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学位論文内容の要旨

  関節軟骨は骨端部に覆われており、関節運動において軟骨下骨に掛かる外カを分散・吸収して摩

耗の危険性を低下させることによって、長年耐えられる構造を有した特殊顔組織である。しかし、

軟骨組織は血管・神経・リンパ管を欠き、組織中の細胞が少をく、その周囲に密度の高いECMが

存在し、細胞自体が高度に分化しているためほとんど分裂増殖しをいことをどから一度欠損すると

修復は非常に困難と歡る。現在までに様々誼治療法が検討されてきたが、未だその有効性は確認さ

れてい顔い。今後もより一層深刻さを増し続ける高齢化社会に向け、変形性関節症顔どの関節疾患

を持つ患者のQOLに多大顔影響を及ばすことからも、一亥｜Jも早い治療法の確立が期待される。そ

こ で、 我々は今 回新たに間 葉系幹細 胞(MSC)を用い た治療法 について 検討した 。

  臨床応用を主眼に置いた場合、患者に対する安全性を考慮することは非常に重要である。例え

ぱ、MSCの長期増殖培養中、細胞がその後の工程の安全性に相応しく顔い変化を生じる危険性が

考えられた。さらに、細胞接着材料に起因する安全上の問題が懸念されるためスキャフオールドを

用い極い培養方法の開発が課題であった。

  したがって、これらの問題を解決するため、本論文では軟骨様組織を作製するための培養プロセ

スにおける増殖及び分化・三次元化工程に関する研究を行い、将来の実用化を目指した最適教培養

プロセスを提案した。

  以下に各章どとに得られた結果をまとめて示した。

  第1章では、序論として本研究の背景と目的を明らかにした。

  第2章では、MSCの継代増殖培養を行い、培養中の細胞集団に生じる変化について調べた。10%

FBS含有DMEM培地を用いて継代増殖培養を行った結果、MSCの増殖能が徐々に低下し、細胞

形態はMSCの特徴である細長さを失う傾向を示した。それに伴いMSCのマーカーと言われてい

    ．

るCD90とCD166陽性細胞の割合が減少した。さらに、軟骨細胞に特異的を遺伝子であるアグリ

カン遺伝子の発現が継代増殖するにつれて徐々に上昇した。細胞形態からも、軟骨細胞と考えられ

る接着面積と多角形度が両方とも大きい細胞の割合が増加する傾向が認められた。したがって、継

代増殖培養を行うとMSCが少をくとも一部は軟骨細胞に分化していき、細胞集団の不均一性が増

大することが示唆された。

  第3章では、MSCの分化を抑制し、未分化能を維持したまま均一教細胞集団として増殖させる

ことのできる培養方法の検討を行った。MSCの増殖能にFBSのロット差が影響するという結果を

得たことから、FBSの割合を低減することによって不均一性を抑制できるのではをいかと考えられ

た。低血清濃度でも増殖可能にするために市販培地のMF-mediumを検討した結果、0.1％FBS含
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有MF-mediumでは10% FBS含有DMEM培地と同等の高い増殖能を示すだけで教く、小さく細

