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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）をナノ基板上およびコラーゲンナノ線維上で生成し，nano-SATおよびf
iber-SATを生成した．両SATともに線維配向度，線維強化度の高い生体由来材料であり，通常SATに比べ，破断強度と剛
性が増大した．ついで，両SATをウサギ大腿骨荷重部軟骨欠損部に他家移植しところ，３ヶ月後において，両材料とも
タイプIIコラーゲンの生成を伴う良性の軟骨修復を示した．特に，ナノ線維SATによる修復組織は低い摩擦係数を示し
，個体間のバラツキも少なかった．ナノ線維SATによるラット膝蓋腱の修復の追加検討でも，形態学的，力学的に良好
な修復経過が観察された．

研究成果の概要（英文）：Two kinds of stem cell-based self-assembled tissues (SATs) were produced through 
either a cell culture of mesenchymal stem cell (MSC) on a nano-periodic-structured surface (nano-SAT) or 
a cell culture of MSC on nano-collagen fibers (fiber-SAT). Both the STAs exhibited more complicated 
fiber-reinforced structure with stiffer and stronger properties than normal SAT. Then, either of the 
nano-SAT or the fiber-SAT was implanted into partial chondro-defects of rabbit femoral cartilage. At 3 
months after implantation, the repair tissues exhibited well-organized cartilage-like structures with 
abundant type-II collagen. In particular, tissues repaired with the fiber-SAT exhibited a low coefficient 
of friction with a small variation. In addition, we found that the fiber-SAT had a significant property 
for the repair of transected patellar tendon.

研究分野：医用生体工学
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１．研究開始当初の背景 
	
 胚性幹細胞や人工多能性幹細胞（iPS細胞）

など，幹細胞に関する研究成果がトピックス

となっている．幹細胞は，増殖能と分化能を

あわせもつ細胞であり，現代の組織再生医療

において最も期待が寄せられる生体由来材

料である．このなかで，体性幹細胞の一種で

ある間葉系幹細胞（MSC）は分化能が劣るも

のの，個体から容易に収集でき，倫理的な問

題が少ないため，再生医療の現実的な切り札

として注目されている(1)．しかし，これまで

の研究では以下の３つの問題が存在した． 

 (1) 培養表面が二次元平面であり，細胞分化

や生成組織の構造・性質が制約される． 

 (2) 補強用スキャフォールドによる拒絶反

応が起こりうる． 

 (3)修復評価において形態計測・観察が主で，

力学的特性の検討が欠如している． 

	
 本研究申請者らは，関節滑膜より採取した

間葉系幹細胞を含む細胞群に細胞外基質を

自己生成させ，組織修復用材料（ Stem 

cell-based self-assembled tissue, scSAT）の開発

に成功した(2)．scSAT は幹細胞が作り出す細

胞外基質で構成されるため，前記(2)の問題を

克服している．これまでに，scSATを用いた

軟骨修復では，良好な形態と力学特性が得ら

れることが分かっている(3)．これまでの基礎

研究において，培養表面のナノ構造が MSC

の分化，増殖，細胞外基質生成に影響を及ぼ

し，scSATの構造や力学特性を決定づけるこ

とを確認している(4)．この技術により(1)の問

題が解決される．また，これまで蓄積した技

術を用いて scSAT やその生成物の力学的特

性を把握することが可能であり，(3)の問題も

解決できる． 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では，ナノ構造表面上で培養した

nano-SAT，およびコラーゲンナノ線維と複合

培養した fiber-SAT を開発し，それらの構造

と力学特性を求め，scSATの線維強化条件を

明らかにする．そして，軟骨および靱帯の損

傷動物モデルに対して修復実験を行い，

scSATが軟組織修復に及ぼす影響を明らかに

する．  
 
３．研究の方法 
(1) SATの生成と評価 
	
 フェムト秒レーザー（サイバーレーザー）

で作成する種々のナノ周期構造を用いて

MSC培養を行い，nano-SATを開発した（図
１）．また，コラーゲンナノ線維（ニッピ）

上で MSC 培養を行い，MSC/複合組織/コラ
ーゲンシート複合体である fiber-SATを開発
した．培養 28日後の両 SATについて，表面
構造や線維構造が MSC 等の分化，増殖，細
胞外基質生成にあたえる影響を組織観察お

