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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで治療が困難であった半月板損傷に対し、間葉系幹細胞および内
部に微細線維構造を有するスキャフォールド（細胞の足場材料）を用い、半月板修復に有用かどうか検討した。
動物（ウサギなど）を用いた検討にて、間葉系幹細胞を播種したスキャフォールドは隣接する関節軟骨の保護作
用および半月板修復効果を認め、新たな治療法となり得ることが証明された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the applicability of cell-seeded nanofibrous 
scaffolds to repair the meniscal injury along with the prevention of subsequent cartilage 
degeneration using an animal model. The cell-seeded nanofibrous scaffolds contributed significantly 
to the reinforcement of meniscal torn site and exerted a chondroprotective effect, compared with the
 untreated control groups. Thus, we have demonstrated the feasibility of our technique to repair the
 meniscal injury, and prevent the progression to osteoarthritis, as a potential tissue engineering 
method.

研究分野： 整形外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
半月板は膝関節内において重要な機能を有するが、半月板は大部分が無血管野であり、一旦損傷すると自然修復
が期待されず、これまで有効な治療法が無かった。また多くの場合、切除を余儀なくされ、変形性関節症の要因
となっていた。本治療法は、これまで難治性であった半月板損傷に対する新たな治療法として期待され、今後、
変形性関節症発症予防へ繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
半月板は、膝関節内に存在する三日月状の線維軟骨組織であり、関節軟骨の衝撃吸収、関節安

定化、関節潤滑など重要な機能を有する。外傷による半月損傷や加齢による半月変性は臨床上よ
く遭遇するが（罹患数：本邦で2000 万人、全世界で2億人）、損傷を放置すると疼痛や可動域制
限などのADL障害を生じ、また関節軟骨への負荷が増大するため、二次性の軟骨損傷を来す(文献
1)。そのため近年、半月板の重要性が認識されている。しかしながら、半月板は圧縮、剪断、伸
張など様々な力学負荷を受けるため、非常に複雑な線維構造、生物特性を有しており、血行が辺
縁部しか存在しないため、一旦損傷すると治癒が難しい組織である(文献2,3)。さらに、半月板
損傷の多くは、無血管野を含む事から自然修復は期待されず、半月板切除を余儀なくされる事が
多く、変形性関節症発症の原因の一つとなっている。そこで近年、従来切除の適応であった半月
板損傷に対し、様々な縫合術を用いた半月板温存手術が試みられているが、満足のいく臨床成績
は得られていない（文献4）。また類似の構造、特性を持つ組織を自家移植用組織として生体内
に見つける事は難しく、さらに半月板に類似した内部構造、力学特性を持つ人工組織開発が困難
である。従って、これまでは細胞を用いずに構造も半月とは類似しない高分子化合物を用いた永
久型インプラントの開発が主としておこなわれてきたが、満足のいく成績は得られていない(文
献5,6)。これらの原因として、損傷部に十分な力学的安定を付与する方法が無い、また元々無血
管野であるため、損傷部自体が生物活性に乏しい、大きな欠損を有する損傷には元々治療法が存
在しない事などが考えられる。 
 近年、整形外科の分野において組織工学的手法を用いた再生医療の研究が進んで来ているが、
その中でもエレクトロスピニング法により作製されたバイオマテリアルに注目が集まっている。
その理由として、ナノレベルの微細線維構造を有するスキャフォールドの作製が可能であり、ま
た線維に一定の配向性を付与する事も可能である。さらに使用する材料を複数組み合わせたり、
組成を変える事で、力学強度や密度、生体内での分解速度を調節する事が可能となる(文献 7)。
これらの技術を利用し、我々は、十分な力学的強度ならびに生体親和性が期待出来る人工ポリマ
ーであるε-カプロラクトンを用いたエレクトロスピニングにて、一定方向に配向性を付与した
ナノレベルの線維構造を持つシート状のスキャフォールドを作製し、in vitro の系（半月板組
織培養）にて、半月板主コラーゲン線維の修復に対する有用性を示した(文献 8)。この系では、
半月板内を円周状に走行する線維が最も力学的に重要である事に注目し、作製したスキャフォ
ールドの線維方向を半月板主線維と同じ方向に移植・補強する事で、力学的安定が得られる事を
証明した。さらにスキャフォールドへの細胞播種により、損傷部の修復を促し、半月板細胞外マ
トリックスの産生の増加も見られた事から、損傷部への生物活性の向上も示された。以上より従
来は治癒困難であった半月板損傷に対する有用性が可能性が示された。 
 
 
２．研究の目的 
これまでに得られたのin vitroの結果を元に、家兎半月板損傷モデルを用い、エレクトロスピ

ン法により作製されたナノファイバースキャフォールドを移植し、in vivoの系において、新た
な半月板治療となり得るかを検証する。さらに、今後の臨床応用も踏まえ、前臨床試験として大
動物（ミニブタ）を用いた実験系においても、本スキャフォールドの有用性を検証し、手術手技
を確立することで、将来的に新たな半月板再生治療を目指す。本手法により従来は治療困難であ
った半月板損傷に対し、新たな治療法の開発が期待されるのみならず、半月損傷による変形性関
節症の予防も期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1)家兎半月板損傷モデルを用いた検証 
スキャフォールドは、エレクトロスピニング法にてε-カプロラクトン及びポリエチレンオキ

