
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４２０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

超音波刺激法によるscaffold-free再生軟骨作成と再生医療

Low-Intensity Pulsed Ultrasound Promoted Matrix Synthesis of Scaffold-free 
Cartilage Produced in High Density Static Semi-open Culture System

３０２０９５４８研究者番号：

松末　吉隆（Matsusue, Yoshitaka）

滋賀医科大学・医学部・副学長

研究期間：

２６４６２２９２

平成 年 月 日現在２９   ６   ９

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：高い細胞濃度で軟骨細胞を培養すると凝集して組織となった。2.0×107cells/cm2グ
ループのみ自然な関節軟骨に似たプレート状の組織となった。このグループは他の2つのグループよりⅡ型コラ
ーゲンとアグリカンを高く発現していた。興味深いのは、このグループでのみ超音波によりアグリカンの発現が
有意に亢進していることがわかった。この研究では単層培養の軟骨細胞からscaffold-freeの軟骨様組織を作成
することができる新たな培養システムを作成した。生体に移植したところ、有効な軟骨間接着を形成した。超音
波刺激は、基質合成を高めることにより、良好な移植軟骨を作成する有効な手段となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The chondrocytes cultured at high cell densities in the 2.0 × 107cells/cm2 
group only became concentrated and formed plate-like construct similar to native articular cartilage
 by macroscopic and histological assessments. Statistical analysis on the matrix gene expression 
demonstrated that the levels of type II collagen and aggrecan mRNA of the 2.0 × 107cells/cm2 group 
were significantly higher than the other 2 cell-density groups. Interestingly, the LIPUS application
 only lead to a statistically significant enhancement of aggrecan gene expression in the 2.0 × 107 
cells/cm2 group. The current study presents a semi-open static culture system that facilitates 
production of the scaffold-free constructs from the monolayer-cultured chondrocytes. It suggests 
that LIPUS application enhances matrix production in the construct, and its combination with the 
scaffold-free construct might become a feasible tool for production of implantable constructs of 
better quality.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 

わが国における人口の高齢化は他の先進

諸外国に例を見ない速度で進行しており、健

全な長寿社会の確立はあまねく国民の希望

するところです。関節の軟骨は一旦、損傷さ

れると修復されません。傷んだ関節は金属の

人工関節で置き換えることができるように

なっただけで、人工関節は義歯のように修理

や入れ替えの対象となります。人工関節を用

いず、自らの軟骨での修復が望まれますが、

傷んだ軟骨を治す方法は未だ確立されてい

ません。 

 

近年、単層培養で増殖させた軟骨細胞を用

いて関節軟骨を再生する試みが報告され、非

常に注目されました。しかし、その後の追試

で培養軟骨をそのまま移植しただけでは、良

質の軟骨再生は困難であることが判明しま

した。そこで自家軟骨細胞をコラーゲン器質

内で包埋し、軟骨類似器官を作成し、軟骨欠

損部に移植するという手法が開発されまし

た。一部で臨床試験もされていますが、この

方法には決定的な問題があります。自家軟骨

細胞の採取は正常軟骨組織を犠牲にしなけ

ればならず量的な限界があるためです。自家

軟骨細胞数を増加させようとして単層培養

すると細胞数は増えますが、細胞は脱分化を

起こしてしまい、最も大切な軟骨器質産生能

を失います。 

 

そこで人工の軟骨基質－Scaffold（足場と

も言います）－で軟骨細胞を包埋し、これを

移植する 3次元培養軟骨移植が試みられま

した。しかし、人工的 scaffold にはレシピ

エントとなる関節に異物反応を起こさない

こと、自家新生軟骨により損傷が修復された

後には吸収され消退することなどが求めら

れますが、これらの諸条件を全て満たすよう

な理想的な人工 scaffold の確立には至って

おりません。 
 
２．研究の目的 
 
採取した軟骨細胞自身に自らが包埋さ

れるほどの十分な軟骨基質を産生させる

ことに成功すれば、人工 scaffold を用い

ないので、人工的 scaffold の問題は一気

に解決されます。我々は scaffold－free 

construct の作成を目標に下記の研究を

予定しています。 

軟骨細胞は高濃度濃縮培養すると自ら

軟骨基質を作成することは、以前からよ

く知られています。しかし、これには大

量の軟骨細胞を必要とします。 
 
３．研究の方法 
 
具体的には採取した軟骨細胞は一旦、

1.0X10６cells/dish で単層培養により 2～3

週間培養増殖させた後に合成半透膜上に高

濃度で細胞を播種して高濃度培養する。この

scaffold を必要としない我々の培養系では、

その条件を変えることにより軟骨類似器官

の厚さ、硬さなどの形態を調節可能であると

いう利点を持っている。この利点を生かし、

軟骨分層欠損への充填に理想的な形態（円筒

形）と硬度をもつ軟骨類似器官形成のための

至適条件を検討した。具体的な軟骨細胞の濃

度としては、1.0、2.0、 および 4.0×107 

cells/cm2 で調べた。 

 

本研究の最終目標は、移植医療に耐えうる

再 生 軟 骨 を 作 成 す る こ と に あ る 。

scaffold-free 再生軟骨 construct による関

節軟骨部分欠損修復の評価にはウサギ膝関

節軟骨部分欠損モデルを用いる予定である。

実験用ウサギ膝関節軟骨に直径4mmの軟骨部

分欠損を作成する。各週齢５匹ずつを予定し

ている。ここに、scaffold-free 再生軟骨

construct を移植し、軟骨修復能についての

評価を行う。具体的には、軟骨類似器官移植

後 2週、4週、および 8週での評価をした。 

 

実験用ウサギ膝関節軟骨部分欠損の修復

状態について経時的に検討した。調査項目は、

代表的な軟骨器質であるアグリカンと II 型

コラーゲンとし、これらの経時発現量を比較

した。アグリカン、II 型コラーゲンのｍRNA

の発現は RT-PCR 法による評価を、タンパク

の発現はアグリカン、II 型コラーゲンに対す

る免疫組織化学染色法とトルイジン・ブルー

によるメタクロマジーの発現とによって行

った。 
 
４．研究成果 
 

この研究では単層培養の軟骨細胞から



scaffold-free の軟骨様組織を作成すること

ができる新たな semi-open static culture 

system を作成した。 
生体に移植したところ有効な軟骨間接着

を形成した。LIPUS はその組織における基質
合成を高めて、scaffold-free の軟骨様組織
と組み合わせて使うことでより良好な移植
軟骨を作成する有効な手段となる可能性が
ある。 
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