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研究成果の概要（和文）：関節軟骨組織を３次元再構築するための動的培養技術および再生された軟骨組織の非侵襲評
価技術を開発した．静水圧刺激と動的流れ刺激を同時に実現する動的培養法として，応力―ひずみ制御による動的圧縮
応力負荷の条件下で再生軟骨を培養する技術の開発を行った．開発した動的培養システムを用いることにより，コラー
ゲンおよびプロテオグリカンの産生量，機械特性の向上が共に促進されることが示された．また，軟骨組織の非侵襲評
価法としてテラヘルツ時間領域分光分析を適用したところ，分光分析により得られる複素誘電率から軟骨組織の形成度
を非侵襲的に評価可能であることが示された．

研究成果の概要（英文）：We developed the dynamic tissue culture system enabling 3-dimensional tissue regen
eration of articular cartilages, and the non-invasive method for evaluating the degrees of their regenerat
ion. We adopted the stress-strain controlled dynamic compression system and the terahertz time-domain spec
troscopy for that purpose. The results showed that the production of the matrices such as collagen type I 
and sGAG significantly increased under the dynamic culture conditions. We found also the correlation betwe
en complex dielectric constants and the degree of tissue regeneration in cartilages according to the data 
obtained by terahertz time-domain spectroscopy, showing the feasibility of non-invasive evaluation of rege
nerated cartilages. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療においては，iPS の登場を始めと
して，その細胞ソースの可能性が大きく展開
しているが，一方で３次元組織を生体外で再
生して移植するには再生組織の中心壊死と
いう大きな障壁があり，皮膚，角膜といった
２次元組織と見なせる組織以外，臨床応用が
進んでいない．仮に中心壊死を回避すべく再
生組織内に毛細血管網を再生できたとして
も，移植時に生体外における酸素・栄養のサ
プライヤーから切り離さざるを得ず，ホスト
の血管網との結合がなされる以前に再生組
織が壊死してしまうという大きな問題が残
される．その中で，その酸素要求性，栄養要
求性の低さから生体外で再生させることの
できるほぼ唯一の３次元組織である軟骨組
織再生について研究が進められているが，生
体軟骨組織と同等の力学的特性，テーラーメ
ードな３次元形状を有した軟骨組織の再生
には成功しておらず，その臨床応用は軟骨の
部分欠損に限定されている．このような研究
背景を元に，本研究では，軟骨細胞または骨
髄細胞等の間葉系未分化細胞から細胞凝集
体を形成させることにより組織エレメント
を構築し，その組織エレメントからスキャフ
ォールド・フリーで任意の３次元形状を有す
る軟骨組織構造体を作製し．静水圧刺激場と
動的流体場が同時に存在する動的培養環境
下で，生体関節軟骨と同等の３次元形状，力
学的特性を有する再生軟骨を創製する基盤
技術を開発することを目指す．本基盤技術が
開発されれば，関節軟骨疾患における再生医
療の適用が，軟骨欠損から変形性関節症治療
へと飛躍的に拡大することが期待される．ま
た，組織エレメントから３次元組織再生とい
う本研究のコンセプトは，angiogenesis と同
期させることにより他の３次元組織の「生体
内」再構築にも適用可能であり，再生医療の
臨床展開に大きく寄与すると考えられた． 
 
２．研究の目的 
本研究は，細胞凝集体をベースにした組織エ
レメントを作製することにより，中心壊死を
起こさない再生組織の微小単位を構築し，そ
の微小単位を基に特定の３次元形状を有す
る再生組織を，培養担体を用いず創製する，
という新しいコンセプトを実現するための
基盤技術を開発することを目的とする．具体
的には，軟骨組織再生をターゲットとし，組
織エレメント形成技術，３次元形状付与技術
そして動的培養技術を複合化させることに
より，再生軟骨を創製するための基盤技術を
開発する．また，再生軟骨の組織形成度を非
侵襲的に評価することの可能な計測法の開
発を行う． 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の３つの技術開発を基に進め
られた． 
（１）細胞凝集体形成技術を用いた組織エレ

