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学位論文題目

Improved quality of repair cartilage by bone marrow

mesenchymal stem cells for treatment of an osteochondral defect

in a cynomolgus macaque model

(カニクイザルの骨軟骨欠掛こ対する骨髄間菓系幹細胞を用いた

(日的】謝辞軟骨は細胞成分や血流に乏しく一度撫傷すると自然拍癌は難しいとされてい

る。また軟骨修復には骨髄から供給される同乗系幹細胞(以下MSCs)が重要な役割を果た

していることも知られており、より多くのMSCsを欠娘部に導入することが修復に良好に働

くといわれている。以前より基礎研究の分野において関節軟骨親傷に対して様々な亭牡を用

いた軟骨修復が試みられているが依然として観償却周囲の正常軟骨や軟骨下骨との良好な

の獲得は困難である。また臨床においても軟骨欠損に対して親株工学的修復がす

でに群みられているが、ヒトでは期待されるほどの十分な修復が得られておらず、以前から

行われてきたウサギ等の小型動物とヒトとの外挿が問題視されており、またヒトでは詳細な

欠損治療部の胞雑学的評価が不可能であることも大きな問題となっている。今回、よりヒト

に近い実験動物であるサルを用いて、コラーゲンとMSCsを用いた軟骨欠損に対する修復を

試み、その有用性や限界を検討する事を目的とした。

【方法】雄のカニクイザル18頭を実験動物として用いた。各解体とも上腕骨より骨髄を採取

培養し骨髄由来のMSCsを単離した。得られたMSCsを血血において分化蘭導噂地内で

培轟し骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞に分化させMSCsの地質の確瓢を行った。また得られ

たMSCsをType !コラーゲンゲルに包埋L cell-gelcompositeを作製した。血VIVOでは18

顔(36臆)の勝義骨溝に匪経3mm撫さ5mmの軟骨金属欠損を作製し、軟骨金屑欠損のみの群

(Null群)、欠親和にコラーゲンゲルのみを移植した群(Gel群)およびcell-gel compositeを移

植した群(MSC群)の3群に分けた(各群6頭)。さらに各群を処産後6、 12、 24週間時に

頭ずつ屠殺し、肉眼的、組織学的評価を行った。組練学的評価にはトルイジンブルー染色を

用い、組辞学的評価基準にはC叩Ian's histological伊ading scaleを用いた。さらに欠損部に

再生した姐紋のうちトルイジンブルー染色にて浪蝕する部分の面積をnew cartilage areaと

し、欠娘作製前の正常軟骨の面積をarea °f estimated cartilage layerとし前者を後者で割

り%new cartilage areaを求め適切な量の再生がされているかを評価した。欠損部に再生した

組織の質の評価にはコラーゲンI、 II免疫染色を行った。

(備考) 1.論文内容要旨は、研究の日的・方陰・韓果・考轟・結論の順に記載し、 2千宇

島度でタイプ等で印字すること。

2.封印の欄には記入しないこと。
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【結果】 ZD血において、培養中にdishに付着した細胞に対してギムザ染色を行うとコロ

ニーを形成していた。また分化辞串培地にて追加時喪を行うと骨芽細胞(アルカリフオスプ

アタ-ゼ漁色) 、脂肪細胞(オイルレッド0染色) 、軟骨細胞(コラーゲンII免疫染色)様

の形態を示すことが確瓢できた。 In vivoでは、肉眼的所見としては全ての個体において著明

な滑膜炎や骨嫌の形成や感染は認めなかった。組織学的評価においては、欠規のみで処置を

しなかったNul1群は処理後糾遁においても線維性骨様組織で一部覆われるにとどまり、コ

ラーゲンゲルのみを移植したGel群では軟骨下骨まで過形成したトルイジンブルー染色で漉

熟する軟骨様組織の形成を苛めた。 MSC醇では、軟骨下骨の形成を静め軟骨様組織の再生は

正常軟骨と良好なintegra伝onをなしていた。処置雀24週間経過時には、 Caplan's

histological grading scaleがMSC群では他の2群よりも有意に良好であった。処置後12週

および24過経過時において軟骨欠損部に対する再生組練の面積(%new cartilage合redは

Null群よりも他の2群の方が有意に多かった。

【考療】今回の方牡で、上腕骨の骨髄を採取し単離した細胞は従来からいわれているMSCs

の特徴と一致した。ウサギなどの小型動物や他の実験動物では軟骨全層欠損に対する血sc串

の移植は行われていたが今回ははじめて霊長類をもちいた研究と考えた。 tn血にてカニク

イザルにおいてもMSc群では特に軟骨下骨の形成が良好であり、正常軟骨とのintegration

も良好な再生親織が得られた。またMSCsの移植に伴い危慎される著明な滑膜炎や骨化など

の有事事象も駆められなかった。霊長類での本実験緒具により、今後臨床応用に向け重要な

研究結果になったと考えた。

【緯翰】カニクイザルの骨髄由来のMSCsを移植した関節軟骨金屑欠損修復の血Tql叩実験

では軟骨下骨の形成や正常軟骨とのinte酢ationが良好な修復を認めた。
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学位輸文審査の鋸某の要旨

整理番号 414

論文審査委員

氏　名 荒木　勧

(学位論文審査の結果の要旨) (明朝体1 1.ポイント、 6 00字以内で作成のこと。 )

ヒトに近い実験動物であるサルを用いて、コラーゲンと開業系幹細胞を用いた軟骨欠損に対す

る修復を検討し、以下の点を明らかにした。

1)カニクイザルの上腕骨から骨髄を採取し、培養、閉業系幹細胞(MSC)を樹立したところ、

骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞に分化することが分かった。
2)カニクイザルの軟骨全層欠損を作製し、軟骨全層欠損のみの群、コラーゲンゲルを移植し

た群、コラーゲンゲル+MSCを移植した群を作製した。
3)各群を処置後、 6, 12, 24週間後に処理し、肉眼的、組織学的評価を行った。
4)軟骨全屑欠損のみの群では、処理後2 4週においても、腺雄性骨様組織で一部雇われてい

たが、コラーゲンゲルのみの処置群では、軟骨下骨まで軟骨様組織の形成が認められた。
5)一方、 MSC群では軟骨下骨の形成を認め、組織学的には軟骨と一体化していた。

本論文は、霊長類を用いて間英系幹細胞の軟骨再生に対する効果を検証したものであり、最
終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士(医学)の学位論文に値する
ものと認められた。

(総字数4 0 9字)

(平成26年9月2日)


