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Hyaline　 Cartilage　 Formation　 and　 Enchondra1　 Ossification　 Modeled　 With　 KUM5

　　　　　　　　　　　　 and　OPg　 Chondroblasts

(骨髄問質細胞KUM5お よびOP9を 用いた軟骨再生と内軟骨性骨化モデル)

杉　木 正

内容の要旨

　再 生医療の概 念は、細胞 を用 いるこ とで損傷 あるい は疾患 に陥 っ

た 組織を修復す る ことであ る。特に骨 ・軟骨 に関 して は最 も ヒ トへ

の臨床応用が容 易な分野で もあ り、その方 法誇の早期確立が 盟まれ

て いる。近年、骨髄聞質細胞 は胚 性幹細 胞や胎児 細胞 と同様 に再生

医療にお ける優 れた細胞ソースに成 りうる と期待 され ている。本研

究 では骨髄 閏質細胞か ら樹立 した2つ の 異なる細胞 株KUM5お よび

OP9を 用 いて 生体 内で の軟骨再生を試み た.

　爽験 では、まず両細胞 を用 いて軟骨の3次 元培 養法であ るペ レッ

ト培養 を行 った。作製 した軟骨 ペレッ ト組織 を トルイ ジンプルー染

色、抗 皿型 コラーゲ ン染 色によ って経 時的 に観察 し、電 子顕微鏡で

は微細 構造 を観 察 した。また 、軟 骨培農 に至適な 噌殖因子の組み合

わせ を検 討 した。次 に両細胞 の裏 面抗原 をフローサ イ トメ トリーで

検 索 した。 さらに両細胞 と軟 骨 を形成 しな い他 の骨 髄間質 細胞 の

Gene　C晦 解析 を行った。発現 して いる細胞 表面抗原 遺伝子 ・軟骨関

連遺伝 子か ら細胞間 の遣伝子発現 の関連性 をみ るため階層的 クラス

タ分 析と主成分分析 を行 った。また、ヌー ドマ ウスの皮下に細胞 あ

るいは軟骨ベ レッ ト移植 を行 い、生体 内で の軟 骨再生 を試み た。最

後 に骨 髄間質細胞か ら軟骨芽細胞 を単離す る目的で、硝子 軟骨特異

的遺伝 子X1型 コラーゲンa2を 遣伝子導 入 したKUM5細 胞を用 いて生

体内で の軟骨再生を試みた。

　両細胞 とも10週 間 のペレ ット培 養が可能 であ り,3週 の組織隙で

はペ レッ トの周囲か ら中心部 まで トルイ ジンブルー染色で異染性 を

呈 し.豊 富 な軟 骨細 胞外 基質 の産 生 を示 した。 この領域 はII型 コ

ラーゲ ン染 色で も陽性で あった。電顕像 による微細1構造 に も軟骨特

有の構造 が認め られ た。 また、ベ レッ ト培 養にお ける堀殖因子の組

み 合わ せ で はTGF・　fi　3+BMP2の 組 み 合わ せ が 至適 で あった 。　Gene

Chip解 析 ではKUM5お よびOP9細 胞は他の骨髄間質細胞 と比べてH型

コラーゲ ンα1、Sox9.　canilage　oligomeric　matrix　proteinなどの軟骨関

運遺 伝子 の発 現が極めて高値で他 の間質 細胞よ り高い軟 骨分化能 を

持つ ことが示唆 され た。 また、両細胞の 表面抗原 における遺伝子発

現様式 は細胞 表面抗原の タンパ ク発現 レベ ルと一致 した。さ らに階

屈的ク ラスタ分析 と主成分分析で は両細 胞 は他 の7つ の間質細胞 と

は明確 に区別 され、同一カテ ゴリー に分 類 され た。細胞 の生体への

移植 で は両細 胞はペ レッ トを移植 した場合.移 植後3週 で硝子軟骨

組織 を形成 した が、その後骨化 した。KUM5細 胞 は生体内 に接種す

る だ け で 軟 貴 を 形成 した 後、骨 化 した。 また.遺 伝 子 導 入 した

KVM5細 胞 でも同様 に軟骨組織 を形成 した後 、骨化 した。

　本研究の結果か ら、KUM5お よびOP9骨 髄問質細胞は生体 で内軟骨

性骨化 を生 じる ことが証明 され た。 両細 胞の遺伝 子発現ブ ロファイ

