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研究成果の概要（和文）：本研究では、三次元細胞培養と鋳型法を利用し、培養細胞に由来する細胞外マトリックス足
場材料の作製方法を確立した。本方法により、各種細胞由来マトリックス足場材料の作製に成功した。自家細胞を用い
て作製したマトリックス足場材料は移植時の免疫反応や炎症反応を引き起こさず、優れた生体親和性を示した。作製し
た細胞外マトリックス足場材料は幹細胞の機能制御および再生医療のための有用な足場材料になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：A method to prepare cultured cells derived extracellular matrix scaffolds was 
developed by using three-dimensional cell culture and template method. Various cell types can be used for 
preparation of their respective extracellular matrix scaffolds. Autologous extracellular matrix scaffolds 
prepared from autologous cells showed excellent biocompatibility without eliciting adverse inflammatory 
and immune responses when being implanted. The scaffolds will be useful for control the functions of stem 
cells and for regenerative medicine.

研究分野： 再生医工学
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１． 研究開始当初の背景 
生体細胞、足場材料、細胞成長因子などを

利用し、失われた組織や臓器の再生・修復を
目指す組織工学はこの十数年間にわたって
盛んに研究が行われている。生体細胞を足場
材料に生着させ、細胞成長因子などを栄養物
質として添加し、培養することにより、細胞
は足場材料で増殖し、新しい組織が再生され
る。従来の足場材料には、生体吸収性合成高
分子や生体吸収性天然高分子などを原材料
とする多孔質材料、あるいは同種や異種の他
家組織や臓器を脱細胞化することによって
得られたマトリックスがよく用いられてい
る。 
しかしながら、組織再生によく用いられる

ポリ L-乳酸(PLA)やポリグリコール酸(PGA)、
および L-乳酸-グリコール酸共重合体（PLGA）
などの生体吸収性合成高分子では、加水分解
により生成する酸性化合物が炎症反応を引
き起こすことがしばしば指摘されている。ま
た、生物から抽出した天然高分子の場合、生
体内での細胞を取り囲む微小環境を部分的
に模倣することができるが、その微小環境と
同様の機能を期待することはほとんど不可
能である。一方、組織や臓器を脱細胞化して
得られたマトリックスは生体内と同様の細
胞外マトリックスを保っており、組織工学へ
の応用が注目されている。しかしながら、脱
細胞化マトリックスのほとんどは、同種、ま
たは異種の動物から採取した組織が用いら
れるため、残留の抗原による免疫反応と炎症
反応が組織再生に悪影響を引き起こしたり、
ウイルスと病原体による伝染の恐れもある。
したがって、細胞外マトリックスの特長を活
かし、かつ免疫反応や炎症反応が避けられる
自家細胞由来のマトリックス材料を材料科
学の方法で創出することが強く待望されて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、三次元細胞培養と鋳型法を利

用し、免疫反応も炎症反応も起こさない高生
体親和性の自家細胞由来マトリックス足場
材料の開発を目指す。すなわち、多孔質鋳型
で細胞を培養し、細胞外マトリックスを産生
させた後、細胞成分と鋳型を選択的に除去し、
細胞外マトリックスのみを残したマトリッ
クス足場材料を作製する。作製条件の最適化
及び作製したマトリックス足場材料の機能
評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞外マトリックス足場材料の作製方法 
ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞（ロンザ株式

会社から購入した市販の細胞）を増殖培地で
継代培養し、実験に必要な細胞数を得た。細
胞培養の鋳型として乳酸-グリコール酸共重
合体（PLGA）のニットメッシュを用いた。
直径 10.4 mm の円盤状に切断した PLGA メ
ッシュに間葉系幹細胞（6×105細胞/メッシュ）

を播いて増殖培地で培養した。５日間培養し
た後、細胞/鋳型複合体を脱細胞化すること
により、細胞外マトリックスを残したままで、
この複合体から細胞核やアクチンなどの細
胞成分を取り除いた。つづいて、0.5 M Na3PO4

水溶液で処理することにより、鋳型の PLGA
メッシュを選択的に除去し、間葉系幹細胞由
来のマトリックス足場材料を作製した。 
 
(2)脱細胞の方法 
上記の細胞/鋳型複合体から細胞成分を取

り除く脱細胞の方法を最適化するために、①
凍結・解凍の繰り返しとアンモニア水、②0.1% 
Triton X-10 と 1.5 M KCl、③凍結・解凍の繰
り返し、④アンモニア水単独、⑤Triton X-100
単独、⑥1.5 M KCl 単独、⑦凍結・解凍の繰
り返しと 3 M NaCl の７つの方法を比較した。
脱細胞化は光学顕微鏡による観察、HE染色、
F-actin 蛍光染色により確認した。 
 
