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1. はじめに

関節の軟骨は硝子軟骨と呼ばれ，高い粘弾性を示
し，体重を支えながら関節のなめらかな動きを可能
にする．構成成分の多くは細胞外基質が占めており，
細胞自体はわずか 5%ほどである．無血管の組織で，

一度損傷すると自然修復が困難であるため，関節軟
骨の再生医療の実現が待ち望まれている．
我々はこれまでに，自己細胞を用いて作製した軟

骨細胞シートによる関節治療を目指したヒト幹細胞
臨床研究を行ってきた．現在，新たなセルソースと
して多指症手術時廃棄組織から単離した軟骨細胞を
用い，同種軟骨細胞シートによる再生医療臨床研究
を行っている．一方，将来的により多くの患者に対
し本治療を施行するためには，細胞シートのレディ
メイドな供給体制の構築が不可欠である．我々はこ
れまでに細胞シートの凍結保存技術の開発に関する
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研究に取り組んできた．本稿では，軟骨細胞シート
による関節治療の概要と，細胞シートガラス化保存
法の技術的特徴やその有効性について紹介する．

2. 軟骨細胞シートによる関節治療

2.1 関節軟骨治療の現状

変形性膝関節症は最も一般的な関節疾患の一つで
あり，事故やスポーツによる外傷，肥満や骨格，遺
伝，加齢に伴う関節への過負担などの様々な要因に
より徐々に関節軟骨が変性する慢性の進行性疾患で
ある．初期には軟骨表面の毛羽立ちや亀裂などの軟
骨部分欠損がみられ，病態の進行に伴いやがて軟骨
下骨が露出する軟骨全層欠損となる．最も深刻な症
状の一つに疼痛があげられ，歩行や階段昇降で痛み
を感じ，身体活動量の減少からQuality of Lifeが著し
く阻害される．軟骨損傷に対する治療法として，欠
損範囲の小さな損傷に対しては骨髄刺激法，骨軟骨
柱移植術などが施行されるが，再生される軟骨は線
維軟骨で，硝子軟骨と比較して力学的に劣り，長期
の治療効果は望めない．より広範囲の軟骨損傷に対
しては自家培養軟骨移植術が行われ，現在国内唯一
の軟骨再生医療製品であるジャック ®が用いられる
が，対象疾患は外傷及び離断製骨軟骨炎に限られ，
変形性膝関節症は適応外である．
変形性膝関節症に進行した重症の軟骨損傷につい

ては，生物学的に硝子軟骨を再生させる根本的治療
法はなく，末期の患者には人工関節置換術が適応さ
れる．治療成績は優れているが，人工関節の耐用年
数は 15～ 20年と言われており，現状では再置換の可
能性が低くなる 65歳以上が適応となっている．この
ような背景から，変形性膝関節症を含む軟骨損傷に
対する軟骨再生医療が望まれている．

2.2 細胞シート工学

細胞シート工学は，東京女子医大の岡野らによっ
て開発された日本発の技術である．現在，角膜 1），血
管上皮 2），食道 3），心筋 4），歯根膜 5）などの多くの組
織を対象とした臨床研究および治験が進められてい
る．細胞シートは，温度応答性ポリマー（poly–N–

isopropylacrylamide）が均一に固定化された培養器材
上で細胞を培養することにより作製できる．このポ
リマーは 32℃以上で疎水性，32℃以下で親水性に変
化する性質を持つため，コンフルエントな状態とな
った細胞をトリプシンなどの酵素を用いることなく，
シート状に回収することが可能である 6, 7）．細胞外マ
トリックスをはじめ，接着因子，表面タンパクを保
持したまま，非侵襲的に細胞を回収することが出来
るため，再生医療に用いる組織等の培養に適して
いる．

2.3 軟骨細胞シートによる関節治療

我々は，関節軟骨再生を目指した軟骨細胞シート
による再生医療臨床研究を行ってきた．軟骨細胞を
温度応答性培養器材にて培養すると，豊富な細胞外
マトリックスの中に細胞を保持した軟骨細胞シート
を作ることが出来る．この軟骨細胞シートを 3層に積
層化させて 1週間培養することにより，充分な強度を
持つmonolithic structureが形成される 8）．この軟骨
細胞シートを，ラット 9），ウサギ 10）およびミニブタ 11）

を用いた全層欠損モデル動物，ウサギを用いた部分
欠損モデル動物 12）に移植した結果，軟骨欠損部に硝
子軟骨での再生を認めた．変形性膝関節症でしばし
ば認められる全層欠損と部分欠損の両タイプの軟骨
損傷が混在するような軟骨損傷に対しても，軟骨細
胞シートが有効である可能性が示された．我々は，
患者の自己細胞から作製した軟骨細胞シートによる

