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研究成果の概要（和文）：内軟骨性骨化は骨形成過程の一つであり、軟骨から骨に置き換わる発生過程である。
細胞分化において細胞周囲の動的環境や様々な分子の濃度勾配が重要な役割を果たすと考えられている。本研究
では骨発生機序のモデル培養系となる新規三次元細胞培養法を提案し、間葉系幹細胞から軟骨細胞分化と血管侵
入という内軟骨性骨化を生体外で再現、再構築することを目的とした。培養デバイスを設計、作製し、三次元培
養した幹細胞組織体の周囲の酸素濃度を変化させ、生体を模倣した三次元組織体を作製した。

研究成果の概要（英文）：The formation of bone occurs by intramembranous or endochondral 
ossification. Endochondral ossification takes place during the transition of soft to hard callus. In
 this process, various molecules and their concentration gradient around cells play an important 
role in the cell differentiation of stem cells. We proposed a novel 3D cell culture system as a 
model of the endochondral ossification. The purpose of this study was reconstruction of a 3D tissue 
model for the chondrogenesis and invasion by capillaries to cartilaginous callus.

研究分野： 再生医工学

キーワード： 細胞・組織工学材料　細胞培養デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では三次元培養した幹細胞組織体の周囲に酸素濃度勾配を生じさせることで、軟骨細胞の分化勾配のある
三次元組織体を作製することを目的とし、これを実現するための培養デバイスを設計、作製した。この方法によ
り幹細胞から軟骨分化、さらに血管侵入いう内軟骨性骨化を生体外で再現、再構築することを目指した。本研究
によって骨発生の分子メカニズムをより詳細に明らかにすることができ、さらに骨再生医療や骨疾患のモデルと
しても用いることができるため波及効果が高い。

※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。



１．研究開始当初の背景 

発生段階において脊椎動物の大腿骨などの長管骨は内軟骨性骨化と呼ばれる骨形成過程を経

て形成される。これは軟骨により骨の雛形が形成され、後に軟骨から骨組織に置き換わる発生

過程である。この過程においては軟骨原基への血管侵入が骨置換に先立って起こり、血管から

の酸素や栄養によりその後の骨形成が促進されると考えられているが、詳細なメカニズムにつ

いては不明な点が多い。申請者はこれまでに独自の三次元細胞培養器を開発し、特許出願およ

び論文投稿を行った（特許5578779 号、引用文献1, 2）。この培養器の最大の特徴は酸素透過性

である。この酸素透過性細胞培養器は、細胞凝集塊に安定的に酸素を供給することができ、従

来の三次元培養の問題点を解決し、再生医療を含めた広範な応用が可能な基盤技術であること

を見出した。これら一連の研究において、酸素濃度が三次元培養した場合に細胞の生存や分化

に極めて大きな影響を与えるという知見を得ている。これまでにこの培養器を使って三次元培

養した軟骨の分化には低酸素状態が好ましく、一方、骨芽細胞には低酸素よりも通常酸素濃度

で分化促進が起こることを見出している（引用文献3）。生体において関節軟骨は長軸方向に分

化度の異なる軟骨細胞が整然と並んだ構造を取っているが、生体における一連の内軟骨性骨化

プロセスを模倣できるin vitro実験系はほとんどない。 

 

２．研究の目的 

内軟骨性骨化は骨形成過程の一つであり、軟骨により雛形が形成され骨に置き換わる発生過

程である。我々はこれまでに酸素濃度が三次元培養した場合に細胞の生存や分化に極めて大き

な影響を与えるという知見を得ている。細胞分化において細胞周囲のマイクロスケール環境や

成長因子などの濃度勾配が重要な役割を果たすと考えられている。しかしながら、気体分子で

ある酸素の濃度を制御し、酸素濃度勾配を細胞に与えることは難しく、酸素濃度勾配の軟骨分

化に与える影響について検討した研究はほとんどなかった。 

そこで本研究では新規三次元細胞培養法を提案し、これまでにない間葉系幹細胞から軟骨細

胞分化と血管侵入という内軟骨性骨化を生体外で再現、再構築することを目指し、骨発生機序

のモデル培養系を確立することを目的とした。 

まずは、三次元培養した幹細胞組織体の周囲に酸素濃度勾配を生じさせることができる培養

デバイスを設計、作製し、生体を模倣した長軸方向に軟骨細胞の分化勾配のある三次元組織体

を作製した。酸素濃度勾配は、培養デバイス中の培地に大気から供給される酸素量と細胞組織

体により消費される酸素量のバランスにより生じるようにデバイスを設計した。作製した三次

元組織体の軟骨分化について評価を行った。さらに、作製した三次元組織体を血管内皮細胞含

有ハイドロゲル中で培養し、組織体への血管侵入や阻害を観察、評価した。 

 

３．研究の方法 

市販の中空糸モジュール（セルローストリアセテート製、中空糸内径285μm、ポアサイズ

200 nm）にマウス軟骨細胞株ATDC5を充填し、軟骨細胞分化誘導培地を使って培養を行った。



培養は中空糸中モジュール用培養デバイスを自作し、行った。細胞の酸素消費量などを計算

し、軟骨細胞分化に最適な培養条件を設定することを試みた。細胞培養培地はインシュリンや

TGF-β3などの成長因子を含む軟骨細胞分化誘導培地を用い、培養デバイス中で3 から4 週間

培養し、軟骨細胞分化を誘導した。中空糸モジュールから細胞塊を回収し、組織切片を作製し

た。トルイジンブルー染色、ヘマトキシリン、エオシン染色の他にコラーゲンII、アグリカ

ン、コラーゲンXなどの軟骨細胞分化マーカーについて免疫染色を行った。細胞からmRNAを

回収し、PCRにより分化マーカーの発現量を定量した。コントロールとして、酸素濃度勾配を

かけない場合や分化誘導培地を用いない場合についても同様の培養を行い、比較を行った。さ

らに、細胞組織体を取り出し、ハイドロゲル中で血管内皮細胞HUVECと共培養することで血管

新生アッセイを行った。 

 

４．研究成果 

細胞を球状に三次元培養（スフェロイド培養）すると内部は低酸素状態になることが知られ

ているが、このときスフェロイド内部では軟骨細胞分化が促進することが報告されている。ま

た、細胞数が系中に十分多い場合、担体材料中に培養した細胞塊の中の酸素濃度は表面からの

深さに依存して徐々に低下し、濃度勾配ができることがわかっている。従って、本研究では細

胞培養領域を調節することで培養デバイス上部の大気からによる酸素供給と細胞による酸素消

費が平衡状態となり、培地の上部と底部で酸素濃度勾配が生じるように設計した。 

中空糸モジュールにマウス軟骨細胞株ATDC5を充填し、軟骨細胞分化誘導培地を使って培養

した。中空糸モジュール内に播種する細胞数を変化させて培養を行った。培養デバイスを用い

て3週間培養することによって三次元培養環境下で軟骨細胞へ分化が誘導された。細胞分化は軟

骨細胞分化マーカー発現により行った。細胞による酸素消費によって培養デバイス内の酸素濃

度の低下が観察され、モジュール内における軟骨細胞の三次元培養に成功した。さらに、この

三次元組織体と血管内皮細胞を共培養することで生体内における軟骨組織への血管侵入を模倣

するような培養系を検討した。共培養にはスタンフォード大学医学部整形外科との共同研究に

より開発した光架橋性ゼラチンハイドロゲルを用いた（引用文献4）。本研究の成果によって、

軟骨細胞の三次元細胞培養における酸素濃度の影響についてより詳細に検討できるような見通

しを得ることができた。 
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