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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト脂肪由来間葉系幹細胞を含んだコラーゲン主体のインプラントの造
形技術の開発を行った。主に軟骨組織への応用を検討したが、ヒト脂肪由来間葉系幹細胞そのものを用いるよ
り、一定程度軟骨細胞に分化誘導してから用いる方が、より良好な軟骨組織を形成することが分かった。これら
の組織を実験動物の関節内に移植したところ、良質な軟骨を維持できることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we have developed a technique to make an implant which
 consists of collagen and human adipose-derived stem cells. First, we mainly examined optimal 
conditions for cartilage regeneration. Various in vitro experiments suggested that human 
adipose-derived stem cells should be used after chondrocyte differentiation by chondrogenic 
cytokines such as BMP-2 and TGF-beta1. These implants could form cartilage tissues in animal 
transplantation experiments.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 整形外科学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨、軟骨の欠損は骨折などの外傷や変形性関節症、感染症などにより引き起こされ、治療が困難になる場合も珍
しくない。軟骨欠損に対しては、自家軟骨細胞から造形した軟骨組織が保険収載されているが、関節鏡視下での
細胞採取の侵襲を要し、また移植に際しては欠損部に合わせた形状の細工を術中に行う必要があり、欠損部に精
密に整合させることも困難である。脂肪組織は局所麻酔下に皮下から容易に採取でき、豊富に間葉系幹細胞を含
むことが知られている。本研究は低侵襲で簡便に軟骨移植用インプラントを造形することを可能にするものと期
待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
骨、軟骨の欠損は骨折などの外傷や変形性関節症、感染症などにより引き起こされ、その結果重
大な生活の質の低下を招く。現状では、手術を要する大きな骨欠損に対しては第一に自家骨移植
が行われるが、自家骨を採取する際には当然ながら健常な骨を犠牲にする必要があり、よって採
取できる量にも限界がある。代替のマテリアルとして、ハイドロキシアパタイトやβ-TCP など
の人工骨のブロックや粉末などが用いられているが、骨形成のための細胞の足場とある程度の
初期強度を付与することはできても、移植量が大きくなると良好な骨癒合が得られにくく、欠損
部に合わせた造形も困難で、また術後長期にリモデリングされず、本来の骨強度に到達しえない
ことも少なくない。軟骨欠損に対しては、自家軟骨細胞から造形した軟骨組織が保険収載されて
いるが、関節鏡視下での細胞採取の侵襲を要し、また移植に際しては欠損部に合わせた形状の細
工を術中に行う必要があり、欠損部に精密に整合させることも困難である。軟骨欠損に対する臨
床試験としては間葉系幹細胞を用いた再生医療も盛んに行われており、体外で培養・増幅した滑
膜由来幹細胞を関節鏡視下に欠損部に充填する方法などは良好な成績を示しているが、滑膜組
織を採取するための外科的処置は避けられない。軟骨については上記の人工骨のような実用化
されたマテリアルは存在せず、関節近傍の外傷で骨軟骨が複合欠損した場合などの機能再建は
極めて困難となる。 
 一方、自家組織・細胞と人工マテリアルの中間的な存在として、他家骨移植がある。国内では
その応用は限定的であるものの、脱細胞化した骨組織を移植すると人工骨より早く骨癒合がみ
られる。また最近の報告で、骨格成長後にマウスの関節で軟骨細胞を死滅させても基質に変性は
生じず、逆に変形性関節症が抑制されることが分かった。成体では、無細胞でも生理的な骨基質
さえあれば早くに細胞が遊走・生着して自己組織化すること、関節軟骨の場合はその維持に細胞
はさほど必要ではないことが想定され、骨・軟骨とも欠損部の修復には生理的な基質さえあれば
事足りる可能性が十分考えられる。 
  
