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研究成果の概要（和文）：DNゲルを用いた関節軟骨自然再生治療戦略を確立するために、臨床治療用インプラントの開
発とこの現象を制御する物理・生物学的因子を解明した。（１）厚さ0.5mmの膜型DNゲルインプラントを開発した。（
２）DNゲルは厚さに関わらず生体内軟骨再生誘導能を有するが家兎モデルでは厚さ1.0mm以上で良好な再生を認めた。
（３）DNゲルは埋植部位に関わらず、良好な軟骨再生を示した。（４）DNゲルは欠損の大きさに関わらず軟骨再生を誘
導した。（５）大動物（羊）モデルにおいてもDN ゲルは良好な生体内軟骨再生を誘導した。（６）DNゲルによる軟骨
再生においてヒアルロン酸は促進因子として有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study investigated to develop a clinical applicable DN gel implant and 
elucidated physical and biological factors regulating the DN gel-induced cartilage regeneration. (1) We 
developed a 0.5-mm thick gel implant. (2) We found that a 1.0-mm DN gel implant induced in vivo cartilage 
regeneration in a rabbit model. (3) We observed that DN gel induced in vivo cartilage regeneration 
regardless of location in which the DN gel was implanted in the joint. (4) We observed that DN gel 
induced in vivo cartilage regeneration regardless of the size of osteochondral defect. (5) We found that 
DN gel induced in vivo cartilage regeneration in a sheep model. (6) We found that the hyaluronic acid was 
a useful molecule to promote cartilage regeneration induced by DN gel.

研究分野：総合領域

キーワード： 生体機能材料　再生医学　骨・軟骨代謝学　軟骨再生
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１．研究開始当初の背景 
関節（硝子）軟骨は一旦損傷すると自然再生
せず、放置すると変形性関節症を生じるため、
関節軟骨の障害に対する治療は先進諸国にお
いて大きな国家的問題として、巨費を投じて
その治療に関する研究が推進されている。現
在の最先端治療戦略は組織工学を用いた培養
自家軟骨移植術である。しかし他の臓器と異
なり、細胞自体ではなく基質がその機能を担
う軟骨組織に関しては、この戦略の問題点が
認識されつつあり、臨床的普及の見通しは立
っていない。代表研究者らは先行する研究に
おいて、分担研究者グン（龔）が開発した
PAMPS/PDMAAmダブルネットワーク（DN）ゲル
の生体材料特性を研究し、このゲルを関節軟
骨欠損部の基底に埋植すると、関節軟骨欠損
部（空隙）に硝子軟骨が生体内で自然に再生
する現象を発見した。この現象は「細胞培養
を必要としない（セルフリー）再生治療」の
可能性を示し、生体材料および再生医学研究
領域に大きなイノベーションを起こす可能性
が高く、臨床応用実現に向けた幾つかの医学
的問題の解明とともに、その機序の解明は急
務である。 
 
２．研究の目的 
PAMPS/PDMAAm DN ゲルを用いた関節軟骨自然
再生治療戦略を確立するために、臨床治療用
インプラントになる可能性のある新しい膜
型 DN ゲルシートを開発し、埋植した DN ゲル
の厚さが関節軟骨自然再生能に与える効果
を明らかにし、さらに欠損部の深さと大きさ
がこの効果に与える影響（効果の限界）を明
らかにする。また DN ゲルによる関節軟骨自
然再生の加速化と質の向上のためのヒアル
ロン酸や BMP-7（OP-1）などの投与が与える
効果を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）膜型 PAMPS/PDMAAm DN ゲルインプラン
トの開発と生体内軟骨再生誘導 
 最先端ゲル創成技術を用いて、薄い膜型 DN
ゲルシートを作成した。特殊な型枠を作成し、
0.5～1.0mmの厚さのDNゲルシートを作成し、
in vivo 関節軟骨再生実験系（Yasuda et al: 
Macromol Biosci 2009）に適用できる埋植用
インプラントを作成した。動物実験では、日
本白色家兎 38 羽を用い、両膝関節大腿骨滑
車部中心に直径4.3mmの骨軟骨欠損を作成し、
3 種類の厚さ（0.5 mm、1.0 mm、5.0 mm）の
DN ゲルインプラントと何も移植しない欠損
のみの対照群の４群を無作為に割り付け、さ
らに各群内で残存欠損深さ 2.0 mm、3.0 mm、
4.0 mm を無作為に割り付けた。全ての家兎を
術後 4 週で安楽死させ、組織学的（HE 染色、
サフラニン O 染色）評価とともに、2 型コラ
ーゲン免疫染色を行い、これらの結果をもと
に定量的点数評価（Wayne et al: Tissue Eng 
2005）を行った。さらに軟骨マーカー遺伝子
の発現を確認した。 

