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研究成果の概要（和文）：腱や靭帯の新たな再生医療材料の一つとして、滑膜由来間葉系幹細胞 (MSCs) に細胞外基質
を自己生成させて作製される細胞シート (scSAT) が有用である。しかし、現状のscSATは臨床応用のためには力学強度
が不足している。本研究では、「フェムト秒レーザ加工によって作製したナノレベルの周期構造をもつ培養基板上での
scSAT作製」および「作製中のscSATに対する動的ひずみ負荷培養および静的荷重負荷培養」を行い、scSATの高強度化
を目指した。その結果、組織配向制御や細胞外基質の生成促進が確認でき、scSATの強度が向上することが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：A stem cell-based self-assembled tissue (scSAT) biosynthesized using 
synovium-derived mesenchymal stem cells is expected as a novel medical material for ligament and tendon. 
However, it is necessary to improve the mechanical properties of the scSAT for clinical application. In 
this study, the scSAT was synthesized on a nanoperiodic structured substrate patterned via a femtosecond 
laser processing. In addition, dynamic strain and static loading were loaded on the MSCs and their 
extracellular matrix (ECM) during scSAT synthesis. It was demonstrated that all techniques improved the 
mechanical properties of the scSAT. The tissue orientation of the scSAT was controlled by the special 
culturing on a nanoperiodic substrate and loading of dynamic strain. On the other hand, the thickness of 
the scSAT was thickened by static loading. From these results, it is considered that tissue orientation 
and enhancement of ECM synthesis contribute to the improvement of mechanical properties of the scSAT.

研究分野： 再生医工学
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療において、現在その中心的な研究
領域にあるのが幹細胞である。幹細胞は胚性
幹細胞 (ES 細胞)、人工多能性幹細胞 (iPS 細
胞)、体性幹細胞に大別でき、2007 年に ES 細
胞を樹立した Capecchi らが、2012 年に iPS
細胞を樹立した山中らがノーベル医学・生理
学賞を受賞しており、現在、幹細胞研究は世
界的に大きなトピックとなっている。 
 幹細胞の一種である体性幹細胞は、成体内
に存在する幹細胞の総称であり、その中で間
葉系幹細胞 (MSCs) は、軟骨や腱、靭帯、神
経、筋肉などの多様な細胞に分化する能力を
もつ。体性幹細胞は患者本人から採取でき、
遺伝子導入等の処理が不要であるため、実用
化の面で最も研究が進んでいる。しかし、幹
細胞はそれのみではある程度の大きさの組
織を作製できない等の技術的問題を抱え、多
くが細胞レベルの研究に留まり、臨床研究ま
で至っていない。 
 関節を構成する関節軟骨や腱、靭帯は血行
に乏しい組織であり、一度損傷してしまうと
自己修復が困難であるため、重度損傷に対す
る治療では、自家移植や人工物への置換など
が適用されている。しかし、自家移植治療で
は機能の完全回復が困難であり、人工物への
置換では生体材料の耐久年数が短いことや
生体親和性が低いという問題がある。その問
題の解決には新たな再生医療用材料の開発
が望まれており、MSCs を軟骨や腱、靭帯細
胞へ分化誘導し、同時に基質生成を促進させ
た組織を患部へ移植することにより、損傷部
位の再生が望め、高い機能回復も期待できる。 
 これまでに、ヒト膝滑膜より採取した
MSCs に細胞外基質を自己生成させて作製さ
れる幹細胞自己生成組織  (stem cell-based 
self-assembled tissue; scSAT) を作製し、それを
腱や靭帯、軟骨などの新たな再生医療用材料
として応用する検討が行われている (Ando, 
et al, Biomaterials, 2007)。scSAT をブタ軟骨の
欠損部に移植した結果、良好な軟骨の再生が
実 現 で き て い る  (Shimomura, et al, 
Biomaterials, 2010)。一方、腱や靭帯への医用
応用には scSAT の力学強度が足らず、scSAT
の高強度化が急務となっている。この解決策
として、 scSAT に異方性を付与することや、
MSCs の細胞外基質生成を促進することが有
効であると考えられている。これらの実現に
は、下記の 2 つのアプローチがある。 
(A) 特殊環境培養によって細胞の配向や基質

