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研究成果の概要（和文）：広範囲軟骨欠損に対して自家培養軟骨細胞移植術（ACI）が行われるが、軟骨細胞を
単離・培養するため、2段階手術が必要である。本研究では、細切軟骨片をアテロコラーゲンゲルに包埋し移植
する一期的な軟骨修復治療の開発を目的とした。3週間の培養後、細切軟骨片を包埋した群が、単離した軟骨細
胞群より、ゲル内に遊走・増殖した細胞が有意に多く、GAGの含有量も多かった。細切軟骨片の培養液には、骨
形成や軟骨分化に促進的に働くmicroRNAが多く含まれていた。家兎の大腿骨滑車部に骨軟骨欠損部を作製し、細
切軟骨片移植の軟骨修復効果を検討したところ、従来のACIと同等以上に軟骨・軟骨下骨修復が得られていた。

研究成果の概要（英文）：Autologous chondrocyte implantation has been performed for large cartilage 
defect, but it requires two-stage surgery for chondrocyte culture. The purpose of this study was to 
develop a one-stage cartilage repair by atelocollagen gel embedded minced cartilage implantation. 
After 3 weeks culture, cell migration and proliferation in the gel and GAG contents in minced 
cartilage group was significantly higher than those in isolated chondrocyte group. The culture 
medium in the minced cartilage group contained a large amount of microRNAs which promote chondrocyte
 and osteoblast differentiation. For the large osteochondral defect model of rabbits, atelocollagen 
embedded minced cartilage implantation achieved excellent cartilage and subchondral bone repair. 
Atelocollagen embedded minced cartilage implantation will be good treatment option for large 
cartilage defect as one-step surgery.

研究分野：整形外科学、再生医療、関節病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
広範囲軟骨欠損に対して自家培養軟骨細胞移植術が行われるが、軟骨細胞の単離・培養が必要で2段階手術とな
る等、様々な問題が存在する。本研究では、細切した軟骨片をアテロコラーゲンゲルに包埋し軟骨欠損部に移植
することで、一期的な広範囲軟骨欠損修復が可能であることを証明した。この方法が臨床に応用されれば、低侵
襲で短期間かつ有用な治療となり、医療費削減にもつながり、学術的意義だけではなく社会的意義もあるものと
考える。

