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研究成果の概要（和文）：耳介形状の軟骨再生において、生体内で３次元耳介形状を維持する方法を確立するこ
とを目的とした。実験では、PGA ナノファイバー（nanoPGA）とポリ-ε-カプロラクトン（PCL)を組み合わせた
複合型吸収性スキャフォールドをエタノール処理して播種細胞の親水性を高め、軟骨再生における効果を検討し
た。その結果、スキャフォールドの生体内移植後２０週間目において、有意に高いSOX5遺伝子発現が誘導され、
サフラニンO陽性染色部位はスカフォールド内部に拡大していることが判明した。エタノールによる複合型吸収
性スカフォールドの表面改質は、経時的に軟骨の基質産生を促進し耳介形状軟骨再生における有効性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Human chondrocytes were seeded onto three-dimensional bioresorbable 
composite scaffolds (PCL with surface coverage of nanoPGA) either with or without ethanol 
pretreatment and then implanted into athymic mice for 10 and 20 weeks.  After implantation for 10 
weeks, constructs of human auricular chondrocytes seeded onto ethanol-treated scaffolds were covered
 with glossy cartilage. RT-qPCR analyses of chondrocytes grown on ethanol-treated scaffolds showed 
greater expression levels for several cartilage-related genes compared to cells developed on 
untreated scaffolds with statistically significantly increased SRY-box transcription factor 5 (SOX5)
 and decreased interleukin-1α (inflammation-related) expression levels. Findings suggest enhancing 
nanoPGA/PCL scaffold hydrophilicity utilizing ethanol improves the cellular microenvironment and 
cartilage regeneration in tissue-engineered auricle constructs. 

研究分野：形成外科学

キーワード： Ethanol treatment　scaffold　cartilage　tissue engineering　ear　hydrophilicity
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研究成果の学術的意義や社会的意義
耳介軟骨の再生誘導技術を臨床応用する上で、耳介特有の３次元形状が単に再現されるのみでなく、長期的形状
が維持され、成長や経年変化についても考慮されていることが望まれる。今回の研究より、エタノール表面改質
した複合型吸収性スキャフォールド（耳介足場）は、高い軟骨再生能と三次元耳介形状を長期維持するために必
要な高い力学的特性を有しており、今後、本表面改質技術は３次元形状軟骨の再生誘導を臨床応用する上で、有
用な基盤技術になると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

（１）Tissue engineering は，生分解性ポリマーに細胞および成長因子を組み合わせて，臨床

的に使用可能な移植組織を再生誘導する技術であり，1988 年 Vacanti らによってその基本概念

が提唱された１．1997 年、Cao らはこの基盤技術をさらに発展させ、ヒト耳介形状を有する軟骨

を再生誘導し、耳介形成手術における新しいオプションとして Tissue engineering が将来重要

な役割を果たすことを示唆した２。 

（２）本技術をヒトへ臨床応用するためには、小動物実験および前臨床試験となる大動物を用い

た自家移植モデルにおける軟骨再生が不可欠であるが、その実験成績は未だ不良である３－５。 

小動物モデル（免疫不全マウス）では、移植後 10 か月において耳輪、対耳輪、舟状窩などの耳

介に特徴的な構造が部分的に消失し、さらに、大動物自家移植モデルでは、強い炎症反応と不良

な軟骨再生により、移植後 3か月において耳介構造の全体が消失することが報告されている６。 

（３）組織再生誘導において、①播種細胞の種類 7-11、至適濃度、細胞分布、接着性、生存率、

②軟骨細胞増殖や基質産生を誘導するするサイトカイン，③細胞の増殖や分化に必要な微小環境

や 3次元形状を付与する足場材料（スキャホールド）の力学的強度、多孔性、連通性、組織親和

性の諸問題が推測され、基盤技術を確立するためにはこれらの因子を詳細に再検討する必要があ

ると考えた。 

（４）近年、足場材料を本来の細胞外基質に近い微細構造をもつナノファイバーに加工する技術

が開発され、軟骨組織再生用の新しい足場材料として注目されている。これまでわれわれは、ナ

ノファイバー化した生分解性ポリマー PGA （Poly glycolic acid）を生体親和性と力学的強度

を兼ね備えた非分解性ポリマーであるプロリンと組み合わせて、ヒト耳介形状を有する複合型非

吸収性高分子を導入して軟骨再生を試みた。この結果、播種細胞の接着効率は著しく向上し，大

動物（イヌ）を用いた自家移植モデルにおいて，良好な軟骨再生が可能となった。しかし、プロ

リンでは、正常耳介が持つ複雑な３次元形状、薄さ、しなやかさを長期間維持することは不可能

であり、臨床応用を可能とする耳介形状軟骨の再生誘導は、未だ改善の余地が残されている。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、Tissue engineering における３要素の中で、特にスカフォールドの改良に