生成を制御する“細胞レベルの検討” 
(B) 動的引張刺激や多層化など、組織自体を

高強度化する“組織レベルの検討” 
 (A)では、これまでにナノレベルの微細加工
を施した培養基板上で MSCs を培養すること
により、細胞接着や配向性が大幅に向上する
ことを見出している (Oya, et al, Jpn J Appl 
Phys, 2012)。また、マイクロレベルの微細加
工を施した培養基板上で培養することによ
り、MSCs の配向性が大幅に向上し、scSAT

の強度が向上することも見出している (大家
ら, 材料の科学と工学, 2013)。この他、細胞
に電気刺激や流れ刺激を与えることも細胞
の配向制御や基質生成促進に有効であるこ
とが報告されている。 
 (B)では、scSAT に動的荷重を負荷すること
により、scSAT の強度が向上することを見出
している (須玉ら, 臨床バイオメカニクス, 
2010)。このことから、種々の力学刺激の付与
は scSATの力学特性の向上に有効であると期
待できる。 
 
２．研究の目的 
 上記検討項目の(A)および(B)として、「①ナ
ノ周期構造上での MSCs の培養と scSAT 作
製」、「②scSAT の動的ひずみ負荷培養」、およ
び「③scSAT の静的負荷培養」について検討
した。①は既にフェムト秒レーザ加工による
ナノ周期構造が MSCs の接着性向上と配向制
御に有用であることがわかっていることか
ら、この基板上で scSAT を作製し、その力学
特性を評価した。②と③では作製中の scSAT
に対して種々の力学刺激を付与することに
より、細胞マトリクスの生成促進や配向制御
を行い、力学特性の向上を目指したものであ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) MSCs の単離と scSAT 作製 
 ヒトまたはウサギの膝関節滑膜より採取
した MSCs を培養培地 (DMEM（Dulbecco’s 
modified Eagle medium）、10%ウシ胎児血清、
および抗生物質 (100 U/mL penicillin + 100 
µg/mL streptomycin) の混合液) 中において、
37°C、5%CO2 下で培養した。100%集密にな
る前にトリプシン-EDTA 溶液を用いて細胞
を回収し、新たな培養皿上に細胞数を 1/5 に
希釈して播種し、継代した。継代を 4 回行っ
た後、作製した各 PDMS 培養皿上に初期細胞
密度 6.0×105 cells/cm2で MSCs を播種した。
その際、細胞外基質の生成を促進させるため、
L-アスコルビン酸・2 リン酸を 0.2 mmol/L に
なるように培養培地に添加した。培養後、培
養皿の培養面に生成した細胞外基質を含む
細胞を剥離し、1 時間自己収縮させた。なお、
本研究におけるヒト滑膜の採取と細胞培養
は、大阪大学医学部および工学院大学の倫理
審査委員会より承認を得ており、被験者の同
意を得た上で滑膜の提供を受けている。さら
に、本研究はヘルシンキ宣言に則って遂行し
ている。 
(2) ナノ周期構造上での scSAT 作製 
 湿式研磨を施した JIS2 種の工業用純チタ
ンを試料とした。基本波長 780 nm のフェム
ト秒レーザ装置 (IFRIT, サイバーレーザー 
(株)) を用いて、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
の条件でチタン上にナノ周期構造を作製し
た。さらに、作製した基板の形状をジメチル
ポリシロキサン (PDMS) に転写した。 



