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研究成果の概要（和文）： 
in vitro の軟骨再生では、脂肪組織由来幹細胞、コラーゲンスポンジもしくはコラーゲンゲル

の鋳型、TGFβ、そして静水圧が重要であることが判明した。In vivo では持続的に静水圧な

どの力学的刺激が軟骨形態の維持に必要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It was suggested that adipose-derived stem cells, collagen scaffolds, TGF β  and 
hydrostatic pressure are important for in vitro cartilage regeneration. However, it has also 
revealed that continuous mechanical forces are necessary to maintain the structure of 
implanted cartilage in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

 軟骨組織を生体外にて再生する場合、組織

工学の三要素である細胞・鋳型・シグナルを

最適化する必要があるが、まず細胞に関して

基礎研究だけでなく臨床でも広く用いられ

ているものが自家軟骨細胞である。自家軟骨

細胞は培養開始後比較的早期から軟骨基質

を産生し、軟骨組織の再生に最も適している

と考えられるが、細胞増殖能は低く、大きな

組織の再生には困難が伴い、また一般的に関

節軟骨の非加重部がドナーとして用いられ

るため、その犠牲は少なくない。そこでわれ

われは、自家の成体幹細胞である脂肪組織由

来幹細胞に着目し、これを用いた軟骨再生を

研究してきた。脂肪組織は全身の皮下至る所

に存在するため、最も採取が容易で低侵襲で

あると考えられ、その増殖能および分化能は

多くの報告にて証明されている。 

 
 一方、鋳型に関してはコラーゲンスポンジ

やゲルが汎用されており、われわれの in 
vitro の結果からも現時点では、軟骨再生に最

も適していると考えている。シグナルに関し

ては幹細胞から軟骨細胞へと分化誘導する

には TGFβを含む軟骨分化誘導培地が必要

である。 

 
 よって、脂肪組織由来幹細胞を用いた軟骨

再生の既存の報告では、脂肪組織由来幹細胞

とコラーゲンスポンジ・ゲルに、TGFβを含

む分化誘導培地を用いたものが多いが、間葉

系幹細胞や軟骨細胞を用いたものに比べ、再

生された軟骨基質の蓄積が不十分であった

り、軟骨特異的遺伝子の発現が優れていない

とされてきた。そのため、何らかの工夫が必

要であると考えられてきた。 

 

２．研究の目的 

 軟骨組織が生体内で静水圧やせん断応力、

浸透圧といった力学的刺激に常時影響を受

けていることに着目し、軟骨細胞に分化誘導

した脂肪組織由来幹細胞に、人為的に力学的

刺激を負荷することを試み、その効果を確認

する。現時点では in vitro における軟骨組織

の再生を確認したのみで、生体内に移植した

際に長期間形態や機能が維持されるか、また

線維軟骨ではなく、硝子軟骨に近い組織学的

構造が再生できるかは確認されていない。そ

こで、本研究ではあらかじめ体外で静水圧を

加えた軟骨様生成物を動物に移植し、生体内

における組織構築を解析する。 

 
３．研究の方法 

 静水圧を負荷するバイオプロセッサーを

用い、コラーゲンスポンジに播種、もしくは

コラーゲンゲルに懸濁した脂肪組織由来幹

細胞の潅流培養を試みた。1×106個のヒト脂

肪組織由来幹細胞を、Ｉ型コラーゲン溶液に

懸濁しパウチに入れ、細胞増殖培地（DMEM 

+ 10% FBS + 1% ABAM）にて 24 時間培養

した後、バイオプロセッサーでの灌流培養を

行った。バイオリアクター内では軟骨分化誘

導培地を用いた（DMEM + 1% FBS + 1% 

ABAM + 10ng/ml TGF-beta1 + 1x10-7mol 
デキサメサゾン + 50ug/ml アスコルビン酸 

+ 1mM ピルビン酸ナトリウム + 40ug/ml l-

プロリン）。静水圧は 0-0.5 MPa, 0.5Hz の周

期的負荷とし、潅流速度は0.1ml/min、37℃、

3%O2、5%CO2 と設定した。実験対照群とし

て、同じバイオリアクター内で静水圧負荷を

行わない大気圧群を設定した。各群の軟骨形

成状態を確認して計 4 週間培養した後、ウサ

ギの背部皮下に移植後、1 週ごとに組織学的

解析・定量解析を行った。 



 

４．研究成果 

 In vitro にて培養を開始してから 2 週間後

より、両群ともに II 型コラーゲンをはじめと

する軟骨組織特異的な細胞外マトリックス

の蓄積を認めたが、静水圧負荷群は大気圧群

に比べて優位にその蓄積量が多かった。また、

静水圧負荷群では細胞数の減少が認められ

なかったが、大気圧群では、培養開始後 2 週

間で細胞数がピークに達し、その後減少した。

コラーゲンスポンジのみならずコラーゲン

ゲルでも同様の結果を得た。静水圧負荷が in 

vitro での軟骨再生に重要であることが示唆

された。しかし、In vivo では、移植後早期に

軟骨が吸収されてしまう例が散見され、in 

vitro でも静水圧をはじめとする力学的刺激

が持続的に継続する必要性が判明した。 

 
 軟骨再生医療において、1. 細胞、2. 鋳型、

3. シグナル、4. 環境因子が必要となるが、

1.としてはヒトから大量に採取できるヒト脂

肪組織由来幹細胞、2.としてはコラーゲンゲ

ルもしくはスポンジ、3.としては TGFβ、4.

としては静水圧を含めた力学的刺激、が有用

であることが示せた。今後は生体外で再生し

たこれらの組織を、いかに生体内で力学的刺

激を負荷してその形態を維持するか、という

ことをさらに大動物を使って研究していく

必要があると考えられた。 
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