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　　　Redifferentiation　 of　dedifferentiated　 chondrocytes　 and　 chondrogenesis　 of　human

　　 bone　 manIow　 stromal　 cells　 via　chondrosphere　 formation　 with　 expression　 profiling

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　by　 large-scale　 cDNA　 analysis.

(軟骨 球 体培 養法 にお ける ヒ ト脱分 化 軟骨 細胞 の 軟骨 再分化 お よび ヒ ト骨 髄 間質細胞 のlarge・scale　cDNA;解 析)

内容の要旨

今　林

　 軟骨 細胞 は、単層培 撞 ドで継代培 養を行 うこ とに より軟骨 と して

の 形態 を急連に消 失 し脱分 化 とい う状態 となる。 この ことは現在it

なわれてい る軟骨細胞 移植 治療にお いて、軟骨細胞 を継代培 養す る

こ とがで きず移植細胞数 のR&fi'となってい る。その 対策 と して、脱

分 化軟骨細胞の軟骨 再分 化を促 し移埴細胞 と して利 恥で きる ように

す る こと、軟骨以外 の細胞 として軟骨へ の分化能 を示す骨 髄聞葉系

幹細胞 を用いる こと、等が 考 えられ る。 本研 究は脱 分化軟 骨細胞 の

軟骨14分 化法 を確.IJするこ とお よび軟.tへ 分化す る骨 髄 闘質細 胞 を

堪離 しその性状 を分 子学 的、遺伝子学的 に検索す る ことを目的 とし

て以下の研究 を行 った。

　 軟骨 分化に特異的 といわれ るType　O　collagen,　aggrecanを 発現 し細

胞外 マ トリックス を産生す る ヒ ト骨髄聞質細胞(H4・ 【細胞)を 限罪

希釈法 によ り単維 した。その細胞 は細胞 表面 マーカーの発 現におい

て骨髄 間葉系幹細胞 と異 なるCD34一 、　C-ICIl・、　CD140a'酬 騨を示 し、軟

骨 への分化 能を有す る骨髄間螢細胞 の新 しい細胞 分画 を提 唱す るも

のであ る。 また.ヒ ト脱分化軟骨細胞 と骨髄 間質細 胞の 両方に使用

で きる軟骨 分化 誘導法 と して軟骨 球体培 養法 を確 立 したg本 培 養法

は今 まで骨髄問 質細胞の分化勝 導法 であ るpel回法 と比較 しaggrecan

遺伝子の 早期発現 を紐め、軟骨 分化 をよりsく 促 進す る有用 な分化

誘導法 で ある。 さらに、脱 分化 軟w細 胞 の 再分 化7日raに お け る

cDNA　 profiling,骨 髄 聞質細 胞(H4・Dの 単層 培 養増殖 期のcDNA

plomiogに ついてoli8㏄ap口ng法 を用いる ことによ り作 製 した。　Lar6c・

scale　cDNAAB析`こ より軟骨細胞n分 化 においてはswcmral　 protein

伝子の発現 が多 くその 大半 を軟愉 関連の細胞外 マ トリ ックスの遺伝

子発現 が占め ていた◎特 に ロイシ ン リッチ小 型 プ ロテ才 グ リカン.

