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本研究では、ヒトiPS細胞からの効率的な軟骨細胞誘導法の開発と誘導軟骨細胞の
特性解析を実施した。1) iPS細胞から間葉系幹細胞（MSCs）を誘導し、段階的に
軟骨細胞を誘導することで、効率的な軟骨細胞の獲得を試みた。誘導環境を低酸
素状態とすることで、高率にMSC-like性質を有する細胞が得られることを見出し
た。2)誘導したMSCsについて発現解析を実施し、誘導MSCsが骨髄由来MSCsに類似
した発現パターンを示すこと、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への誘導が可能で
あることを示した。また、3)未分化iPS細胞およびiPS由来軟骨細胞に機械的スト
レスを加え、未分化維持分子機構に及ぼす影響を検討し、機械的ストレスの負荷
は未分化性の制御に影響しうることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：
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Induction of chondrocyte from iPS cells is an important to treat
osteoarticular disorders. We performed 1) induction of the chondrocyte
from iPS cells via MSC production from iPS cells; 2) detailed
characterization of the MSCs; 3) observation of cellular responses to
mechanical stresses. These experiments elucidated that 1) hypoxic
treatment during in vitro differentiation is a positive factor for
induction of the MSCs, 2) induced MSCs possess typical MSC
characteristics and 3) loading of the mechanical stress induce decreasing
of the genes controlling undifferenciency of the cells. The present
series of studies suggest an effective method to furnish the chondrocyte
from iPS cells.
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研究分野：　医歯薬学
科研費の分科・細目：　外科系臨床医学・整形外科学
キーワード：　軟骨・iPs細胞・分化誘導・再生医療

１．研究開始当初の背景

２．研究の目的

　高齢社会の到来に伴い変形性関節症の
有病率が増加しており、その治療は大き
な社会的問題となっている。再生医療は
新たな治療戦略として、脳卒中をはじめ
様々な領域で注目されている。変形性関
節症においても、軟骨欠損部に対する培
養自家軟骨移植が確立されたが、健常部
の軟骨採取を必要とするとともに、培養
軟骨細胞脱分化の問題が解決されていな
い。近年、体細胞に未分化維持因子を導
入する事により人工的に多能性幹細胞を
誘導できることが示された。このｉＰＳ
細胞は、胚の破壊を必要とせず、自己の
体細胞より作製できることより再生医療
の理想的な材料である。これまでにもｉ
ＰＳ細胞から神経細胞や心筋細胞などの
誘導が報告されているが、軟骨細胞への
誘導に関する報告は少ない。

4〜6日程度でEB周辺に紡錘体状の細胞が
出現した。低酸素培養により紡錘体状
の細胞を効率よく増殖させることが可
能であった。これらの細胞はCD271、
CD105、Vimentinの発現を示し、高い増
殖能力を有することから、間葉系前駆
細胞としての性質を有するという仮説
を立てた。これらの紡錘形間葉系細胞
はCD105、CD44抗体を用いて分取するこ
とが可能であった。
 2)誘導した間葉系細胞はMSCと同様の
性質を示す。次に、FACSとその後の培
養により得られた間葉系細胞の幹細胞
機能について解析を行った。分化誘導
したMSCsはCD29、CD44、CD73、CD105、
CD106、CD140b、VimentinといったMSC
マーカーを発現し、その発現量はヒト
正常骨髄由来MSCsと同程度あるいは高
値であった。Oct4、Nanogなどの未分化
マーカーについては発現量が低下して
いた。i誘導間葉系細胞について間葉系
細胞への分化能力を検討したところ、
分化誘導3週目においてアリザリンレッ
ド陽性骨芽細胞、オイルレッドO陽性脂
肪細胞、サフラニンO陽性軟骨細胞が得
られた。このことから、誘導細胞はMSC
様の細胞（iPS-MSC）であると考えられ

　本研究では、１）ヒトiPS細胞から軟骨
細胞を誘導し、２）誘導された軟骨細胞
の特性を検討することを目的とした。ま
た、軟骨細胞の最も特徴的な形質は機械
的ストレスに対する細胞応答であるが、
iPS細胞由来軟骨細胞について機械的スト
レスに対する細胞応答を観察し、生理学
的な特性を明らかにすることを目指し
た

