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厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 
総括研究報告書 
 
 

「滑膜幹細胞による半月板・関節軟骨の治癒促進・再生」 
    

研究代表者 
関矢一郎 東京医科歯科大学・再生医療研究センター 教授 
  

研究要旨 

 平成 25 年度は、半月板損傷に対する半月板修復術の治療成績を向上させるために、自

家滑膜間葉系幹細胞移植術の安全性、効果及び実施可能性の評価目的とする臨床研究「半

月板縫合後の滑膜幹細胞による治癒促進」を開始した。また、滑膜幹細胞の薬事承認を目

指し、 PMDA の薬事戦略相談を活用しながら、治験開始までに必要な GLP 準拠の急性毒性

試験を実施した。 

臨床研究の実施体制は、研究代表者の関矢、分担研究者の宗田が臨床を担当し、分担研

究者の森尾が製造管理を、また、分担研究者の清水が滑膜幹細胞の品質管理を担当してい

る。平成 25 年 12 月に 1例目の被験者を組み入れ、半月板縫合術及び滑膜採取、滑膜幹細

胞の培養を実施したが、滑膜幹細胞の増殖が悪く移植を中止した。培養不成立の原因を、

原料の滑膜、自己血清の両面から検討した。被験者の滑膜組織からヒトヘルペスウイルス

7及びパルボウイルス B19 が検出されたが、培養中のウイルス増幅の可能性は否定された。

半月板損傷は高齢の患者が多いのが現状であり、ウイルス感染の例も少なからずあると予

想される。滑膜組織のウイルス感染の有無が滑膜幹細胞の増殖に影響するか否かを、我々

が確立したウイルス・マイコプラズマ検査系で検出できるウイルス以外の可能性も含め、

引き続き検討する。被験者の自己血清に関しては、採血に用いた血液バッグから溶出した

可塑剤が細胞増殖を阻害した可能性は否定されたが、今回の1例目の結果を重く受け止め、

自己血清の細胞増殖性が担保されていることを培養前に確認することを品質管理に追加

することを検討している。

  

研究分担者 

宗田 大 東京医科歯科大学・大学院・運

動器外科 教授 

森尾友宏 東京医科歯科大学・大学院・発

生発達病態学分野 准教授 

清水則夫 東京医科歯科大学・難治疾患研

究所・ウイルス治療学 准教授 

Ａ．研究目的 

 半月板損傷に対してわが国で唯一の温

存手術は縫合術であるが、再断裂の可能性

があり、必ずしも縫合術が積極的に行なわ

れている状況ではない。平成 24 年度厚労

省社会医療診療行為別調査によると、半月

板手術は年間に約 3万件で、うち縫合術は

わずか8％のみであり90％以上が切除術で
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あった。本臨床研究では、半月板損傷部の

状態が悪くて現状では縫合術の適応にな

らない半月板損傷患者を対象とし、縫合術

後に滑膜幹細胞を移植することにより、半

月板損傷に対する半月板修復術の治療成

績を向上させることを目的とする。半月板

の消失・機能不全は、変形性膝関節症の原

因となる。私たちの細胞治療により半月板

を切除せず温存できれば、変形性膝関節症

が原因の要介護を減らし、人工膝関節等の

終末期高額医療に関わる医療費の軽減が

見込まれる。 

 

Ｂ．研究方法 

 (1) 臨床研究「半月板縫合後の滑膜幹細

胞による治癒促進」 

 

治療計画： 

膝半月板損傷の患者にまず半月板縫合

術を行い、その際に滑膜組織を約 0.5ｇ採

取する。採取した滑膜から滑膜幹細胞を単

離し、14 日間培養して滑膜幹細胞を増殖さ

せる。14 日後に滑膜幹細胞を回収し、細胞

の安全性を確認後、手術室にて移植する。

移植は腰椎麻酔により下半身を麻酔後、関

節鏡視下に、注射器を使用して細胞浮遊液

を半月板縫合部に滴下、10 分間静置する。

後治療は、従来の半月板修復術と同等とす

る。術後観察は、半月板縫合術を基準日と

し、術後 4、6、12、24 週に、全身所見、

臨床検査、局所症状の観察と評価、自覚症

状のアンケート、画像検査を行う。 

安全性の評価： 

本臨床研究の主要な目的は、滑膜幹細胞

移植術の安全性の評価。主要評価項目であ

る臨床研究中に被験者に生じた有害事象

の有無、重症度、重篤性、発現頻度、副次

評価項目の自家滑膜間葉系幹細胞移植術

の実施・完遂の可否、具体的には滑膜幹細

胞の出荷承認書の品質管理項目および出

荷判定で評価する。また、滑膜幹細胞移植

の際、関節鏡視下で縫合部位を観察して炎

症の有無等確認する。 

 

