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研究成果の概要（和文）：本研究ではスキャフォールドフリー間葉系幹細胞由来三次元人工
組織（TEC）による骨軟骨再生研究を行った。膝関節大腿骨滑車部に骨軟骨欠損を作成し、
欠損部にＴＥＣ単体、およびハイドロキシアパタイトを沈着させたTEC、あるいはTECと人工
骨複合体を移植した。移植後４、８、２４週の組織学的評価の結果TEC＋betaTCP人工骨複合
体が最も確実に骨軟骨再生を促進した。TECは人工骨と安定した複合体形成を体内で持続す
ることが可能であり、組織再生型バイオ人工関節としての発展が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of scaffold-free tissue engineered 
construct (TEC) on osteochondral regeneration. We implanted either of the basic TEC, 
hydroxyapatite-adsorbed TEC, or hybrid material of the TEC and artificial bone (beta-TCP). 
Histological analysis at 4, 8 and 24 weeks following implantation revealed that the hybrid 
material of the TEC and artificial bone most effectively promoted osteochondral 
regeneration of the lesion. The TEC can adhere to the surface of artificial bone rapidly 
and stably, and further maintain hybrid condition in situ to promote osteochondral 
regeneration and thus could be a promising material for biological joint resurfacing. 
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１．研究開始当初の背景 
関節内組織である関節軟骨は荷重衝撃の緩
衝、関節滑動性の獲得に重要な役割を担って
いるが、血行に乏しく難治性の組織である。
一旦損傷すると十分に修復されること無く、

損傷部の放置は軟骨下骨病変を合併し二次
性の関節症変化へと進展することも多い。近
年、軟骨組織を対象として再生医療的手法を
用いた新規治療法が研究されている。これま
で組織修復、再生をめざした細胞治療を行う
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場合、細胞の集積の維持、細胞増殖、分化機
能の安定化、さらには治療部位にかかる力学
的ストレスからの保護などのために大多数の
研究では生体基盤材料（スキャフォールド）
が使用されてきた。しかしスキャフォールド
の多くは生物（動物）材料、高分子化学材料
等を含有し、それらの材料の使用が生体に及
ぼす影響は長期にわたっては予測しきれない
問題があった。そこで我々は間葉系幹細胞を
用いた細胞治療システムとして、スキャフォ
ールドを使用せずに培養幹細胞が産生する
細胞外マトリックスを骨格とした３次元人
工組織（Tissue Engineered Construct; TEC）
を開発した。我々は、平成１６年度基盤研究
（B）助成（１６－１８年度）により３DBTの
作成技術を確立し、また 3DBTの生物学的、
生体力学的特性、さらに、３DBTの軟骨修復・
再生への有用性について検討を加えた(Ando 
et al. Biomaterials 2007, Tissue 
Engineering 2008)。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの研究成果ならびに分担
研究者である明石、松崎らの HAp複合化技術
を背景に、TECを用いた再生型治療の適応を
さらに拡大させ、最終的には変形性関節症治
療を目的に、骨・軟骨複合体病変の修復・再
生の可能性を検証した。 
 
３．研究の方法 
（1）HaP結晶沈着 TECの骨形成能の検討 
共同研究者の松崎らは、カルシウムイオン
溶液とリン酸イオン溶液にアガロースゲル
を交互浸漬することで表面にハイドロキシ
アパタイト (HaP)結晶が沈着することを見
出し、さらにHaP化したアガロースゲルが骨
伝導能を有することを確認した。本研究で
はHaPを表面にコートしたTECの骨分化能を
アルカリフォスファターゼ活性の測定、ア
リザリンレッド染色、real time RT-PCR法
により解析した。 
 
（2）HaP結晶沈着TECの生体内での骨形成能
の検討 
膝関節切開し、大腿骨滑車部に直径４ミリ、
深さ３ミリの円柱状骨軟骨欠損を作成した。
そして欠損部に沈着量を変えたHap沈着TEC
を移植した。コントロール群としてTEC単体
を移植した。移植後８週で修復組織におけ
る骨形成を組織学的に検討した。 
 
