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研究成果の概要（和文）：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞に、成長因子のTGF-β3とIGF-1にⅡ型コラーゲンを添加し
て細胞培養を行うと、幹細胞は硝子軟骨に分化する。またこれらの細胞に、TGF-β3に他の成長因子であるBMP-2
を組み合わせると線維軟骨に分化する。そして、作製された硝子軟骨と線維軟骨を密着させて培養すると、硝子
軟骨-線維軟骨複合体が作製できた。

研究成果の概要（英文）：TGF-β3, IGF-1, and type II collagen are effective for hyaline cartilage 
differentiation when added to the chondrogenic medium, whereas TGF-β3 and BMP-2 for fibrous 
cartilage. The method by which hyaline and fibrous cartilage-like tissues are combined is feasible 
for constructing hyaline-fibrous cartilage composites.

研究分野： 矯正歯科学、生体材料学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究が成されたことにより、難治性の変形性顎関節症を根本から治療する新たな手段のヒントが得られた。
また、秩序をもって構成されている2種類の複合組織の構築が成されたことにより、組織工学分野における次の
大きな課題である、2種類以上の複合組織の構築方法の足掛かりとなった。これらの結果は、学術的にも高い意
義を有するものと考えられ、歯科医学にとどまらず、広く再生医療分野の進歩への貢献を果たすと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
変形性顎関節症は、慢性の関節炎と下顎骨や顎関節軟骨の変形、破壊を伴う難治性疾患であ

る。一旦、変形性顎関節症を発症してしまうと、病悩期間が、数カ月から数年単位と長期に及
び、再発の可能性も高い。この疾患に対する現在の治療は、非ステロイド性消炎鎮痛薬、スプ
リント療法などが挙げられる。しかしながら、これらの治療は、疼痛緩和などの対症療法が主
流であり、破壊された下顎頭や、顎関節軟骨に対する根本的な修復方法は、未だ示されていな
い。 
そこで今回我々は、変形性顎関節症の新たな治療法を想定するにあたり、破壊された顎関節

軟骨の修復に着目した。軟骨は一度破壊されると、自己修復能力に乏しく、他の組織と比較し
て再生されにくい。また顎関節軟骨の構造は硝子軟骨の表層に線維軟骨が被覆する複合組織で
あり、それぞれ性質、機能に違いがあり複雑である。 
現在の医学研究では、軟骨の再生が一つの大きな課題であるが、これまでは主に硝子軟骨の

均質な再生のみに注目されていた。しかし顎関節軟骨の修復に関しては、その構造から硝子軟
骨だけでなく、線維軟骨も再生させる必要があり、これらの 2 つの組織からなる複合組織とし
て機能させなければならない。しかし、硝子軟骨と線維軟骨とを明確に分けて再生させる条件
は未だ不明である。 
よって本研究では、採取方法の確立されているヒト骨髄由来間葉系幹細胞(hMSC)から、効率

良く硝子軟骨と線維軟骨を分化させる条件を探索するとともに、硝子軟骨及び、線維軟骨から
なる下顎頭軟骨様構造を、生体外で作製することで、変形性顎関節症の新たな治療法への一助
とすることにした。 
 
２．研究の目的 
hMSC から成長因子とコラーゲンを用いて、硝子軟骨と線維軟骨に分化する条件を決定すると

ともに、3Dプリンターで作製した鋳型を用いることによって、これらの結合を図り、異なる組
織の複合物を作製することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は 2 部構成とする。即ち、実験 1：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞から線維軟骨及び硝子

軟骨の分化誘導に効果的な成長因子およびコラーゲンの探索、実験 2：3D プリンターを用いた
線維軟骨及び硝子軟骨 2層構造をもつ複合組織の構築である。 
 
（1）実験１の研究方法について示す。 
細胞培養に関して、細胞は、不死化 hMSC を使用した。不死化 hMSC を 100 mm 径のポリスチレ

ン培養皿に 5,000 cells/cm2の密度で播種し、細胞増殖培地を用いて、37 ℃、5% CO２気相条件
下で培養した。培地交換は 2、3日毎に行った。実験には 2～3回継代した細胞を用いた。 
軟骨分化誘導では、高密度培養の可能なペレット培養法を採用した。不死化 hMSC を 90%コン

