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【目的】サ イ トカ イ ン 遺伝 子導入 間葉系幹細胞 （MSC ）の 移植 に よる軟骨 欠損

治療 を目指 し、我 々 は既 に MSC 内で 高発現で きるベ ク タ
ー

を開発 した。そこ

で、遺伝 子導入MSC の 軟骨欠損治療 にお ける有効性 を新た に開発 した 切 祕 rO 評

価系 に よ り評価 した。
【方法】ブタ大腿骨 骨頭部か ら採取 した骨軟骨 デ ィス ク （直径 ；6．5mm ＞ の 軟

骨組織表面 に 部分 欠損 〔半径 ； D．8mm ，深 さ ：1．6　 mm ）を作 製 した。こ の 骨軟

骨デ ィス ク また は骨部分 を分離 した軟骨 デ ィス クの 欠損 内に、ブ タ軟骨細胞、
ヒ ト問葉系幹細胞 （MSC ） またはTGF一β3遺伝子導入 MSC の 懸濁液を 1pl ずつ

播種 し3週 間培萎 した後、切片 をア ル シア ン プル
ー
染色 した。

【結 果 と考察】骨軟骨デ ィス ク欠損 内へのMSC 播種 ではMSC の ア ポ ト
ー

シス が

認め られ たが、軟骨デ ィス ク欠損内への MS （：播種 で は軟骨様組織 の 生成が観察

され た。MSC を播種 した軟骨デ ィ ス ク欠損 には．軟骨 組織 の 表層 〔繊維芽状）

と中 間層 （球状） に見られる 2種類の 細胞形態が表層 と深 部でそ れぞ れ観 察 1
れた。TGF一β3 遺伝 子導入 MSC を播種 した場 合、非導 入 MSC を播種 しTGF 一β3
（IQngtml）を添加 した場合 に比べ て明 らかに 良好 な軟骨様組織 の生成が認 め ら

れ、サイ トカイ ン 遺伝子導入MSC 移植 に よる軟骨欠損 治療 の有効性が示唆 され

た。

【背景 と目的】三次元培養方法 の モ デル 培養系 と しての ブ タ初代膝関節軟骨細胞

を用 い た ス キ ャ フ ォ
ー

ル ドフ リ
ー
軟 骨様細胞 シート培 養 にお い て 、培 地 グ ル

コ
ー

ス 濃 度や 培地液景 を操作 してグル コ
ー

ス 消 費速度 を制御す るこ とに よ っ
て ．ECM 蓄積密度 を上げ、シート厚 さを増大する こ と を検討 した 、，
【方法】 ブタ初代軟骨細胞 （6．2・10s　ceils ） をセ ル カ ル チャ

ー
イ ン サ

ー
ト 〔面積

0、3 じm り に培 地と共 に入れ、遠心分 離 〔200Xg 、5分）の 後、37℃、5％CO2 雰囲

気下で 4 週間培 養 した 、，培 養終丁後、シートの 直径 と厚み を測定 し、アグリカ

ン蓄積 量は DMMB 法、培 地上清の グル コ ー
ス 濃度は グル コ ー

ス 測 定 キ ッ トで

各 々 定 箭 した。
【結果 と考察】某本条件 〔培 地グル コ ース 濃 度 （4．5911）、培地液量 〔300 μ1））

か ら、培 地液．吊：を6DOμiに増加 させた場合、グル コ ース 消費速度が約 L！倍 に増

大 し、シートの 厚 さは約 L2倍 となった／t　一．．．方、培 地液 量600μ
1の 条件 にお い て

培地 グル コ
ー

ス 濃度 を4．5　gllか ら9．O　911に増加 させた場合、グル コ ース 消費速

度が約 2．4倍 に、シートの 厚 さが約 1．5倍 と各々 増大 し、ア グリカ ン 蓄積量 も基

本条件の シ
ー

トの 約 1．3倍 に増大 した，、
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【目的1胚様 体 〔EB ）は 、　 ES 細胞 の in　vitro 分化 誘導 シス テ ム と して 広 く用い ら