有効性の評価： 

滑膜幹細胞移植の効果は、副次評価項目

の患肢の自覚症状（KOOS 及び NRS アンケー

ト）及び医師の診断する局所症状（局所観

察、徒手検査、Lysholm スコア）、MRI 画像

診断による半月板修復の程度（Mink の分類

に基づく半月板のグレード、評価、断裂形

態）、X 線検査による関節裂隙の厚さで評

価する。 

 

症例数： 

5 例 

 

組み入れ基準： 

以下の選択基準及び除外基準を満たす

膝半月板損傷患者 

 

［選択基準］ 

1）横断裂、水平断裂、複合断裂、変性断裂等

で、一般的に半月板切除術の適応となるよ

うな断裂形態の症例 

2）る症例 

3）臨床症状に対し手術治療の適応がある

症例 

4）半月板修復術が技術的に可能と考えら

れる症例 

5）臨床研究開始前の同意取得時に20歳以

上 
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6）文書での本臨床研究への参加の同意が

得られた患者 

 

［除外基準］ 

1）文書での本臨床研究への参加の同意が

得られない患者 

2）活動性の感染がある患者 

3）ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1、HIV-2）、B

型肝炎ウイルス（HBV）、C型肝炎ウイルス

（HCV）、成人T細胞白血病ウイルス（HTLV-1）

のいずれかが陽性の患者 

4）活動性の悪性腫瘍を有する患者 

5）抗生物質に過敏な患者 

6）妊娠している、または授乳中の患者 

7）糖尿病がある患者 

8）全身状態が悪い患者 

9）担当医が本臨床研究への参加を不適当

と判断した場合 

 

（倫理面への配慮） 

本臨床研究は介入研究であり、医学部

倫理審査委員会の承認を得て実施して

いる。また、ヒト幹細胞を用いる臨床研

究として、厚生労働大臣の了承を得て行

われている。「ヒト幹細胞を用いる臨床

研究に関する指針」、及び本臨床研究実

施計画書を遵守し、「医療機器GCP省令」

に準拠して実施している。 

 

(2) ヌードラットを用いた滑膜幹細胞の

急性全身毒性試験  

滑膜幹細胞の薬事承認を目指し PMDA と

事前面談を実施し、承認には GLP 準拠の安

全性試験が必要であること確認した。「ヒ

ト（自己）体性幹細胞加工医薬品等の品質

及び安全性の確保について」（平成 24 年 9

月 7 日付薬食発 0907 第 2 号）、「医療機器

の製造販売承認申請に必要な生物学的安

全性評価の基本的な考え方について」（平

成24年3月1日付薬食機発0301第20号）

で考慮すべき評価項目として挙げられて

いる試験項目について検討し、急性全身毒

性試験を計画した。動物種は、ヒトの細胞

を投与しても拒絶反応の起こらない免疫

不全動物で、臨床投与経路と同じく膝関節

内に投与可能なヌードラットを選択した。

動物数、投与回数、試験期間、観察項目及

び検査項目は、医療機器の生物学的安全性

試験法ガイダンスを参考に設定した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

(1) 臨床研究「半月板縫合後の滑膜幹細

胞による治癒促進」 

 

製造・品質管理体制の整備 

滑膜幹細胞の製造を行う本学細胞治療

センターはISO9001を取得した施設である

が、環境整備や環境モニタリングの改善を

実施し、整備された環境のもと問題のない

手順にて製造が実施されている。品質管理

に関しても、滑膜幹細胞製造の各工程にお

いて、ウイルス・マイコプラズマ検査、無

菌試験、エンドトキシン試験、細胞数算定

の工程内管理試験を実施し、安全性の確保

された細胞のみ移植する体制を整備した。 

 