サイドをハイブリッドさせ作成した。スキャフォールド内部の線維方向を一定の方向になるよ
う作成し、線維の直径が数 100nm であることを確認した。さらに作成したスキャフォールドを
PBS に浸水させ、ポリエチレンオキサイドを除去し、スキャフォールドの porosity を調節した。
本手法により、スキャフォールドの力学強度を維持しつつ、細胞接着能、播種効率の向上を認め
た(文献 8)。 
細胞は膝関節内の滑膜組織より間葉系幹細胞を採取し、３〜５回程度継代したものを用いた。

当初、細胞播種法として細胞懸濁液をスキャフォールド上に乗せ、24 時間インキュベーターで
培養したものを用いたが、in vitro での解析で、細胞接着率が低く、播種効率が悪かったため、
我々が独自に開発した間葉系幹細胞由来人工組織（高密度培養にて、培養細胞よりマトリックス
の産生を促し、シート状の細胞・マトリックス複合体を作成したもの）を作成、スキャフォール
ドへ被覆したものを用いた。これにより細胞播種効率が高まった(文献 9)。 
骨成熟した家兎を麻酔下に膝関節切開し、内側半月板前節へ 5mm 幅の横断裂欠損を作成した。

コントロール群は、未治療とし、閉創した。スキャフォールド群は、損傷部を半月板の Hoop 線
維方向とスキャフォールドの線維方向が一致するよう、被覆・縫合固定とした。細胞・スキャフ
ォールド群は、滑膜由来間葉系幹細胞より作成した前述人工組織をスキャフォールド表面に貼
付し、スキャフォールド群と同様に損傷部へ被覆・縫合固定した。術後、1, 2, 3 ヶ月で肉眼的、



組織学的解析を行った。 
(2)ミニブタ半月板損傷モデルを用いた検証 
ミニブタ半月板欠損モデルは、家兎と同様に内側半月板前節に幅を持たせた短冊状の欠損（横

断裂）を作成した。Preliminary の評価にて、本欠損モデルでは、半月損傷部の自然修復能が生
じたため、欠損断端を（関節軟骨を傷つけないように）１秒程度焼灼処置を行うことで、欠損部
の自然修復が生じないことが確認された。未治療のものをコントロール群とした。その他の群と
しては、スキャフォールド群、細胞・スキャフォールド群の合計 3群用意した。コントロール群
は、横断裂を作製した後に閉創とした。スキャフォールド群は、横断裂に対し、スキャフォール
ドの線維方向と半月板線維方向を一致させ、被覆・縫合した。細胞・スキャフォールド群は、滑
膜間葉系幹細胞由来人工組織をスキャフォールドに貼付、スキャフォールド群と同様に横断裂
を被覆・縫合固定した。当初、半月縫合群の用意を予定していたが、一部で半月板損傷部の断端
同士を接着させ縫合するのが困難であったため（縫合糸が過緊張になる例、接着のために、周囲
のリリースを要する例など認めた）、同様の条件下での評価は困難であると判断し、評価からは
除外とした。術後は、飼育ケージ内で運動制限は行なわず飼育した。各群の飼育期間は、4ヶ月
とし、肉眼的、組織学的解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)家兎半月板損傷モデルを用いた検証 
コントロール群、スキャフォールド群では、関節軟骨の変性が促進したが、一方で、細胞・ス

キャフォールド群では、術後 3ヶ月まで関節軟骨保護作用がみられ、また修復半月板は半月板様
組織で修復されていた。以上より、家兎膝関節内側半月板欠損モデルにて、細胞を播種した本ス
キャフォールドの有用性を示した。 
 

 
術後３ヶ月の修復半月板 
細胞(TEC）・スキャフォールド群では、半月板修復が見られる 
TEC: 間葉系幹細胞由来三次元人工組織 
文献 9より引用・一部改編 
 

術後３ヶ月の隣接する関節軟骨（大腿骨内顆）の組織像 
H&E 染色（上段）。サフラニン O染色（中央）。２型コラーゲン免疫染色（下段）。Bar = 100 μm 
細胞(TEC）・スキャフォールド群では、軟骨保護作用が見られる 
文献 9より引用・一部改編 
 



(2)ミニブタ半月板損傷モデルを用いた検証 
コントロール群では、関節軟骨の変性が促進したが、一方で、スキャフォールド群、細胞・ス

キャフォールド群では、術後 4ヶ月まで関節軟骨保護作用がみられ、また修復半月板は半月板様
組織で修復されていた。 
 

 
術後４ヶ月の修復半月板 
コントロール群では、欠損部の修復は認めないが、スキャフォールド群、細胞(TEC)・スキャフ
ォールド群では、半月板の修復を認める 
 
以上の結果より、今回用いたナノファイバースキャフォールドは、間葉系幹細胞と組み合わせ

ることで、半月板修復を促し、隣接する関節軟骨の保護作用を示した。本手法は、従来治療困難
であった半月板損傷に対する新たな治療法となる可能性が期待される。また半月板修復により、
変形性関節症患者の発生頻度を抑えることも期待され、現在国内に限っても 10 万症例ある人工
関節手術を大幅に減少させる可能性がある。人工関節手術は非常に高額な医療費を要し、今後高
齢化社会を迎えるに当たり更なる医療費の高騰が予想されるため、医療費の低減に結びつくこ
とは社会的にも重要な意義があると考えられる。 
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