(3)各種細胞から細胞外マトリックス足場材
料の作製 
上記で最適化した作製方法を用いて、間葉

系幹細胞、線維芽細胞と関節軟骨細胞由来の
細胞外マトリックス足場材料を作製した。具
体的には、まず線維芽細胞と関節軟骨細胞由
来の細胞をそれぞれ鋳型の PLGA メッシュで
５～６日間培養した。つづいて、培養した細
胞/メッシュ複合体を①の方法により脱細胞
化し、さらに 0.5 M Na3PO4水溶液で処理する
ことにより、鋳型として用いた PLGA ニット
メッシュを選択的に除去した。処理後のサン
プルを凍結乾燥した。作製した細胞外マトリ
ックス足場材料の内部微細構造を走査型電
子顕微鏡で観察した。 
細胞外マトリックス足場材料の主要な構

成成分を分析するために、I 型コラーゲン、II
型コラーゲン、III 型コラーゲン、フィブロネ
クチン、ビトロネクチン、ラミニン、アグリ
カンといった細胞外マトリックス分子をそ
れぞれの蛍光標識抗体で染色し、共焦点レー
ザー蛍光顕微鏡で観察した。 

 
(4)自家細胞由来マトリックス足場材料の生
体適合性評価 
細胞外マトリックス足場材料の生体適合

性をマウス移植実験により調べた。マウスの
耳から採取した線維芽細胞を上記の方法で
培養し、脱細胞と鋳型除去の処理を行い、マ
ウス線維芽細胞由来のマトリックス足場材
料を作製した。作製した各マトリックス足場
材料は細胞を採取したマウスに対応し、マウ
スの背中皮下に移植した（自家移植）。同種
細胞のマトリックス足場材料、ウシコラーゲ
ンスポンジと PLGA メッシュをコントロール
として同様に移植した。移植１週間後、移植
片と周囲の組織を採取した。ホスト組織反応
を確認するために、組織染色、免疫染色、サ
イトカイン遺伝子発現解析を行った。 
 



  

(5)細胞外マトリックス足場材料を用いた三
次元細胞培養 
作製した線維芽細胞由来の細胞外マトリ

ックス足場材料を用いてヒト線維芽細胞を
培養し、皮膚真皮組織の再生を行った。足場
材料における細胞の接着と分布は電子顕微
鏡で観察し、再生組織を HE 染色で評価した。 
また、間葉系幹細胞と関節軟骨細胞由来の

細胞外マトリックス足場材料に間葉系幹細
胞（1×105細胞/材料）を播種し、軟骨分化誘
導培地で４週間培養した後、マトリックス足
場材料による間葉系幹細胞の軟骨細胞への
分化を調べた。コントロールとして通常のペ
レット培養も行った。再生した組織から硫酸
化グリコサミノグリカン（sGAG）の量を測
定した。再生組織を HE 染色、サフラニン O
染色とトルイジンブルー染色を行った。また、
I 型、II 型コラーゲンとアグリカンの抗体を
用いた免疫染色、リアルタイム定量 PCR 法
による II 型コラーゲン、アグリカン、X型コ
ラーゲンと sox９の遺伝子発現評価も行った。 
 
(6)軟骨組織発生模倣型マトリックス足場の
作製 
ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を鋳型の

PLGA メッシュに播種し、増殖培養で１週間
培養した。また、軟骨分化誘導培地で１～３
週間培養を行った。細胞/鋳型複合体の sGAG
の量を測定した。軟骨分化誘導培地で培養し
た細胞/鋳型複合体の sGAG は増殖培地で培
養した細胞/鋳型複合体より有意に高くなっ
た。リアルタイム定量 PCR 法で細胞/鋳型複
合体のＩ型コラーゲン、Ⅱ型コラーゲン、ア
グリカンと SOX 遺伝子の発現を分析した。
増殖培養で１週間培養した細胞は高いＩ型
コラーゲン遺伝子を発現したのに対し、軟骨
細胞の分化マーカーであるⅡ型コラーゲン、
アグリカンと SOX 遺伝子の発現量は低かっ
た。軟骨分化誘導培地で培養した細胞/鋳型
複合体では、Ｉ型コラーゲンの発現量は低か
った。軟骨細胞の分化マーカーの遺伝子発現
レベルは高く、培養時間と共に増加した。こ
れらの結果により、増殖培養で１週間培養細
胞は幹細胞のままで、軟骨分化誘導培地で１
と３週間培養した細胞をそれぞれ軟骨分化
初期細胞と軟骨分化後期細胞とした。 
これらの細胞/鋳型複合体より幹細胞マト

