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研究成果の概要（和文）：顎顔面領域の先天性奇形に対し、生体外で培養した軟骨組織を移植する再生治療が望
まれる。しかしながら、間葉系幹細胞（MSCs）を軟骨組織へ分化させる場合、通常は脱分化が起こってしまい、
十分な大きさで高品質な軟骨を構築するのは困難であった。我々は新規足場材料多孔性ナノゲル架橋ハイブリッ
ドゲルを開発し、この中でMSCsを培養することで、通常の培養よりも著明に大きな軟骨組織を形成することに成
功したが、さらなる大きさと高い品質が求められる。そこで本研究では種々の手法をハイブリッドゲルと併用す
ること により、大きく高品質な軟骨組織を構築・維持する技術を創生する。

研究成果の概要（英文）：For congenital malformations of the maxillofacial region, regenerative 
treatment that transplants ex vivo cultured cartilage tissue is desired. However, when mesenchymal 
stem cells (MSCs) are differentiated into cartilage tissue, dedifferentiation usually occurs, making
 it difficult to construct sufficiently large and high-quality cartilage. We have developed a new 
scaffold material,  "Nanogel-cross-linked porous (Nano CliP) gel", and by culturing MSCs in this, we
 succeeded in forming cartilage tissues that are significantly larger than those in normal culture. 
is required. Therefore, in this research, by combining various methods with hybrid gels, we will 
create a technology to construct and maintain large, high-quality cartilage tissue.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： ナノゲル　多孔性ナノゲル架橋ハイブリッドゲル　軟骨　ラマン分光法　量子ビーム　放射光　間葉系
幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の日本は超高齢社会であるが、関節リウマチや変形性関節症等の骨・軟骨破壊をきたす基礎疾患を有する高
齢者の急速な増加が予想される。応募者が開発した骨・軟骨再生療法を骨質が低下した患者に提供することがで
きれば、歯科分野（歯周病学や口腔外科学）のみならず、整形外科、形成外科、内科学等の骨・関節疾患を扱う
多くの分野の骨・軟骨再生医療のさらなる発展に貢献し、超高齢社会に大きな波及効果をもたらすと考えられ
る。つまり、応募者が開発した骨・軟骨再生療法の普及は、医療分野のみならず社会全体にとって大きな意味を
持つものと考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、組織工学の発展により、生体外で培養した軟骨組織を膝関節や顎顔面領域の先天性

奇形に移植する再生治療の開発が盛んに行われている。間葉系幹細胞（MSCs）を軟骨組織
へ分化させる場合、平面培養では脱分化が起こるため、軟骨の状態を維持するために足場材
料で 3 次元培養を行うことがある。軟骨移植が成功するには、軟骨基質を豊富に含んだ力学
特性に優れた軟骨を構築し、軟骨基質の質を分子レベルで評価する必要がある。しかし、軟
骨培養に適した足場材料については、あまり理解されていなかった。 
これまでの研究で、多糖プルラン由来ナノゲルを架橋し、凍結乾燥することで新規足場材

料 the nanogel-cross-linked porous-freeze-dried gel（NanoCliP）FD ゲルを開発した。 
 
２．研究の目的 
顎顔面領域の先天性奇形に対し、生体外で培養した軟骨組織を移植する再生治療が望ま

れる。しかしながら、MSCs を軟骨組織へ分化させる場合、通常は脱分化が起こってしまい、
十分な大きさで高品質な軟骨を構築するのは困難であった。我々は新規足場材料 NanoCliP 
FD ゲルを開発し、この中で MSCs を培養することで、通常の培養よりも著明に大きな軟骨
組織を形成することに成功したが、さらなる大きさと高い品質が求められる。そこで、本研
究では種々の手法をハイブリッドゲルと併用することにより、大きく高品質な軟骨組織を
構築・維持する技術を創生する。 
本研究は、NanoCliP とアテロコラーゲン上で軟骨組織を構築し、分光学的解析法により

軟骨基質の質を評価し、最適化を目的とする。 
 

 
３．研究の方法 

MSCs であるヒト歯根膜幹細胞を NanoCliP FD ゲル上に播種し、軟骨分化誘導下で 3 次元
培養を行った。14 日後、軟骨組織の形態をレーザー顕微鏡で確認した（図 1）。軟骨組織中
の軟骨基質の構成成分をサフラニン O 染色・ピクロシリウスレッド染色で確認した。ビオ
チン標識したヒアルロン酸結合タンパク質でヒアルロン酸および 2 型コラーゲンの発現を
組織化学染色で確認した。培養上清中のヒアルロン酸・軟骨分化・増殖マーカーMIA（MIA: 
Melanoma Inhibiting Activity）を ELISA で測定した（図 2・3）。また、ラマン分光法・シンク
ロトロン放射光（SR: Synchrotron Radiation）赤外分光法（FT-IR）で解析を行い、軟骨基質の
発現を評価した。SR FT-IR では立命館大学 SR センター（滋賀県草津市）のビームライン 15
を使用した。 
 