２．研究の目的 
 今回我々は、コラーゲンを人工合成・重合する技術を開発し、3D プリンターでオーダーメイ
ドに造形する技術を世界に先駆けて開発した。コラーゲンは骨や軟骨の基質の主成分であり、
CT、MRI 画像を基にオーダーメイドで骨、軟骨欠損に合わせた組織片を造形することができる。
我々は細胞毒性がなく生体親和性が高く、骨・軟骨にそれぞれ特有の細胞外基質を模倣する材料
を用い、かつ欠損部を事前に再構築した形状で移植することで、理想的な骨軟骨再生が実現でき
るのではないかと考えた。複数種のコラーゲンを用い患者毎の骨・軟骨欠損部に合わせたオーダ
ーメイドインプラントを作成する方法は国内外で報告がない。本研究は、骨・軟骨欠損の再生治
療法を創出し、これまでに無い骨軟骨欠損の治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ①コラーゲンインプラントの力学試験、②コラーゲンインプラント内での組織幹細胞の生着、
増殖能、分化能の評価(in vitro, in vivo)、③家兎骨・軟骨欠損モデルを用いたコラーゲンイ
ンプラントの移植実験、を実施した。 
①コラーゲンインプラントの力学強度の至適条件の決定 
コラーゲンの濃度を変えてインプラントを作成し、力学負荷試験を行って至適な力学特性を決
定する。これらの検討で十分な力学強度が担保できない場合には、インプラント作成後にコラー
ゲン架橋等の化学処理を施し力学強度の増強を検討する。 
②コラーゲンインプラント内での組織幹細胞の生着、増殖能、分化能の評価(in vitro, in 
vivo) ：これらの合成コラーゲン自体の生体安全性はヌードマウスを用いた実験で確認済みで
あるが、内部に細胞を包埋する検討は行っておらず、組織幹細胞を用いて基礎検討を行う。先述
①で条件検討したコラーゲンインプラント内にヒト脂肪組織幹細胞を 3D プリンター下に配置す
る。組織幹細胞を含有したインプラントを Dish 上で培養し、in vitro での細胞生着、増殖能、
分化能、基質産生能を評価する。分化能は骨分化マーカーとして RUNX2, OSX, COL1A1, オステ
オポンチン, オステオカルシンを、軟骨分化マーカーとして SOX9, COL2A1, Aggrecan（アグリ
カン）の発現を調べる。基質産生能として免疫染色でインプラント内の骨基質(COL1A1, オステ
オポンチン, オステオカルシン)および軟骨基質(COL2A1, Aggrecan)の蛋白発現を調べる。また、
十分な分化が得られない場合には、骨分化もしくは軟骨分化を誘導する成長因子や化合物をイ
ンプラント内に含有させ、至適条件を決定する。 
③家兎軟骨欠損モデルを用いたコラーゲンインプラントの移植実験：家兎大腿骨滑車軟骨欠損
モデルを用いる。骨格が成熟した家兎を用い、大腿骨滑車軟骨に欠損を作成する。3D プリンタ



ーで作成したコラーゲンインプラントを欠損部作成 1 週後に移植し、経時的に組織切片を評価
する。 
 
４．研究成果 
 まず I 型コラーゲンを主成分に複数の条件でインプラント作成を行い、力学強度試験を実施
して粗く条件を絞り込んだ。次にゲルの段階で、ヒト脂肪由来間葉系幹細胞を複数の細胞密度で
混合、懸濁し、インプラントを試作した。一般的な細胞培養用培地で器官培養を行ったのちに RNA
を回収し、定量的 PCR によって分化傾向を評価した。通常の培地で培養した限りは、SOX9, COL2A1, 
COL9A1, COL11A2, Aggrecan などの軟骨分化マーカーの劇的な増加はみられず、特徴的な分化を
示すことはなかった。細胞増殖についても、一定数以上の増殖は見られなかった。次に BMP-2、
TGFbeta-1 などを用いてヒト脂肪由来間葉系幹細胞に軟骨分化誘導をかけ、その後に同様の実験
を行い、同様の評価を行った。すると、これらの軟骨分化マーカーについては比較的良好な増加
が認められ、COL1A1, オステオポンチン、オステオカルシン、Runx2, Osterix などの骨分化マ
ーカーについては目立った増加は伴わなかった。組織切片を作成し、各種染色を実施したところ、
軟骨基質の蓄積について確認ができた。これらの条件で作成された組織を、家兎軟骨欠損モデル
（大腿骨滑車軟骨部に欠損を作製）に移植したところ、術後 8週間の時点でサフラニン O陽性の
軟骨様組織が広範囲にみられた。 
 軟骨欠損部、特に荷重部への移植については一定強度の足場素材が付与されることが望まれ
れる。また同素材は半月板治療への応用も期待され、今後の研究課題として検証を進めていきた
い。 
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