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研究成果の概要（和文）：本研究ではより簡便な方法で内部の基質が均一な軟骨組織を作製することを目指し
た。足場にはすでに臨床現場で使用されているアルギン酸、ヒアルロン酸、FGF2製剤を用いた。ヒアルロン酸ゲ
ルとFGF2とを混和し凍結乾燥させることによりFGF2徐放性スポンジを作製した。細胞はヒト軟骨より単離した軟
骨細胞を使用した。細胞をアルギン酸ゲルと混和し、FGF2徐放性スポンジを包埋した。溶出試験によりFGF2の徐
放を確認した後、ヌードマウスの背部皮下に移植した。60日後に摘出し軟骨再生の指標となるII型コラーゲン、
グリコサミノグリカンのタンパク定量および組織学的検討をしたところ、十分な軟骨基質の産生が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to create a cartilage tissue regeneration with 
uniform internal matrix by a simpler method.As scaffolds, alginic acid, hyaluronic acid, and FGF2 
preparations already used in clinical practice were used.
A hyaluronic acid gel and FGF2 were mixed and lyophilized to prepare an FGF2 sustained release 
sponge.The cells used were chondrocytes isolated from human cartilage.The cells were mixed with 
alginate gel and embedded with an FGF2 slow release sponge. After confirming the sustained release 
of FGF2 by the dissolution test, it was transplanted subcutaneously into the back of nude mice.The 
sample was removed after 60 days. We quantified the determination of type II collagen and 
glycosaminoglycan as an index of cartilage regeneration and we examined histologically. We have 
observed sufficient cartilage matrix production.

研究分野： 再生医療、形成外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨はその血行の乏しさから一度損傷すると自然修復が困難な組織であり、再生医療が期待されている。近年で
は、すでに自家培養軟骨を用いた治療も開始された。軟骨再生分野においては様々な足場素材が比較検討されて
いる。足場素材は、組織再生における主な要素の一つであり、生体吸収性の物質が用いられている。また、近年
では成長因子やサイトカインなどの生理活性物質を導入した機能性足場素材についての報告も多い。本研究では
軟骨再生の足場として、すでに臨床で用いられているヒアルロン酸製剤、アルギン酸製剤を用いた。さらにこれ
をマイクロカプセル化することによりFGF2を徐放させ持続的に作用する機能性足場を作製した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
  軟骨再生はすでに様々な方法が臨床応用されている。軟骨組織の局所的な欠損に

対しては、少量の組織を採取し、そこから単離した細胞を増殖培養した後、回収

した細胞を懸濁液としてハイドロゲルなどの足場素材と混和したり、周辺組織に

包埋したりして欠損部分に注入する自家軟骨細胞移植（autologous chondrocyte 

implantation, ACI ）が行われている。しかし、この方法では足場素材を用いな

いため、軟骨細胞の移植部からの漏出や欠損部分における移植細胞の分布が不均

一であるなどの問題点が指摘されている。一方、足場素材を用いた軟骨再生につ

いては現在まで数多くの報告がされている。我々は臨床応用が可能な数種類のハ

イドロゲルを選択し、これらを用いて包埋したヒト軟骨細胞の基質合成について

検討した ［Yamaoka et al. J Biomed Mater Res 2006］ 。本研究では植物由来

材料であるアルギン酸と合成材料であるヒアルロン酸とに着眼し、より安全で確

実な臨床応用が期待できる軟骨組織再生を目指した。Fibroblast growth factor 

(FGF) family は軟骨細胞の増殖および軟骨基質形成を促進するといわれている。

我々は FGF family と軟骨分化について検討し報告した［Yamaoka et al. Cell 

Profile 2010］。FGF family のうちすでに製剤として臨床現場で使用されているの

は FGF2 のみである。この FGF2 を軟骨再生に対して効果的に作用させるために

は、必要とされる場所で必要な期間その濃度を維持する、つまりドラッグデリバ

リーシステムを応用することが重要であると考えられる。そこで本研究では軟骨

細胞に持続的に作用するような徐放システムについて検討し軟骨再生を試みる。 

 

２．研究の目的 

   