（3）骨軟骨移植モデルのへのTECを含む複
合素材の骨軟骨再生至適条件の検討 
細胞採取用の動物より滑膜を採取し間葉系
幹細胞を分離、培養する。４－７代継代し
た後にＴＥＣを作成した。移植実験として
は、膝関節切開し、大腿骨滑車部に直径４

ミリ、深さ３ミリの円柱状骨軟骨欠損を作
成した。そして骨欠損部に１．ＴＥＣ単体、
２． HaP添加ＴＥＣ、あるいは３．betaTCP
人工骨のいずれかを移植する。そして軟骨
欠損部には１．ＴＥＣ単体、２．軟骨分化
刺激を加えたＴＥＣを移植した。いずれも
移植したＴＥＣには縫合などの内固定は行
わない。術後は１週のギプスによる関節固
定の後にケージ内で活動性制限を解除して
飼育する。移植後６、１２、２４、４８週
後に修復組織の評価を行う。組織評価は形
態学的に行った。 
 
４．研究成果 
（1）HaP結晶沈着の骨形成能の検討 
骨形成能と Hap沈着量との相関をみると、TEC
には最大 200mM,20回の浸漬までの範囲で、
濃度、頻度依存性に Hap沈着が増していくこ
とを確認した。 
Hap沈着させた TECを骨分化誘導培地で培養
したところ、Hap沈着量に相関して、強いア
ルザリンレッド染色性およびアルカリフォ
スファターゼ活性の向上を認めた。またオス
テオカルシン遺伝子の発現も有意な相関を
持って骨形成群で発現の更新を認めた。以上
のことから HaP沈着 TECは骨形成因子などの
成長因子の使用や遺伝子導入などの生物学
的改変の必要なく、TECの骨誘導活性を in 
vitroで亢進させることを確認した。本成果
は、生物製剤を使用しない方法であるために
臨床応用に適した骨誘導促進技術として期
待されるものであり、さらなる技術改良と安
全性の評価により近い将来の臨床応用が期
待される技術と考えられる。 
 
（2）HaP結晶沈着TECの生体内での骨形成能
の検討 
移植後８週における組織学的評価では、TEC
単体では骨形成は一部に認められるのみで
大部分は線維性組織であった。また軟骨下骨
層の再生も認めることができなかった。これ
に対して Hap沈着 TEC移植群では有意な骨形
成の亢進を認めた。ただし、Hap沈着量と骨
形成の亢進との間には有意な相関を認める
ことはできなかった。本研究結果は Hap沈着
TECの骨再生エレメントとしての可能性を示
唆するものである。しかし生体内での骨形成
の至適条件を本研究では見出すことはでき
なかった。更なる条件設定を含め、骨形成促
進への検討が必要と考えられた。 
 
（3）骨軟骨移植モデルのへのTECを含む複
合素材の骨軟骨再生至適条件の検討 

組織学的評価によりTEC＋betaTCP人工骨
複合体が最も確実に骨軟骨再生させること
が明らかとなった。TEC単体、あるいはHaP
添加ＴＥＣでは軟骨下骨の十分な構築を達



 

 

成することは困難であった。以上より骨軟
骨組織の再生には軟骨用、軟骨下骨用に用
途の異なる複合素材の組み合わせが効果的
であることが判明した。本知見は今後の医
療用具としての複合体開発に有用な指針を
与えるものと期待される。また、BMPによる
軟骨分化刺激を与えたTECは、異所性骨化な
どの有害事象を呈することはなかったもの
の、TEC単体と比較して、移植後明らかな軟
骨再生促進効果を認めることができず、本
研究での刺激条件ではBMPの有用性を示す
ことはできなかった。今後さらなる至適条
件決定が必要と考えられた。以上の結果よ
り骨軟骨再生に最も効果的な移植材として
の複合体の構成を決定することができた。
TECは人工骨と安定した複合体形成をin 
situで持続することが可能であり、本複合
体は今後のバイオ人工関節として発展させ
るための構成要素としての使用が期待され
る。 
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