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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体内に類似した構造・機能を有する三次元骨軟骨モデルの作成を目指
し研究を行なった。軟骨層は、ヒト軟骨細胞および新規開発の光硬化性ハイドロゲルに２型コラーゲンを混和
し、安定して硝子軟骨様の三次元組織が作成が可能となった。骨層は、１型コラーゲンへ間葉系幹細胞とヒト臍
帯静脈内皮細胞を共培養することで三次元的な血管網を有する骨組織様の三次元組織の作成が可能となった。骨
層については更なる改良の余地があるものの、前述の結果より、概ね目的とする三次元モデルの作成へとつなが
る成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to create a three-dimensional (3D) osteochondral 
model with the structures and functions, similar to those in vivo. For the cartilage layer, human 
chondrocytes were seeded in a newly developed photocrosslinkable hydrogel and type 2 collagen, and a
 hyaline cartilage-like 3D tissue was successfully created. For the bone layer, human mesenchymal 
stem cells and human umbilical vein endothelial cells were co-cultured in type 1 collagen, and a 
bone-like tissue with a 3D vascular network was also successfully created. Although there is some 
rooms for further improvement of the bone layer, the present results have led to the creation of the
 desired 3D model.

研究分野： 整形外科、スポーツ整形外科、再生医療、リハビリテーション

キーワード： 骨軟骨再生　三次元組織　骨軟骨組織　血管構造　軟骨再生　骨再生　変形性関節症　生体内類似構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
in vitroで生体に類似した三次元骨軟骨組織を作成することにより、in vivoでの動物実験を減らすことが可能
となり、本三次元モデルを用いた変形性関節症の分子メカニズムの解明や新規変形性関節症治療薬の開発のため
の薬剤スクリーニングの系の確立、さらには本三次元組織を用いた新たな骨軟骨再生治療の開発へ繋がる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

関節軟骨損傷は頻度の高い疾患であるが、関節軟骨は無血管組織であり細胞成分が少ないと

いう独特の組織構造から、自己修復能に乏しく一度損傷すると自然修復は期待できない。その

ため軟骨損傷を放置すると高率に変形性関節症へ進行することが知られている。関節症の初期

から進行期では、鎮痛剤やヒアルロン酸注射、理学療法などを行うが、効果は限定的であり、

また関節症末期では主に人工関節置換術等が行われ、近年手術成績の向上が見られるが、一方

で長期耐用性の問題や感染に弱いといった欠点もある。そのため、いずれの病期においても傷

害された関節の治癒を促す有効な治療は存在しない。関節症の治療を考える場合、病期に応じ

た治療戦略が重要であり、(1)関節症初期から進行期では進行予防治療、(2)高度に関節変形が

生じた末期の関節症では関節修復・再生治療が理想的な治療となり得る。 

関節症の進行予防治療では、近年、関節症発症に関与する分子標的薬の開発(Schnitzer TJ, 

JAMA 2019;322(1):37-48)や幹細胞の関節注射(Yokota N, Shimomura K, Am J Sports Med 

2019;47(11):2577-2583)など行われており、一定の効果が認められることからも、新規薬剤開

発に注目が集まっている。新規薬剤開発においては、薬剤スクリーニング系が重要であるが、

従来は２次元培養(in vitro)や動物モデルが用いられきた。２次元培養系は生体内とは類似し

ない環境であり、しばしば in vivo との矛盾が指摘されている。一方で、動物を用いた評価で

はコストがかかり、近年実験動物使用の低減化も提唱されている。そこで、今後は in vitro の

系において、安価かつ簡便で、より生体に近い環境での評価が可能な系の確立が望ましいと考

える。 

関節再生治療として、近年、様々な骨軟骨再生法が開発されており(Shimomura K, Tissue Eng 

Part B Rev 2014;20(5):468-76)、その多くは様々なバイオマテリアル（生物由来材料、高分子

ポリマーなど）を利用して体外で三次元骨軟骨組織を作成し、関節損傷部へ移植する方法が主

流である。一方で、移植組織の生着性や長期の耐用性などまだまだクリアされるべき課題は多

い。そこで、移植後の生着率を向上し、安定した長期成績を得るためには、より本来の生体内

構造や機能に近づけた移植組織（三次元骨軟骨組織）の作成が必要である。 

 
 
２．研究の目的 

我々は独自に、細胞外基質の成分であるフィルロネクチンやゼラチンを細胞表面に形成させ、

細胞の種類や配置を三次元的に積層させる技術を開発し、さらに作成した組織内に三次元血管

網を形成させることで、これまでに皮膚、心筋、胎盤、癌転移モデルなど生体に類似した三次

元組織の作成に成功している(Matsusaki M, J Biomed Mater Res A 2015;103(10):3386-96. 

