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研究成果の概要（和文）：[目的] ヒト滑膜細胞と細切軟骨片の同時培養または移植が、軟骨分化に与える影響を検討
した。[方法] ヒト滑膜細胞を分離しフィブリンゲル内に包埋した。滑膜細胞のみを含むSC群、細切軟骨片と滑膜細胞
を含むAC+SC群を作製して培養またはヌードマウス皮下に移植し、組織学的・生化学的検討を行った。[結果] AS+SC群
ではSC群と比較してプロテオグリカン含有量が増加し、II型コラーゲンおよびSOX9の発現が促進された。[考察] 細切
軟骨片とともに移植した滑膜細胞が軟骨様細胞へ分化したと考えられた。滑膜細胞と細切軟骨片を含む移植片を利用す
ることで、新しい一期的関節軟骨修復法の開発が可能と思われる。

研究成果の概要（英文）：[Objective] To examine the effect of co-culture or co-implantation of synovial and
 minced cartilage on the chondrogenic differentiation. [Methods] Human synovial cells were isolated and em
bedded in fibrin gel. The fibrin gel implants containing only synovial cells (SC group) or both minced art
icular cartilage and synovial cells (AC+SC group) were cultured or implanted subcutaneously in nude mice a
nd then examined the histological and biochemically. [Results] Intensity of Safranin-O staining and proteo
glycan content (per weight) increased in the AC+SC group compared to the SC group. Furthermore, type II co
llagen and Sox9 expression were enhanced in the AC+SC group. [Conclusion] Co-culture or co-implantation of
 synovial cells with minced cartilage enhanced chondrogenic differentiation. The use of implant grafts con
taining both synovial cells and minced cartilage could be a novel approach for one-step joint cartilage re
pair.
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨は無血管の組織であり、また細胞分
裂活動に乏しいことから、広範囲の損傷は本
来の硝子軟骨としては治癒せず、組織学的に
劣る線維軟骨で修復される。関節軟骨欠損に
対する新しい治療法として 1994 年に発表さ
れた自家培養軟骨細胞移植術（Autologous 
chondrocyte implantation, 以下 ACI）は、
自家軟骨細胞を体外で培養後に損傷部に移
植する方法であり、その有用性は欧米におい
て証明されている 1)。しかし、この方法では、
軟骨細胞を採取する手術と体外培養した細
胞を移植する手術との2回の手術を要するた
め、多大な医療費と治療期間がかかり、また
特殊な培養設備を必要とすることから、臨床
応用は極めて限られた施設に制限されてい
る。さらに、移植に用いる軟骨細胞は同じ関
節内の正常軟骨（非荷重部）より採取するた
め、移植可能な細胞数には限界がある。 
Lu らは、体外での細胞培養の段階を省略し、
細切軟骨片を直接軟骨欠損部に移植する方
法を報告した 2)。この方法では、従来二期的
に行っていた移植手術を、一期的手術へと改
良することができるが、移植細胞数に限界が
あるというACIの問題点は解決されていない。
一方、この移植細胞数の問題を解消するため
に、滑膜組織に存在する軟骨前駆細胞を軟骨
修復に利用する試みが近年なされている。滑
膜由来細胞は軟骨移植に用いる細胞として
有用と考えられるが、過去の報告では体外で
長期間培養してから移植に用いられており、
臨床応用された場合に多大な医療費と治療
期間が必要になるという点は従来のACIと同
様である。 
 
