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高齢者における変形性関節症(OA)や関節リウマチ(RA)などの関節疾患の原因解明と予防・治療法の開発を目指して、軟骨細胞の分化誘導とその治療応用をモデル動物を用いて検討した。マウスの胚性幹(embryonic stem cell; ES)細胞をbone morphogenetic protein存在下に培養することで軟骨細胞を分化誘導することが出来た。この軟骨細胞は、約50％程度の純度であったが、残りの細胞も間葉系の細胞と考えられた。この軟骨細胞をコロイド鉄で標識した。変形性関節症のモデルマウス関節内に、分化誘導した軟骨細胞を移植することで、病変部関節面への軟骨細胞の生着が認められた。この細胞はBerlin Blue染色陽性でES細胞由来であることが示された。関節内で奇形種発生や異所性の化骨を認めることは無かった。一方、骨欠損部にこの軟骨細胞を移植すると骨形成が認められた。

この成績はES細胞から分化誘導した軟骨細胞そのものが関節疾患の治療に応用可能であることを示している。

A.研究目的

　高齢化社会を迎えた本邦においては高齢者が日常生活において不便なく、健康的に生活できるような施策が望まれている。その中で多発関節痛・関節炎をもたらす変形性関節症(OA) や関節リウマチ(RA)などの関節疾患は高齢者の日常的な活動性を低下させる。さらに進行した場合には手術や介護の必要度を大きく増加させる。

　高齢者の関節疾患においては現在用いられている治療法では治癒を期待する事ができないのみでなく、疼痛のコントロールすら難しいことが多い。即ち、高齢者の関節疾患の原因解明と予防・治療法の開発は難治性疼痛の緩和につながり、高齢者の生活の質の改善と高齢者社会の活性化に必須である。

　これまでにマウス胚性幹(embryonic  stem cell; ES)細胞から分化誘導した軟骨細胞に発現される転写因子を検討したが、その過程で効率よく軟骨細胞を分化誘導することが可能となった。そこで本年度は、より効率よく軟骨細胞をES細胞から分化誘導し、さらに変形性膝関節症モデル動物や骨欠損モデル動物への移植を行いその生着と組織学的評価を行った。

B. 研究方法

　マウスES細胞は胎児線維芽細胞とleukemia inhibitory factor(LIF) と共培養することで多分化能を維持したまま継代できる。このES細胞をゲラチンコートディッシュ、あるいはフィブロネクチンコートディッシュ上で様々な濃度のBMP-2、BMP-4とともに培養した。軟骨細胞を特異的に染色するアルシアンブルー染色は常法に従い行った。II型collagenの蛋白発現は免疫組織染色を行った。

膝関節内塩酸投与による変形性膝関節モデルマウスの作成と病変部関節への軟骨細胞移植

　変形性関節症のモデルとして、膝関節内へ1規定塩酸10 (lを注入した。注入後3-7日目に膝関節を回収し、組織学的に検討した。更に、一部の実験ではES細胞より分化誘導した軟骨細胞 1 x 106個を関節内に移植した。移植2週間後、同様に組織学的検討を行った。

骨欠損モデル動物の作成

　マウス大腿骨にドリルを用いて直径1 mmの骨欠損部を作成した。ここにES細胞より分化誘導した軟骨細胞 1 x 106個を移植し、経時的にＸ線写真を撮影した。

（倫理面への配慮）

　動物実験に関しては、実験前の飼育、実験中、実験後にいたるまで科学的かつ倫理的に対処し、動物の苦痛を排除するための麻酔による安楽死等の手法を用いた。
C.研究結果
1.　マウスのES細胞から軟骨細胞の分化誘導

　マウスのES細胞株はマイトマイシンC処理を行ったマウス胎児線維芽細胞上でleukemia inhibitory factor (LIF) と共に培養し継代維持した。20%FCSを含む分化誘導用の培養液中で2〜4日間培養することで、浮遊状態で球状のES細胞塊、embryoid body (EB)を作成することができた。その後、EBを0.1%ゲラチンをコートしたプレートに移した後、bone morphogenetic protein (BMP)-2あるいはBMP-4を添加し、28日間培養した。BMP存在下に数日培養することで、EBの一部はプレートに付着するようになった。培養2週間目のEBでは、軟骨細胞に特異的と考えられるアルシアンブルー陽性領域が出現した。それ以降培養を継続することで、EBのアルシアンブルー陽性領域は増大した。この細胞はⅡ型コラーゲン陽性で軟骨細胞と考えられた。この軟骨細胞をマウス大腿筋内に移植した組織像を図1に示す。