（２）軟骨欠損部位が DN ゲル誘導軟骨再生
に与える効果の解明 
日本白色家兎 24 羽を用い、両膝顆部に
2.4mm の骨軟骨欠損を作成し、無作為に３群
に分け、それぞれの群の右膝に関節面からの
残存空隙が 1.5、2.5、3.5mm となるように DN
ゲルを移植した。左膝軟骨欠損は何も移植を
しない対照群とした。全ての家兎を術後 4週
で安楽死させ、組織学的評価、2 型コラーゲ
ン免疫染色を行い、これらの結果をもとに定
量的点数評価を行った。さらに軟骨マーカー
遺伝子の発現を確認した。 
（３）軟骨欠損範囲が DN ゲル誘導軟骨再生
に与える効果の解明 
in vivo 関節軟骨再生実験系における両膝
大腿骨滑車部の最も再生する深さ2.0mmのモ
デルを用いた。日本白色家兎 21 羽を無作為
に 3群に分け、両膝滑車部に直径 2.5 mm、4.3 
mm、あるいは 5.8 mm の骨軟骨欠損を作成し、
右膝に関節面からの残存空隙が2.0mmとなる
ように DN ゲルを埋植し、左膝には何も移植
しない対照群とした。全ての家兎を術後 4週
で安楽死させ、組織学的評価、2 型コラーゲ
ン免疫染色を行い、これらの結果をもとに定
量的点数評価を行った。 
（４）大動物（羊）における DN ゲルによる
軟骨自然再生 
サフォーク種羊 22頭を使用し DNゲルの軟
骨再生効果に関する実験を行った。直径 6.0 
mm の大きさの骨軟骨欠損を大腿骨滑車部お
よび内顆荷重部に無作為に作成し、残存深さ
2.0、3.0、4.0mm の 3 群に無作為に分けた。
それぞれの群の右膝には DN ゲル、左膝には
何も移植しない対照群とした。全ての羊を術
後12週で安楽死させ、組織学的評価を行い、
これらの結果をもとに定量的点数評価を行
った。さらに MRI 画像評価とともに軟骨マー
カー遺伝子の発現を確認した。 
（５）ヒアルロン酸が DN ゲルによる ATDC5
細胞の軟骨分化に与える効果 
 実験には前駆軟骨細胞株の性質を極めて
よく保持している ATDC5 細胞を用い、インス
リンを加えた軟骨分化培地に異なる濃度の
ヒアルロン酸を添加し 21 日間培養し、軟骨
細胞分化関連遺伝子（2 型コラーゲン、アグ
リカン、Sox 5, 6, 9）発現、蛍光免疫染色
（2型コラーゲン）を行った。 
（６）ヒアルロン酸の関節軟骨が DN ゲルを
用いた軟骨自然再生治療に与える効果 
日本白色家兎 48 羽を用い、両膝関節大腿骨
滑車部中心に直径4.3mmの骨軟骨欠損を作成
し、DN ゲル移植群と何も移植しない対照群に
無作為に分けた。右膝に PBS、左膝にヒアル
ロン酸を、術直後、1、2、3 週で関節内投与
した。術後 4週、12 週で安楽死させ、組織学
的評価、2 型コラーゲン免疫染色を行い、こ
れらの結果をもとに定量的点数評価を行っ
た。さらに軟骨再生領域をイメージソフトウ
エアを用いて定量的評価を行った。 
 



