
琉球大学・医学部・特命准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１８００１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

強固な骨接合を促進する軟骨再生マイクロパターン基材の開発

Development of cartilage regeneration micropatterned substrates that promote 
strong cartilage-bone junctions

５０３７４７２３研究者番号：

角南　寛（Sunami, Hiroshi）

研究期間：

１９Ｈ０４４４８

年 月 日現在  ５   ６ ２９

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、軟骨と骨を強固に接合させるマイクロパターン基材を開発するものであ
る。関節軟骨の欠損部を再生治療する場合、軟骨と骨を強固に接合させることが重要である。我々は、適切な形
状を有するマイクロパターン基材に脂肪幹細胞を播種し、これを軟骨へ分化誘導させることで、厚い軟骨組織を
形成させることに成功した。基材表面では石灰化の促進も確認されたことから、適切な形状を持ったマイクロパ
ターン基材上で脂肪幹細胞を分化誘導すれば、軟骨が骨に強固に接合した丈夫な軟骨-骨組織を作製できること
が分かった。本研究では、このように軟骨と骨の強固な接合を創出する、軟骨再生マイクロパターン基材の開発
に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we develop micropatterned base materials that create strong 
bonds between the cartilage and the bone. When a defective part of the articular cartilage is 
treated regeneratively, it is important to form a thick cartilage tissue bonding strongly with the 
bone. We have succeeded in forming the thick cartilage tissue by differentiation induction of 
adipose derived stem cells into the cartilage on micropatterned base materials having optimized 
shapes. It was also confirmed that the calcification was promoted on the micropatterned base 
materials. These results suggest that we can produce the thick cartilage tissue in which the 
cartilage and the bone are strongly bonded to each other when adipose derived stem cells are induced
 differentiation into the cartilage on micropatterned base materials with optimized shapes. In this 
study, we developed micropatterned base materials for cartilage regeneration, which creates the 
thick cartilage tissue bonding strongly with the bone.

研究分野： 再生医工学、生物物理学、界面科学、高分子化学

キーワード： 軟骨再生　マイクロパターン　脂肪幹細胞　石灰化層　アグリカン　I型コラーゲン　関節軟骨　再生治
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた知見は、軟骨と骨の界面の構造が強固な軟骨-骨接合を生むメカニズムの解明に大いに貢献す
るものである。また、本研究で開発されたマイクロパターン基材は、軟骨と骨を強固に接合させる新しい軟骨再
生治療技術の創出に繋がると考えている。更に、こういった軟骨と骨との接合を重視した新しい軟骨再生治療技
術は、腱や靱帯を骨と強固に接合させるような高度な再生治療技術へと発展していく可能性が高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
人体にはさまざまな軟骨がある。その中で関節の軟骨に疾患を抱える患者は、高齢者を中心に

1000 万人以上いると考えられている。できるだけ自己の関節を温存しつつ、疾患部位の状態に
合わせて軟骨を再生させる治療が望まれている。我々は、そうした社会的なニーズに応えられる
ような、関節軟骨を再生させる画期的なデバイスを開発したいと考えた。これまでに、軟骨を疾
患部に移植投与する研究が多数実施されてきたが、生体内に埋め込まれた軟骨を骨と強固に接
合させ、その状態を持続させることができず、軟骨が患部から剥離してしまうことが大きな問題
となっていた。そのため、軟骨と骨を強固に接合させ、これを恒常的に維持させる技術が求めら
れていた。 
こういった社会的なニーズや技術的な問題点に対し、我々は、生体の軟骨の多層構造を人工的