 各基板上で(1)の手順のとおりに scSAT を
作製した。作製後、引張試験機を用いて引張
試験を行った。温度センサとヒータにより
37°C に保たれた PBS(－)溶液中でリニアアク
チュエータにより引張速度 0.05 mm/s で引張
った。ひずみはポリスチレンと磁石により作
製したマーカを試験片に設置し、マーカ間の
距離を CCD カメラと画像センサによって非
接触で計測した。試験前に scSAT の厚さも測
定し、その値を用いて破断した scSAT の断面
積を算出し、荷重から断面積を除することに
よって公称応力を求めた。 scSAT はナノ周期
構造の溝の方向に引張荷重を与えた。組織観
察には走査型電子顕微鏡 (SEM) を用いた。 
(3) scSAT の動的ひずみ負荷培養 
 PDMS を用いて 20 mm×20 mm、厚さ 0.5 
mm の平滑な培養面を作製した。さらに、細
胞や培養液が漏れ出さないように外枠部も
PDMS で作製し、培養基板と外枠部を PDMS
で接着した。MSCs を初期細胞密度 4×105 
cells/cm2 で作製した弾性基板に播種し、培養
7 日目に弾性基板をアクチュエータに把持し、
基板に対して 1 日 1 時間、3 時間、または 5
時間の動的ひずみ (引張方向ひずみ 10%，1 
Hz) を 7 日間与えた。その後、MSCs と MSCs
が生産した細胞外基質を弾性基板から剥離
し、自己収縮させることで scSATを作製した。
作製した scSAT は(2)と同様、引張試験と組織
観察を行った。さらに、デジタルマイクロス
コープによる組織観察も行った。 
(4) scSAT の静的負荷培養 
 圧縮荷重下培養を行うため、ガラス製の直
径 35 mm の錘を用いた。電子天秤で錘の重量
を測定した結果 70.5 kgf であり、平均圧力は
72 Pa に相当する。ウサギ膝滑膜由来の MSCs
を初期細胞密度 4.0×105 cell/cm2 で培養皿に
播種し、28 日間培養した。培養期間中、錘を
組織上部に乗せて 1 h の静的圧縮荷重を与え、
それ以外の 23 時間は無荷重下で静置培養し
た。圧縮荷重を負荷する期間を培養期間 28
日間のうちの最後の 3 日間、7 日間、14 日間
の 3 つの群にわけて scSAT を作製した。作製
した scSAT は(2)と同様、引張試験と組織観察
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ナノ周期構造上で作製した scSAT の特性 
 走査型プローブ顕微鏡 (SPM) により作製
したナノ周期構造付与チタン (Nano-Ti) の
表面形状を測定した結果、ピッチ; 540±54 nm、
深さ; 55.0±23 nm、粗さ(Ra); 27.0±4.0 nm の周
期構造ができていることがわかった。未加工
の Ti (Ti) 表面の Raは 6.20±1.1 nm であり、
Nano-Ti の粗さはおよそ 4 倍に増大した。 
 SEM による scSAT の組織観察の結果、Ti
群では組織内の細胞が等方的に配向してい
るのに対し、Nano-Ti 群ではナノ周期構造の
溝方向と平行に配向している細胞が多く観
察できた (Fig.4)。各群の引張強度は Ti 群が
0.006±0.006 MPa、 Nano-Ti 群が 0.045±0.011 

MPa であり、Ti 群と比較して Nano-Ti 群は引
張強度が約 7 倍に増大し、両群に統計的な有
意差が見られた。  
 一方、通常の scSAT の培養基板として使用
しているポリスチレン製の組織培養皿上で
作 製 し た scSAT (PS) の 引 張 強 度 は
0.060±0.034 MPa であり、Nano-Ti 群と比較し
て有意な差はなかった。そこで、Nani-Ti の表
面形状を PDMS に転写した基板上で同様に
scSAT を作製した (Nano-PDMS)。Nano-PDMS
はピッチ; 522±9.1 nm、深さ; 48.1±23 nm、 Ra; 
16.9±4.7 nm であり、Nano-Ti 表面が PDMS に
転写されていることが確認できた。 
 SEM による scSAT の組織観察の結果、 
Nano-PDMS 群は PS 群と比較して組織の密度
が高いことがわかった。また、Nano-PDMS
群は基質がナノ周期構造の溝に沿って配向
している様子が確認できた。 
 各 scSAT を引張った結果、Nano-PDMS 群
は応力の立ち上がりが早く、応力が 0.08 MPa
付近で破断した。一方、PS 群は応力が緩やか
に立ち上がり、0.04 MPa 付近で破断した。
Nano-PDMS 群は他の群と比較して応力増大
の割合が高かった。引張強度は Nano-PDMS
群が 0.075±0.014 MPa、PS 群が 0.054±0.012 
MPa であり、PS 群と比較して Nano-PDMS 群
は引張強度が増大し、両群に統計的な有意差
が見られた。また、応力-ひずみ線図から求
めた線形部分の接線係数は、Nano-PDMS 群
が 0.55±0.18 MPa、PS 群が 0.22±0.09 MPa で
あり、PS 群と比較して Nano-PDMS 群は接線
係数が増大し、両群に統計的な有意差が見ら
れた。 
 以上より、フェムト秒レーザにより形成し
たナノ周期構造上で培養を行うことによっ
て幹細胞自己生成組織 (scSAT) を生成した
結果、以下のことを明らかにした。 
① チタン表面に形成したナノ周期構造上で

