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研究成果の概要（和文）：【目的】我々は細胞シートによる関節軟骨の修復再生を目指している。今回、様々な酸素濃
度環境下で軟骨細胞シートを作製しその特性を評価した。【方法】ヒト関節軟骨細胞およびヒト滑膜細胞を共培養し、
酸素濃度2%下で培養する群、酸素濃度5%培養群、酸素濃度20％培養群の3群を作製し、培養14日まで経時的に各々の軟
骨細胞増殖度を計測した。次に共培養積層化軟骨細胞シートを作製し、DMMB Assay、real time PCR法を用いて発現を
検討した。【結果】他群と比較してより深層部に近い2%酸素濃度環境下では、より早く細胞外基質に富んだ積層化軟骨
細胞シートを作製することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：Background: We attempted regeneration of the articular cartilage using layered cho
ndrocyte sheets prepared with temperature-responsive culture dishes.However, for clinical application, it 
is necessary to evaluate the characteristics of the cells in these sheets, identify their similarities to 
naive cartilage, and develop a technique to produce the cell sheets in shorter period. We paid attention t
o in vivo cartilaginous oxygen concentration. Methods: We made a cell sheet under various oxygen concentra
tion environment and evaluated the characteristics. Result: We were able to manufacture the product strati
fication cartilage cells sheet which it was earlier and were full of extracellular matrices.
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は高齢社会を向かえた現在の
日本において、最も患者数の多い疾患だと言
っても過言ではなく、東京大学 22 世紀医療
センターの調査では 2400 万人とも言われて
いる。変形性膝関節症(Osetoarthritis, OA)
に限定すると、60 歳以上では何らかのＸ線
学的所見が80％以上に出現しており、約40％
が症状を有し、約 10％が日常生活に支障をき
たしているといわれている。一方で骨折、前
十字靱帯損傷、半月板損傷などの外傷後や、
血友病、先端巨大症などの基礎疾患を有する
場合では、40 歳以下の若年者にもしばしば
みられる。膝関節軟骨損傷における治療方法
して、再生医療が注目されている。現在まで
の報告では、1994 年に Brittberg ら(N Engl 
J Med 1994)が初めて報告した自家軟骨移植
法 (Autologous Chondrocyte 
Transplantation, ACT)がその一つとして挙
げられる。ACT による OA の治療は欧米や韓
国では臨床的に用いられている方法である。
国内でも非荷重部の関節軟骨から単離した
軟骨細胞や、MSC を用いて組織工学的に軟骨
を作製し、骨軟骨全層欠損例には臨床応用が
開 始 さ れ て い る 。 広 島 大 学 で は
atelocollagen gel を担体として用いた3 次
元軟骨細胞培養で作製した組織工学的軟骨
を軟骨欠損部位へ骨膜パッチと共に移植し
ている。しかし、これらは外傷性の骨軟骨損
傷や離断性骨軟骨炎であり、軟骨欠損範囲が
元々小さな症例に適応とされており、高齢者
に発生する広範な軟骨の変性と初期段階の
部分欠損を伴う OA の治療には踏み込めてい
ない。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト軟骨細胞における増殖
や分化のメカニズムを解明し、広範囲の関節
軟骨損傷にも対応できうる【細胞シートによ
る関節軟骨損傷治癒法の開発】の確立である。 
３．研究の方法 
関節内において、軟骨がおかれている環境の
酸素濃度は、約 2％～4％とも言われている。
また膝軟骨細胞の環境は、荷重というメカニ
カルストレスが特徴として挙げられ滑膜組
織の提供する栄養素は、荷重によって軟骨内
部にもたらされると推察される。軟骨細胞シ
ート移植法の臨床応用へ向け、更なる培養期
間短縮のために、培養環境を関節内での環境
に近づけた培養法を検討する。【方法】本学
臨床研究審査委員会承認の下、患者同意のも
と肩関節制動術の際時に得られたヒト関節
軟骨細胞およびACL再建術時に得られたヒト
滑膜細胞(合計 22 例) を単離後 24 穴カルチ
ャーインサート用プレートに滑膜細胞を、温
度応答性インサート内に軟骨細胞を播種し
て共培養をし、酸素濃度 2%で培養する群（2%
群）、酸素濃度 5%で培養する群（5%群）、酸素
濃度 20％で培養を行う群（20%群）の 3 群を
作製し、培養 14 日まで経時的に各々の軟骨
細胞増殖度を MTT assay で計測した。また、

温度応答性インサートを用いて同様に培養
を行い同条件下で、共培養積層化軟骨細胞シ
ート(L-2%群、L-5%群、L-20%群)を作製し、
プロテオグリカン量(以下 PG 量)を DMMB 
Assay を用いて測定し、real time PCR 法を
用いて COL1、COL2 等の軟骨形質維持に関す
る遺伝子発現を検討した。 
４．研究成果 
生体内での軟骨表面の酸素濃度と同程度の
5%群は、20％群と比べ有意な差はなかったが、
深層部に近い 2%下ではより早く細胞外基質
に富んだ積層化軟骨細胞シートを作製する
ことが可能であった。 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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