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由来組織の 異なる間葉幹細胞の 軟骨分化過 程
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メ 力二 力ル ス トレ ス と成長因子が 3 次元培養 下 関節軟骨細

胞 に及ぼす影響
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【目的 】近年、骨髄 由来間葉幹細胞 を 用 い た 軟骨 組織 の 再 生

が 試 み られ て い る。し か し骨髄か らの 幹細胞 の 採取 は 患者

へ の 負担 が 大 きい こ と は 否 め ない 。患者 や ドナ ーの 負担 を

軽 くす る 意味 で も、体 の 他 の 組織か らの 間葉幹細 胞 の 代替

や、少量 の 間葉幹細胞を 効率 よ く利 用 す る方法 の 確 立 が 急

務で あ る。本研 究 は、由 来組 織 の 異 な る 間葉幹細胞 の 軟骨

分化能 お よ び 軟骨 再 生 能 の 違 い を 調 べ 、さ ま ざ ま な組織由

来間葉幹細胞 の 再 生 医 療 へ の 道 を 探 る こ とを 目的 と し て い

る。

【材料 と方法 1 ヒ ト骨 髄 由 来、滑 膜 由来 お よ び軟骨 由来 の 間

葉幹細胞 を採取、増殖 させ 、 1・リ プ シ ン 溶液 に よ り遊離 し、
10ng 〆ml 　TGF β3 お よ び 500　ng ！m1 の BMP2 を含む軟骨分 化

培地 中で 0 〜21 日間 高密度培養 を行 っ た。由来組織 の 異な

る 間葉幹 細 胞 の 軟骨分化能お よ び軟骨再生能 の 違 い に つ い

て は 、培 養 0 日、1 日、7 日、14 日、21 日 の 軟骨分 化過程

を 光顕 お よ び 電 顕 で 観 察 し、collagen 　type　I、　 Ir、　 X お よ び

proteog］ycan を認 識 す る抗 体 を用 い た 免疫組織化学 に よ り検

討 し た 。

【結果】培養 1 日 で 幹細胞 は 凝 集 し、凝 集 塊 を形 成 した 。凝

集能 は 骨髄 由来幹細胞 で 最 も高 く、滑 膜 由来、軟骨 由 来幹

細胞 の 順 で あ っ た。培養 7 日で 凝 集塊 の 表層部 は 線維芽細

胞様細胞層 で 被わ れ、凝集塊 内 部 は 軟骨細胞様細胞層に 分

化 した。線維芽細胞様細胞 層 の 厚 さ に 由来組織 に よ る 違い

が み られ、滑膜由来幹細 胞 で最 も厚 く、軟骨由来幹細胞で

わず か で あ っ た。培養 21H で 凝 集 塊 内 部 の 軟骨細胞様細胞

は collagen 　type　IIと proteoglycanか ら成 る 軟骨 マ ト リ ッ ク ス

を生 成 し た が、生 成領域 お よ び 生 成 量 に 由来 組 織 に よ る 違

い が 認 め られ た。滑膜由来間葉幹細 胞 は 軟 骨 マ ト リ ッ ク ス

の 生 成 量 も豊 富 で 優れ た 軟骨分化能 を 有 し、臨床応用 が 期

待 され る 。

【目的 】 メ カ ニ カ ル ス ト レ ス や 成 長因子に よ る 刺激 に よ り関

節軟骨細胞 の 基 質産 生 が 促進 さ れ る こ とは 既 に よ く知 られ

て い る，今 回 我 々 は，脱分 化 し た 関節軟骨 細 胞 を効 率 よ く

再分化 させ る た め に メ カ ニ カ ル ス ト レ ス と成長 因子 を併用

した 3 次元培養を行 い ，そ の 細胞分 化能 の 経 時的 変化 に つ

い て 調べ た ．

【方法】 ラ ッ ト の 関節軟骨細胞 を単 層 培 養 後， コ ラ
ーゲ ン ゲ

ル 内 に 包埋 して メ カ ニ カ ル ス ト レ ス と成 長 因子 を 加 え て 3

次元 培養 を 行 っ た ．培養期 間 は 1 〜5 日間 の 5 群 に 分けた．

成長因 子 は basic飾 roblast 　gro賊 h　factor（bFGF ）100　ng ！ml を

使 用 した．メ カ ニ カ ル ス ト レ ス は 各 培養期間中 1 日 1 回 負

荷 し，そ の 条 件 は，周期 性 圧 縮，周 em　O．33　Hz，圧縮率 5％，
1 回 負荷あた り 60 分 間 とし た ，メ カ ニ カ ル ス ト レ ス 無負荷

を対 照群 と し た．評価は リア ル タ イ ム PCR に て 行 い ，追 跡

遺 伝 子 は Type　II　collagen ，　 Aggrecan，内部標準は GAPDH を

使用 した．

【結果】Aggrecan発 現 量 は，対 照 群 に 対 し て 60 分 ／日群 の

方 が 有意 に 高 か っ た が ，両 者 と も培養 2 目 目か ら急激 な低

下 を 認 め た．Type 　II　collagen 発現量 は ，メ カ ニ カ ル ス ト レ

ス の 有無 に 関 わ らず，培養 3 日 目か ら有意 に 急激 な低下 を

認め た．

【考察】臨床応用 に 耐 え得 る 関 節 軟骨組織へ と再生す る に は ，
そ の 形質 を維持 し つ つ 十 分 な細 胞 数 を 確保 す る 必 要が あ る．

単層培養 で 脱分 化 した 関節 軟骨 細 胞 を，コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を

用い た 3 次元 培養 に 成 長 因子 と メ カ ニ カ ル ス ト レ ス に よ る

刺激 を加 え る こ とで t あ る程 度 の 再 分 化 を 果た し た ．・一
旦

脱 分 化 し た 細胞 を 基質産生 段 階 ま で 再 分 化 させ る 有用 な細

胞 刺激 方 法 で あ っ た が ，臨床応 用 を 目指 す に は 今後更 な る

至 適条件の 追 求が 必要 で あ る．
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