞移植が可能な高純度低エンドトキシンアルギン酸ゲル

（Ultra-purified Alginate Gel，UPAL ゲル）を開発し，骨髄間葉系細胞（bone 

marrow stromal cell，BMSCs）を移植する軟骨再生医療に取り組んできた 49-53．

UPAL ゲルは関節鏡視下に操作が可能であり，ゲル表面を関節内で硬化させるこ

とにより，骨膜による被覆の必要がないという利点がある．また UPAL ゲルは，高純

度化技術により，通常のアルギン酸ゲルで問題となる細胞毒性を極限まで低下す

ることに成功し，移植した骨髄間葉系幹細胞の軟骨分化誘導能を促進することも

証明されている． 

 

 

  以上を踏まえ，本研究ではマウス iPS 細胞から軟骨細胞を分化誘導する新たな

培養法として，間葉系幹細胞様細胞を経由する多段階分化誘導と UPAL ゲルを

Chondrogenesis using ultra-purified alginate gel (UPAL® gel)

A cellular implantation system using an injectable ultra-purified alginate gel (UPAL gel) for 

repair of osteochondral defects in a rabbit model
Igarashi et al: J Biomed Mater Res A. 2010

UPAL gel enhances chondrogenesis of BMSCs

Defect + UPAL gel

H–E safranin-O anti-Type I anti-Type II
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用いた三次元培養を併用する方法を考案するに至った．その結果，われわれは

UPAL ゲルを用いたマウス iPS 細胞からの軟骨分化法を確立し，UPAL ゲル 3D 

culture と iPS 細胞由来間葉系幹細胞様細胞（iPS-MSCs）を経由する多段階分化

を組み合わせることで，iPS 細胞が軟骨細胞に特異的に分化誘導されることを示し

た．  

 

  次にわれわれは，iPS 細胞から軟骨細胞へ分化した細胞やその前駆細胞の性

質を評価することを目的に，その分化過程に関連する新規分化マーカーの探索

へと研究を進めた．幹細胞上の分化マーカーに関して，これまでに遺伝子やタン

パク質研究を基盤とした探索研究が数多く行われてきたが，臨床応用が可能な分

化マーカーの同定に至ったものはきわめて少ない 54-58．一方，タンパク質や脂質は

翻訳後に種々の分子により修飾されて，はじめてその機能を獲得することが少なく

ないが，近年，この翻訳後修飾の約半数を糖鎖による修飾が担っていることが明ら

かにされている 59,60．すなわち糖鎖の機能を解明することは，これまで遺伝子研究

やタンパク質研究では説明困難であった多くの生命現象や疾患の病態のメカニズ

ムの解明に繋がると期待されている．当科ではこれまで，国内外でほぼ前例のない

生体膜脂質機能研究を通した関節疾患メカニズムの解明を行い，スフィンゴ脂質

（特にスフィンゴ糖脂質）が関節疾患の首座である軟骨中の軟骨細胞の増殖およ

び脱分化制御機構を担っていることを明らかにしてきた 61-63．さらに，ヒト変形性関

節症における軟骨細胞の糖鎖構造を解析により high mannose type の N型糖鎖が

有意に減少することを観察しており，その糖鎖の合成に関連する遺伝子の発現を

強制的に調整したマウスを用いた軟骨変性の実験系で，軟骨細胞表面の糖タン

パク質が変形性関節症の発症に強く関連していることも報告している 64． 
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  加えて，糖鎖は炎症の惹起や疾患の発症，細胞の分化などに深く関わっている

ことが知られている．当科ではこれまでにマウス iPS 細胞からの神経細胞分化誘導

系において各段階の細胞の糖鎖構造を経時的に解析し，その過程で bisect type

の構造を有する特徴的なN型糖鎖が顕著に増加することを確認し，糖鎖構造が神

経細胞分化を経時的に評価するマーカーとなりうることを報告している 65．また，軟

骨再生研究においては，マウス軟骨細胞前駆細胞のセルラインである ATDC5 か

らの軟骨細胞分化誘導系において糖鎖解析を行い，その過程で high mannose 

type N-glycan が増加することを確認し，糖鎖構造が軟骨細胞分化を経時的に評

価するマーカーとなりうることを報告している 66．  

12

Glycan deletion causes cartilage degeneration

Glycan plays an important role in chondrocyte function

GM3S-/-GalNAcT-/-WT GD3S-/- Col2-Ugcg-/-

Analysis of cartilage degeneration model using 4 lines of sphingoglycolipid-deficient mice

