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研究成果の概要（和文）：[目的] フィブロインスポンジ(FS) 上に播種したヒト滑膜細胞から軟骨分化誘導が可
能かどうかを検討することである。 [方法] ヒト滑膜細胞をFS上に播種し、増殖因子BMP-2の存在下または非存
在下に軟骨分化誘導培地中で培養し、細切軟骨片添加の影響を組織学的、生化学的に検討した。 [結果] BMP-2
添加群ではFS表層に軟骨に分化したと思われる細胞が存在した。また、SOX9、ACANの遺伝子発現量および COL-2
 / COL-1発現比は、軟骨片との共培養群で有意に高くなった。[考察] 今回の結果より、滑膜細胞を播種して軟
骨分化させたFSによる被覆法は、軟骨欠損の治療に応用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：[Purpose] To examine if human synovial cells can be differentiate into 
chondrocytes on silk fibroin sponges (FS). [Material and methods] Human synovial cells were seeded 
on FS and cultured in the conditioned media for chondrocyte differentiation in the presence or 
absence of BMP-2. The effect of co-culture with minced cartilage was investigated histologically and
 biochemically. [Results] Synovial cells cultured with BMP-2 were shown to differentiate into 
chondrocytes on FS. Expression of SOX9 and ACAN gene and COL-2/COL-1 expression rate were elevated 
by co-culture with minced cartilage. [Discussion] The results of this study suggest that FS with 
synovial cells and minced cartilage could apply to articular cartilage repair.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 関節病学　組織工学　軟骨再生
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１．研究開始当初の背景 
関節軟骨は自己再生能力に乏しい組織であ
り、大きな軟骨損傷に対する治療は非常に困
難である。自家培養軟骨細胞移植術(以下
ACI)が開発され、軟骨欠損部をより生理的に
修復することが可能となった 1) が、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、臨床応用可能
な施設は限定されている。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。従来の ACI を改良する試み
として、体外での細胞培養の段階を省略し、
非荷重部より採取し細切した軟骨組織を直
接ゲルに包埋して軟骨欠損部に移植する、一
期的自家軟骨移植術が報告された 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点は解決され
ていない。一方で、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なされ
ている 3)。しかし、体外での長期間の細胞培
養と二期的手術が必要になるという点は従
来の ACI と同様である。 
我々は、滑膜細胞の軟骨分化は、細切軟骨片
との共培養および同時移植により促進され
ることを報告した 4)。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。さらに、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が確認された。
これらの結果より、細切軟骨片移植と分離滑
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一期的軟骨修復が
可能と考えられた。 
 
２．研究の目的 
軟骨欠損が広範囲におよぶ場合には、移植細
胞の欠損部への固定が困難であることから、
ACI の適応外となっている。我々は、繭糸由
来のフィブロインスポンジが軟骨細胞の細
胞凝集体形成能と細胞移動能（cell delivery
機能）を有する 5)6)ことを利用して、広範囲欠
損にも対応可能な軟骨再生法であるフィブ
ロイン被覆法を開発した。これは、軟骨欠損
部を培養軟骨細胞または骨髄細胞を播種し
たフィブロインスポンジで被覆することで、
フィブロインから遊走した細胞により軟骨
再生を行う方法である 7)。フィブロイン被覆
法を応用すれば、細切軟骨片と分離滑膜細胞
の移植による一期的修復が、従来の ACI の適
応外である広範囲軟骨欠損にも適応可能に

なると期待される。 
本研究の目的は、絹フィブロインスポンジ上
に播種したヒト滑膜細胞から、軟骨分化誘導
が可能かどうかを検討し、細切軟骨片との
共培養の効果を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト滑膜および関節軟骨の採取： 
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）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 No. 2012-097）。対象は、50
歳～70 歳の内側型変形性膝関節症症例であ
り、術前画像検査にて外側の骨軟骨変性が軽
度の症例を選択した。 
手術時に両膝から関節軟骨組織および滑膜
組織を採取し、関節軟骨は生理食塩水にて洗
浄後、2mm 角の大きさに細切した。滑膜組
織は、洗浄し可及的に微細に切断した後に、
1mg/ml の collagenase (Sigma, typeI)を用い
て 37 度で１時間の酵素処理を行い、細胞を
分離した。 
（２）フィブロインスポンジ上での滑膜細胞
培養： 
酵素処理により単離した滑膜細胞は、2 
million/ml,の細胞密度で、8mm 径, 3mm 厚
disc 形状のフィブロインスポンジ（日立化成
製）上に播種した(0.2ml/disc)。フィブロイン
スポンジの孔径は、平均 80, 100,200 micro m 
の 3 種類を用いて比較した（図１）。細胞播
種後 12 時間静置した後に播種面が上になる
ように Tissue culture insert 上にスポンジを
置き、5% 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に、軟骨分化
誘導培地（1% FBS, 1% ITS mix, 160μg/ml 
sodium pyruvate, 100 ng/ml 
dexamethasone, 0.2 mM Asc2-P, 10ng/ml 
TGF beta-3 ）を添加した  DMEM high 
glucose 培地に変更し、さらに 4 週間の培養
を行った。Positive control は、分離軟骨細胞
播種群、negative control は、滑膜細胞を播
種したフィブロインを通常の培地（5% FBS
お よ び 0.2 mM Asc2-P を 添 加 し た 
DMEM/F12 
培地）にて培
養したものと
した。軟骨分
化 に お け る
BMP2 の効果
をみる目的で、
BMP2 を 200 
ng/ml の濃度
で培養液に添加した群と非添加群とを比較
した。 
（３）フィブロインスポンジ上に播種した滑
膜細胞と細切軟骨片との共培養： 

