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研究成果の概要（和文）：ウロコ由来Ⅰ型コラーゲンは、生体組織と同じ線維構造を再現できるという独自の特
徴を持ち、従来のコラーゲン人工組織と比べ非常に強度に優れおり高い細胞分化促進効果、スポンジ状・シート
状等、高い加工性も持ち合わせている。Cell free 軟骨欠損修復補填材料としても高安全性、高強度軟骨再生製
品として軟骨欠損補填・再生デバイスとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Fish scale-derived type I collagen has the unique feature of being able to 
reproduce the same fibrous structure as biological tissue. It is extremely strong compared to 
conventional collagen-derived biomaterial and highly promotes cell differentiation.  It also has 
workability to be prepared as sponge-like structure, sheet-like, etc. We examined the utility of 
this new biomaterial in the treatment of cartilage lesions. Our results suggest its usefullness as a
 highly safe and high-strength cell-free cartilage defect repair material and also as a scaffold for
 cartilage regeneration products.

研究分野：整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨欠損のセルフリー修復材料はこれまでに開発されておらず、本マテリアルは生体親和性が高く、有用な軟骨
欠損補填デバイス/再生スキャフォールドとなる可能性が示唆された。この材料は魚類由来であり病原伝搬性の
観点からも優れる可能性がある。軟骨疾患は高齢化社会における寝たきりの重大な原因の一つであり、その治療
に貢献することは、公衆衛生の面でも、医療経済面でも高い意義が期待される。

※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 
ウロコ由来Ⅰ型コラーゲンは、生体組織と同じ線維構造を再現できるという独自の特徴を持ち、
従来のコラーゲン人工組織と比べ非常に強度に優れているという特徴がある。また、高い細胞分
化促進効果、スポンジ状・シート状等、高い加工性も持ち合わせている。そのため、本研究では、
従来の素材にはないバリア機能兼縫合可能強度を併せ持つ線維膜と細胞担持構造と生体親和性
を持つ多孔質の複合材料を作成し、軟骨補填材料の開発または軟骨再生技術の確立を目指して
研究を行った。 
 
２．研究の目的 
軟骨損傷を再生させることを目的とし、以下について検討を行った。 
(1)in-vitro 実験系においてウロコ由来Ⅰ型コラーゲンスポンジ（以下、ウロコスポンジ）に対
する軟骨細胞の細胞親和性、接着能、軟骨組織形成能、滑膜由来間葉系幹細胞の細胞接着能の
検討を行う。 
(2)in-vivo 実験系にて軟骨損傷モデルにウロコ由来Ⅰ型コラーゲンを用いて作成した複合材料
を移植し軟骨の再生能を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1)In-vitro 実験系において細胞接着評価、軟骨分化評価を行った。 
①細胞接着評価 
ウロコスポンジをウサギ滑膜MSC懸濁液中で数回圧迫させ scaffold 内への細胞播種を行っ
た。24 時間 DMEM、10%FBS 中で培養 したのち凍結切片を作成、DAPI 染色にて細胞接着評
価を行った。 
②軟骨分化評価 
ミニブタ関節軟骨、ヒト滑膜より採取した細胞を培養増殖させ、ウロコスポンジに播種(1x10e6)
し、軟骨分化培地(:DMEM-HG, 1mM sodium pyruvate, 1% ITS+premix, 40μg/mL L-proline, 
0.2mM Asc-2P, 100nM DEX,BMP2 250ng/ml)で 2 週間培養の後、組織評価（H-E 染色、サフラ
ニンＯ染色）を行った。 
(2)In-vivo 実験においてウサギを用いて大腿骨滑車部に骨軟骨損傷モデルを作成した。 
①NewZealand White Rabbit(3000g 相当)の patella groove にφ3mm、深さ 1mmの骨軟骨欠損
作成を行った。 
② 以下の群を設定し、骨軟骨欠損部と同サイズのウロコ由来Ⅰ型コラーゲンを用いて作成した
複合材料を移植した。 
 Control 群 （欠損作成のみ） 
 スポンジ移植群（欠損と同じ形状、サイズのウロコスポンジを移植） 
 ハイブリッド群(高強度コラーゲン膜とウロコスポンジの複合デバイスを移植) 
③ 移植後１ヶ月、２ヶ月で組織評価色（HE染色、サフラニンO染色）を行った。 

