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研究成果の概要（和文）：　従来の幹細胞を用いた骨再生療法は、移植部位への血液供給に限界があるため、適
用できる骨欠損の大きさに限界がある。軟骨内骨化の過程では血管新生が起ることから、軟骨内骨化を模倣した
骨再生法が注目されている。この骨再生法に適した足場材料を明らかにするため、ヒト間葉系幹細胞と足場材料
から作成した人工軟骨をマウスに移植し、軟骨内骨化に対する効果を検討した。その結果、ヒアルロン酸ゲル
が、質の高い人工軟骨を作製するために優れた性質をもつこと、マウス皮下に複数移植すると互いに融合し、一
体化した一つの骨を形成すること、さらに癒合した組織の間には骨髄が形成され、血管新生を促進することを見
出した。

研究成果の概要（英文）：Conventional bone regeneration therapies using stem cells are limited in the
 size of bone defects to which they can be applied because of the limited blood supply to the graft 
site. Since angiogenesis occurs during endochondral ossification, bone regeneration methods that 
mimic endochondral ossification are attracting attention. To clarify the suitable scaffold material 
for this bone regeneration method, we implanted artificial cartilages from human mesenchymal stem 
cells and scaffold materials into nude mice and examined endochondral ossification. We found that 
hyaluronic acid gel has excellent properties for producing high-quality artificial cartilage, that 
artificial cartilage made from multiple hyaluronic acid gels implanted subcutaneously in mice fused 
to form a single integrated bone, and that bone marrow is formed between the fused tissues, which 
promotes angiogenesis.

研究分野： 再生歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　軟骨の細胞外マトリクスの主成分の一つであるヒアルロン酸から作成されたゲルは軟骨および軟骨内骨化に関
連した多くの研究で用いられている。しかしながら、ヒアルロン酸のみを成分とするゲルの軟骨内骨化における
有効性を検討した報告はなかった。我々はヒアルロン酸ゲルを単独で用いた場合、未分化間葉系幹細胞から均一
で質の高い人工軟骨を作成できること、さらに複数の人工軟骨から統合した一つの骨を形成できることを見出し
た。以上のアルロン酸ゲル特徴を明らかにした研究は初めてであり、本研究の成果は、大きな骨欠損を治癒させ
るための新しい骨再生療法の開発につながる可能性がある。