４．研究成果 
（１）膜型 DN ゲルインプラントの開発 
最先端ゲル創成技術を用いて薄い膜型
PAMPS/PDMAAm DN ゲルシートを開発し、最も
薄いもので 0.5mm の厚さの DN ゲルシートの
作成が可能となった。この技術により、厚さ
0.5mm、1.0mm、5.0mm の DN ゲルシートを作成
し埋植用に直径4.5mmのインプラントを作成
した。1.0mm 以下の膜型 DN ゲルインプラント
を安定的に関節内に移植するため5.0ナイロ
ン糸を用いた圧着型移植法を開発した。 
（２）膜型 DN ゲルインプラントによる生体
内軟骨再生誘導 
肉眼的には深さ 2.0mm の亜群において、DN
ゲルを移植した群では対照群より Wayne 
score は有意に高かった（ゲル厚さ 0.5mm: 
p=0.0016, 1.0mm: p<0.0001, 5.0mm: 
p<0.0001）。組織学的には深さ 2.0mm の亜群
において、DNゲルを移植した群では対照群よ
り Wayne score は有意に高く（ゲル厚さ
0.5mm: p=0.0008, 1.0mm: p<0.0001, 5.0mm: 
p=0.0004）、深さ 3.0mm の亜群においてもゲ
ル厚さ 1.0mm と 5.0mm の群では対照群より有
意に高いスコアを示した（1.0mm: p=0.0063, 
5.0mm: p=0.0046）。リアルタイム PCR による
軟骨マーカー遺伝子（2 型コラーゲン、アグ
リカン、Sox9）の解析では、ゲル厚さ 1.0mm
と 5.0mmの群では対照群より有意に高い発現
（1.0mm: p=0.0059, 5.0mm: p=0.0411）を示
したが0.5mmの群では有意差を認めなかった。
この結果により、DN ゲルは厚さに関係なく軟
骨再生誘導能を in vivo で有していることが
明らかとなったが0.5mmの厚さではその誘導
能が減弱するため1.0mm程度が限界と考えら
れた。本研究が示した薄いインプラント材料
の開発は DN ゲルによる軟骨再生法の臨床応
用への可能性を前進させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）軟骨欠損部位が DN ゲル誘導軟骨再生
に与える効果 
術後 4週において、深さ 2.5mm の群は他群
より再生スコアは有意に高かった（p<0.012）。
軟骨マーカー遺伝子（2 型コラーゲン、アグ
リカン、Sox9）の解析では深さ 2.5mm の群は
対照群より有意に高い発現（p<0.023）を示
した。この結果は、DN ゲルは埋植部位に関わ
らず軟骨再生誘導効果を示し、また荷重部で
の再生を認めたことは臨床応用に向けて大
きな意義を示した。 

（４）軟骨欠損範囲が DN ゲル誘導軟骨再生
に与える効果 
 術後4週の組織学的定量スコアは、直径2.5 
mm の群は対照群と有意差を認めなかったも
のの、直径 4.3 mm と 5.8 mm の群は対照群よ
り有意に良好であった（p=0.004、p=0.0001）。
DN ゲルの再生効果がより大きな欠損でも認
められたことはその応用の幅を更に広げた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）大動物（羊）における DN ゲルによる
軟骨自然再生 
 術後 12週の評価では DNゲルの軟骨再生は
深さ依存性であり、3.0mm の群が他群に比べ
良好な再生が得られた（p=0.0006）。大動物
においても DN ゲルは家兎と同様の軟骨再生
効果を示したことはこの戦略の臨床応用に
向けた研究を大きく前進させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（６）ヒアルロン酸が DN ゲルによる軟骨再
生に与える効果 
 DN ゲル上での培養では、高い濃度（1.0 
mg/mL）のヒアルロン酸は 2 型コラーゲン、
アグリカンの発現を培養後 21 日で有意に増
加させることが解った。また日本白色家兎 48
羽を用いて DN ゲル移植後にヒアルロン酸を
関節内投与し術後 4 週および 12 週に評価し
た。再生スコアに有意差を認めなかったが、
ヒアルロン酸の投与は術後 12週で DNゲル移
植群において有意なマトリックス量の増加
が認められた（p=0.0247）。この結果は DN ゲ
ルによる軟骨再生誘導技術に付加的な価値
を与える可能性を示した。 
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