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研究成果の概要（和文）： 

再生軟骨組織の移植後組織反応における免疫特権の関与を検証した。再生軟骨組織の軟骨領域

では、移植後 2週で FasL、TGF-などの免疫特権関連因子の局在が観察された。FasL機能不全

マウス（gld）由来再生軟骨では、野生型マウス再生軟骨に比較し基質産生の低下を認めた一方、

マクロファージの局在は高かった。更に、gld軟骨細胞はマクロファージ様細胞 RAW264 に対す

る細胞傷害性が低かったことから、軟骨細胞に発現する FasLが再生軟骨移植における組織反応

を抑制し、再生軟骨の成熟に貢献している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Involvement of immune privilege in the transplantation of tissue-engineered cartilage 
was examined in mice. FasL and TGF- were expressed on chondrocytes of tissue-engineered 
cartilage constructs two weeks after transplantation. The constructs of FasL-hypomorphic 
mice (gld) showed more infiltration of F4/80-positive cells with less accumulation of 
proteoglycan than those of wild-type mice. When gld chondrocytes were cultured with 
macrophage-like cell, RAW264, they showed modest cytotoxicity and less induction of 
apoptosis on RAW264 than those of wild-type mice, suggesting that expression of FasL on 
chondrocytes could modulate the viability and localization of macrophages, promoting the 
maturation of tissue-engineered cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔・顎顔面領域の軟骨再生医療は、隆鼻術
やオトガイ形成に対して、自家軟骨細胞を移
植する方法が既に臨床応用されている
（Yanaga et al Plast Reconstr Surg 2006)。
しかし現行法は、患者から採取した軟骨細胞
を、足場素材を用いず細胞懸濁液/ゲルの形状
で移植する方法を採るため、適応が局所的な
軟骨欠損に限られている。適応を多様な症例
に拡大するためには、再生組織に 3 次元形態
と力学的強度を付与する足場素材の併用が
必要不可欠である。しかしその一方、足場素
材は生体にとって異物であるため、移植後に
過剰な組織反応を惹起し組織再生を著しく
阻害する可能性もある。実際、1990年代より
米国ハーバード大学をはじめ、国内外の多く
の研究グループが足場素材を用いた軟骨再
生を試みているが、免疫不全動物であるヌー
ドマウスでは成功するものの、正常な免疫系
を有する動物では過度の組織反応により非
常に困難となることが知られており、成功例
の報告は殆どない。 

申請者らはこれまで、足場素材を用いた再生
軟骨移植法に関する検討を行ってきたが、足
場素材における細胞保持性の改善と投与細
胞数の最適化により、正常な免疫機能を有す
る C57BL/6Ｊマウスでの軟骨再生に成功した。
この研究成果は足場素材を用いた再生軟骨
医療の臨床応用に道を開くものではあるが、
軟骨再生の改善が、単に軟骨細胞数の増加に
伴う軟骨基質産生増加によるものなのか、そ
れとも軟骨細胞の特性に起因する免疫環境
の変化によるものなのか、そのメカニズムは
依然として不明であった。そこで、一般的な
足場素材であるポリ乳酸（PLLA）足場素材に
C57BL/6Ｊマウス耳介軟骨細胞を投与して再
生軟骨組織を作製し、免疫能が正常な EGFP
遺伝子導入マウスの背部皮下へ同系移植し、
ドナー（再生軟骨組織）由来とホスト（移植
動物）由来の細胞の局在を経時的に追跡した。
この実験方法は、遺伝子背景が同じ動物同士
の移植(同系移植)であるため、自家移植と同
等の移植系と考えられる。その結果、EGFPに
より識別されるホスト由来細胞はその殆ど
が F4/80 陽性のマクロファージであり、軟骨
の成熟に比例しマクロファージが著しく減
少すること、更にその局在に関しては経時的
に非軟骨領域にのみ偏在するようになるこ
とが明らかとなった(藤原ほか、第 8 回日本
再生医療学会 2009 年） 

「免疫特権」とは、眼や脳などの生体の一部
の組織に認められる特性で、侵入した抗原に
対する免疫応答を積極的に抑制し、惹起され
る炎症を最小限に抑えるメカニズムである。
再生軟骨組織における組織反応の抑制がど
のように引き起こされているのかというこ

とに関しては現段階では不明であるが、生理
的軟骨組織も免疫特権組織であることを鑑
みると、再生軟骨組織が組織成熟の過程で免
疫特権を構築し、積極的に異物組織反応を制
御し、再生軟骨を生着・安定させている可能
性も推察される。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、足場素材を用いた再生軟骨
における異物組織反応抑制（免疫特権）の構
築メカニズムを解明すると共に、得られた知
見を再生軟骨移植の組織反応制御に反映さ
せ、再生軟骨医療の発展に貢献することであ
る。 

 