6a【師lagc　uligameric　malri罵prO巳ein、　ChllinasC3・随ke　1　(carli阻38e

8巳YAP【aein-39)の 発現 を高頻度 に認 め、軟骨 再分化初期 における細

胞 外マ トリックスの竜生情報 を解析 す るこ とがで きた。Rt髄 聞質細

胞 噌 殖 期 にお い ては 組 維 芽細 胞 増 勉 因子7、CCN(amity特 に

connecsive　tlssue　gmwlh　fulmと い った増殖因子関連遺伝子 の発現 を高

頻度 に認め 、今後の骨髄 問質細胞 の解明 に役立 つ もの と.4!われ る。

これ らのcDNA　 pmfilmgは 、骨髄 間質細胞 お よび変形性関節症 の軟骨

il紺…の解 明に非 常に有用 な情 報を与 えて くれる もので あ ると考 えて

いる。

英　明

論文審査の要旨

　 軟rr細 胞 は1亜層培 養 を繰 り返 し行 うこ とに よ り軟骨 として の性状

を急速 に失 い脱分化 とい われる状 態 に陥+,,軟 骨へp}分 化 しない と

考 え られ ていた。本研 究は 軟骨III分化 を 目的 に、9Prf.な軟骨 画分 化

法 を提示 す る とと もに 、再分 化7日 目にお けるcDNA　 profilingを

olig鳳罵appiog法 に よ1)作 製 し発現遺伝 子解析 を行 った。 また 、骨髄 間

質細胞 のな かに 間葉系組織 に分化す る多分化 能を持 つ聞葉系 幹細胞 、

骨 ・軟骨 ・脂肪 の前継細 胞が 存在 す るこ とが知 られて いる。本研 究

にお いて骨 馳間質細胞 の性状 解析 を目的に、 ヒ ト或人骨髄 よ り採 取

され た軟骨 分化能 を有す る間質細 胞 について 単層培 養増 殖1Nに おけ

るcDNA　 profilingを作 製 し発現遺伝子解析 を行 ったO

　 瞭c㎜a55壇 養法 をも とに細胞 凝集 を行 った後に培 養皿 よ り細胞塊

を剥 離 し、培 地 にて浮 遊 させ培 養す る方法 と して 軟骨球 体培 撞 法

(c緬繭 価pbcrc法)を 考案 した。7継 代fの ヒ ト脱 分化軟骨網胞 をこ

の 方法 を用 いて 再分 化誘導 を行 うと旺 盛な細胞外 マ トリックスを産

生 し、034　 ラーゲ ン、 アグ リカンとい った軟骨特 異的 とい われる

遺伝子発現 も認め軟骨 再分化が 示 された◎Lar鎚 ・scalc　cDNAの 解析 に

おい て、細 胞外 マ トリ ックス と しての5mal巳p剛eo81ycaoの 発現 を高

儘 に紐め、軟骨 再分化は発生 におけ る軟骨形成 に類似 してい る こと

が 示Kれ た。 骨髄 聞質 細胞 の 単層 培 養増殖 期 に おけ るlarge・scale

cDNAの 解析 では新 たにFGF7,　 CTGF,　 BMP　 amagooisUの 帰現 を高

戯に認め新 しい増殖 閃子お よび関連遺伝子の発現が 認め られ た。

　 審 査では.cDNA解 析 にfiい て、 二つの異 なる細胞 を異 なる条件

にて比較 している ことについて 質問 され た。 こhi_19し 、　Iar8e。5ca巳e

cDNAの 解析 にお いて 一細胞 一条f#t:お いて3072ク ロー ンとい う大

員 のcDNAク ロー ンを作 製 し解析 しなけれ ばな らず 多条件 での比 較

がcDNAの 作製数 の制 隈か ら困 碓であ った と回答 され た。 また.遺

伝 子発現 頻度 を何 らかの 方法 で 再確 認す るべ きでは ないか と質問 さ

れた。 こnに 対 し定 鼠PC艮 法 や ノーザ ンプ ロ ッ ト法に よる確艦 が必

要 であるが今 圃は 一・部の 遺伝 子のみ半定 舐PCR法 で確 認をお こな っ

た と回答 され た。最後 にchonJrosphere法 の命 名につい て未分 化幹細

胞 を用いて お らず 、本 来のsp6ercの 意味 と異な るのでは ない か と質

問 された。 これ に対 し、sphereと い う表現 は適せずspheroidと する こ

とを考慮 している と回答 された。

　 以.Lの よ うに、本研 究は さ らに検 討 されるべ き点 を残 してい るが 、

脱 分化軟骨細胞 の再分化法 を開発 し、 さらに骨髄間質細 胞の 軟骨分

化 に関連す る数 揺類の遺伝 子 をn定 した点が 今後の関 節軟骨 の再生

に向 けて有意義 な研究 である と評価 され た。
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