Amano Y, Acta Biomater 2016;33:110-21)。本研究の目的は、これらの三次元組織作成法を応

用し、軟骨細胞、骨芽細胞（または間葉系幹細胞）、血管内皮細胞を三次元的に配置させ、in 

vitro の系でより生体に類似した三次元骨軟骨組織を作成することを目的とする。本三次元モ

デルの作成により、(1)新規変形性関節症治療薬の開発のための安価かつ簡便な新規の薬剤ス

クリーニングの系の基盤技術の確立、(2)変形性関節症などの関節疾患の病因メカニズムの解

析、(3)さらには本三次元組織を用いた新たな骨軟骨再生治療の開発へ繋がることが期待でき

る。 

 
 
３．研究の方法 



生体内構造・機能を模した三次元骨軟骨モデルの作成のため、以下の手法により実験を行っ

た。軟骨層は、人工膝関節置換術で得られたヒト軟骨細胞および軟骨基質に模して新規に開発

した光硬化性ハイドロゲルに２型コラーゲンを混和したものを細胞外基質として使用し作成

した。次いで、血管網を有する三次元骨組織の作成では、細胞種、マトリックスの最適化のた

め様々な条件で比較検討を行った。細胞として間葉系幹細胞、骨芽細胞を比較検討し、またマ

トリックスとしては骨と同様の細胞外基質である１型コラーゲンをベースとして、コラーゲン

の最適な濃度の検討、さらにハイドロキシアパタイトの添加およびその濃度の至適化を行った。

評価は、関連遺伝子の発現、組織評価にて行った。 

 

 
４．研究成果 

前述のように軟骨層は、人工膝関節置換術で得られたヒト軟骨細胞および軟骨基質に模して

開発した光硬化性ハイドロゲルに２型コラーゲンを混和したものを細胞外基質として使用し、

作成した。軟骨関連遺伝子の発現（col2A1, sox9, Aggrecan など）、組織染色で評価し、安

定してより硝子軟骨に類似した三次元組織が作成が可能となった（図１）。次いで、血管網を有

する三次元骨組織の作成では、前述のように細胞として間葉系幹細胞、骨芽細胞を比較検討し、

またマトリックスとしては骨と同様の細胞外基質である１型コラーゲンをベースとして、コラ

ーゲンの最適な濃度の検討、さらにハイドロキシアパタイトの添加およびその濃度の至適化を

行った。結果として、１型コラーゲンをマトリックスとして間葉系幹細胞とヒト臍帯静脈内皮

細胞を共培養することで三次元的な血管網を有する骨組織様の三次元組織の作成に成功して

いる（図２）。さらに、より本来の骨組織に近づけるため、ハイドロキシアパタイトを様々な条

件下で添加を行ったが、三次元骨組織の作成は可能であったものの、血管網など生体内の骨組

織と比べると、更なる検討を要すると思われた。しかしながら、生体内に類似した三次元軟骨

組織に加え、血管網を有する三次元骨組織の作成が可能となったことから、これらの研究成果

は、今後、変形性関節症治療薬の開発や分子メカニズムの解明、さらには骨軟骨再生治療の基

盤研究となることが期待される。 

 

 

図１ 軟骨層  

サフラニン O 染色、アルシアンブルー染色による組織染色像 

軟骨層として、良好な硝子軟骨様組織の作成が可能となった。 



 

 

 

図２ 骨層 

アリザリンレッド染色による石灰化の評価と CD31 免疫染色による血管網形成の評価 

骨層として、良好な骨様の組織の作成が可能となった。 

ハイドロキシアパタイト（HA）の添加無しでは、良好な血管形成が得られているが、添加あり

では、血管形成はやや不良である。 
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