リックス足場材料、軟骨分化初期マトリック
ス足場材料と軟骨分化後期足場材料を作製
した。得られた３種類のマトリックス足場材
料を用いてヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を
培養した。軟骨分化誘導培地で１、３週間培
養し、間葉系幹細胞の軟骨細胞への分化を調
べた。形成した組織の切片を作製し、HE 染
色、サフラニンオレンジ染色とトルイジンブ
ルー染色を行った。また、I 型、II 型コラー
ゲンとアグリカンに対する各抗体を用いた
免疫染色を行った。リアルタイム定量 PCR
法により、II 型コラーゲンとアグリカンの遺
伝子の発現レベルを調べた。 

４．研究成果 
（1）細胞外マトリックス足場材料の作製方
法と最適化した脱細胞の方法 
三次元細胞培養と鋳型法を利用し、培養細

胞由来の細胞外マトリックス足場材料の作
製法を開発した。この方法では、まず、選択
的に除去できる鋳型を用いて細胞を三次元
的に培養し、細胞を増殖させ、マトリックス
を形成させた。この後、脱細胞化により、マ
トリックスを残し、細胞成分を除いた。続い
て鋳型を除去することで、培養細胞が産生し
た細胞外マトリックス足場材料を作製した。 
この方法において、細胞/鋳型複合体から

細胞成分を除去するため、７つの脱細胞の方
法を比べた。その結果、凍結・融解の繰り返
しとアンモニア水処理、および Triton X-100
と 1.5M KCl を用いた方法では、細胞成分の
除去効果は最も高かった。しかしながら、
Triton X-100 による処理では、Triton X-100
が除去されにくく、ホスト組織と臓器への毒
性を示す可能性があった。一方、凍結・融解
の繰り返しとアンモニア水による処理では、
細胞成分を除くことができ、しかも毒性があ
る化学物質を除去しやすい。上記の検討に基
づき培養細胞由来のマトリックス足場材料
を作製するために、凍結・融解の繰り返しと
アンモニア水を組み合わせた脱細胞の方法
が最も有効であることがわかったので、本方
法を以下の実験に用いた。 

 
（2）各種細胞から作製した細胞外マトリッ
クス足場材料 
間葉系幹細胞、線維芽細胞と関節軟骨細胞

は鋳型の PLGA メッシュに接着して増殖し、
細胞外マトリックスを産生した。これらの細
胞から作製した細胞外マトリックス足場材
料は鋳型の PLGA メッシュと類似した多孔質
構造をもち、マトリックスのマイクロファイ
バーとナノファイバーを有した（図１）。 

 
図１．PLGA メッシュで間葉系幹細胞を５日間
培養した位相差顕微鏡の写真（左）と間葉系
幹細胞由来のマトリックス足場材料の走査
電子顕微鏡写真（右）。 
 
細胞外マトリックス足場材料の主要成分

を免疫染色により調べた。その結果、間葉系
幹細胞由来の ECM 足場材料は、主に I型コラ
ーゲン、III 型コラーゲン、フィブロネクチ
ン、ビトロネクチン、ラミニン、アグリカン、
デコリンとビグリカンであった。軟骨細胞由
来の ECM 足場材料は主に、I 型コラーゲン、
III 型コラーゲン、フィブロネクチン、ビト



ロネクチン、ラミニン、アグリカン、バーシ
カン、デコリンとビグリカンであった。線維
芽細胞由来の ECM 足場材料は、主に I型コラ
ーゲン、III 型コラーゲン、フィブロネクチ
ン、ビトロネクチン、ラミニン、デコリンと
ビグリカンを含んでいた。軟骨細胞は通常、
II 型コラーゲンを発現しているが、上述の方
法で軟骨細胞由来のマトリックス足場材料
を作製する際に用いられた軟骨細胞の継代
数が高く、軟骨細胞は脱分化して II 型コラ
ーゲンを産生しなくなった。したがって、細
胞外マトリックス足場材料の組成は細胞の
種類のみならず、細胞の表現型にも依存した。 

 
（3）自家細胞由来マトリックス足場材料の
ホスト組織反応 
開発した作製方法で、動物実験モデルとし

てマウスを用いてマウス自家細胞由来のマ
トリックス足場材料を作製し、埋植時のホス
ト組織反応を調べた。マウスの線維芽細胞か
ら作製した細胞外マトリックス足場材料は
鋳型のメッシュと類似した多孔質構造を示
した。細胞成分の除去は組織染色及び DNA 定
量結果により確認された。免疫染色より、マ
トリックス足場材料の主要成分はⅠ型コラ
ーゲン、Ⅲ型コラーゲン、フィブロネクチン、
ビトロネクチン、ラミニン、デコリンとビグ
リカンであることが分かった。マウスの背中
皮下の埋植実験を行った結果、同種細胞外マ
トリックス足場材料とウシコラーゲンスポ
ンジ、鋳型の PLGA メッシュにおいてホスト
組織反応が見られた。一方、自家細胞由来の
マトリックス足場材料はホスト組織により
外来の異物として認識されることはなく、周
囲の組織とよく結合した。よって、自家細胞
由来マトリックス足場材料は優れた生体親
和性をもつことが示された。 