４．研究成果 

MSCs を NanoCliP FD ゲル上で培養することで、既存のアテロコラーゲンよりも軟骨細胞
への分化が促進され、ヒアルロン酸等の軟骨基質を豊富に含んだ軟骨組織を構築すること
を見出した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. NanoCliP FD ゲル上で 3 次元培養することで培養軟骨組織の形成を認めた（a・c）。ア

テロコラーゲン（b・d）と比較し、NanoCliP FD ゲル上ではより大きな軟骨組織が形成
された。                

Adachi T et al. Int. J. Mol. Sci. 2022 より引用 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. NanoCliP FD ゲル上で 3 次元培養することで軟骨組織基質が豊富に構築された（a～

d）。アテロコラーゲンと比較し、NanoCliP FD ゲル上では軟骨分化マーカーの MIA の産生
が亢進された（e）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. NanoCliP FD ゲル上で 3 次元培養することで軟骨組織基質ヒアルロン酸および 2 型コ
ラーゲンが豊富に構築された（a,b,d,e）。アテロコラーゲンと比較し、NanoCliP FD ゲル上で
は可溶性ヒアルロン酸の産生が亢進された（c）。 

Adachi T et al. Int. J. Mol. Sci. 2022 より引用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. ラマン解析により、NanoCliP FD ゲル上で構築された軟骨組織は、アテロコラーゲン
より豊富な軟骨基質（グリコサミノグリカン・2 型コラーゲン）が形成されることが確認さ
れた（a～f）。                

Adachi T et al. Int. J. Mol. Sci. 2022 より引用 
 



 
 
 

 
 
図 5. NanoCliP FD ゲル上で構築された軟骨組織の SR FT-IR 解析。立命館大学 SR センター
ビームライン 15 を使用した（a）。NanoCliP FD ゲル上で構築された軟骨組織はヒアルロン
酸および 2 型コラーゲン等の軟骨基質が豊富に形成された（b～g）。  

Adachi T et al. Int. J. Mol. Sci. 2022 より引用 
 
 
ラマン分光法は、散乱光から分子構造を反映したスペクトル情報を非破壊的に取得するこ
とが可能であり、FT-IR は赤外光から得られる吸収スペクトルから分子組成や分子濃度等の
情報を分析することができる。ラマンと FT-IR はどちらも物質の同定や定量分析が可能であ
るが、得られる分子情報や測定範囲はそれぞれ異なる。本研究では、両分光法を相補的に用
いることで、再生軟骨組織の分子構造と機能を多角的に分析した。 
さらに、放射光を利用した赤外分光の高輝度特性を活かし、SN 比の高い高分解能の分子イ
メージングを取得した。放射光は立命館大学 SR センターBL15 を使用した。 
ラマンおよび SR FT-IR で再生軟骨組織より軟骨由来のシグナルを抽出した（図 4・5）。そ
して、グリコサミノグリカン、タンパク質 2 次構造などの生体分子分布の非染色分子イメー
ジングを取得した。非破壊・非侵襲で分子レベルの解析ができるラマン分光法および SR FT-
IR においても、NanoCliP FD ゲルのほうがより多くの軟骨基質を形成されることが明らか
となった。また、NanoCliP FD ゲル上で形成されたタンパク質は相対的にランダムコイルよ
りα-ヘリックスの割合が多く、より堅固で安定したタンパク質 2 次構造を有することが明
らかとなった。 

NanoCliP FD ゲルはグルコースの濃度を上昇させることで細胞外マトリックスの産生を
促進させ、ヒアルロン酸合成酵素ヒアルロナンシンターゼ（HAS2）を介して、軟骨細胞の
ヒアルロン酸の合成を高めると考えられる。NanoCliP FD ゲルは軟骨細胞の活性化と軟骨形
成のためのグルコースの供給源として機能したことが示唆された。 
本法は、NanoCliP FD ゲルと分光学的解析法を組み合わせることで、高品質な軟骨再生治

療を提供する可能性が示唆された。 
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