Role of Glycan in articular cartilage
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  これらの成果を基に， われわれは，ポストゲノム研究に位置づけられる生体膜

糖鎖構造の解明が，これまで説明困難であった軟骨変性や軟骨修復のメカニズム

に対する有効な解決手段になると考え，糖鎖がマウス iPS 細胞から軟骨細胞への

分化過程で分化マーカーとなる可能性を見出した．その結果，われわれは iPS 細

胞から間葉系幹細胞様細胞を経由して軟骨細胞を分化誘導し，その過程におけ

るそれぞれの細胞表面の糖鎖構造を網羅的に解析することで，軟骨細胞への分

化過程で特徴的な構造変化を示すいくつかの糖鎖を同定するに至った．  

 

  われわれは，現在，UPAL ゲルを用いた軟骨再生治療の臨床治験を実施中で

ある．しかしながら，適応となる骨軟骨欠損のサイズは限られており，大欠損に対す

る新たな治療法が求められている．本研究では，UPAL ゲル culture と iPS-MSCs

を経由する多段階分化の組み合わせにより， iPS 細胞が軟骨細胞に特異的に分

化誘導されることが示された．この成果の臨床応用として，生体外で iPS 細胞から

iPS-MSCs を誘導し，それを UPAL ゲルに包埋して骨軟骨欠損部に移植する戦略

が考えられる．これによって，より大きな骨軟骨欠損に対して治療の適応が広がる

ことが期待される． 

 

  さらにわれわれは iPS 細胞から軟骨細胞への分化過程で構造変化を示すいく

つかの糖鎖を同定するに至った．将来的には，本研究で同定された分化マーカー

Glycans & glycomics

Complex carbohydrate

Glycoprotein, Glycolipid, Proteoglycan

Glycan

Lipid-linked glycan, N-linked glycan, O-linked glycan, 

Glycosaminoglycan 

Terashima, Iwasaki et al: Stem Cell Res. 2014 

Ishihara, Iwasaki, Nishimura et al: Biochim Biophys Acta. 2013

✓ Neuronal differentiation of mouse iPSCs

The expression of bisect-type N-glycans were up-regulated

in neural differentiation of iPSCs

✓ Chondrogenic differentiation of ATDC5

(mouse chondroprogenitor cells)

The expression of high-mannose type N-glycans were 

up-regulated at the late stage of differentiation of 

the mouse chondroprogenitor cells.

The alterations of glycans would be 

novel biomarkers of chondrogenic 

differentiation from iPSCs.
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を基に，軟骨分化能が高い前駆細胞を選択・回収し，成熟軟骨組織を再生すると

いった新たな軟骨再生治療の開発が予想される．これにより，現行の再生医療の

限界とされる高齢者関節疾患など治癒条件の悪い症例にも適応が広がり，健康

寿命の延伸にも繋がることが期待される． 

 

  また，本研究では iPS 細胞由来細胞に特徴的に発現する糖鎖構造が確認され

た．このことは糖鎖解析を用いた幹細胞由来細胞の生体内同定・追跡の可能性を

示した．これにより再生医療が潜在的に抱える移植細胞の脱分化・がん化などとい

ったリスクの回避が可能となり，軟骨再生医学研究の飛躍的発展すると考えられ

る． 

 

  本研究成果は，iPS 細胞等の幹細胞を利用した軟骨再生医療の安全性や臨床

成績の向上に繋がる．これにより，幹細胞由来軟骨細胞を用いた現行の再生治療

の抱える問題点 -細胞採取のための正常軟骨組織の犠牲，軟骨細胞の低い活

性，移植細胞の脱分化やがん化等- の解決が可能となり，幹細胞による新たな軟

骨再生医療の展開が期待される． 
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