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研究要旨：変形性関節症は軟骨が変性・消失し痛みや機能障害を引き起こす疾患である。現
在軟骨欠損に対し、自己軟骨細胞を用いた移植が行われているが、術中に採取できる軟骨は
少量であり、かつ侵襲なく採取することは難しい。軟骨は免疫抑制剤を必要としない数少な
い臓器・組織の1つであり、同種での細胞ソースの確保は非常に重要である。 
我々が同種細胞移植として検討している多指症軟骨組織由来の細胞は、手術時に廃棄する

組織であるが、高い細胞増殖活性を有し、細胞ソースとして非常に期待できるものである。
この多指症軟骨組織由来細胞を同種細胞移植の細胞ソースとして検討する為、造腫瘍性否定
試験を実施した。 
造腫瘍性とは、動物に移植された細胞集団が増殖することにより悪性または良性の腫瘍を

形成する能力をいう。我々は、同種移植による造腫瘍性否定試験では、より重度な免疫不全
を呈するNOGマウスを用いて検討をした。 

 

A. 研究目的 

我々は、温度応答性培養皿を用いた軟骨

細胞と滑膜細胞の共培養法により作製した

積層化軟骨細胞シートを軟骨損傷を有する

患者へ移植し、当該細胞シートの安全性及

び修復再生効果を確認している。しかし術

中に成人の関節軟骨から採取できる軟骨組

織は量・質共に個人差がある。軟骨細胞シ

ートによる関節軟骨損傷の治療を安定して、

多くの患者に適応する為には、自己細胞に

よる治療では限界がある。このことにより、

同種細胞を用いた同種軟骨細胞シート移植

が必須であると考えられる。 

このため同種細胞移植で用いる細胞ソー

スの確保は非常に重要である。国立成育医

療研究センター研究所から譲渡を受けた多

指症軟骨組織由来細胞（以下、「PD 細胞」

と示す。）は優れた増殖性を持ち、かつ手術

時に廃棄する組織であることから、採取に

あたり、現在、自己細胞で実施している臨

床研究と比較して、低侵襲でレシピエント

にとって負担がかからないという特徴があ

る。 

このように有用な細胞ソースとして期待

される、PD 細胞の in vivo における造腫瘍

性を否定するために検討を行ったのでそれ

を報告する。 

 

B. 研究方法 

多指症軟骨細胞について 

国立成育医療研究センター研究所と東海

大学との間で締結した細胞譲渡契約（研究
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名「関節治療を加速する細胞シートによる

再生医療の実現」）により、国立成育医療研

究センター研究所から東海大学へ譲渡され

た PD 細胞を用いて本研究を実施した。 

手術時に廃棄される検体から軟骨組織を

分離し、細切後培養皿上に増殖した細胞を

酵素処理により回収した PD 細胞を造腫瘍

性試験に用いた。 

今回、同種移植の安全性の確認として、3

例の検体を使用し、評価した。 

 

軟骨細胞の分離と培養 

国立成育医療研究センター研究所から譲

渡されたPD細胞を東海大学にて 0.5×104 

cells/cm2 で 播 種 、 DMEM/F12 

supplemented with 20% fetal bovine 

serum (FBS; GIBCO, NY, USA) and 1% 

antibiotics–antimycotic (GIBCO, NY, 

USA) and 50 μg/ml ascorbic acid (Wako 

junyakukougyou Corp. Japan)の培地を使

用し培養した。全ての培養は 37 度、5% CO2、 

95% O2の条件下で行った。 

移植には第 2 継代目の培養細胞を用いた。 

1 週間順化後、イソフルラン吸引麻酔下

にて、NOG マウス右腰部を約 1cm 切開し

（図１）、PD 細胞を 1 匹あたり 1×10 の 7

乗個になるようにペレット状態で皮下に移

植する（図 2）。切開した皮膚を医療用クリ

ップで留める（図 3）。Sham 群には切開の

みを行い、同様にクリップで留める。 

 

図 1 右腰部を約 1cm 切開 

 
 図 2 ペレット状態で皮下に移植 

 

図 3 医療用クリップで留める 

 

移植後は観察及び体重測定を継時的に実

施した。移植後 3 週、12 週、24 週で病理

解剖する。移植部位の皮下組織、血清を採

取し、灌流後にリンパ節（腋窩・鼠径部）、

肺（全葉）、脾臓、腎臓、肝臓、脳を採取す

る。 

摘出した臓器を病理組織学的に観察し、

移植部位は標本を作製し染色をして造腫瘍

性を評価する。 

NOG マ ウ ス ( 正 式

名:NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jic 、

簡略名:NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull)は公益

財団法人実験動物中央研究所により樹立さ

れた、極めて重度な複合型免疫不全を呈し、

ヒト細胞の生着性が NOD-scid マウスと比
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べて著しく高いことから、造腫瘍性細胞を