※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 
関節軟骨は、血管、神経、リンパ管が存在せず、少数の軟骨細胞が、豊富な軟骨基質に囲まれた構
造であり、さらに軟骨細胞自身が高度に分化しており、ほとんど増殖しないことから、一度損傷してしまう
と通常の修復機転が起きにくい。軟骨損傷を放置すると変形性関節症（OA）へ進行することから早期に
関節軟骨を修復することが必要である。1994 年、Brittberg らは、大腿骨非荷重部より採取した軟骨細
胞を培養・増殖させ、軟骨欠損部へ移植する自家培養軟骨細胞移植術（Autologous Chondrocyte 
Implantation: ACI）を開発した。我々のグループはこの第 1世代のACI を改良し、アテロコラーゲンゲル
包埋自家培養軟骨細胞移植術を開発・臨床応用し、2013 年より日本で保険適応となった（Ochi M, 
Adachi N et al. Artif Organs 2004, Adachi N et al. KSSTA 2004, Tohyama H, Adachi N et al. J Orthop 
Sci 2009, Taakzawa K, Adachi N et al. J Orthop Sci 2012, Kamei G, Adachi N et al. J Orthop Sci 2016）。
しかし、この治療法には、①正常軟骨組織を400mg採取しなければならない、②採取した軟骨組織から
軟骨細胞を単離・培養しなければならない、③軟骨細胞によっては、増殖能、軟骨基質産生能が低い
ものがある、④軟骨採取と培養した軟骨様組織を移植する 2 段階手術が必要、⑤4 週間培養した軟骨
様組織内に十分な軟骨基質が存在していない、⑥軟骨修復のメカニズムが不明といった問題点がある。
さらに、この方法は、局所的な軟骨欠損には有用であるが、OA のような広範囲かつ軟骨下骨の状態が
悪い例では困難である。このような問題点を解決するため、より軟骨基質を多く含有し、広範囲軟骨欠
損に対応可能で、1 回の手術で移植できる移植軟骨の作製が必要とされていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、培養を必要とせず、軟骨基質を多く含有した移植軟骨を作製し、一期的手術が可能
な軟骨修復法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
（1）アテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片の有用性の検討（in vitro） 
従来の ACI は、採取した正常軟骨片を酵素処置により、軟骨基質を分解して軟骨細胞を単離する。
しかし、培養した軟骨様組織で十分量の軟骨基質を再獲得するのは困難である。海外では、3cm2 程度
の軟骨欠損に対し、minced cartilage をフィブリン糊と共に軟骨欠損に移植する方法が存在しており、比
較的良好な成績が報告されている。本研究では、足場としての機能が非常に期待できるアテロコラーゲ
ンゲルに細切した軟骨片を混入し、より大きな軟骨組織を作製する。 
人工膝関節置換術を施行した 7 名（全例女性、平均年齢 79.1 歳）から外観上、正常と思われる関節
軟骨を採取した。この関節軟骨を 1mm3 以下の大きさになるようにメスで細切した。IC（ isolate 
chondrocyte）群として、細切した軟骨片をトリプシン、コラゲナーゼ処理し、軟骨細胞を単離した後、2.0
×105個の細胞を 100μl のアテロコラーゲンゲルに包埋して培養した。Minced cartilage 群は、100μl
のアテロコラーゲンゲルに 12.5mg を包埋する群（M1群）、25mg を包埋する群（M2群）を作製した。3週
間培養した後、パラフィン切片を作製し、組織学的評価（HE 染色、サフラニン O 染色、免疫染色）を行
った。また、グリコサミノグリカン量を測定した。 
日本白色家兎の膝、股関節、肩関節から軟骨を採取し、メスで 1mm3以下の大きさになるように細切し
た。同様に IC 群、M1 群、M2 群を作製し、3 週間培養した。培養後、パラフィン切片を作製し、組織学
的評価（HE 染色、サフラニン O染色、免疫染色）を行った。 
 
（2）軟骨と軟骨下骨における相互作用の解析 
軟骨変性の進行に軟骨下骨が重要な役割を担っており、軟骨と軟
骨下骨には何らかの情報伝達システムが存在し、互いに影響を与え
ながら軟骨の恒常性を保っていると考えられる。より正常に近い軟骨
組織を作製し、移植すれば、硬化あるいは萎縮した軟骨下骨にも良
い影響を与え、また、軟骨下骨からも移植した軟骨組織の成熟によ
い影響を与える因子が分泌されることが考えられる。             
ヒトの関節軟骨を用いて IC 群、M2 群を培養した際の培養液を

採取し、small RNA を単離して、Taqman○R  Array microRNA cards
にて約 700 種の miRNA につき定量評価を行って培地中に存在し
る microRNA の発現を調べた。 
 
（3）日本白色家兎を用いたアテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片による治療効果の検討 
約 3.0kg の日本白色家兎の大腿骨滑車部に縦 6.0mm x 横 4.0mm x 深さ 3.0mm の軟骨欠損を作
製した。ここに、アテロコラーゲンゲル（atelo）、アテロコラーゲンゲルに軟骨細胞を包埋し 3 週間培養し
た軟骨様組織（ACI）、アテロコラーゲンゲル包埋 minced cartilage（minced cartilage）を移植し骨膜でパ
ッチした群と、欠損部のみの群を作製した。4 週、12 週、24 週に屠殺した後に、組織学的評価を行った
（HE 染色、サフラニン O染色、免疫染色）。 

