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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞を有する人工軟骨材料の開発を行い，摩擦特性について調査

した．人工軟骨材料にはポリビニルアルコール(PVA)ハイドロゲルを用い，その表面に軟骨細
胞を播種した後に培養して PVA ハイドロゲルの表面に細胞外マトリックスを有するハイブリ
ッド型人工軟骨を開発した．ハイブリッド型人工軟骨は培養日数に伴い摩擦係数が低下するこ

とを示し，細胞外マトリックスを有するハイブリッド型人工軟骨材料の開発が可能であること

を示した． 
 
研究成果の概要（英文）：Hybrid artificial cartilage was developed and was evaluated on 
friction property. PVA hydrogel was used as basic material, and condrocyte was introduced 
on PVA hydrogel surface, then hybrid artificial cartilage with extra-cellular matrix was 
developed. Hybrid artificial cartilage showed that coefficient of friction was decreased with 
incubating time. Therefore, development of hybrid artificial cartilage was successful.  
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１． 研究開始当初の背景 
現在一般に臨床応用されている超高分子

量ポリエチレン(UHMWPE)と耐食性金属も
しくはセラミックスの組み合わせは寿命が
数年から 20 年程度と言われている．若年の
患者が人工関節置換術を経験した場合には
数回の人工関節再置換術が必要となるため

さらなる長寿命化が求められている．そこで,
人工関節の潤滑モードを境界・混合潤滑主体
から流体潤滑へ移行させるために摩擦面に
生体関節軟骨と同様な機械的特性を有する
人工軟骨を利用した人工関節の開発を行っ
てきた．人工軟骨材料としてポリビニルアル
コール(PVA)ハイドロゲルを用いると,歩行条
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件下では低摩擦を示し,良好な潤滑状態であ
ることが示されている．臨床応用時には長期
立位時からの歩行のように厳しい潤滑状態
が考えられるため,直接接触が発生する薄膜
潤滑状態での摩擦摩耗特性の改良が必要で
ある．研究代表者は PVA ハイドロゲル表面
に蛋白質吸着膜を形成することで摩擦摩耗
を低減できることを示し,蛋白質吸着膜が摩
擦摩耗を低減させるメカニズムについても
明らかにした． 
生体関節軟骨は 70～80 年もメンテナンス
フリーで摺動し,長期にわたり低摩擦低摩耗
を維持する非常に優れた機械要素とみなす
ことが出来る．生体関節軟骨は表面に水和層
や蛋白質・脂質膜を有しており,この表面構造
が長期の寿命と低摩擦低摩耗を支えている
と考えられる．この表面構造を有する人工軟
骨材料を開発することで,より長期の寿命を
もつ人工関節の設計が可能になると考えら
れる． 
 
２． 研究の目的 
本研究では,人工軟骨候補材料の PVA ハイド
ロゲルの表面で軟骨細胞を培養し,軟骨細胞
から産生される細胞外マトリックス(ECM)
を PVA ハイドロゲル表面に形成させ,生体関
節軟骨と同様に長期の寿命を有するハイブ
リッド型人工軟骨材料の開発を目指した． 
 
３． 研究の方法 
(1) PVAハイドロゲルの作製 

PVA ハイドロゲルは反復凍結法で作成し
た．PVA を純水に 20%濃度で溶解させ,－
20℃で 10時間,4℃で 20時間の凍結・解凍を
1サイクルとして 5サイクル反復することで
PVA ハイドロゲルを得た．この PVA ハイド
ロゲルは生体軟骨と同程度の 1.2MPaのヤン
グ率を持つ． 
(2) 軟骨細胞接着のための蛋白質吸着膜作製 
軟骨細胞は PVA ハイドロゲル表面への接
着性に乏しいため,PVA ハイドロゲル表面を
蛋白質吸着膜で修飾することで軟骨細胞の
接着を試みた．蛋白質には牛血清アルブミン
(BSA),ヒト血清γ‐グロブリン(HGG)およ
びフィブリノーゲン(FIB)を用いた．PVA ハ
イドロゲル表面への蛋白質吸着膜の形成に
は単純浸漬法と本研究で開発した凍結コー
ティング法を行った．単純浸漬法は反復凍結
法で作製した PVA ハイドロゲルを蛋白質溶
液に浸漬させることで表面に蛋白質吸着膜
を形成する方法であり,凍結コーティング法
は PVA ハイドロゲル作製途中の反復凍結サ
イクル 1 回が終了した時点で蛋白質溶液を
PVA ハイドロゲル滴下し,その状態で反復凍
結を行うことで表面に蛋白質吸着膜を形成
する方法である．それぞれの方法で作製した
PVA ハイドロゲル表面に形成された蛋白質