ル と生体 への細胞移植は今後 の軟 骨再生 ・内軟骨性 骨化を解析す る

有用なモデル となる ことが示唆 された。

齢文審査の要旨

　骨 ・軟骨 は骨格系 を構成す る主た る組織で あ り,そ の病的状態 は

日常 の活 動 を著 しく障害す るため、 この分野 での再 生医療が強 く望

まれ ている。近年、骨髄 問質細胞 はそ の多分 化能や安全性 、倫理 面

か ら再生医療 にお ける優れ た細胞 ソー スに成 りうると期待 されて い

る。本研究 ではマ ウス骨髄間質細胞 か ら樹立 した2つ の異な る細胞

株KUM5お よびOP9を 用 いて生体内での軟骨 再生を試 みた。　in・vitro、

i皿v量冊 にお いて両細胞 は豊窟な細胞 外基質を伴 う硝子 軟骨組織 を再

生す る ことが 明 らか とな った。また、gene　chip解析で は両細胞は軟

骨関連遺 伝子 の発現 が極 めて高植で あり、細聰 の定常 状態で高い軟

骨分化能 を持つ ことが示唆 され た。In　Vivoで の両籾胞 の再生軟骨組

繊は移植 後4週 で骨髄腔 を形成 し.内 軟冊性骨化 を生 じた。硝子軟

骨特 異的遺 伝子XI型 コラーゲ ンa2を 遺伝子 導入 したKUM5細 胞を用

いて 生体 内で の軟 骨再生 を試み たが同様に内軟骨性骨 化を生 じた。

本研究 の結 果か ら、軟骨 再生の臨床応 用には分化誘導 とその制碑そ

して周 囲環 境 に対す る反応な どをさ らに詳 しく検討 してい く必要 は

あるが,こ の2つ の骨髄 間質細胞株 は軟 骨再生 と内軟 骨性 骨化 を解

析する上で有用なモデル となる ことが示唆された。

　審査で は、まずgene　chipデ ータの解析方 法について の質問がな さ

れた。すべて の遺伝子発 現値は細胞 の増殖 期の もの であ り、各細胞

にお いて軟 骨分化誘導 による遺伝子 、タンパク質の発現 の変化 も検

索すべ きで あ った と回答 された。次 に再生 組織の軟骨細胞 の肥大化

の有無 につ いて質問が な された。KUM5細 胞で は軟 骨細胞 の肥 大化

が認 められ たが.OP9細 胞 では顕著 ではなか った と回答 された。 ま

た、導入遺伝子 と してX1型 コラーゲ ンa2を 用 いた理 由につ いて質 問

がな され た。 この遺伝子 は非常 に微 量なが ら極めて硝子軟 骨 に特異

的に存在す るため,よ り硝子 軟骨 の性 質を有 した細胞 を単 離で きる

可能性が ある と回答 された。次 に生 体への細胞移植で は鍛終的に再

生軟骨 は骨 化 して いるが、細 胞 自体 の性質 によるものか、あるい は

移植部周囲 の環境 による ものか との質問がな された。 これに対 して

骨化 は移植 部の周 囲組織 か らの血 管侵入が原 因であ り、細 胞 自体の

問題 より周 囲環境 に原 因があ る可能性 を否定 できな い。皮下組織 へ

の移植で は周囲に血 行が多 いた め,技 術 的に可能な ら関節内や 眼球

の硝子体内 な どの血管 の乏 しい組織 に移植 を行 うことが必要である

と回答 され た。最後 に臨床応用 の展 望について質 問がな された。実

際の治療で は大凪 の細 胞が必要 とな り.一 旦生体外 で細胞 を増殖 さ

せ る必要 が あ り、同時 に蝦適 な 足場(scaffold)の 開 発 が必要 とな

る、 しか し、その 方法論 に関 しては今後 も議輪する余地 がある と回

答された。

　以上のよ うに、本研究 はさ らに検 肘されるべ き点 を殖 している も

のの、2つ の異な る骨髄 間質細胞 の遺伝子 プロファイルを獲得 し,

今後の臨床 応用に向 けて生体で の軟骨再生 ・内軟骨性骨 化を解 析す

るモデルを確立 した点が有意義であ ると評価 された。
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