図 1 アテロコラーゲンゲル
に包埋した細切軟骨片 



 
４．研究成果 
（1）アテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片の有用性の検討（in vitro） 
①ヒトでの検討 
IC 群では、ゲル内に細胞がまばらに存在していた。M1、M2 群では、軟骨片だけではなく、細胞もゲ
ル内に多く存在していた。500μm×500μm の面積に存在する平均細胞数は、IC 群 15.2 個、M1 群
24.9 個、M2 群 35.4 個であり 3 群間に有意差を認めた。軟骨様組織の成熟度の評価法である Bern 
score は、IC 群 2.3 点、M1 群 3.9 点、M2 群 4.4 点で、3 群間に有意差を認めた。細胞増殖能を評価す
るために Ki67 の免疫染色を行った。Ki67 陽性細胞率は、IC 群 58.1％、M1 群 89.6％、M2 群 94.9％
であり、M1、M2 群が IC 群より有意に高値であった。軟骨特異的に発現する lect1 の免疫染色では、全
群に陽性細胞を認めたが、M1、M2 群では特に軟骨片周囲に多く発現していた。TGFβも同様に全群
で認めたが、M1、M2 群で多く発現していた。Ⅰ型、Ⅱ型コラーゲンの免疫染色を行ったところ、軟骨片
はⅡ型コラーゲンで染色されていた。グリコサミノグリカン含有量はM2 群で最も多く認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

図 2 ゲル内への細胞遊走の評価。A：サフラニン O染色 B：Bernスコア C：HE染
色 D：細胞数 ＊：細切軟骨片 矢頭：表層で増殖している軟骨細胞 

図 3 Ki67免疫染色による細胞増殖の評価。A：Ki67免疫染色 B：Ki67陽性細胞数 



 
 
②日本白色家兎での検討 
IC 群では、ゲル内に細胞がまばらに存在し、表層
にサフラニン O 染色で赤染する薄い軟骨基質を認め
た。M1、M2 群では、ゲル内に多くの細胞を認め、表
層に厚い軟骨基質が確認できた。Bern score は、M2
群で有意に高値となった。細胞数は、M2、M1、IC 群
の順に多く認めた。 

 

（2）軟骨と軟骨下骨における相互作用の解析 
この培地中に含まれる RNA を抽出し、分泌
microRNA の発現解析を行った。軟骨片の群では、
microRNA-24、microRNA-140 などの骨形成や軟骨
分化に関与する microRNA が多く培地中に含まれて
いた。これらの結果から、従来の自家培養軟骨細胞移
植術のように軟骨を酵素処理し、軟骨細胞を単離してア
テロコラーゲンゲル内に包埋するより、軟骨片をゲルに
包埋する方が、ゲル内での細胞増殖能は高く、また軟骨
下骨・軟骨に有利に働くmicroRNAを分泌していることが
わかった。 
 
（3）日本白色家兎を用いたアテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片による治療効果の検討 
骨軟骨欠損部の外観は、minced cartilage 群は、最も表層が平滑で、色調も周囲軟骨を同等であっ
た。組織学的評価では、欠損群を除いて 4週でサフラニンO染色で赤染される組織を骨軟骨欠損部に
認めた。24 週になると、ACI 群、minced cartilage 群で良好な軟骨修復を認めたが、minced cartilage 群
では、軟骨下骨の修復が最も良好であった。Minced cartilage 群の修復された軟骨は、Ⅱ型コラーゲン
の免疫染色で濃染していた。 

 
以上の研究により、従来のACIのような 2段階手術でなく、細切した軟骨片を使用した軟骨修復術で十
分に良好な軟骨修復が得られることがわかった。細切軟骨片を使用すると、軟骨細胞を単離するため
の酵素処理が必要なく、細胞障害がないことも細切軟骨片で良好な細胞遊走を認めた一因と思われる。
また、細切軟骨片から軟骨分化や骨分化に促進的に作用する microRNA が多く分泌されていたことか
ら、アテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片移植で、軟骨修復だけではなく、軟骨下骨の修復も良好な結
果が得られたと考えられる。アテロコラーゲンゲル包埋細切軟骨片移植術は、培養が必要なく、コスト的
にも時間的にも従来の ACI よりも有利であり、また ACI と同等以上の軟骨修復が得られるものと考えら
れる。 

図 4 LECT1免疫染色 図 5 TGFβ免疫染色 

図 6 日本白色家兎での細胞遊走・基質
産生の評価。A：サフラニン O染色 B：
Bernスコア C：細胞数 

図 7 骨軟骨欠損部の外観 図 8 骨軟骨欠損部の組織像。サフラニン O染色 
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