に再現できれば、治療のニーズに応え、技術的な問題点を解決できると考えた。生体の軟骨組織
は、表層、中間層、深層、石灰化層の四層からなる多層構造をとっている。これらの各層におい
て、軟骨細胞の形態やサイズ、配向性、代謝機能などが異なることが知られている。軟骨と骨の
接合に不可欠な軟骨の石灰化は軟骨と骨の境界にある石灰化層で起こる。その石灰化層を発達
させ恒常的に維持するには、軟骨の多層構造が健全に発達していることが重要である。我々は、
これまでの経験から適切な形状のマイクロパターン基材上で幹細胞を軟骨へ分化誘導させるこ
とで、こういった多層構造を再現できると予想した。実際にマイクロパターン基材上で脂肪幹細
胞を軟骨へ分化誘導させる予備的な検討を行ったところ、平坦な基材上で軟骨へ分化誘導させ
たものよりも厚い軟骨組織になることが判明した。我々は、この原因を、マイクロパターン基材
の形状が生体内の軟骨の石灰化層のような凹凸構造になっていたためではないかと推察した（図
1ab）。これらの検討結果から、我々は、マイクロパターン基材の凹凸構造を用いて、軟骨の石灰
化層の構造と機能を再現するという独自の着想を得た。生体には様々な関節の軟骨組織があり、
それらの石灰化層の構造や機能も多様である。我々は、石灰化層の代替となり得るマイクロパタ
ーン基材の候補をいくつも作製し、それらの中から関節の軟骨と骨の接合に最適なパターン形
状をスクリーニングする計画である。パターン形状を最適化することで、生体に近い構造と機能
を持った関節軟骨組織を作製できると確信している（図 1cd）。 
また、本研究は、パターン形状を自由自在に設計できる点でも大きな可能性を秘めている。さ

まざまな形状のマイクロパターン基材を用いて軟骨への分化を詳しく検証すれば、よく分かっ
ていない、軟骨の石灰化層の凹凸構造が軟骨の分化や発生に及ぼす影響を解明できると考えて
いる。これは、生化学や発生学の分野において極めて重要な発見となる。将来的には、関節軟骨
欠損部の骨表面にマイクロパターンを挿入し、軟骨と骨を強固かつ持続的に接合させる新しい
軟骨再生デバイスを開発したいと考えている。こういった骨との接合を重視した新しい軟骨再
生治療技術は、腱や靱帯と骨を強固に接合させる再生治療技術にも応用できると期待される。 
 

 
図 1 軟骨の石灰化層の構造と機能をマイクロパターン基材で再現することで、関節の軟骨と
骨を強固かつ持続的に接合させる軟骨再生デバイスを開発 
 
２．研究の目的 
本研究は、軟骨と骨を強固に接合させ、その状態を長期的に持続させるマイクロパターン基材

を開発するものである。関節軟骨の欠損部を再生治療する場合、軟骨と骨を強固に接合させ、そ
の状態を長期的に維持させる必要がある。我々は、適切な形状を持ったマイクロパターン基材上
で脂肪幹細胞を軟骨へ分化誘導させれば、軟骨と骨が強固かつ持続的に接合した軟骨-骨組織を
作製できると予想した。本研究は、この軟骨-骨組織の強固で持続的な接合を創出する、軟骨再
生マイクロパターン基材の開発を目指している。研究期間内に、我々は、このマイクロパターン
基材上で脂肪幹細胞を軟骨へ分化誘導させることで、軟骨と骨が強固に接合した厚みのある軟
骨-骨組織の多層構造を再現し、これを長期的に維持させたいと考えている。関節軟骨の石灰化
層の凹凸構造を模したマイクロパターン基材を用いて、この多層構造を再現できれば、よく分か



っていない軟骨の石灰化層の凹凸構造が軟骨の分化や発生に及ぼす影響の解明に繫がると期待
される。 
 
３．研究の方法 
本研究は、軟骨と骨の境界にある石灰化層の凹凸構造の機能を再現すべく、この凹凸構造を模

した様々なマイクロパターン基材を作製した。これらのマイクロパターン基材は、シリコンウェ
ハをフォトリソグラフィ技術で微細加工することで作製された。マイクロパターン基材上で脂
肪幹細胞から軟骨への分化誘導を行い、最も厚くて強固な軟骨-骨組織を形成できるマイクロパ
ターン基材をスクリーニングした。厚くて強固な軟骨-骨組織を形成した軟骨-骨組織は、各構成
要素を染色され、共焦点レーザー走査型顕微鏡で三次元的に観察された。得られた三次元像から、
各マイクロパターン基材上に形成された軟骨-骨組織の多層構造を評価し、基材の凹凸構造との
関連を調査した。 
まず、φ8インチの P型（100）シリコンウェハ（ウェハ厚: 725±25 µm、熱酸化膜厚: 600 