メント形成技術 
 これまでに開発した軟骨細胞のサスペン
ションから旋回流れ場という流体力学場に
おいて，軟骨細胞の細胞凝集体を一度に多量
に形成させる技術を基盤として，脱分化軟骨
細胞を細胞ソースとして，軟骨細胞の再分化
と微小組織単位の形成を可能とする技術の
開発を進めた． 
（２）３次元軟骨組織の動的培養技術 
 これまでに軟骨細胞の細胞凝集体に歩行
時に軟骨組織に負荷される物理刺激である
５ＭＰａ，0.5Ｈｚの静水圧を負荷すること
により，軟骨細胞の再分化および組織形成が
有意に促進されることを示してきた．また動
的流体場が組織形成に促進的に働くことを
示してきた．この２つの物理刺激である静水
圧刺激と動的体場を同時に実現する動的培
養法として，応力—ひずみ制御による動的圧
縮応力負荷の条件下で再生軟骨を培養する
技術の開発を進めた．具体的には，応力—ひ
ずみを動的に制御可能な力学試験機をベー
スに，再生軟骨にサイクリックなひずみを負
荷するシステムを構築した．  
（３）３次元軟骨組織の非侵襲組織形成度評
価 
 関節軟骨の力学的特性の定量的計測法お
よび再生軟骨のＭＲＩを用いた非侵襲的な
力学的特性評価法をベースに，再生組織の組
織形成度を評価する方法としてテラヘルツ
を用いた非侵襲計測法の開発を進めた． 
 
４．研究成果 
 静水圧刺激と動的流れ刺激を同時に実現
する動的培養法として，応力—ひずみ制御に
よる動的圧縮応力負荷の条件下で再生軟骨
を培養する技術の開発を行った．具体的には，
応力—ひずみを動的に制御可能な力学試験機
をベースに，再生軟骨にサイクリックなひず
みを負荷するシステムを構築した．本システ
ムは，無菌的な条件の下で温度，湿度，ＣＯ
２濃度がコントロール可能である．また，よ
り再生軟骨に特化したシステムとして，ひず
み制御の条件下で，複数の再生組織を動的に
培養可能なシステムも製作した．これらのシ
ステムを用いて以下の成果を挙げた． 
 脱分化型のフェノタイプを有するウシ膝
軟骨細胞（Ｐ２）を用い，これまでに開発し
てきた動的流れ場におけるスフェロイド形
成技術を応用してウシ軟骨細胞からなるス
フェロイドを同時多量に作製した．次いでモ
ールドを用いてスキャホールドフリー３次
元体を形成させた．この３次元体を開発した
システムに適用した．具体的には，３７℃，
湿度１００％のもとで，２０％ひずみを０．
１〜１０Ｈｚの頻度で，１日当たり２時間負
荷し，計５日間にわたり動的培養をおこなっ
た．動的培養後の３次元体の総コラーゲン量，
プロテオグリカン量の定量，力学的特性の計
測を行ったところ，５．０Ｈｚの動的ひずみ
負荷培養が，軟骨組織形成という観点で最適



であることが示された．これにより，軟骨細
胞からスフェロイドを経て３次元化した組
織に，動的培養が適応可能であること，そし
て動的ひずみ負荷が，生化学的刺激と同様，
軟骨組織形成に対して促進的に働くことが
明らかとなった．  
  次いで細胞ソースを成熟細胞では無く
iPS 細胞を用いて動的培養を実施した．増殖
因子を用いてヒトiPS細胞から軟骨様細胞に
分化させた細胞を二次元培養により増殖さ
せた後、細胞懸濁液を作製しクローニングリ
ングを用いて積層培養した。１日後、そのま
ま静置培養を続けるグループと動的培養を
行うグループに分けて６日間培養し、組織形
成度の評価を行った。その結果，遺伝子発現
レベルにおいても、コラーゲン type I、コラ
ーゲン type II および転写因子 Sox9 共に動
的培養により増加していることが示された。
また、力学的強度、マトリックス産生（コラ
ーゲン，プロテオグリカン）はいずれも旋回
培養という動的な培養により増加すること
が示された。これらの研究を通じて，動的培
養は成熟軟骨細胞のみならず未分化細胞に
も同等に適用可能であることが示された． 
 さらに再生軟骨の組織形成度を非侵襲的
に計測するために，テラヘルツ時間領域分光
分析を適用した．軟骨組織を構成する主要な
マトリックスの一つである sGAG は硫酸基を
持ち，その硫酸基に水分子が配向して高い含
水率を実現している．また一方，軟骨組織は
粘性と弾性とを併せ持つ粘弾性という機械
的特性を有しているが，軟骨組織のマトリッ
クスに配向した水分子がこの粘性を生み出
すことが知られている．そこで，水分子と高
分子との水素結合などの分子間振動とエネ
ルギーレベルが近いテラヘルツ波による分
光分析によるデータと軟骨組織の sGAG 量お
よび機械的特性との相関を検証したところ，
テラヘルツ時間領域分光分析で得られた複
素誘電率の虚部との間に高い相関があるこ
とが見出された．このことから，テラヘルツ
時間領域分光分析により，再生軟骨の組織形
成度および機械的特性が非侵襲的に評価可
能であることが示された． 
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