作製した scSAT は、未加工のチタン上で
作製した組織と比較して引張強度が増大
したが、ポリスチレン製の組織培養皿で
作製した組織と同等の強度を持つ。 

② ナノ周期構造を PDMS に転写して scSAT
の培養過程に用いることにより、引張強
度および接線係数が増大し、高強度の組
織が創成できる。 

(2) 動的ひずみ負荷培養した scSAT の特性 
 静置群、1 時間群、3 時間群の scSAT をデ
ジタルマイクロスコープによって観察し、得
られた像から各群の組織の配向性を解析し
た結果、1 時間群、3 時間群の配向強度はそ
れぞれ 1.63、2.00 であり、静置群の配向強度
1.21 と比べて高い傾向があった。1 時間群、3
時間群の平均振幅は 90°付近で高い傾向にあ
り、本解析法の特徴から 90°と 90°ずれた 180°
方向に最も線維配向度が高いことがわかっ
た。この方向は繰返しひずみ付与方向に近い
ことが確認された。さらに、静置群、3 時間
群の厚さは 156±19 μm、140±19 μm であった。
これに対して、5時間群は110±22 μmであり、



静置群と比較して有意に薄かった。この結果
を一元配置分散分析したところ、一日の動的
ひずみ付与時間の増加と共に有意に薄くな
ることがわかった。 
 各群の scSATの引張強度および接線係数を
測定して一元配置分散分析を行った結果、一
日の動的ひずみ付与時間の増加とともに引
張強度、接線係数が有意に増大することがわ
かった。静置群の引張強度 0.020±0.007 MPa
に比べて、3 時間群、5 時間群の引張強度は
0.037±0.012 MPa、0.053±0.010 MPa であり、
有意に高かった。また、5 時間群の引張強度
は 3 時間群と比べてさらに高い傾向にあった。
静置群の接線係数0.077 ± 0.034 MPaに比べて、
3 時間群、5 時間群の接線係数はそれぞれ
0.202±0.074 MPa、0.287±0.120 MPa であり、
動的ひずみ付与により有意に増大した。 
 以上より、PDMS で作製した弾性基板を用
いて 1 日 1 時間、3 時間または 5 時間の動的
ひずみ (引張方向ひずみ 10%、1 Hz) を 7 日
間与えて培養、生成した scSAT の配向性およ
び力学特性を定量評価した結果、以下のこと
が明らかになった。 
① 動的ひずみを与えることによりひずみ付

与方向に scSAT の配向が生じる。 
② 動的ひずみ付与時間が長くなるにつれて

scSAT の引張強度と接線係数が向上し、ひ
ずみ付与 5 時間の群の強度が最も高くな
る。 

(3) 静的負荷培養した scSAT の特性 
 各 scSAT の厚さを測定した結果、すべての
scSAT 群が、およそ 200 μm から 250 μm だった。
その中でも 3days 群は最も厚く、無荷重の control
群と比べると有意に厚かった。 
 各 scSAT を引張った結果、圧縮荷重を負荷
する期間を増やすにつれて、破断ひずみが増
大することがわかった。control 群、3days 群、
7days 群、14days 群の破断強度はそれぞれ
0.075±0.020 MPa、0.059±0.016 MPa、0.078± 
0.017 MPa だった。 
 得られた応力-ひずみ線図から、各群の応力
50%から 80%の線形部分の接線係数とひずみ
エネルギー密度を比較した結果、刺激を与え
た全ての群の接線係数はおよそ 0.2 MPa であ
り、control 群と比較して有意に小さいことが
わかった。ひずみエネルギー密度は control
群と比較すると 3days 群は小さくなる傾向を
示し、7days 群は大きくなる傾向を示した。
14days 群は control 群と比べて有意に大きく
なった。 
 以上より、培養期間中に圧縮荷重を負荷し
て作製した scSATに対して厚さ測定と引張試
験を行い、力学特性を評価した結果、72 Pa
の圧縮荷重を加えた培養を行うと、scSAT は
リモデリングし、通常の scSAT に比べ同程度
の強度を維持し、かつ柔軟で強靭な特性とな
ることがわかった。 
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