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研究成果の概要（和文）：半月板損傷に伴う切除後欠損に対する新たな治療手段の模索のため、高静水圧印加処
理を用いた脱細胞化半月板の作製を世界で初めて行った。本研究では、凍結融解処理後半月板と脱細胞化半月板
を組織学的、生化学的、生体力学的、および免疫学的観点から比較検証を行った。高静水圧印加処理を用いた脱
細胞化半月板は、機械的強度に関しては若干劣るものの、移植後の免疫反応に関しては優位であった。以上よ
り、高静水圧印加処理脱細胞化半月板は、凍結融解同種半月板移植に代わる可能性を有する。

研究成果の概要（英文）：We decellularized menisci using high hydrostatic pressure (HHP) and compared
 the decellularized menisci with freeze-thawed menisci in vitro and in vivo. Decellularization of 
meniscus was confirmed by histological and biochemical analyses. The compression strength of the 
HHP-decellularized menisci slightly decreased compared with freeze-thawed menisci. After 
implantation, the numbers of immune cells were significantly lower around the HHP-treated menisci 
than around the freeze-thawed menisci. Recellularization of the HHP-decellularized menisci was 
confirmed.

研究分野：整形外科学

キーワード： 移植・再生医療　再生医学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦で制限されている同種半月板移植に代わる新たな半月板欠損に対する治療法の構築

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
変形性膝関節症は主に加齢により関節軟骨が摩耗し、疼痛を生じる病態であり、国内に 2500万
人罹患している。半月板は膝関節内にある三日月状の線維軟骨であり、クッションの機能を有す
る。近年、変形性膝関節症の進行は半月板の変性・摩耗・機能低下が主要な要因になっているこ
とが明らかになりつつある。移植用の半月板組織は欧米で市販されているが、抗原性の残存、力
学的強度低下、ドナー不足等の問題を有する。岸田晶夫が開発した高静水圧処理脱細胞化により、
力学的強度を保ったまま抗原性を除去する組織作成が可能になる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒトとサイズが同等のピッグの半月板を高静水圧処理脱細胞化することにより、脱
細胞化ピッグ半月板移植が同種半月板の代替になるかを検討する。高静水圧処理脱細胞化組織
の初めての製品化を目指すものであり、血管、心臓、角膜、皮膚、骨等の他の組織への発展がさ
らに期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
本学および協力施設の倫理委員会の承認を得て本研究を行った。 
新鮮ブタ膝内側半月板を用いた。脱細胞群は 30 度、1000MPa で高圧処理を 10 分間施行後、DNase
含有溶液で 3 日間の核酸除去処理を 37 度で施行した。凍結融解群は半月板を-80 度で冷凍後、
37 度で温浴し融解した。未処理半月板を正常群とした。 
 
(1) 組織学的には HE染色、DAPI 染色、サフラニン-O染色およびピクロシリウスレッド染色を評 
価した。 
 
(2) 生化学的には dsDNA とグリコサミノグリカン(以下 GAG)およびコラーゲンの含有量を定量し 
た。 
 
(3) 生体力学的には中節から径 8mm の円柱を作製し、10%ひずみ（生理的な圧縮）および 20%ひず 
み（過負荷時の圧縮）時の圧縮応力、繰り返し圧縮後の 20%ひずみでの圧縮応力を測定し、各群
の応力緩和に関しても検証した(N=6)。 
 
(4)生体適合性についてはブタの背部皮下に脱細胞化半月板および凍結融解半月板を移植し、移
植後 3、14、28 日で組織を採取し、異物巨細胞の数により拒絶反応についての評価を行った（N=5）。 
 
(5)再細胞化に関しては、ブタ背部皮下に移植した脱細胞化半月板へのレシピエントの細胞侵入
に関してその細胞数および深さに関して経時的に評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 脱細胞群（HHP 後 3日間または 7日間の核酸除去処理を行った群）では HE 染色像および DAPI 
染色で核を認めなかった。サフラニン-O 染色像では未処理群と比較し他のすべての群で染色性
の低下傾向を認め、HHP 後 3 日間の DNase 洗浄を加えた群で有意にサフラニン-O 染色面積が低
下した。ピクロシリウスレッド染色では各群で染色性の
変化は認めなかった。 
 
(2) 脱細胞群のdsDNA重量はHHP後 3日間のDNase洗浄 
を加えた群で 4.9±0.8ng/mg、HHP 後 7 日間の DNase 洗
浄を加えた群で 2.9±0.3 ng/mg であり、正常群、凍結
融解群と比較し有意に減少した（図 1,P<0.05）。 
 
(3)GAG の定量では凍結融解群と同等であったが、DNase
による洗浄期間に従って GAG の減少傾向を認め、HHP 後
7日間のDNase洗浄を加えた群では正常群と比較して有
意な低下を認めた。 
 
(4)コラーゲンの定量では、凍結融解群と比較し、 
HHP 後 7日間の DNase 洗浄を行った群で有意に低下 
した。 

図 1 DNA 定量の結果 



以上の結果から、以下の実験は HHP 後 3日間の DNase 
洗浄を行った群を脱細胞群として実験を行った。 
 
(5)10%ひずみでの圧縮応力は 3群間で有意差を認め 
なかった（図 2）が、20%ひずみでの圧縮応力や 50回繰り
返し圧縮後の 20%ひずみでの圧縮応力は脱細胞群で正常
群、凍結融解群と比較し有意に低下した。応力緩和に関し
ても正常群と比較し、脱細胞群で有意に低下したが凍結融
解群との比較では有意差を認めなかった。 
 
(6)生体適合性に関しての実験では、異物巨細胞の数は 
移植後 3日、14 日、28日のすべての日時で脱細胞群の 
ほうが凍結融解群より有意に少なかった。 
再細胞化に関しては、細胞数および細胞侵入の深さの 
いずれに関しても経時的に増加傾向にあり、移植後 
28 日では 3日と比較し有意に増加した。 
 
 
 
 
 
 

図２ 圧縮応力の結果  
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