 
図 1 フィブロインスポンジ 
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insert 上にス
ポンジを置き、
5% FBS および
0.2 mM Asc2-P 
を 添 加 し た 
DMEM/F12 培地にて 2 日間培養する。12 時間
無血清培地とした後、細切軟骨片を加えて共
培養を行う（図 2）。12 時間無血清培地とし
た後、1% FBS, 1% ITS mix, 160μg/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、
さらに 4 週間の培養を行った。 
（４）軟骨分化の評価（1週、2週、4 週時）： 
組織学的検討：得られた滑膜細胞層を中性ホ
ルマリンにて固定後、HE、アルシャンブルー、
染色と、抗 S100 蛋白抗体、抗 II型コラーゲ
ン抗体を用いた免疫染色により、軟骨分化を
評価した。生化学的検討：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）を測定する。また RNA を抽出し、
real-time RT-PCR 法による I, II 型コラー
ゲン、アグリカン、Sox9の遺伝子発現定量を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）フィブロイン上での滑膜細胞培養と軟
骨分化誘導： 
フィブロンスポンジ上に滑膜細胞を播種し
て培養したところ、スポンジ径が平均 80 
micro m (40～110 micro m) のもので、細胞
がフィブロンスポンジ表層で増殖した。それ
以上の径のものでは細胞がさらに深部に分
布する傾向にあった。そのため、本研究では
平均径 80 micro m ものを使用することとし
た。細胞を BMP2 無添加の軟骨分化誘導培地
で培養したところ、組織学的および生化学的
解析にて、軟骨細胞への分化傾向は認められ
なかった。そこで BMP2 を 200 ng/ml の濃
度で培養液に添加し、その効果を検討した。 

BMP2 の添加により、Sox9、アグリカン、II
型コラーゲンの発現量は有意に増加し、I 型
コラーゲンの発現量は有意に減少した（図
３）。また、BMP2 添加により、細胞外基質
中のプロテオグリカン量も有意に増加した
が、その量は軟骨細胞を培養した場合
（Positive control）と比較すると 1/10 以下
と少なかった。 
培養後４週間経過後の組織学的所見では、細
胞外基質は BMP2 添加群でのみアルシャン
ブルー染色で良好に染色された（図４）。ま
た、同部は II 型コラーゲン免疫染色により染
色された。軟骨細胞のマーカーである S100
蛋白に対する免疫染色の結果でも BMP2 添
加群において、フィブロインスポンジの表層
に S100 蛋白要陽性細胞が認められた（図５）。 

（２）細切軟骨片との共培養の効果 
BMP2 非存在下では細切軟骨片との共培養を
行った場合には、明らかな軟骨分化促進効果
は認められなかった。BMP2存在下においては、 
細切軟骨片と共培養した場合に、滑膜細胞の
Sox9、アグリカンの遺伝子発現が有意に増加
し、また COL-2 / COL-1 発現比も高くなり、
軟骨への分化促進効果が示された（図６）。
組織学的には明らかな差は認めなかった。 

 
（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 8)、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 9)。この性質を関節軟骨修復

Tissue culture insert

Fibroin sponge

細切軟骨片
（1mm角 4個）  

図 2 細切軟骨片との共培養 
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図 3軟骨分化関連蛋白の遺伝子発現 
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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 3)。
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
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 8) 10)。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。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、TGF-betaや BMPなどの分化因子が必要
と報告されている 10) 。本研究では、フィブ
ロインスポンジ上で滑膜細胞を行った場合
でも、軟骨分化には BMP2 が必要であること
が示された。一方、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 11)。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 4)。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。本研究により、
ヒト滑膜細胞をフィブロインスポンジ上で
培養した用いた場合でも、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
滑膜細胞を同時に移植することで、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。 
現在の軟骨再生医療は、広範囲の軟骨欠損に
は対応できない。通常培養軟骨細胞（あるい
は間葉系幹細胞）は動物由来コラーゲンや生
体吸収性化合物などの足場材料に包埋され
た形で移植されるが、広範囲欠損ではこの足
場材料を固定することが難しいためである。
今回研究に用いた生体材料であるフィブロ
インは、足場材料として用いるのではなく、
cell delivery 機能により被覆した部分の組
織修復を促す目的で用いられ、従来の培養細
胞移植では対応できない広範囲欠損への応
用が期待されている 7)。 フィブロイン被覆法

には、現在は培養軟骨細胞（および骨髄由来
幹細胞）が用いられているが、本研究の結果
から、分離滑膜細胞と細切軟骨片をフィブロ
イン被覆法に用いることも可能と考えられ
た。この方法が確立できれば、広範囲軟骨欠
損に対するより低侵襲の一期的軟骨再生治
療となりうる。 
本研究の成果を発展させることで、従来適応
のなかった中高年者の広範囲欠損に対する
軟骨再生医療も行い易くなり、骨切り手術と
併用することで、変形性関節症を伴う広範囲
軟骨欠損にも応用できる可能性がある。さら
なる検討が必要ではあるが、フィブロインス
ポンジを利用した細切軟骨片と非培養分離
滑膜細胞の同時移植は、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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