長い細胞及びCD90とCD166陽性細胞の割合が高く維持され、アグリカン遺伝子の発現も低く抑

えられることが判明した。また、接着面積と多角形度が両方とも大きい細胞の割合もFBS濃度が

高い培地と比べて低く抑えられた。この結果から、FBSの濃度を低くすることでMSC増殖培養中

の分化を抑えることができ、比較的均一顔細胞集団を獲得できることが考えられた。

  第4章では、一定の大きさと形状を持つスキャフオールドフリー軟骨細胞シートを作製するた

めの培養条件を検討した。まず、細胞数の検討を行った結果、多孔性膜であるセルカルチャーイン

サートを用いて培養した場合、接着面積0.3 cm2当たり18．6x los cellsが最適毅細胞数であるこ

とが分かった。一方、それよりも少教い細胞数ではシートが収縮し、多い細胞数では均一顔厚さの

シ，トが作製でき教いことが分かった。また、様々教開孔率のセルカルチャーインサートを用いて

培養し、開孔率が及ばす影響を調べた結果、開孔率が最も高い12ゲ0の膜を使用することにより、

収縮し没いシートを作製できることが分かった。したがって、スキャフオールドを用いずに一定の

大きさの細胞シートを作製する方法が明らかに次った。

  第5章では、スキャフオールドフリー細胞シートにおけるMSCの軟骨分化状態を調べた。その

前に、まず最適顔内部標準遺伝子の検討を行った結果、△Ct法とgeNormの両方の評価方法にお

いて18SリポソームRNAが最も安定に発現している遺伝子であることを示した。次に、作製した

スキャフオールドフリー細胞シートの軟骨関連遺伝子の発現を調べた結果、ベレット培養と比べて

アグリカン及びII型コラーゲン遺伝子の発現が大幅に高いことが判明した。さらに、sGAG蓄積

量をDMMB法とアルシアンプルー組織染色で調べた結果、シートの方が豊富に蓄積していること

を確認した。これらの結果から、シートはぺレットよりも軟骨組織に近い構造物であることが示さ

れた。最後にーシート培養の方がぺレット培養よりも軟骨分化しやすい理由として酸素環境の違い

を推察した。その結果、シートは酸素濃度がぺレットよりも低くをっている可能性が高いことが計

算により分かった。さらに、シートの方がGAPDH遺伝子、HIF-1a遺伝子の発現が高く、シート

内部が低酸素環境下にあることが示唆された。したがって、シート培養の方がぺレット培養よりも

MSCが軟骨分化度が高かった原因のーつに、構造物内部が生体軟骨組織により近い低酸素環境下

に教っていたからだということが推測された。

  第6章では、総括として本研究で得られた成果についてまとめた。

  本研究では、軟骨組織修復を目的とした理想的顔軟骨様組織を、MSCを用いて作製するための

増殖培養及びシート培養による分化培養プロセスを提案した。

― 688―



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

骨髄間葉系幹細胞を用いたスキャフオールドフリー

軟骨様組織作製に関する培養プロセス工学的研究

  関節軟骨は骨端部を覆っており、軟骨下骨に掛かる外カを分散・吸収して摩耗の危険性を低下さ

せ、長年耐えられる特殊教組織である。しかし、軟骨組織は血管・神経・リンパ管を欠き、組織中

の細胞が少をく、その周囲に密度の高い細胞外マトリックスが存在することをどから一度欠損する

と修復は非常に困難となる。現在までに様々顔治療法が検討されてきたが、未だその有効性は確認

されてい教い。今後もより一層深刻さを増し続ける高齢化社会に向け、変形性関節症誼どの関節疾

患を持つ患者のQOLに多大顔影響を及ばすことからも、一刻も早い治療法の確立が期待される。

そこで、我々は今回新たに間葉系幹細胞(MSC)を用いた治療法について検討した。

  臨床応用を主眼に置いた場合、患者に対する安全性を考慮することは非常に重要である。例え

ば、MSCの長期増殖培養中、細胞がその後の工程の安全性に相応しく額い変化を生じる危険性が

考えられた。さらに、安全上の問題が懸念されるためスキャフオールドを用い教い培養方法の開発

が課題であった。

  したがって、これらの問題を解決するため、本論文では軟骨様組織を作製するための培養プロセ

スにおける増殖及び分化・三次元化工程に関する研究を行い、将来の実用化を目指した最適教培養

プロセスを提案した。

  以下に各章どとに得られた結果をまとめて示した。

  第1章では、序論として本研究の背景と目的を明らかにした。

  第2章では、MSCの継代増殖培養を行い、培養中の細胞集団に生じる変化について調べた。

100/0 FBS含有DMEM培地を用いて継代増殖培養を行った結果、MSCの増殖能が徐々に低下し、

細胞形態はMSCの特徴である細長さを失う傾向を示した。それに伴いMSCのマーカーCD90と

CD166の陽性細胞の割合が減少した。さらに、軟骨特異的遺伝子であるアグリカンの発現が継代

増殖するにつれて徐々に上昇した。細胞形態からも、軟骨細胞と考えられる接着面積と多角形度が

大きい細胞の割合が増加する傾向が確認された。したがって、継代増殖培養を行うとMSCが少次

くとも一部が軟骨細胞に分化し、細胞集団の不均一性が増大することが示唆された。

  第3章では、MSCの分化を抑制し、未分化状態を維持したまま均一極細胞集団として増殖で

きる培養方法の検討を行った。そこで、FBS濃度の低滅化を考えた。低血清濃度でも増殖可能改

MF-mediumを使用した結果、FBSをO.1c70に低減しても高い増殖能を示すだけでなく、小さく細
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長い細胞及びCD90とCD166陽性細胞の割合が高く維持され、アグリカン遺伝子の発現も低く抑

えられることが判明した。このことから、FBSの濃度を低くすることでMSC増殖培養中の分化を

抑 え る こ と が で き 、 比 較 的 均 一 教 細 胞 集 団 を 獲 得 で き る こ と が 示 さ れ た。

  第4章では、一定の大きさと形状を持つスキャフオールドフリー軟骨細胞シートを作製ずるた

めの培養条件を検討した。まず、細胞数の検討を行った結果、多孔性膜であるセルカルチャーイン

サートを用いて培養した場合、接着面積0.3 cm2当たり18.6xlos cellsが最適放細胞数であるこ

とが分かった。これよりも多くても少顔くても収縮や亀裂が生じることが分かった。また、様々次

開孔率（＝孔面積／接着面積）のセルカルチャーインサートを用いて培養した結果、最も高い12u/oの

膜を使用することにより、収縮し教いシートを作製できることが分かった。したがって、スキャ

フオールドを用いずに一定の大きさの細胞シートを作製する方法が明らかにをった。

  第5章では、スキャフオールドフリー細胞シートにおけるMSCの軟骨分化状態を調べた。作製

した細胞シートの軟骨特異的遺伝子の発現を調べた結果、ペレットと比べてアグリカン及びII型

コラーゲン遺伝子の発現が大幅に高かった。また、DMMB法とアルシアンプルー染色で調べた結

果、シートはsGAG蓄積量も高いことが分かった。これらの結果から、シートの方が軟骨組織に近

い構造物であることが示された。最後に、シート培養が軟骨分化しやすい理由として酸素環境に違

いがあることを推察した。計算した結果、シートはぺレットよりも酸素濃度が低く顔っている可能

性が高いことが分かった。また低酸素関連遺伝子であるGAPDH、HIF-1d遺伝子の発現がシート

で高かった。したがって、シート培養の軟骨分化度が高かった原因のーつに、構造物内部が生体軟

骨 組 織 に 近 い 低 酸 素 環 境 下 に 顔 っ て い た か ら だ と い う こ と が 推 測 さ れ た。

  これを要するに、軟骨組織修復を目的とした理想的教軟骨様組織を、MSCを用いて作製するた

めの増殖培養及びシート培養による分化培養プロセスを明らかにしたものであり、動物細胞培養工

学および再生医療工学に貢献するところ大抵るものがある。よって著者は、北海道大学博士（工学）

の学位を授与される資格あるものと認める。
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