２．研究の目的 
我々は、細切軟骨片との共存により滑膜由来
細胞の軟骨分化が促進されることを報告し
た 3)。ウサギの細切軟骨片と分離滑膜細胞（継
代培養は行わず）をフィブリンゲル内に包埋
し、ヌードマウスの皮下に移植する実験を行
ったところ、細切軟骨片と同時に移植した群
で滑膜細胞の軟骨分化が有意に促進された
（特許取得：特許第 5373427 号）この結果
より、細切軟骨片移植と滑膜細胞移植を組み
合わせることで、従来の ACI の問題点を解決
しうる新しい一期的修復方法の開発が可能
と考えられた。今後は、臨床応用への前段階
として、ヒト（成人）の細切軟骨片と分離滑
膜細胞を用いた場合でも同様の効果が得ら
れることを確認する必要がある。本研究の目
的は、ヒト由来細胞を用いて移植用インプラ
ントを作製し、その軟骨分化能を解析するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
変形性膝関節症の診断にて東邦大学医療セ
ンター佐倉病院で人工膝関節置換術を施行
した患者（10 名、女性 8 名、男性 2 名、平
均年齢 65.4 歳）より同意を得て、軟骨片と滑

膜組織を採取して実験に使用した（院内倫理
委員会承認済）。滑膜細胞は１時間のコラゲ
ナーゼ処理にて分離した。 
滑膜細胞は、幹細胞の軟骨分化誘導法として
確立されている micromass culture 法 
(Denker et al. 1995)により培養した。Tissue 
culture insert の下面に滑膜細胞を播種し、
10% FBSおよび 0.2 mM Asc2-P を添加した 
DMEM/F12 培地にて 2 日間培養した。12
時間無血清培地とした後、1% FBS, 1% ITS 
mix, 160 μ g/ml sodium pyruvate, 100 
ng/ml dexamethasone, 0.2 mM Asc2-P を
添加した DMEM/F12 培地に変更し、細胞接
着後上面に細
切軟骨片を加
えて共培養し
た群（AC/SC
群、図１）と、
軟骨片を加え
ない群（ SC
群）とに分け
て、さらに 4
週間の培養を
行った。 
得られた滑膜細胞層を papain にて酵素処理
後、DNA 量（ヘキストダイによる定量）、プ
ロテオグリカン含有量（DMMB 法）を測定
した。また、逆転写酵素にて cDNA を合成し
た後、軟骨分化因子である Sox9 と軟骨型コ
ラーゲンである II 型コラーゲン、およびア
グリカンのコア蛋白の発現量を real time 
PCR 法により測定した。Applied Biosystems 
社製のプライマー(TaqMan Gene Expression 
Assays)を使用し、軟骨片を加えない SC 群を
対照とした比較定量解析を行った。統計学的
解析は ANOVA にて行い、post hoc test とし
て Fisher’s PLSD を用いて P値 0.05 以下を
有意差ありとした。 
また、滑膜細胞浮遊液 200ul にトロンビンを
500unit/ml の濃度で添加してゲル化させ、細
切軟骨片と滑膜細胞を含む移植片（AC+SC）、
と滑膜細胞のみを含む移植片（SC）を作製し
た。AC+SC 移植片は、細胞浮遊液がゲル化す
る直前に 1-2 mm 角の大きさに細切した軟骨
片を表層にのせ、同部に包埋することで作製
した（図２）。これらを、ヌードマウスの皮
下に移植し、移植後4週で移植片を摘出した。 
摘出した移植片の一部は 4%パラホルムアル
デヒドにて固定し
て組織学的検討に
用い、一部は凍結
して生化学的検討
に用いた。組織学
的検討用の試料は
凍結切片としトル
イジンブルー染色
とII型コラーゲン
に対する免疫組織
染色を行った。生
化学的検討として
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は、前述の通り、DNA 量、プロテオグリカ
ン含有量の測定と、Sox9、軟骨型コラーゲン
である II 型コラーゲン、およびアグリカン
のコア蛋白の発現量測定を行った。 
 
４．研究成果 
（細胞培養実験の結果） 
細切軟骨片を加えて共培養した群（AC/SC
群）では、軟骨片を加えない群（SC 群）と
比較して、プロテオグリカン量が有意に増加
した（図３）。また、Sox9、アグリカン、II
型コラーゲン、の発現量は、いずれも AC/SC
群で増加した（図４）。 
 

 