2.　変形性膝関節症モデルの作製

　これまでにもマウスを用いて変形性膝関節症モデルが報告されているが、その再現性に問題があり、新しいモデルマウスの作製を試みた。C57BL/6マウスの膝関節内に1規定の塩酸10 (lを注入した。注入3日後に関節を観察した。アルシアンブルー染色で軟骨を染色すると塩酸注入マウスでは滑膜細胞がほとんど脱落・消失していた(図 1)。この成績から、軟骨組織の変性・摩耗を認め変形性膝関節症のモデルとして適切なモデルと考えられた。

3.　変形性膝関節症モデルマウスを用いた軟骨細胞移入療法　

　ES細胞から分化誘導した軟骨細胞を用いて変形性膝関節症モデルマウスの治療研究を行った。塩酸注入によりマウス膝関節は軟骨の脱落した状態になっている。これに軟骨細胞1 x 106個を移入した。移植後2週めに関節を回収し、脱灰後HE染色を行った。

　一部の実験では軟骨細胞をコロイド鉄で標識した。同様に移植を行うと関節面にBerlin Blue染色陽性の鉄を取り込んだ軟骨細胞の生着を認めた（図2）。移入した軟骨細胞は大腿骨関節面や膝蓋部に生着していた。長期間観察した場合にも異所性化骨を認めることはなかった。

骨欠損部への軟骨細胞移植による骨形成

　マウス大腿骨にドリルを用いて直径1 mmの骨欠損部を作成した後ここにES細胞より分化誘導した軟骨細胞 1 x 106個を移植した。PBSのみを移植したマウスに比較し、軟骨細胞移植群では明らかな骨形成をＸ線写真上で認めた（図3）。

D. 考察

　従来の内科的治療では効果が期待できない進行した破壊性の関節病変に対する新たな治療法の開発を目的として、ES細胞から効率よく軟骨細胞を分化誘導する方法を確立した。さらにこれを変形性膝関節症モデルマウスに移植し関節面に生着することが明らかになった。
　ＢＭＰ存在下にES細胞は効率よく軟骨細胞に分化した。その純度は約50％程度と考えられる。しかし混入している他の細胞群も間葉系の細胞が主体と思われ移植した局所で奇形腫の発生は全く認めていない。

　ES細胞は様々な細胞・組織への分化能を有し、多くの領域でその応用が期待されている。軟骨の再生による治療は、進行した破壊性の関節病変に対しても有用な手段となると考えられる。実際、今回の検討からES細胞由来の軟骨細胞を移植することで関節疾患モデルマウスでの治療研究が可能になった。

　さらにこの軟骨細胞は骨欠損部では骨形成を認めた。関節内では長期間にわたり骨形成は認められないことから、今後この差異をもたらす要因についての検討が必要である。

モデルマウスの膝関節が直径1ミリ程度と極めて小さいため、現在は関節面へ生着させる部位は十分コントロール出来ていないが、これは今後実験動物を大型化して再検討すれば、関節面局所への移植が可能になると考える。今後、サルES細胞を用いてよりヒトに近い形での検討を行う予定である。
E. 結論

　マウスES細胞からBMP存在下に軟骨細胞を特異的に分化誘導することが可能になった。これを変形性関節症のモデルマウスに移植したところ関節面に移植した軟骨細胞を生着させることが出来、近い将来の変形性関節症の治療に応用可能と考えられた。今後は、より大型の実験動物を用いて関節機能の検討を行うことが必要と考えられた。
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図1.　マウスES細胞由来軟骨細胞をマウス大腿筋内に移植した。右はアルシアンブルー染色で、左はHE染色を示す。
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図2.　Berlin Blue染色によるES細胞由来軟骨細胞の関節内での同定
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図3.　骨欠損部への軟骨細胞移植後のX線写真