３．研究の方法 

１）生理的軟骨組織およびマウス軟骨再生モ
デルにおける免疫特権関連因子の発現・局在
解析 
マウスの耳介軟骨組織に関して、組織学的観
察、免疫組織化学的観察により、免疫特権関
連因子の発現や局在を検討した。検討する因
子としては、これまで眼や脳などにおいて免
疫特権への関与が報告されている MHC Class 
I/II 分子、transforming growth factor-
（TGF-）、Fas ligand (FasL)、macrophage 
migration inhibitory factor (MIF)、ニュ
ー ロ ペ プ チ ド (Vasoactive intestinal 
polypeptide(VIP)、Substance P とした。ま
た、マウス軟骨再生モデルにおける免疫特権
因子の発現・局在解析を行うため、純系マウ
ス C57BL/6J の耳介軟骨から単離・培養した
軟骨細胞（1 x 10^8 cells/mL）を、ポリ乳
酸（PLLA）多孔体へ播種して作製し、再生軟
骨を作製した。作製した再生軟骨を、同じ遺
伝子型を持つ同系マウスの背部皮下へ移植
した。継時的に再生軟骨組織を摘出し、上記
と同様に免疫特権関連因子の発現・局在変化
を追跡した。 
２）培養軟骨細胞の再分化と免疫特権関連因
子の発現との相関性解析 

マウス耳介組織からコラゲナーゼ処理にて
単離し、増殖培養させた脱分化軟骨細細胞、
ならびにその脱分化軟骨細胞を再分化誘導
（Liu et al. J Biol Chem 2007）した軟骨
細胞を用いて、培養細胞の再分化と免疫特権
関連因子の発現との相関性を real time 
RT-PCRで検討した。 

３）軟骨細胞とマクロファージの共培養系に
おける軟骨細胞の免疫制御の検証 
マウスマクロファージ RAW264 とマウス耳介
軟骨細胞との共培養系において、共培養にお
いて、マウス耳介細胞が有する細胞傷害作用
を cytotoxic assay (CytoTox 96® 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay)で検
討した。 



４）免疫特権関連因子のノックアウトマウス
を用いた再生軟骨移植における機能検討 
FasLの機能障害を有するマウス
C57BL6/J-gld/gld マウス（gld）の耳介軟骨
細胞を単離した後、第 1項の方法を用いて再
生軟骨組織を作製し移植した。経時的に再生
軟骨組織を採取し、組織学的観察および GAG
定量により軟骨成熟を検討した。更に、
RAW264 との共培養時の培養上清をプロテオ
ーム解析し、選定した因子のリコンビナント
タンパクを軟骨細胞の 3 次元培養に添加し、
軟骨細胞に FasL発現を誘導する因子を同定
した。 
５）免疫特権の再生軟骨医療への応用の検討 
上記で同定した因子を、再生軟骨組織の移植
前培養に添加した。移植後 2 週で再生軟骨組
織を摘出し、組織学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
１）生理的軟骨組織およびマウス軟骨再生モ
デルにおける免疫特権関連因子の発現・局在
解析 
耳介軟骨組織の軟骨細胞において、 Fas 
ligand (FasL) や Transforming growth 
factor- (TGF-）の局在が認められた。一
方、マウス耳介軟骨細胞をポリ乳酸（PLLA）
多孔体へ播種し、背部皮下へ同系移植した再
生軟骨組織では、移植後 2週で FasL、TGF-、
Substance Pなどの著明な局在が観察された。
（図１） 
 
図 1再生軟骨組織における FasL, TGF-
の局在 
 
 
 
 
 
 
２）培養軟骨細胞の再分化と免疫特権関連因
子の発現との相関性解析 
培養軟骨細胞の再分化と免疫特権関連因子
の発現との相関性を real-time PCR を用いて
検討したところ、FasLと軟骨分化マーカーII
型コラーゲンの発現は相関せず、むしろ逆相
関する傾向を示した。 
 
３）軟骨細胞とマクロファージの共培養系に
おける軟骨細胞の免疫制御の検証 

Cytotoxic assay において、軟骨細胞は
RAW264 に細胞死を誘導した一方、RAW264 は
軟骨細胞に細胞傷害作用を示さないことが
明らかとなった。更に、FasL 機能不全を有す
る gldマウスから採取した軟骨細胞で同様に
検討したところ、野生型マウス由来軟骨細胞
と比較し RAW264 に対する細胞死誘導能が低
下することが示された。(図２) 

 
図２RAW264 および軟骨細胞に誘導される細
胞死 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）免疫特権関連因子のノックアウトマウス
を用いた再生軟骨移植における機能検討 
gld 再生軟骨では、トルイジンブルー染色や
GAG 定量で、野生型再生軟骨（wild）に比較
し基質産生の低下を認めた（図３）。F4/80 陽
性細胞は gld再生軟骨で密にみられ、軟骨細
胞の FasL によるマクロファージの局在制御
が推察された。また、再生軟骨組織のヒト耳
介軟骨細胞において、成熟刺激で基質産生を
誘導したところ FasL 遺伝子の発現に変化は
なく、むしろマクロファージ様細胞 RAW264
との共培養により発現が上昇した。共培養時
の培養上清をプロテオームアレイにより解
析し、RAW264 単独群と比較したところ G-CSF
が高値を示した。G-CSF を軟骨細胞の基質産
生誘導時に添加すると、FasL の発現が上昇す
ることが確認された。 
 
図３ マウス再生軟骨組織のトルイジンブル
ー染色 
 
 
 

 
 

 

 



５）免疫特権の再生軟骨医療への応用の検討 
再生軟骨組織の移植前培養に G-CSFを添加し
たところ FasL 発現が誘導され、無添加の群
と比較し移植後のマクロファージの減少と
基質の蓄積が観察された。（図４） 
 
図４ 移植前培養に G-CSFを利用した再生軟
骨移植 
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