Fig. 1 Regenerative treatment of knee cartilage using chondrocyte sheets.
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関節軟骨再生医療をヒト幹細胞臨床研究として申請
し，平成 23年 11月より患者への移植を実施した
（Fig. 1）．本研究は変形性関節症の患者も含めて実施
され，全 8例の移植が終了している．全例において硝
子軟骨での組織修復が確認され，臨床症状が改善し
た．現在は先進医療Bとして申請し，その実施を目
指し研究を進めているところである．
しかしながら，自己軟骨細胞を用いる場合，軟骨

組織採取のための手術が必要なこと，採取可能な組
織量が限られること，細胞シートの品質に個人差が
あることなどが課題となる．軟骨細胞は免疫寛容な
組織であることが知られていることから，我々は 1歳
前後の子供の多指症手術時廃棄組織より得られる指
関節軟骨を用いた同種軟骨組織による細胞シート治
療を考案した．同種軟骨細胞を用いることで上述の
自己軟骨細胞を用いる場合の課題を解消出来る．ま
た，多指症患者の細胞は幼弱で増殖性が高く，継代
によって多くの細胞数を確保できるため，ロット化
して管理することで安全性の評価も十分に実施可能
で，均一な細胞を安定的に供給可能である．本研究
は，厚生科学審議会再生医療部会にて受理され，大
臣意見書の発布を受け，現在は再生医療安全性確保
法の下，第 1種再生医療等提供計画として臨床研究を
実施している（Fig. 1）．

2.4 軟骨細胞シートの軟骨修復作用機序

軟骨細胞シートは，フィブロネクチンなどの接着
因子を発現しており，優れた生着性を有する．移植
した損傷部位を広範囲に被覆することにより，プロ
テオグリカンの流出の阻止や，関節液中の炎症系サ
イトカイン，細胞外マトリックス分解酵素等のカタ
ボリック因子から防護するバリア機能を果たす
（Fig. 2）．また，軟骨細胞シート自体がTransforming

growth factor beta 1（TGF–β1），Melanoma Inhibi-
tory Activity（MIA），Prostaglandin E2などの液性因
子を産生することもわかっている 13）．つまり，軟骨

細胞シートがこれらの軟骨同化因子を持続的に供給
し，軟骨下骨より誘導される骨髄由来幹細胞の軟骨
分化を促進するイニシエーターとしての機能を果た
していると考えられる（Fig. 2）．また，軟骨細胞は，
シート構造を構築することで，軟骨同化因子の産生
量が有意に増加する 13）．軟骨細胞シートの軟骨修復
への作用機序には，シート自身が産生する液性因子
によるパラクライン効果が大きく関与していると考
えられる．

3. 細胞シートの凍結保存技術

3.1 細胞シート凍結保存技術開発の意義

前述のように，セルソースとして同種細胞を用い
ることで，安全性や品質が確認された細胞から軟骨
細胞シートを作製可能な環境を整えることが出来る．
しかしながら，現時点では軟骨細胞シートの完成に
は約 2～ 3週間の培養期間を要する．軟骨細胞シート
を安定的かつ経済的に供給するために，軟骨細胞シ
ートそのものを『使いたいときにすぐに使える』，す
なわちレディメイドな状態で保存し，より迅速に治
療を行うことができるシステムの構築が必須となる．
我々は，完成した細胞シートを安定的に長期間保存
するための，細胞シート凍結保存技術の開発を行っ
てきた．

3.2 ガラス化法

細胞は多くの細胞内自由水を含む．生理的塩類溶
液中で細胞を溶液の凝固温度以下に冷却すると，溶
液の凍結に伴い細胞内外の水分が凍結し（氷晶形
成），細胞膜やオルガネラに物理的障害を与え，細胞
の生存性に大きな影響を与えると考えられている．
そのため，従来の細胞凍結保存法は，細胞内外の氷
晶形成をいかに抑制出来るかが重要なポイントであ
った．
一方，ガラス化法では，高濃度の凍害保護剤を含