れて い る 。EB の 形成 に は ハ ン ギ ン グ ドロ ッ プ 法 （HD 法）が 広 く用 い られ て い

る が、ドロ ッ プ当た りの 初期細胞数は 20 〜1eOO 　cells ／drop で あ り、ドロ ッ プ の

容積 も15〜50　pLl と定 まって い ない 。我々 は 、　 EB の 分化状態 を一定の 範囲に 収

め る こ と が、その 後の 目的細 胞の 分化誘導を安 定的に 進め る 上 で 重 要で ある と

考 え、HD 法 に おける初期条件が EB の 分化 状態に どの よ うな影響 を与える か を

検討 した 。
【方法】マ ウ ス ES 細胞 〔129sv ）の 初期播種細胞数が 100、　 SOO、　 loeU　ce1 ］s、懸滴

量 が IO、2D、30、　 SO　pL と な る よ うに IOO　mm シ ャ
ーレの ブ タ に懸滴 を作製 し、

HD 法で 3 又は S 日間の 培養 を行い FBS 存在下 で 朋 を形成 した ，，形成 され た EB

の 遺 伝子 発 現 を RT −PCR に よ り解 析 した 。さ ら に、ゼ ラチ ン コ ート E：に播種 し、
FBS 又 は KSR を含 む培 地 で 7又 は 9H 間 の接 着培 養 を 行 い 、心筋 及 び 紳経への 分

化 を誘導 した。
【結果 及 び 考察】HD 法で は EB のgro槻 h　up を サ ポ ートで きる の は 5H 問 が llR界で 、
懸1商10及 び 20μL の 5 日 目で は EB が 十 分 に生 育 し なか っ た 。3 日間 で 形成 した

EB で は 神経が 発生 した が 、5 囗 間で は ほ とん ど発 生 しな か っ た 。10eO 　cellsAO

μLで形成 した 3日 目 のEB を接 着す る と接着率の 低
．
卜
．
が み ら れ た。この こ とか ら、

HD 法で EB 形成 を行 う際 は 、目的 とす る分 化細 胞 に適 した初 期 培 養 条 件 と培 養

期間 を設定す る こ とが 重要 で あ る と思 われ る。

幽 的】ヒ ト iPS細 胞の 胚様体 〔EB ）形成は 、細胞 を シ ン グ ル セ ル に ま で分散せ

ずに 、大 きさが不 均
．な コ ロ ニ ーや細胞小 集塊 を 浮遊培 養する こ と に よ り行 わ

れ て い る 。この た め EB の 大 きさ は不揃い と な り、分化状態 も
一
定し ない とい う

問題が 示唆 され て い る 。我々 は 、分化指向性 に関与す る と され る EB の 大 きさを

一
定の 範囲に収 め る こ とが 重 要で ある と考 え、綿胞 を シン グ ル セ ル に分 散 して

既 知細 胞数か ら EB 形成 を行 う方法を 検討 した 。そ の 結果、　 Y −27632 の 添加が 有

効 で ある こ と を見 い だ した tt本実験で は シ ン グ ル セ ル 化 した ヒ ト iPS 細胞か ら

の 胚様 体形 成 とそ の 分化状 態 に つ い て検討 した。
【方法】シ ン グル セ ル に分散 した ヒ hPS 細胞 （20JB7 ）懸濁液 を、細胞非接着

性 の U 底 96−we ］［ptateに 3C）UO 　cclls ／w
’OI］と な る よ う播種 し、　 Y−27632 （終濃度 Ie

pM ）存在 下 で EB を 形成 した （96−well 法〕．t比 較対照 と して、ヒ ト iPS細胞の コ

ロ ニ ーを細 胞 非 接 着性 の 6−wellpiate へ約 5．exloS 　cellstwell とな る よ う播 種 し、Y−
27632 非 有：在 1／

．
で EB を形 成 し た （従 来 法 〕。形成 さ れ た EB の 遺伝 子 発 現 を RT −

PCR に よ り解 析 し た。
【精 果 】Y 二27632 を 添加 す る こ とで、シ ン グ ルセ ル に まで 分 散 し た既 知数 σ）ヒ ト

iPS細 胞 か ら EB を形 成 す る こ とが で き た。96−weil 法 で 形 成 した EB の 大 き さ は

従 来 法 で形 成 した EB と比 べ て ば ら つ きが 小 さか った （径 ：約 3SO 　
一

　500 　
−
m ｝。

一方、従 来 法 で 形 成 した EB の 大 き さ は ば らつ きが 大 き く （径 ：約 100〜450

μm 〕、平均 径 は 96−weU 法で 形成 し た EB に比 べ て 小 さ くな った。両EB にお ける未

分 化 マ ーカ ーと一部の 分 化マ
ーカーにお い て 、発現量 に 差 が み られ た 。
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