nm）を用いてマイクロパターン基材の作製を行った。前述のシリコンウェハを 1cm 角もしくは
2cm 角にダイシングしたものの上にレジスト OFPR-5000LB 23cp (東京応化工業㈱)をスピンコー
ト（4000 rpm、50 sec）した。これをベイクした後、フォトマスクがセットされたマスクアライ
ナーMA6 BSA（ズース・マイクロテック㈱）で露光した。現像とベイクを実施後、多目的ドライ
エッチング装置 RIE-200NL（サムコ㈱）を用いてレジスト膜で描かれたパターンを SiO2層に転写
した。SiO2 で描かれたパターンをマスクとして、シリコン深掘エッチング装置 MUC-21 ASE-
SRE（住友精密工業㈱）のボッシュプロセスを実行し、Si を深掘りした。このようにして、
凹凸構造を有するマイクロパターン基材を何種類も作製した。次に、走査電子顕微鏡 S-4800（㈱
日立ハイテク）およびカラーレーザー3D顕微鏡 VK-9710（㈱キーエンス）を用いて、各マイクロ
パターン基材の三次元的な形状像を撮影した。この形状像から基本的な形状パラメータを求め
た後、各マイクロパターン基材上での脂肪幹細胞の軟骨への分化誘導実験に使用した。 
作製されたマイクロパターン基材上に脂肪幹細胞を 1x105 cells/cm2の密度で播種し、マイク

ロパターン基材にしっかりと接着させた後、軟骨誘導培地中で 3日、7日、14日、21 日、28日、
35 日、42 日間、分化誘導培養（37℃、5％CO2）した。これを 4％パラホルムアルデヒドリン酸緩
衝液（ナカライテスク㈱）で固定化（室温、12 h）し、細胞核やアグリカン、I 型コラーゲン、
F-アクチン、石灰化部分を染色した後、形成された軟骨層の厚みや多層構造を共焦点レーザー走
査型顕微鏡 FV-1000D（オリンパス㈱）で三次元的に観察した。 
 
４．研究成果 
作製されたマイクロパターン基材の形状パラメータの実測値は、設計値と殆ど同一であった。

このことから、今回作製された各マイクロパターン基材は、設計通りに精緻に作製できているこ
とが分かった。マイクロパターン基材の作製に用いられたシリコンウェハは、フォトリソグラフ
ィで容易かつ精緻に微細加工できる。そのため、我々は、さまざまな凹凸構造のマイクロパター
ン基材を手早く大量生産し、これらを気軽に使用できる恵まれた研究環境を構築することがで
きた。作製されたマイクロパターン基材は、親水化処理によって細胞接着性を大きく向上させら
れることも判明した。また、我々は、適切な凹凸構造を有するマイクロパターン基材上で、脂肪
幹細胞を軟骨へ分化誘導させ、基材上に軟骨-骨組織の多層構造を形成させることにも成功した。
更に、ある特定の凹凸構造を有するマイクロパターン基材によって、脂肪幹細胞から軟骨への分
化誘導効率が飛躍的に高まることや、軟骨組織の厚みが大幅に向上すること、基材との極めて
強力な接合力が得られることなども発見している。 
以上のように、我々は、従来法よりも大幅に厚くて強固な軟骨-骨組織を作製し、これを長期

的に維持する独自技術の開発に成功した。（特許出願を予定しているため、これらの研究成果の
詳細を記述できない） 
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