※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。



研究成果報告内容 
 
１．研究開始当初の背景 
 幹細胞と足場材料を用いた骨再生療法は、血流の不足による移植組織の壊死

や脱離を起こすことがあり、大きな骨欠損に用いるには限界がある。軟骨細胞

は、低酸素・低栄養の環境下でも抵抗性をもつと共に、軟骨内骨化や骨折治癒

の過程において骨芽細胞に直接分化転換することが明らかになった。最近、軟

骨内骨化を再現させる骨再生法、即ち、軟骨に分化させた幹細胞を移植し、軟

骨内骨化を誘導する方法が報告され、動物実験では骨再生に有効であることが

確認されている。しかしながら、移植に用いる軟骨を体外で作製するのには、

多大な労力と費用がかかる。研究代表者らは、軟骨分化能を高めた未分化な脂

肪幹細胞を軟骨形成に適した足場材料と一緒に移植すると、軟骨内骨化が誘導

されることを示唆する知見を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、 

（１） ヒト脂肪幹細胞の軟骨分化能を高めるのに最適な成長因子を明らかにす

る。 

（２） 未分化脂肪幹細胞が生体内で軟膏内骨化を誘導するのに最も適した足場

材料を明らかにする。 

（３） 正常免疫をもつマウスより大型の実験動物（ラット、イヌ）を用いて本研究の有効

性を確認し、将来的な軟骨内骨化を介する骨再建・骨再生療法の実現に貢献するこ

とを目的とする。 

 
３．研究の方法  
（１） 脂肪幹細胞の軟骨分化能を高める成長因子の検討 

予備実験の結果、脂肪幹細胞の軟骨分化能を高める成長因子の候補を

見出している。しかしながら、生体内での軟骨形成と軟骨内骨化をより

早く、効率的に誘導するためにはさらに検討する余地がある。軟骨内骨

化に関与する成長因子を詳細に検討し、軟骨分化能の高い細胞を得るの

に適した培養条件を明らかにする。 

（２） 軟骨分化・軟骨内骨化に適した足場材料の検討 
1. 生体内での軟骨形成・軟骨内骨化に最も適した環境を提供する足場

材料を検討するため、骨の無機成分（ハイドロキシアパタイト）を含

まない生体吸収性の生体材料（ヒアルロン酸、フィブリン、低分子量

アルジネートなど）をそれぞれ単独、あるいは複数組み合わせて検討

する。 
2. 移植後、経時的にμ-CT による経過観察を行うとともに、移植組織を

固定し、脱灰後、組織学的解析（サフラニン O、改良テトラクロム、

HE 染色など）および免疫組織学的解析（コラーゲン I, II, X など）を

行う。 
3. 定量 RT-PCR 法を用いて骨・軟骨・肥大軟骨の分化マーカーの発現を



解析する。以上の解析により、生体内での軟骨内骨化を誘導するのに

適した足場材料を明らかにする。 
（３） 大型実験動物を用いた有効性の検討 

将来的な臨床応用を目指すため、正常な免疫系をもつ近郊系 F344 ラッ

トあるいはビーグル犬から脂肪幹細胞を採取・培養後、それらの実験動

物の頭蓋冠・顎骨・長幹骨欠損モデルを用いてより大きな骨欠損の修復

に対する有効性を確認する。 
 
４． 研究成果 

（１）脂肪幹細胞の軟骨分化能を高める成長因子の検討 
軟骨内骨化を誘導するためには肥大軟骨細胞に分化しやすい幹細胞

を用いることが重要である。 そこで、ヒト脂肪幹細胞や骨髄間葉系幹

細胞を用いて肥大軟骨細胞への分化能を増強させる成長因子の検討を

おこなった。その結果、すでに効果的であることが 知られている線維

芽細胞成長因子２（FGF2）に加えて低濃度の TGF-β1 を添加すると、

骨髄間葉系幹細胞において肥大軟骨分化能および生体内での軟骨内骨

化の誘導能を著明に向上させることを見出した(未発表データ)。  
（２）生体内での軟骨内骨化を誘導するのに最適な足場材料の検討 

軟骨内骨化を誘導するための人工軟骨の作製には、生体親和性の高い足

場材料を用いることが有効である。ヒアルロン酸（HA）は軟骨の細胞外

マトリクス（ECM）の主成分の一つであり、優れた生体親和性と生分解性

を持つ生体高分子である。生体内での軟骨分化・軟骨内骨化に最も適した

環境を提供する足場材料を明らかにするため、 ヒト脂肪幹細胞および骨

髄間葉系幹細胞を生体吸収性の生体材料と共に生体外で肥大軟骨に分化

させた後、免疫不全マウスに移植した。その結果、以下の成果を得た[1,2]。 
1. 化学的に重合させた HA だけを成分とするハイドロゲル（ゲル）が、

均一で質の高い人工軟骨を作製するために優れた性質をもつことを

見出した（図 1）。 
 

図 1 コラーゲンゲル（上）と HA ゲル（下）で作成し

た人工軟骨の比較[1] 
（サフラニン O 染色） 
コラーゲンゲルは周辺部（矢印）の細胞形態が不規則で、

染色性が低かった。一方、HA ゲルは周辺部（矢印）の

細胞も軟骨細胞様の形態を示し、全体的に均一な染色

性を示した。スケールバー：200 μm (全体図: 1 mm). 
 

2. HA ゲルで作成した人工軟骨は、マウス皮下に複数移植すると互いに

融合し、一体化した一つの（異所性）骨を形成すること、さらに癒合

した組織の間には骨髄が形成され、血管新生も促進することを見出

した（図 2）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

図２ ２つの移植片が癒合し、一体化して骨化した HA ゲル由来人工軟骨（移

植後、8 週間）[1] 
移植組織周辺部の骨形成 (赤矢頭)とミネラル沈着（μ-CT）. 癒合した軟骨の

間に認められた骨髄（H&E, 矢印）と血管（CD31, 矢印）. スケールバー：

200 μm (全体図: 500 μm); 2 mm (μ-CT). 
＜考察＞ 
骨には生来の修復能力があるが、外傷や骨腫瘍の切除などでその能力を超え

る大きさの骨欠損が生じた場合には、外部からの介入が必要となる。血管柄

付き自家移植を除く、従来の骨再生療法は、移植部位への血液供給に限界が

あるため、「臨界サイズ」を超える骨欠損への適用が困難であった。本研究

で示した人工肥大軟骨（人工軟骨）を移植して軟骨内骨化を誘導する骨再生

法は、骨形成とともに血管新生が起こるため、「臨界サイズ」を超える骨欠

損を治癒させるための有望な手段である。 
この人工軟骨を用いた骨再生療法の成功の鍵は、質の高い人工軟骨を作成す

ることである。人工軟骨の作製には、生体親和性の高い足場材料を用いること

が有効であるが、そのために最適な生体材料はまだ明らかになっていない。ヒ

アルロン酸（HA）は軟骨の細胞外マトリクス（ECM）の主成分の一つであ

り、優れた生体親和性と生分解性を持つ生体高分子である。しかしながら、コ

ラーゲンなど他の生体材料と混合して用いられる場合が多く、HA のみを成分

とするゲルの軟骨内骨化における有効性を検討した報告はなかった。我々は、

HA ゲルを単独で用いた場合、未分化ヒト MSC から均一で質の高い人工軟骨を

作成できること、さらに複数の人工軟骨から統合した一つの骨を形成できるこ

とを見出した（図 1,2）[1,2]。 
これまでの研究では、人工軟骨の軟骨分化の程度が不均一で、軟骨に分化し

ていない組織（細胞）が残存する問題、および複数の人工軟骨を移植した場

合、欠損部の骨とは癒合するが、移植した軟骨同士が癒合しない問題などが報

告さていた。本研究の成果は人工軟骨の作成におけるこれらの重要な問題の解

決に貢献する研究成果である。さらにHAゲルは培養中にゲルの収縮が起こら

ないため、より少量の細胞を用いて人工軟骨のサイズを大きくできる利点があ

ることを見出した[1]。この事実は、大量の細胞培養を伴う人工軟骨の作製の困

難な問題を低減することに繋がると考えられる。 
以上、本研究の成果は、軟骨内骨化を模倣する骨再生法成功の鍵となる高品

質の人工軟骨の作成に貢献し、血管新生を伴うため「臨界サイズ」を超える骨

欠損に適用可能な新しい骨再生療法の開発に貢献すると考えられる。 
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