む溶液が急速に冷却されることによって，溶液が液
相から固相に変化し，氷晶形成を伴わないガラス化
状態（アモルファス状態）となる．組織や細胞がガ
ラス状態の中に封じ込められるので，氷晶形成が起
こらない．また，試料とともにガラス化する溶液の
量を最小化して用いる方法（Minimum Volume
Cooling Method; MVC法）14）により，ガラス化の状
態がより安定化し，細胞の生存性が向上することが
示されている 15）．MVC法に基づくガラス化法は，凍
結保存の難度の高い細胞や組織など，あるいはこれ
までに凍結保存が成立しなかった対象物に有効であ
る可能性が高い．

Fig. 2 Mechanism of cartilage repair using chondrocyte
sheets.
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3.3 細胞シート保存技術へのガラス化法の応用

従来，培養細胞シートの凍結保存において，凍
結・融解に伴いシート状および層状の構造が破壊さ
れることが問題となっていた 16）．我々は，ウサギ軟
骨細胞から作製した細胞シートを用い，軟骨細胞シ
ートの構造を破損することなく凍結保存し得る，細
胞シートガラス化保存技術を確立した 17）．この方法
は，凍害保護剤を含んだ粘性のあるガラス化液でシ
ートを極めて薄く被覆し，液体窒素気相中（約
–150℃）に保存するものである．MVC法のコンセプ
トに従い，細胞シートを最少容量の溶液とともにガ
ラス化することが可能で，液体窒素内への浸漬に際
する物理的な衝撃も回避することが出来る．これに
より，薄層で脆弱な細胞シートを安定的に超低温保
存することが可能となった．この方法を用いて 1か月
間ガラス化保存されたウサギ軟骨細胞シートを，融
解後，日本白色家兎の軟骨欠損モデルへ移植した結
果，新鮮な細胞シートと同様の軟骨修復効果を認め
た（Fig. 3）18）．

3.4 同種軟骨細胞シートにおけるガラス化保存法

の成績

我々は，細胞シートのガラス化保存技術を同種軟
骨細胞シートへ適応するための条件検討を進め，ガ
ラス化保存した多指症由来軟骨細胞シートの融解後
の細胞生存性，微細構造，軟骨同化因子産生能につ
いて，新鮮な細胞シートとの比較検討試験を行った．
その結果，融解後のシート構造に破損は見られず，
ミクロ構造においても，強固な細胞間接着を持つ様
子や，フィブロネクチンやコラーゲンなどの密な繊

維状構造を持った細胞外マトリックスが観察され，
これらは新鮮な細胞シートと同様の所見であった
（Fig. 4, 5）19）．また，ガラス化後の軟骨細胞シート 1
枚当たりの平均生細胞数は，新鮮な細胞シートと比
して有意な差を認めなかった 19）．さらに，ガラス化
後の軟骨細胞シート 1枚当たりの TGF-β1および
MIA産生量は，細胞数（1× 106）当たりに換算する
と，いずれも新鮮な細胞シートの 90%以上に相当し
た 19）．このように，我々の開発した細胞シートガラ
ス化保存技術では，シート微細構造や細胞生存性に
加え，細胞シートの機能も高く維持されると考えら
れる．今後，異種同所性軟骨全層欠損モデル動物を
用いて，vivo試験における治療効果の評価を行って
いく予定である．

4. おわりに

同種軟骨細胞シートによる関節治療を目指した臨
床研究は，平成 31年度の研究期間終了までに 10症例
の移植を予定しており，同時に移植用ドナー細胞の

Fig. 3 Histological appearance from the transplantation of
fresh or vitrified chondrocyte sheets. Safranin O
staining and immunostaining for type I/II collagens
for each group (scale bar = 1mm). (from Tani et al.,
2017) 18)

Fig. 4 The macrostructure of polydactyly–derived chondro-
cyte sheets before vitrification and after rewarming
the vitrified sheet.

Fig. 5 The microstructure of polydactyly–derived chondro-
cyte sheets in the fresh and vitrified groups.
(scale bar = 10 µm)
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収集と安全性の確認試験を進めている．平成 30年 2
月現在，既に 3症例の細胞シート移植試験を終え，経
過は良好である．細胞シート凍結保存技術において
は，更なる発展を目指し，細胞加工施設内や手術現
場での使用を考慮した細胞シート保存容器の素材や
形状の検討，低毒性な凍害保護剤の探索，より簡便
で誰でも操作可能な凍結保存操作への改良を，現在
進めている．安定供給可能な実用的システムの構築
により，細胞シートを『使いたいときにすぐに使え
る』，すなわちレディメイドな状態にすることで，細
胞シートによる関節治療の普及がより加速すること
を期待している．
本治療法が関節損傷に悩む多くの患者の根本的な

治療法となることを信じ，一日も早い臨床応用を目
指して今後も研究を推進していく．
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