フルエントにまで細胞増殖培地にて増殖させた後、15 ml 遠沈管 1 本あたり 2.5 × 105個ずつ
細胞を分け、軟骨分化培地を添加し、細胞を分散させることなく培養した。培地には、10 ng/ml 
TGF-β3、100 ng/ml IGF-1、50 ng/ml BMP-2 を単独、あるいは 2因子の組合せとして添加した。
コラーゲンは、Ⅰ型及びⅡ型コラーゲン溶液を最終濃度 100 µg/mlとなるように培地に添加し
て用いた。2、3日毎に培地交換を行い、培養期間は 28 日とした。 
軟骨分化の判定では、主に軟骨分化マーカー（Ｉ型及びⅡ型コラーゲン、アグリカン）の発

現を、リアルタイム PCR 法にて分析することにより行った。リアルタイム PCR において、軟骨
特有の細胞外基質であるⅡ型コラーゲン及びアグリカンの発現が、control 群と比較して、有
意に高値であった場合に、軟骨に分化したものと判定した。軟骨と判定された群の内、それら
が硝子軟骨、線維軟骨どちらに分化するかの判定については、溝口の報告を参考にした。溝口
は、下顎頭軟骨各層はⅠ型及びⅡ型コラーゲンの分布に違いがみられ、表層の線維軟骨はⅠ型
コラーゲンが多く分布し、深層の硝子軟骨にはⅡ型コラーゲンが多く分布すると述べている。
よって、Ⅱ型コラーゲン／Ⅰ型コラーゲン比（col2/col1 比）が高値であれば硝子軟骨に分化
したものと判定し、低値であれば線維軟骨に分化したものと判定した。統計処理について、リ
アルタイム PCR のデータに関して、多重比較検定（Bonferroni 法）を行い、有意水準 5%以下を
有意な差があるものと判定した。 
 
（2）実験 2の研究方法について示す。 
細胞培養、軟骨分化に関しては実験 1と同様である。実験 1で得られた、最も線維軟骨及び

硝子軟骨に分化する条件で本実験を行った。線維軟骨-硝子軟骨複合体の構築には、3次元プリ
ンターで作製された箱状の鋳型を用いて、それぞれの軟骨同士を密着させて結合させる手法を
採用した。使用したプリンターは、熱融解型 3次元プリンターで、材料は加工が容易であり、
形状再現性が高く、また培養皿と同じ成分であるポリスチレンを使用した。鋳型の形状デザイ
ンを図 1 に示す。鋳型は、12 穴プレート（Corning)の各 well 内に収まるよう縦横 15 mm の正
方形、高さ 5 mm のブロック状とした。その中心に縦 1.0 mm、横 2.5 mm、高さ 1.0 mm のくぼみ
を形成し、そのくぼみに 2つの細胞ペレットを並べられるようにした。また、鋳型の内部を培
地が循環できるように、空隙率設定を 50％として、多孔質性の鋳型をプリンティングした。硝



子軟骨及び線維軟骨を、それぞれの遠沈管で培養開始し、14日後に線維軟骨様ペレット及び硝
子軟骨様ペレットの 1個ずつを 3Dプリンターで作製した鋳型内に密着させて配置し、軟骨分化
培地（10 ng/ml TGF-3 を含むが、IGF-1、BMP-2、Ⅱ型コラーゲンは含まない）中、12穴プレ
ート内でさらに 14日間（全培養期間 28日）培養した。培養終了後、パラフィン包埋を行い、
厚さ 5 µmの切片を作製して、H-E 染色、トルイジンブルー染色、免疫染色を行った。免疫染色
では、Ⅰ型及びⅡ型コラーゲン抗体を使用した後、白黒二階調化した画像を取得した。得られ
た画像について画像解析ソフトウェア（Image J）を用いて、ペレット全体の色調の濃淡を数値
化し、平均値を求めた。統計処理には、Student-t 検定を行い、有意水準 5%以下を有意な差が
あるものと判定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 
 