検出する試験方法で用いられている実験モ

デル動物である。 

 

C. 結果 

PD 細胞移植後 24 週までの体重の変化に

ついて示す（図 4）。各群の体重の推移は大

きな変化は認められなかった。また、移植

直後は、移植部は膨隆しているが、どの群

においても 4～5 週後には非移植部の皮膚

と区別がつかない程度まで膨隆は縮小した

（図 5、6）。 

 

図 4 体重の推移 

 

図 5 移植後 1 週間外観 

 

図 6 移植後 5 週間外観 

PD 細胞移植後 3 週及び 12 週、24 週で、

剖検し、移植部位の皮膚を摘出した。移植

後 3 週では中央に移植した細胞塊が認めら

れるが（図 7）、移植後 12 週では移植した

細胞塊は縮小し、軟骨基質を染める

Safranin-O 染色でも染色される箇所は少

なく（図 8）、継時的に分解されていくこと

が示唆された。 

観察倍率を 120 倍まで上げて、HE 染色

により観察したが、目立った異常は認めら

れなかった（図 9）。 

 
図 7 移植後 3 週 Safranin-O 染色 

 

図 8 移植後 12 週 Safranin-O 染色 

 

図 9 移植後 12 週 HE 染色 
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D. 考察 

本研究では、腫瘍性否定試験の国際的な

ガイドラインとなっているWHOのTRS 

878(Requirements for Use of Animal 

Cells as in vitro Substrates for the 

Production of Biologicals” in WHO 

Expert Committee on Biological 

Standardization, 47th Report (1998) 

(technical report series number 878)に準

じて試験を行った。 

一般的に細胞・組織加工製品の原材料と

なるヒト幹細胞は大きく 2 種に分けられる。

一つは我々が用いているヒト体細胞、ヒト

体性幹細胞であり、もう一つは胚性幹細胞

（ES 細胞）や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）

である。 

ES 細胞や iPS 細胞を移植した場合、残存

していた未分化幹細胞が腫瘍形成しうる為

に問題となる。造腫瘍性と未分化能の密接

な関連を考慮した場合、我々が用いている

軟骨細胞は間葉系幹細胞ではあるが、最終

分化した細胞であると考えられる。 

このことから、スタートの段階から懸念

されるヒト幹細胞の造腫瘍性としてはリス

クが低いことが分かる。 

もう一つ造腫瘍性は検討するにあたり、

考慮しなければならない点として、最終製

品を作製するために行われる調整段階があ

る。 

我々の研究では、組織からの単離、酵素

処理、凍結保存、培養という人為的操作が

該当する。細胞をシート状に回収する温度

応答性培養皿を用いることについては、温

度応答性培養皿はGMPに則った製造工程

で生産が行われており、医療機器に準拠し

た品質が保証されていること、温度応答性

培養皿の製造を行っているセルシード社が

海外で実施した治験で用いたものと同じ製

品であり、欧州医薬品庁(EMA)が求める基

材の安全性については十分検討されている

ことから、造腫瘍性に影響を及ぼすものと

は考え難い。このことからも、本研究で用

いた検体は、最終製品を作製するまでの調

整（組織からの単離、酵素処理、凍結保存、

培養）を経たものを模した検体といえるで

あろう。 

本研究は、細胞の調整という人為的操作

により、細胞が造腫瘍性を獲得していない

か、検討することを主目的としてTRS 878

を準じて、造腫瘍性を確認したものである。 

PD細胞を用いた同種移植の最終製品を

免疫不全動物モデルに移植したが、移植し

た細胞の異常な増殖は確認されず、代謝さ

れ、分解されたと考えられる。 

多指症は様々な合併症を持つことが多く、

絶対的な原因はわかっていない。In vitro試

験で染色体や遺伝子の異常の有無を確認し

ているが、それも移植された側の患者へ影

響があるのか絶対的な確認は不可能である。

このことからも、in vivo試験である、本研

究で細胞の異常増殖が否定されたことは、

造腫瘍性の確認以上に有益な情報を得たと

示唆される。 

 

E. 結論 

我々が同種細胞移植として検討している
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PD 細胞は、手術時に廃棄する組織であるが、

高い細胞増殖活性を有し、細胞ソースとし

て非常に期待できるものである。 

この PD 細胞の造腫瘍性否定試験を実施

した結果、腫瘍形成は認められなかった。 

 

F. 健康危害情報 

本研究による健康危害情報はなかった。 
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