３．研究の方法

様
た。
3）iPS細胞、iPS由来軟骨細胞に対する
機械的ストレス負荷は未分化関連遺伝
子の発現量を低下させる。関節軟骨は
常に荷重環境下にある組織である。即
ち、iPS細胞による再生医療が実現され
た際、移植細胞は同様の環境に曝され
ることになるため、iPS細胞およびiPS
由来分化細胞について、物理的機械的
（メカニカル）ストレスと細胞応答に
ついて検討することは極めて重要な課
題である。
本研究では、先ず、iPS細胞に対する牽
引負荷を行い、メカニカルストレスが
幹細胞の未分化性に与える影響につい
て検討した。iPS細胞をコラーゲンコー
トシリコンメンブレン状に播種しFX-
3000™にて周期的な牽引負荷を加えたと
ころ、Aktのリン酸化レベルの低下と未
分化関連遺伝子の発現低下が認められ
た。この反応は低分子量GTPaseRhoによ
り活性化されるROCKを阻害することで
抑制され、さらに、ドミナント・ポジ
ティブ型Rhoの導入により再現されたこ
とから、iPS細胞に対するメカニカルス
トレスの負荷はRho-ROCK経路の活性化
を誘導し、Aktのリン酸化レベルの抑制
と未分化関連遺伝子発現の低下を誘引

た。

　正常な生理的状態において、軟骨細胞
は間葉系の前駆細胞（間葉系幹細胞、
MSCs）より発生する。そこで、まずヒト
iPS細胞からMSC様の性質を有する前駆細
胞の誘導を行った。ヒトiPS細胞を非接着
ディッシュに移し、震盪培養を行うこと
で胚様体（EB）を得た。次にEBをマトリ
ゲルコートを施した培養皿へ播種し、
10%FCS-αMEMにて、酸素2％の条件下で分
化誘導培養を行った。誘導細胞より
CD105/CD44抗体を用いてMSCs分画を得
た。誘導したMSCsについては、間葉系
（骨，軟骨，脂肪）への分化能力や
RealtimePCR、Western blot解析による
MSCマーカーの観察など、MSCsとしての評
価を行った。その後、未分化iPS細胞、分
化誘導細胞を検体としてFX-3000™による
牽引負荷、FX-4000C™による圧迫負荷を行
い、物理的ストレスに対する細胞応答を
観察した。

４．研究成果
本研究において、3つの結果が得られた。
1)iPS細胞からはMSC様の性質を有する細
胞を分化誘導することが可能である。震
盪培養により、高率にEBを得ることが可
能であった。EBをマトリゲルに播種後、
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することが明らかとなった。次に、生体
内で生じる現象をより適切に再現するた
め、iPS-MSCをI型コラーゲンスポンジに
包埋し、軟骨分化培地で分化誘導した能
後にFX-4000C™にて周期的な圧迫負荷を加
えた。その結果、非圧迫群と比べSox9の
発現量が有意に低下することが明らかと
なった。このことから、iPS細胞、iPS由
来分化細胞ともに、メカニカルストレス
の負荷によってより分化に傾倒する可能
性が考えられた。
本研究により、ヒトiPS細胞から軟骨細胞
の誘導方法が開発され、ヒトiPS細胞の物
理的ストレスに対する応答が初めて明ら
かになった。また、実際にiPS細胞から誘
導した軟骨細胞に対し、生体で生じるス
トレスを模した周期的圧迫負荷を加え、
遺伝子発現の変化を検出することにも成
功した。しかし、その詳細な制御メカニ
ズムは依然不明である。また、今回観察
対象とした遺伝子以外の変化について
は、今後さらに解析を進め、全体として
考察する必要があると考えられる。今後
は、様々な分化段階の軟骨で同様の実験
を行うこと、マイクロアレイや次世代
シーケンサー（NGS）を用いて細胞に起こ
る変化を網羅的にとらえること、使用す
るiPS細胞の株数を増やし普遍性を確認す
ること、in vivoでの安定性、安全性につ
いて検討することが必要であると考えて
いる。 ⑥Fukunaga N, Teramura T,

Onodera Y, Takehara T, Fukuda K,
H i Y L k i i hibit
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