 
（ヌードマウス皮下移植実験の結果） 
移植後 4 週の組織片の組織学的検討では、
AC+SC 群ではトルイジンブルー染色および、
II 型コラーゲンに対する免疫染色により染
色された（図５）。一方、SC 群ではこれらの
染色法で染色はされなかった。  

 
移植後 4 週の時点において、AC+SC 群におけ
るプロテオグリカン含有量は、SC 群と比較し

て有意に増加していた（図６）。 
Sox9、アグリカン、II 型コラーゲンの発現量
は、いずれも AC/ACSC 群で増加した発現量
は、AC+SC 群では SC 群と比較して有意に増加
していた（図７A, B, C）。 

 
（考察） 
関節内組織である滑膜組織には軟骨分化能
を有する細胞が存在するとされ 4)、Sakaguchi
らは様々な組織由来の多能性細胞の中で滑
膜由来細胞が最も軟骨形成能にすぐれてい
ることを示した 5)。この性質を関節軟骨修復
に応用し、軟骨欠損に対する自家細胞移植術
に滑膜細胞を利用する試みがなされている 6)。
滑膜細胞の軟骨分化に関する報告では、ほと
んどが「滑膜由来の幹細胞(stem cells)、前
駆細胞 (progenitor cells)、間葉系細胞
(mesenchymal cells)」などと称して、分離
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トルイジンブルー染色 II型コラーゲン免疫染色
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Relative gene expression: Type-II collagen
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培養した細胞が用いられている。一方、滑膜
細胞を分離培養せずに、滑膜組織をそのまま
ゲルに包埋して培養（explant culture）ま
たはヌードマウス皮下に移植して、軟骨への
分化を解析した報告も散見される 4) 7)。これ
らの結果は、滑膜組織内の特定の細胞群（幹
細胞）のみが軟骨に分化するのではなく、滑
膜細胞自体に軟骨分化能があることを示し
ている。本研究では、酵素処理にて滑膜細胞
を採取後、試験管内で培養することなくヌー
ドマウス皮下に移植し、これらの細胞が軟骨
分化傾向を示したことが確認された。滑膜由
来細胞を体外で培養することなく使用すれ
ば、一期的な細胞移植術が可能となり、また
細胞培養に伴う費用も削減できることから、
患者負担の軽減と医療経済面の双方におい
て大きな意義がある。 
滑膜をはじめとする他組織由来の間葉系細
胞を軟骨組織修復に利用する際には、より効
果的に軟骨細胞に分化させることが重要で
ある。滑膜由来細胞を軟骨に分化させるため
には、 transforming growth factor beta 
(TGF)や bone morphogenetic protein (BMP)
などの分化因子が必要である 7)  が、軟骨細
胞との共培養によっても、間葉系幹細胞の軟
骨分化が促進されることが報告されている 8)。
また、我々はウサギの系を用いて、細切軟骨
片との共存により滑膜由来細胞の軟骨分化
傾向が高まることを報告した 3)。これらの結
果は、軟骨細胞自身が間葉系細胞の軟骨分化
因子を産生している可能性を示唆している。
本研究では、ヒト細胞を用いた場合でも、同
様の結果が得られることが明らかとなった。
細切軟骨片とともに移植した滑膜細胞は、軟
骨片からの何らかの刺激により、軟骨様細胞
へ分化したと考えられた。この結果を応用し、
細切軟骨片と滑膜細胞を同時に含む移植片
を作製することで、新しい一期的な関節軟骨
修復法が可能と思われる。細切軟骨片移植の
みでは不十分な細胞数を、採取しやすく軟骨
形成能にすぐれる滑膜由来細胞で補うこと
ができ、さらに軟骨片が産生する因子により
滑膜由来細胞の軟骨分化促進が期待される。
関節軟骨欠損部への移植実験等のさらなる
検討が必要ではあるが、細切軟骨片と非培養
分離滑膜細胞の同時移植は、患者への手術侵
襲および医療経済的負担の少ない新しい関
節軟骨修復法として有用と考えられる。 
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