４．研究成果 
 
（1）実験 1  
 リアルタイム PCR 分析の結果を図 2 に示す。図 2A から分かるように、TGF 群、BMP 群、IGF
群、TI（TGF+IGF）群、TB（TGF+BMP）群におけるⅡ型コラーゲン mRNA の発現量は、control 群
のそれと比較して、有意に高かった。特に TI 群、TB 群に関しては高度に有意であった。Ⅰ型
コラーゲン mRNA の発現量は（図 2B）、全ての群で control 群より有意に高値を示した。アグリ
カン mRNA の発現量について（図 2C）、TGF 群、TI群、TB 群では、control 群と比較して有意に
多かった。 
 以上の実験結果から、TGF 群、TI群、TB群では、control 群と比較して、軟骨の分化が最も
進行したものと判断した。 
 これらの 3群について col2/col1 比をとると（図 2D）、TGF 群と比較して TI群で値が大きく、
TB 群では値が低かった。すなわち、TI 群が硝子軟骨への分化に適しており、一方、TB 群は線
維軟骨の分化に適した条件であると考えられる。 
TI 群及び TB 群にⅠ型及びⅡ型コラーゲンを追加して、ペレット培養した後のリアルタイム

PCR 分析の結果を図 3 に示す。Ⅱ型コラーゲン mRNA 発現量（図 3A）に関して、TB にⅡ型コラ
ーゲンを添加した TBcol2 群では、TB 群と比較して有意に低値であったが、その他のⅠ型及び
Ⅱ型コラーゲンを添加した群は、control 群と比較して有意差は認められなかった。Ⅰ型コラ
ーゲン mRNA の発現量（図 3B）に関して、Ⅰ型、Ⅱ型を問わずコラーゲンを添加した群では、
control 群に比べ有意に値が低下していた。特に control 群とⅡ型コラーゲンを添加した群の
間で高度な有意差が見られた。アグリカン mRNA の発現（図 3C）について、Ⅰ型、Ⅱ型コラー
ゲンを添加したものは control 群に比べて上昇傾向にあったが、それらの間には有意差はみら
れなかった。Ⅱ型コラーゲン／Ⅰ型コラーゲン発現比（col2/col1 比）に関しては（図 3D）、コ
ラーゲンを添加して軟骨分化培養を行った群で上昇する傾向にあり、特にⅡ型コラーゲンを添
加したものは、control 群と比較し有意に値が上昇していた。 
 実験 1で調べた全ての群の中で、最も col2/col1 比の値が高値を示したのは、TGF-3 と IGF-1
にⅡ型コラーゲンを添加した TIcol2 群、逆に低値を示したのは、TGF-3 + BMP-2 のみでコラ
ーゲン無添加の TB 群であった。 
（2）実験 2 
実験２では、最初の 14 日間の培養で不死化 hMSC を硝子軟骨様ペレットと線維軟骨様ペレッ

トに分化させ、さらに 14日間、これらを密着した状態で培養して結合させる方法を選択した。
また、密着培養時の軟骨分化培地に添加する成長因子は TGF-β3のみとした。 
H-E 染色の結果を図 4A に示す。図からわかるように、ペレット同士が結合して一体化している
像が認められた。またトルイジンブルー染色(図 4B)により両方のペレットで陽性反応すなわち
軟骨分化が認められた。Ⅰ型及びⅡ型コラーゲンの免疫染色の結果をそれぞれ図 4C 及び図 4D
に示す。コラーゲンの分布を半定量的に評価するため、二階調化した画像において、各々のペ
レット全体の色調の濃淡を数値化し、平均値を求めた。 
図 5A から分かるように、Ⅰ型コラーゲン抗体の反応性は、線維軟骨様ペレットと硝子軟骨様ペ
レットとの間に有意差がみられ、線維軟骨様ペレットの方が有意に高かった。一方、図 5B に示
されるように、Ⅱ型コラーゲン抗体の反応性は、硝子軟骨様ペレットにおいて高い値を示した。
ただし、それらの間には有意差は認められなかった。硝子軟骨分化条件の中にⅡ型コラーゲン
が含まれるが、添加したⅡ型コラーゲンは微量のため免疫染色の結果に影響を及ぼさないもの
と考えられる。 



 
 
 
 
 
                   
 
 
 
 
 
                     
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      

 
 
 
結論として hMSC から、線維軟骨及び硝子軟骨の分化誘導に、効果的な細胞成長因子とコラーゲ
ンの組み合わせについて検討した結果、TGF-β3 と BMP-2 の添加が線維軟骨の分化に有効であ
り、TGF-β3 と IGF-1 にⅡ型コラーゲンを添加することが硝子軟骨の分化に有効であることが
わかった。また、これらの条件で培養したペレットを密着培養することにより、硝子軟骨と線
維軟骨から成る顎関節軟骨に類似した構造を構築できる可能性が示唆された。 
今後はこれらの複合物を生体内に移植して失われた組織を修復できるかを試していく予定であ
る。 
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