 
（4）細胞外マトリックス足場材料の組織再
生への応用 
線維芽細胞由来のマトリックス足場材料

を用いて線維芽細胞を培養し、皮膚真皮組織
の再生を行った。細胞はマトリックス足場材
料に接着して増殖し、足場材料の空隙部分を
埋めていくことが電子顕微鏡観察より分か
った。組織染色より、線維芽細胞は足場材料
に一様に分布し、均一な厚みをもつ多層構造
の真皮組織を形成した。また、間葉系幹細胞
と関節軟骨細胞由来のマトリックス足場材
料で間葉系幹細胞を培養し、軟骨組織の再生
も行った。間葉系幹細胞は、間葉系幹細胞と
関節軟骨細胞由来のマトリックス足場材料
に接着し、よく増殖した。この 2種類のマト
リックス足場材料への細胞接着性に有意差
はなかった。マトリックス足場材料で形成さ
れた組織のサイズ、sGAG の含量、乾燥した重
量は、ペレット培養で形成された組織の値を
上回った。遺伝子発現解析の結果、ペレット
培養に比べ、マトリックス足場材料で培養し
た細胞では、II 型コラーゲン、アグリカン、

X 型コラーゲンと sox９の発現量は高くなっ
た。また、培養時間の増加に伴って、遺伝子
発現量は増加した。HE 染色により、培養した
細胞は丸みをおびた形態を示した。サフラニ
ンオレンジ染色陽性の GAG が検出され、トル
イジンブルーによる軟骨組織特有の異調染
色性を示した。II 型コラーゲンと軟骨アグリ
カンの抗体を用いた免疫組織染色により、II
型コラーゲンと軟骨アグリカンが検出され
た。これらの結果から、マトリックス足場材
料で培養した間葉系幹細胞は軟骨様組織が
形成されていた。よって、培養細胞由来のマ
トリックス足場材料は真皮や軟骨等の組織
の再生を促進することが分かった。 

 
（5）軟骨組織発生模倣型マトリックス足場
材料 
ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を鋳型の

PLGA メッシュで三次元培養し、軟骨分化を
段階的に制御することにより、幹細胞マトリ
ックス足場材料、軟骨分化初期マトリックス
足場材料と軟骨分化後期足場材料を作製し
た。幹細胞マトリックス足場材料はⅠ型コラ
ーゲンを、軟骨分化初期マトリックス足場材
料はⅡ型コラーゲンを、軟骨分化後期足場材
料はⅡ型コラーゲンとアグリカンをそれぞ
れ豊富に含有していた。軟骨組織発生模倣型
マトリックス足場材料でヒト骨髄由来の間
葉系幹細胞を培養し、間葉系幹細胞の軟骨細
胞への分化に対する影響を調べた。３週間培
養した後、細胞は収縮し、白色のペレット組
織を形成した。幹細胞マトリックス足場材料
と軟骨分化初期マトリックス足場材料で形
成したペレット組織は Safranin O 染色より
赤く、Toluidine blue 染色より紫色に染色さ
れ、軟骨様の組織が形成された。軟骨分化初
期マトリックス足場材料で形成したペレッ
ト組織の Safranin O 染色と Toluidine blue
染色はさらに陽性であった。しかしながら、
軟骨分化後期足場材料で形成したペレット
組織は Safranin O 染色より緑色、Toluidine 
blue 染色より青色に染色され、軟骨様の組織
は形成されなかった。また、軟骨分化初期マ
トリックス足場材料で形成したペレット組
織はⅡ型コラーゲンとアグリカンの抗体に
よる免疫染色はもっと強く、Ⅱ型コラーゲン
とアグリカン遺伝子の発現も最も高かった。
幹細胞マトリックス足場材料で形成したペ
レット組織のⅡ型コラーゲンとアグリカン
の抗体による免疫染色及びⅡ型コラーゲン
とアグリカン遺伝子の発現量は軟骨分化初
期マトリックス足場材料で形成したペレッ
ト組織より低かった。軟骨分化後期足場材料
で形成したペレット組織を免疫染色したが、
染色強度は低く、遺伝子発現レベルも低かっ
た。これらの結果から、軟骨分化初期マトリ
ックス足場材料は間葉系幹細胞の軟骨分化
を促進したが、逆に軟骨分化後期足場材料は
軟骨分化を阻害した。 
本研究で三次元細胞培養と鋳型法を用い



て培養細胞に由来するマトリックス足場材
料の作製方法を確立した。たとえば、この方
法で患者自身の細胞を用いれば、自家細胞由
来マトリックス足場材料の作製が可能とな
る。作製した自家細胞由来マトリックス足場
材料は、優れた生体親和性材料として再生医
療のための有用な材料になると期待される。 
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