ACI 法では関節内に移植された軟骨細胞は周囲組織から刺激を受けて時間経過と

ともに自然に成熟し、最終的には関節軟骨の再生が達成される。同様な生体内で

の成熟現象は軟骨細胞の皮下移植でも再現できる。そのため本研究ではヌードマ

ウスの皮下にこの FGF2 含有ヒアルロン酸スポンジを軟骨細胞と混和したアルギ

ン酸ゲルで包埋したビーズを移植し軟骨再生を試みる。しかし、アルギン酸ゲル

は脆弱であるうえ細胞の生存に必要なリン酸イオンなどが存在すると崩壊してし

まうため、ヌードマウスの皮下において一定期間形態を保持するのは困難である

と推測される。そこで本研究では作製されたビーズをポリリジンと反応させるこ

とによりアルギン酸ポリリジン膜を形成させ強固なビーズにして移植する。さら

にこのビーズを多数作製し相互に接着させることにより一定以上の大きさを持っ

た三次元形態を付与した再生軟骨作製を試みる。しかし in vivo においてある一定

以上の大きさを持ち三次元形態を付与した再生軟骨を作製する場合、周囲組織か

ら分泌される因子が足場の中心部の軟骨細胞まで届かず再生軟骨の基質の分布が

不均一になることがある。本研究では軟骨細胞が持続的に FGF2 の作用を受ける

システムを小型のビーズ内で作製し、個々の小さなビーズ内で軟骨細胞が持続的

に必要な濃度の FGF2 の作用を受け、より簡単に均一的な再生軟骨組織が作製で

きることを期待する。さらにそれを集積させることによって大きさや形態がある

程度自由に作製することが可能となる。これが実現すれば、自己組織性、安全性



に優れ、さらに大きさや形態を比較的自由に設定できる画期的な次世代組織デバ

イスの創製が期待される（図 1.） 

 
３. 研究の方法 
   

① 軟骨細胞、ヒアルロン酸、アルギン酸、FGF2 を用いたビーズの作製 

  注入型ヒアルロン酸製剤に各種濃度の FGF2 製剤をそれぞれ混和し凍結乾燥する

ことにより FGF2 含有ヒアルロン酸スポンジを作製する。次にアルギン酸製剤を

PBS に溶解し 2%アルギン酸溶液としたものと軟骨細胞とを混和し細胞濃度が 1

×106cells/ml になるように調整する。そしてこの混合物で FGF2 含有ヒアルロン

酸スポンジを包埋し、直後にこれを 1M および 2M の塩化カルシウム溶液に滴下

することによりゲル化させビーズを作製する。さらにこのビーズをポリリジンと

反応させることによりアルギン酸ポリリジン膜を形成させ強固なビーズを作製す

る（図 2）。 

 

   



 

② FGF2 の徐放システムの検討とビーズの評価 

  各種濃度の FGF2 含有ヒアルロン酸スポンジからの FGF2 の徐放の速度および濃

度を評価する。作製した FGF2 含有ヒアルロン酸スポンジを PBS 中に浸漬する。

この溶液を経時的に採取し ELISA 法にて浸出した FGF2 の濃度を評価する。 

③ 組織再生への応用 

作製したビーズをヌードマウスの皮下に移植する。 

  ヌードマウス背部皮下に移植から 60 日経過した後摘出する。得られた検体を組織

学的、生化学的、力学的に評価する。また軟骨組織の主な構成成分であるグリコ

サミノグリカンの含有量を測定し、Ⅱ型コラーゲンは ELISA 法を用いて定量解析

を行う。さらに力学測定装置を用いて弾性を測定する。以上のそれぞれの項目に

ついて生理的軟骨組織との比較検討を行う。  

 

４. 研究成果 

 

①アルギン酸ビーズの力学的強度 

1M塩化カルシウムと2M塩化カルシウムを用いて作製したビーズでは2Mの方

が有意に強度が高かった。(*p<0.05)  

②FGF2 溶出試験 

すべてのビーズにおいて測定開始から 30 日後まで一定量の FGF2 の溶出が確認

されたがすべての経過日数において FGF2含有量が 10µgと 20µgのビーズが最も

FGF2 の溶出量が有意に保たれた(**p<0.01,*p<0.05) 。  

 

③組織再生への応用 

ヌードマウス背部皮下にビーズを移植し 60 日経過後摘出した。摘出した組織につ

いて軟骨再生の指標となるグリコサミノグリカンとコラーゲンⅡを測定した。コ

ラーゲンⅡの検出量は FGF2(+)が FGF2(-)と比べ優位に多く(*p<0.05) 、グリコ

サミノグリカンでも同様の結果が得られた(*p<0.05)。組織学的所見では FGF(+)

の方が広範囲に異染性がみられ、豊富な基質産生が示唆された。 
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