焦点を絞り、耳介形状 PCL（poly-ε-caprolactone）の表面をナノファイバー化したＰＧＡ

(nanoPGA)にて被覆して複合型吸収性スカフォールド（nanoPGA/PCL）を作製した。この足場を導

入して、これまで困難であった耳介の複雑な立体構造を生体内で長期維持できる技術を新規に開

発することを目的として研究をおこなった。 

（２）本研究では、ナノファイバー化した PGA にヒト軟骨細胞を播種し、ナノファイバーにおけ

る播種細胞の細胞分布および生存率を検討した（実験１)。さらに、細胞接着を高めるため複合

型吸収性スカフォールドの疎水化表面を親水化し、これにヒト耳介軟骨細胞を播種した後にヌー

ドマウス皮下に移植して、耳介形状軟骨の再生誘導を行った。複合型吸収性スカフォールドの表

面改質が軟骨基質産生および軟骨被覆率に及ぼす影響ついて検討した（実験２)。 



 

３．研究の方法 

（１）実験１：ナノファイバー化した PGA における播種細胞の細胞分布、接着能、および生存率 

ヒトたち耳軟骨より単離した軟骨細胞を nanoＰGA 不織布〈長さ 1 cm、幅 1 cm、厚さ 80 μ

ｍ〉に播種した。コントロール群の足場材料として従来径 PGA を用いた。軟骨細胞の播種濃度は、

100×106個/ml に調節した．細胞・ポリマー複合体は、播種細胞がポリマー表面に細胞接着する

ために要する 6時間の間、インキュベーター内（37℃，5% CO2）に静置した。その後、あらかじ

め作成した細胞培養液を培養皿に静かに注ぎ、細胞・ポリマー複合体をインキュベーター内（3

7℃，5% CO2）で 7日間培養した。培養液の交換は、週 2回行った。培養開始後１週目に、培養

軟骨細胞を 10％ホルマリンにて固定し、トルイジンブルー染色を行った。倒立および偏光顕微

鏡を用いて複合体を構成する細胞およびポリマーを観察した。また、培養開始より１週間の培養

過程における播種細胞の継時的な生存率を検討した。培養液に 1.5 ml PrestoBlue 液（invitro

gen, Frederick, MD, １０倍希釈）を加えて培養（２０分）し、プレートリーダー(Synergy MX,

 Bio Tek, USA) にて吸光度を計測し、総播種細胞数に対する生軟骨細胞の割合を算出した。 

（２）実験２：複合型吸収性スカフォールドの表面改質が軟骨基質の産生および軟骨被覆率に及

ぼす影響 

ナノファイバーPGAシートおよび耳介形状PCLの表面性状はともに疎水性である。細胞接着は、

親水性表面に吸着する細胞接着性たんぱく質を介して生じるため、ポリマー材料の疎水性表面を

親水化する必要がある。そこで、エタノール浸漬処理を行いポリマー材料の疎水性表面に親水性

を付与した。エタノール浸漬処理の後、複合型吸収性スカフォールドにヒトたち耳より単離した

軟骨細胞を播種して、無胸腺マウスの背部皮下に移植した。移植後１０週および２０週目に標本

を採取し、複合型吸収性スカフォールドの表面改質が軟骨基質の産生および軟骨被覆率に及ぼす

影響について、肉眼所見、組織所見、および遺伝子発現を検討した。 

 