臨床研究の実施 

平成 25年 12月 5日に 1例目の被験者を組

み入れ半月板縫合術、滑膜採取を行い、滑

膜幹細胞の培養を開始した。滑膜組織搬入

時のウイルス・マイコプラズマ検査におい
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て、ヒトヘルペスウイルス 7及びパルボウ

イルス B19 が陽性であったが、被験者の除

外基準のウイルス以外の場合は追試験で

ウイルスの定量試験を実施し、μg DNA 当

たりのウイルス量が製造工程の進行に伴

い増加していることが確認された場合は

研究を中止するが、製造工程の進行に伴い

減少する場合は製造を続行し、その後の処

置は主治医の意向に従うという計画に従

った。培養 12 日目に観察した際、細胞形

態異常及び細胞増殖悪化を確認したため、

本被験者の研究は移植前で中止した。 

 

培養不成立の原因解明 

培養不成立の原因として、自己血清およ

び滑膜に問題があった可能性を検討した。

異常を確認した培養 12 日目の細胞を回収

し、同じロットのα-MEM 培地に FBS を 10%

添加した培地に播き替えて培養を継続し

た。その結果、細胞は形態、増殖ともに通

常の状態に戻ったことから、自己血清に問

題があった可能性が示唆された。 

本臨床研究で使用した血液バッグ「セル

エイド」には、可塑剤としてフタル酸ジ（2

エチルヘキシル）（DEHP）が含まれていた

ため、溶出した DEHP が細胞増殖を阻害し

た可能性を検討した。ガスクロマトグラフ

ィー質量分析法による血清中 DEHP の定量

を、ボゾリサーチ株式会社への委託試験と

して実施した。その結果、1 例目の被験者

の血清中には5.66μg/mLの DEHPが検出さ

れた。比較のために準備したボランティア

の血清にも2〜3μg/mLの DEHPが検出され

たが、血清の非働化処理によって DEHP 溶

出量が約 2倍に増加することがわかった。 

血清中の DEHP が増殖阻害の原因物質で

あるかを確認するために、血清中の DEHP

濃度 5.66μg/mL の結果と血清含有量 10%

であることを考慮し、0.6μg/mL を中心に

0.3, 0.6, 1.2μg/mL の DEHP を滑膜幹細

胞の培養系に添加し、細胞増殖が阻害され

るか否かを調べた。その結果、いずれの濃

度でも滑膜幹細胞の増殖は阻害されなか

った。 

自己血清に何らかの問題があったとす

れば、本被験者以外の滑膜幹細胞でも増殖

が阻害されるであろうと考え、研究室保管

のヒト滑膜幹細胞を本被験者の自己血清

を含む培地で培養し、増殖が阻害されるか

否かを調べた。複数の保管滑膜幹細胞で検

討したが、すべての細胞において、細胞形

態および細胞増殖異常は認められなかっ

た。 

培養不成立の原因として、被験者の滑膜

に問題があった可能性を検討した。本被験

者の滑膜はヒトヘルペスウイルス7とパル

ボウイルス B19 が陽性であったが、培養に

伴いウイルスの定量値は低下していた。従

って、パルボウイルス B19 とヒトヘルペス

ウイルス 7陽性の滑膜であったことが、滑

膜幹細胞培養不成立の原因とは考えにく

かった。しかし、私たちのウイルス・マイ

コプラズマ検査システムでは検出できな

い微生物に感染していたため、細胞の増殖

が抑制された可能性も考えられるため、保

存してある培養 12 日目のウイルス・マイ

コプラズマ試験検体中に混入している外

来微生物のシークエンス解析を予定して

いる。 

 

(2) ヌードラットを用いた滑膜幹細胞の

急性全身毒性試験 
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 GLP 認証を取得している株式会社日本バ