よび力学試験などで調べた．	
  
(2) SATによる軟骨および腱の修復実験 
	
 実験動物に家兎を用いて，大腿骨部分欠損

部にそれぞれの SATを移植した（図２）．術
後４週，および１２週における修復組織の形

態観察（肉眼観察，組織観察）と力学特性評

価（摩擦試験，インデンテーション試験）を

行って，修復度を評価した． 
(3) 実験動物にラットを用いて，膝蓋腱の中
央 1/3を欠損させ，欠損部に SATを移植し，
その修復度合を形態観察（肉眼観察，組織観

察，電子顕微鏡観察），および力学特性評価

（引張試験）を行って修復度を評価した． 
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図 1：ナノ基板上での MSC の培養による
nano-SATの生成 



 

 

 
 
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 

(1) nano-SATと fiber-SATの生成と評価 

	
 チタンにおけるナノ加工条件の最適化を

図ったところ，MSC の伸展度合いを最適にす

る条件は，パルス時間幅 190	
 fs，レーザフル

エンス 0.5	
 J/cm2，走査速度 1200	
 mm/min で

あることが分かった．チタン上に形成したナ

ノ溝形状を PDMS上に転写し，その上で 28
日間の培養後の nano-scSATは，ナノレベル
のコラーゲン細線維が配向しており（図３），

力学特性も通常 SAT に比べて有意に優れて
いることがわかった(5)（図４）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

	
 コラーゲンナノ線維上で SAT を培養して
生成した fiber-SATは３層構造をなし，特に
中間部位には MSC が産生したと思われる細
胞外基質がコラーゲンナノ線維と密に絡み

合い，生体軟組織を思わせる構造を有してい

た．培養８週では，破断荷重と剛性が通常

SATに比べ，有意に増大した．	
 
(2) 軟骨修復実験 

	
 nano-SAT を用いて修復した軟骨欠損部は
28日後に良好な肉眼所見を示した．組織観察
では，正常軟骨に劣らないほどのサフラニン

Oの染色性の高さを示し，良好な軟骨修復で
あった（図 5）．しかし，修復組織表面に不連
続な構造が認められる個体もあった．往復動

摩擦試験における摩擦係数は，往復動 1回目
と 10回目ともに，通常 SATによる修復軟骨
よりもやや高い値となった． 
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 fiber-SAT を用いて修復した軟骨欠損部は
28日後に良好な肉眼所見を示した．組織観察
では，軟骨下骨の修復が良好であり，正常軟

骨に劣らないほどのサフラニン O の染色性
の高さが示された（図 5）．修復組織表面の連
続性も高く，マクロレベルの構造的欠陥が認

められなかった．往復動摩擦試験における摩

擦係数は，往復動 10回目で，通常 SATによ
る修復軟骨よりもやや低い値を示し，移植せ

ずに修復させた Defect群に比べ，低値となっ
た（図 6）． 
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図 2： nano-SATによる軟骨部分欠損部の
修復 
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図 3：培養 28 日後の nano-SAT の SEM
による形態観察 

図 4： 培養 28日後の nano-SATの引張強
度 

図 5： nano-SAT，fiber-SAT，通常 SATを
移植したに軟骨修復組織の 12週後の組織観
察像（サフラニン O 染色（青紫色：核，赤
色：プロテオグリカン，緑色：他の組織）） 
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 本研究で開発した両 SAT ともに軟骨修復
能が認められたが，特に fiber-SATによる修
復軟骨は下骨や軟骨実質部分の形態形成に

おいて，通常 SAT や nano-SAT に比べ，優
れていることが分かった． 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

(3) 膝蓋腱修復実験 

	
 fiber-SAT を移植した膝蓋腱切断部の修復

組織は，移植 4週後には破断荷重は移植を行

わなかった Defect群よりも高くなり，線形剛

性は正常腱と同等レベルまで回復した．SEM

観察では，fiber-SAT 群では Defect 群に比べ

太い径の線維が多数観察され，クリンプ様構

造も観察された．fiber-SATは軟骨修復のみな

らず，腱の修復にも有効であることが確認さ

れた． 
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