４．研究結果 

（１）ナノファイバー化した PGA (nanoPGA)における播種細胞の細胞分布、接着能、および生存

率（生細胞比による比較） 

播種細胞の細胞分布：培養開始後７日目におけるポリマーおよびポリマー内部の細胞分布を検

討した。偏光顕微鏡を用いた検討より、nanoＰＧＡ群では、薄く密なナノファイバー構造が観察

された。一方、ＰＧＡ群では、厚いポリマー内部に散在するポリマーが観察された。次に倒立顕

微鏡を用いた検討より、nanoPGA 群では、薄いポリマーの両面に播種細胞が集積し、細胞質の好

塩基性は強く染色されていた。軟骨細胞は分化すると、プロテオグリカン合成が盛んとなり、著

明なメタクロマジーを示す。今回の結果より、nanoPGA に播種された細胞では、メタクロマジー

の顕著な増強が観察され、高い細胞活性が示唆された。ポリマー内部への細胞浸潤像は認められ

なかった。一方、ＰＧＡ群では、播種細胞がポリマー繊維束の周辺に散在して観察され、ポリマ

ー間の空隙に細胞成分は認められなかった。 



接着能と生存率：培養期間中の総播種細胞数に対する生細胞数の割合を、生存率として検討し

た。その結果、培養１日目における生存率は、nanoPGA 群（約 39％）と PGA 群（約 17％）の間

に有意差を認めた。この結果より、播種細胞のポリマーへの接着は、nanoPGA 群が明らかに良好

であることが判明した。その後の培養経過において、両群ともに生細胞数は急速に増加し、培養

３日目にプラトーに達した。培養経過中の生存率は nanoPGA 群において有意に高く、培養５日目

の nanoPGA 群における生存率は、PGA 群に比較して、約１．５倍高い値を示した。 

（２） 複合型吸収性スカフォールドの表面改質が軟骨基質産生に及ぼす影響 

肉眼所見および組織学的検討：エタノール処理群において、スカフォールドの表面は白色光沢

を帯びた軟骨組織で覆われていた。一方、コントロール群では、スカフォールドが薄い結合組織

に覆われ、軟骨再生はスカフォールドの一部に限局して観察された。組織学的に検討した結果、

エタノール処理群では、nanoPGA 領域に一致した表面部において再生軟骨が観察された。コント

ロール群における軟骨形成はスカフォールド表面部に限局的に認められたが、全体的に不良であ

った。両群ともに、スカフォールド内部は、Safranin O および Verhoeff 染色に陰性であり、軟

骨再生は認められなかった。 

RT-PCR：RT-PCR を用いて、再生組織における軟骨関連遺伝子（Type II, Elastin, Sox 5）お

よびアポトーシス・炎症関連遺伝子(Caspase 8 および 9, IL-1α)の発現を解析した。その結果、

エタノール処理による表面改質により全ての軟骨関連遺伝子発現は亢進する傾向を示した。特に、

エタノール処理により有意に高い Sox 5 の遺伝子発現が認められた。一方、アポトーシス関連遺

伝子の発現に変化は認められなかったが、炎症関連遺伝子である IL-1αの発現は、エタノール

処理により有意に低下した。 

(3)複合型吸収性スカフォールドの表面改質が軟骨基質の産生および軟骨被覆率に及ぼす経時的

な影響 

肉眼所見：複合型吸収性スカフォールドを用いて、移植後 10週目および 20 週目の軟骨再生を

比較検討した。移植後 10 週目では、スカフォールドの一部に足場の小孔が透見された。この所

見に比較して、移植後 20 週目では、スカフォールド表面に白色色調や光沢が観察され，耳介特

有の輪郭形状がより明瞭に表現された。 

組織学検討：移植後 10 週目では，スカフォールドの表面部に Safranin O 染色陽性領域を認め

た。スカフォールド内部における陽性反応は不十分であった。移植後 20 週目において，スカフ

ォールドの辺縁部の Safranin O 染色陽性領域は内部に向けて拡大し、表面のみでなくスカフォ

ールド内部においても陽性領域が観察された。この結果、エタノール処理を行ったスカフォール

ドの表面に生じた軟骨再生は経時的に進行し、スカフォールド中心部に向かって軟骨再生が促進

することが示唆された。 

軟骨基質の産生と軟骨被覆率：画像解析ソフトウェア（Image J、National Institutes of Health）

を用いて、Safranin O 染色された軟骨再生の面積比およびスカフォールドが再生軟骨により被

覆される軟骨被覆率を調べた。その結果、軟骨再生面積比は、移植後 10週目（約 20％）に比較

して、移植後 20 週目において有意な高値（約 40％）を示し、経時的な軟骨基質の増加が認めら



れた。一方、軟骨被覆率は、10週目において 63％であったが、20週目には 88％に有意に増加し

た。これらの結果より、表面改質した複合型吸収性スカフォールドは、経時的な軟骨基質産生を

促進し、耳介形状を長期維持するための足場として適していることが判明した。 
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