イオリサーチセンターへの委託試験とし

て実施した。 

 滑膜由来間葉幹細胞の安全性に関する

非臨床試験の一環として、ヒト滑膜由来間

葉幹細胞を雄ヌードラットに1回関節内投

与し、その毒性について検討した。 

滑膜由来間葉幹細胞の投与量は、細胞懸

濁液として調製可能な上限濃度である

1×105cells/µLと、関節腔内組織を物理的

圧迫しないと考えられる上限液量である

40 µL/膝から算出される 8×106 cells/匹

を設定していたが、細胞数が予定を下回り

2.56×106 cells しか回収できなかったた

め、当試験の投与量は、得られた細胞全て

を 用 い て 5 匹 分 投 与 で き る

2.86×105 cells/匹とした。対照として、

滑膜由来間葉幹細胞を懸濁しているバッ

ファーを同液量投与する群を設けた。 

 投与日の一般状態は、群分け前、投与直

後及び投与後4時間に、その後は24時間、

48時間及び72時間に、ISO10993-11: 2006, 

Annex C Table C.1 の項目について観察し

た。体重は、投与日の投与前、投与後 24

時間、48 時間及び 72 時間に測定した。全

例について各観察期間終了時に、4％ペン

トバルビタールナトリウムの腹腔内投与

（40 mg/kg）麻酔下で腹大動脈から放血致

死させた後に剖検した。 

 ヒト滑膜由来間葉幹細胞の投与により、

一般状態、体重推移及び剖検とも異常は認

められず、急性全身毒性の判定基準からは、

ヒト滑膜由来間葉幹細胞に急性全身毒性

はないものと判定された。しかしながら、

実際の投与量は 2.86×105 cells/匹であっ

たため、試験計画書設定の 8×106 cells/

匹を下回り試験の評価目的を満たさない

ため、ヒト滑膜由来間葉幹細胞の急性全身

毒性について、評価しないこととした。な

お、実際の投与量は 2.86×105 cells/匹

（200 g）は、ヒト臨床で予定される投与

量（5×107 cells/50 kg）とほぼ同じであ

った。 

 

 

Ｄ．考察 

これまでの検討の結果、培養不成立の原

因として被験者の自己血清に問題があっ

た可能性があるが、血清中の増殖阻害物質

を特定することはできなかった。細胞に何

らかのウイルスが感染していた可能性も、

現時点では否定しきれない。自己血清と滑

膜の両方の悪条件が重なり増殖が阻害さ

れた可能性も考えられる。 

細胞増殖パターンは、被験者の組織の質

や血清中の成長因子などに依存し、個体差

が大きいことが知られている。滑膜幹細胞

はウシ胎児血清（FBS）を含む培地でもよ

く増殖し、FBS の方が一定の品質を確保し

やすい。しかし、FBS では滑膜幹細胞にウ

シ由来の物質が残存する可能性があり、安

全性の面で自己血清より劣っている。私た

ちは、膝軟骨損傷を対象とする過去に実施

した臨床研究において、約 30 例の滑膜幹

細胞を患者の自己血清で培養した。いずれ

も問題なく増殖し、自己血清は安全性およ

び品質の面で問題ないと判断し、自己血清

を用いる培養を採用した。しかし、今回の

培養不成立の結果を重く受け止め、自己血

清の細胞増殖性が担保されていることを

培養前に確認してから、本番の培養に使用

することを検討している。 
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今回の問題に直面し、将来的には血清の

個体差に左右されない無血清培地の使用

も検討する予定はあるが、本臨床研究にお

いては、自己血清をできるだけ良い条件で

使用したい。自己血清の分析の結果、血液

成分分離バッグ「セルエイド」を用いて調

製した血清には2〜3μg/mLの DEHPが検出

され、非働化処理によって DEHP の溶出量

が約 2倍に増加することがわかった。滑膜

幹細胞の培養系に DEHP を添加する実験か

ら、今回検出された DEHP 濃度では細胞増

殖を阻害するには至らなかったが、できる

だけ安全な自己血清を使用するために、血

清を非働化せずに使用する製造方法に変

更することを検討している。 

 

 

Ｅ．結論 

 自己血清の細胞増殖性が担保されてい

ることを培養前に確認してから培養に用

いる品質管理体制を整えてから、臨床研究

「半月板縫合後の滑膜幹細胞による治癒

促進」を再開する。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

報告すべき健康被害、健康危険情報はない。 
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