吸着膜を蛍光染色して,吸着膜厚さの測定と
PVA ハイドロゲルへの軟骨細胞の接着性を
細胞接着数を測定して評価した． 
(3) 軟骨細胞培養 
 PVAハイドロゲル上へ 104cells/cm2で軟骨
細胞を播種し 7,14 日間インキュベータ内で
培養した．培養後に接着細胞数の測定と産生
組織を蛍光染色法による観察を行った． 
(4) 摩擦試験 
 軟骨細胞を培養して表面に細胞外マトリ
ックスを有する人工軟骨材料の摩擦特性評
価を行った．下部試験片にハイブリッド型人
工軟骨材料を ,上部試験片に厚さ 2mm の
PVA ハイドロゲルを楕円体のアクリルベー
スへ貼付したものを用いた．摩擦試験は荷重
2.94N,滑り速度 4mm/s,ストローク 7mm,総
滑り距離 8.4mで行った．潤滑液として PBS
を用いた． 
 
４． 研究成果 
(1) PVA ハイドロゲルの蛋白質吸着膜によ

る表面修飾 
 軟骨細胞の接着を促すために蛋白質吸着
膜作製を行った結果を図 1に示す．単純浸漬
法ではどの蛋白質においても PVA ハイドロ
ゲルへの蛋白質吸着膜は数十μm と薄いこ
とが示された(図 1(a))．凍結コーティング法
で形成した蛋白質吸着膜は 300～500μm と
厚いことが観察された(図 1(b))． 

(2) PVA ハイドロゲル表面への軟骨細胞接
着性 

 7 日培養後の軟骨細胞の接着数の測定結果
を図 2 に示す．凡例の st は単純浸漬法を,ct
は凍結コーティング法の結果を示す．単純浸

図 1 蛋白質吸着膜の蛍光観察像 

(a) 単純浸漬 (b) 凍結コーティング

図 2 細胞接着数 



 

 

漬では蛋白質吸着膜が薄いため細胞接着数
が少ないが,凍結コーティング法では細胞接
着数が増加し,特に FIB を用いたばあいには
生体関節軟骨と同レベルの細胞接着数を得
ることが可能となった．以下の産生組織観察
と摩擦試験には最も細胞接着数が大きかっ
た FIB-ctの試験片を用いて評価を行った． 
 
(3) 産生組織観察 
 図 3に培養後に取得した蛍光観察画像から
画像の面積に占めるコラーゲンタイプⅡの
面積割合を示す．図中の凡例は凍結コーティ
ング法における滴下 FIB 溶液の濃度を表わ
す．接着細胞数は FIB 濃度 0.5%で最大とな
り,そのときにコラーゲンタイプⅡの産生量
が最大となることが明らかとなった．このこ
とから,PVA ハイドロゲル上において蛋白質
吸着膜を介し軟骨細胞を接着させることで
表面に細胞外マトリックスを有するハイブ
リッド型人工軟骨材料が開発可能であるこ

とが示された． 
(4) 摩擦試験結果 
 図 4 に FIB-ct 試験片の摩擦試験結果を示
す．FIB-ct(no cells)は表面に FIB吸着膜のみ
を形成した試料である．この試料では摩擦係
数の低減は観察されなかったことから,他の
試験片で摩擦係数が低下しているのは細胞
を播種し培養を行ったためであることがわ
かる．FIB 濃度 1.0%では培養日数に関わら
ず 6.3m で摩擦係数が上昇していることから
表面に産生された細胞外マトリックスが脱

落したことがわかる．一方 FIB 濃度 0.5%で
14日培養したものは摩擦距離 8.4mでも低摩
擦を維持したことから人工軟骨材料の表面
に軟骨細胞から産生される細胞外マトリッ
クスを有するハイブリッド型人工軟骨の開
発に成功したことが示された． 
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図 3 細胞外マトリックス(コラーゲンタイ

プⅡ)の産生量 
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図 4 FIB-ct試料の摩擦特性 
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