 
図 1. ウロコ由来Ⅰ型コラーゲンスポンジ 



 

 図 2. 大腿骨滑車部軟骨全層損傷モデル     図 3. 軟骨欠損修復補填材料移植直後 
 
４．研究成果 

［1］ウロコスポンジに対する滑膜 MSC の接着評価では、細胞播種した翌日の組織評価でも
スポンジの内部構造が保持、細胞が一様に播種されていることが確認された。軟骨細胞を用
いた軟骨組織形成能の評価では良好な細胞接着性と軟骨組織の特徴であるサフラニンＯに濃染
する細胞外マトリックスの形成、成熟した硝子軟骨の特徴であるラクナ構造の形成を認めた。ま
た、ヒト滑膜由来MSCのウロコスポンジへの細胞接着性も確認された。 
 

 
図 3. ウサギ滑膜MSCによる接着評価 
 

図 4.ミニブタ軟骨細胞を用いた軟骨分化評価    図 5. ヒト滑膜細胞を用いた軟骨分化評価 
 
［2］術後４週から８週にかけて、各群ともに損傷部周辺を中心とし軟骨様組織での修復を認
めた。組織評価では 1か月評価で軟骨層、軟骨下骨層のどちらにおいても移植組織と母床
の良好な癒合を認め、２ヶ月ではスポンジ移植群で骨層の骨梁再生がみられ、軟骨層もサ
フラニンＯで染色される再生組織を認めた。滑膜炎や移植部へのマクロファージの集簇等
の有害事象は認めなかった。 



 
図 5. 軟骨欠損修復補填材料移植後経過 

 

図 6.組織所見（術後１ヶ月） 

 
図 7.組織所見（術後２ヶ月） 



考察 
関節軟骨は無血管組織であり、軟骨下骨の液成分や関節液の受動的な浸透により栄養・代謝を受
ける。そのため、外傷などにより軟骨が損傷を受けても血管や周囲の組織からの各種炎症性細胞、
幹細胞の誘導が起りにくく、軟骨組織の自然な再生、リモデリングが生じにくい。軟骨損傷に対
する治療法として、骨軟骨柱移植、軟骨下骨中の幹細胞を誘導するためのドリリング法等がある。
従来法（骨髄刺激）は小サイズの軟骨損傷には有効であるが、大きい損傷に対しては十分な結果
は得られていない。大型の軟骨欠損に対しては骨軟骨柱移植が行われるが、正常軟骨のドナーサ
イトを要する。そのため、再生医療として幹細胞移植が近年行われており、幹細胞を単独で関節
内に投与する方法、組織工学と組み合わせることにより、立体構造を持った再生医療製品を足場
として細胞を担持させ移植する方法、さらに、成長因子、遺伝子導入を併用する方法等が研究さ
れている。我が国で使用されている再生医療製品のうち、合成ポリマーは炎症が惹起される危険
性があり、ブタ、ウシ由来コラーゲンでは病原伝播性、免疫原性が危惧される。これらを解決す
るために今回我々はウロコ由来Ⅰ型コラーゲンからなる足場素材に着目した。ウロコ由来Ⅰ型
コラーゲンは、生体組織と同じ線維構造を再現できるという独自の特徴を持つため、従来のコラ
ーゲン人工組織と比べ非常に強度に優れている。今回、我々の行った In-vitro 実験でウロコス
ポンジは細胞親和性、接着能をもつことが確認された。力学強度に優れ扱い易いことは今後
臨床応用を想定した場合に汎用性が高く大きなメリットと考えられた。In-vivo では Cell 
free での移植にて移植組織と母床の良好亜な癒合を認め、スポンジ移植群で特に経過での
骨層の骨梁再生と軟骨層の組織再生を認めた。このことからウロコ由来Ⅰ型コラーゲンは
Cell free 軟骨欠損修復補填材料であり、高安全性、高強度軟骨再生製品として軟骨欠損補填・
再生デバイスとなる可能性が示唆された。 
 
結語 
ウロコ由来Ⅰ型コラーゲンはCell free 軟骨欠損修復補填材料であり、高安全性、高強度軟骨再
生製品として軟骨欠損補填・再生デバイスとなる可能性がある。 
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