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研究成果の概要： 
人工コラーゲン・セメントディスク複合体に白色家兎由来の軟骨細胞を注入して培養すると、

軟骨細胞の増殖能とプロテオグリカンの産生能はウシ type II コラーゲン・セメントディスク

複合体に軟骨細胞を注入群より良好だった。しかし、実用化には人工コラーゲン・スカフォル

ドの強度が不十分なことが問題であり、強度が改善できればプリオンなどの感染のリスクのな

い新規スカフォルドとして利用可能である。 
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１．研究開始当初の背景 
外傷による骨軟骨欠損、骨壊死による骨軟骨
損傷、変形性関節症による軟骨欠損の修復を
目的として、マイクロフラクチャー法、自家
骨軟骨柱移植術（モザイクプラスチティー）、
自家培養軟骨移植術等が行われている。しか
し、モザイクプラスチティーや自家培養軟骨
移植術では広範囲は欠損を修復することが
できなかった。また、広範囲の欠損には軟骨
移植のためのスカフォルドが必要であるが、
異種コラーゲンを使用するため、プリオンな

どの感染のリスクがあった。 
 
２．研究の目的 
 異種コラーゲンを使用せず、人工合成によ
るコラーゲンスカフォルドを用いて生体に
安全な軟骨培養を可能にすることである。ま
た、生体活性セメントディスクを骨欠損部側
に用いて、この人工コラーゲンスカフォルド
と組み合わせた複合体を作製して、骨軟骨欠
損の修復を検討することである。 
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（１）白色家兎より麻酔下に関節軟骨を採取
し、軟骨細胞を分離した。この軟骨細胞を人
工コラーゲン・生体活性セメントディスク複
合体とウシ type II コラーゲン・生体活性セ
メントディスク（コントロール）に注入して
1 週、2 週、3 週と培養後、トルイジン・ブル
ー標本を作製した。それぞれで、ヘキストダ
イによる DNA 量の測定、DMMB 法によるプ
ロテオグリカン含有量の測定を行った。
real-time PCR を用いて type II コラーゲン、
アグリカンの mRNA の定量を行った。 
（２）生体活性セメントディスクと従来の
PMMA セメントディスク（コントロール）
上で骨芽細胞を培養して、3 日、7 日、21 日
で osteocalcin、osteopontin、osteonectin、
collagen type I の mRNA の定量を real-time 
PCR で行った。また、培養液と 4-nitrophenyl 
phosphate 液を用いて ALP 活性を測定した。
培養したディスクをアリザリンレッド染色
して石灰化度を評価した。 
（３）径 5mm の生体活性セメントディスク
上に人工コラーゲンスカフォルドを組み合
わせた複合体に白色家兎より採取した軟骨
細胞を注入して 2 週間培養した。白色家兎の
膝関節に径 5mm の骨軟骨欠損部を作製して
培養した複合体を移植した。骨軟骨欠損を作
製しただけをコントロールとして用いた。 
 
４．研究成果 
（１）培養実験のトルイジンブルー染色では
ウシ type II コラーゲン・セメントディスク
複合体に軟骨細胞を注入すると、複合体内で
は 1 週、2 週、3 週と段階的に軟骨細胞が徐々
に増殖しているのが確認された。人工コラー
ゲン・セメントディスク複合体では、1 週の
軟骨細胞の生着はウシ type II コラーゲン・
セメントディスク複合体より悪かったが、2
週、3 週では顕著は軟骨細胞の増殖が確認で
きた。 
（２）DMMB 法のよるプロテオグリカン量
の測定では、ウシ type II コラーゲン・セメ
ントディスク複合体は 1－3 週を通じて約
40ug だったが、人工コラーゲン・セメント
ディスク複合体では 1 週が約 40ug に対して
3 週では約 100ug に増加していた(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 軟骨細胞のプロテオグリカンの 

産生（μg） 

 
 ヘキストダイによる DNA 量の測定ではウ
シ type II コラーゲン・セメントディスク複
合体では 1－3 週を通じて変化がないのに対
して、人工コラーゲン・セメントディスク複
合体では 3 週で 1 週の 3.5 倍に DNA 量が増
加していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 軟骨細胞の DNA 量（μg） 
 
 
Real-time PCR を用いた検討では、培養 3 週
の時点で人工コラーゲン・セメントディスク
複合体における type II コラーゲン mRNA の
発現はウシ type II コラーゲン・セメントデ
ィスク複合体の約 4倍に増加していた。また、
アグリカン mRNA の発現も培養 3 週で人工
コラーゲン・セメントディスク複合体はウシ
type II コラーゲン・セメントディスク複合
体の約 4 倍となっていた。 

 

（２）骨芽細胞を培養して 3日、7日、21 日

の時点で、osteocalcin と osteopontin の

mRNA の発現が、PMMA ディスクより生体活性

セメントディスクで亢進していた。アリザリ

ンレッドによる石灰化は培養後 21日で、PMMA

ディスクより生体活性セメントディスクで

亢進していたが、ALP 活性には差が見られな

かった。 

 

（３）人工コラーゲン・セメントディスク複

合体に軟骨細胞を注入して白色家兎の膝関

節の骨軟骨欠損部に移植したが、人工コラー

ゲンスカフォルドの強度がまだ不十分なた

め一定の成績を得ることはできなかった。し

かし、人工コラーゲン・セメントディスク複

合体の強度を改善すればプリオンなどの感

染のリスクのないスカフォルドとして利用

可能と考える。 
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