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研究成果の概要：顎顔面領域において、より機能的で形態的にも優れた再生軟骨移植法を確立

するため、再生組織の変形や形成不全の原因となる移植後組織反応を解析した。耳介軟骨細胞

とポリ乳酸足場素材で構築される再生軟骨を、免疫不全マウスや遺伝子改変マウスの皮下へ移

植し、組織学的、生化学的に検討を行った。足場素材のみを移植した場合と比較し、再生軟骨

では惹起される組織反応が低く、移植された軟骨細胞が積極的に免疫反応に関与することによ

り再生軟骨の成熟に貢献している可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
口腔外科臨床において、口唇口蓋裂を始め
とする先天異常、外傷や腫瘍切除後に生じる
組織欠損を補う再建術として、従来から自家
組織移植や人工材料の充填が行われてきた。
これらの手術法は、安定した治療実績を持つ
優れた方法ではあるが、自家組織移植では、
組織採取部位に新たな組織欠損や瘢痕を生
じ、また人工材料の移植においても、感染や
異物反応による人工物の吸収、露出など、長
期的予後への不安を有する。このような問題
点を克服する新しい技術開発への期待が高
まるなか、近年、低侵襲でより安定した組織
再建を実現する方法として、組織再生医療が

脚光を浴びている。 
軟骨再生医療は、再生医療の中でも比較的
臨床応用が進んでいる領域で、主に軟骨細胞
を主体とした移植法が臨床応用されている。
この移植法は、自己細胞を利用するため免疫
反応や感染症が問題となりにくい一方、形態
付与や強度の確保が困難であり、適応が部分
的軟骨欠損に限られる。力学的形態的に優れ
た再生軟骨移植を実現するためには、軟骨細
胞に多孔性足場素材の併用が望まれるが、足
場素材に対する過剰な組織反応は再生組織
の成熟を阻害する可能性もあるため、組織反
応に関する詳細な検討が必要である。 
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２．研究の目的 
生分解性足場素材を含有する再生軟骨組
織における組織反応を解明する一助として、
PLLA足場素材と軟骨細胞で構築される再生
軟骨組織をマウス皮下へ移植し、組織反応の
生物学的機序を解明すると共に、得られた情
報を足場素材の素材や構造の設計に反映さ
せ、生体親和性に優れた再生軟骨移植の実現
を目指す。 
 
３．研究の方法 
ヒト耳介軟骨細胞とポリ乳酸（PLLA）多孔
性足場素材で構築されるインプラント再生
軟骨をヌードマウスの皮下へ移植し、一定期
間後に移植片を摘出し、移植片中の炎症反応
を組織学的、生化学的に評価した。移植する
再生軟骨の種類として、１％アテロコラーゲ
ンゲル200μlに縣濁したヒト耳介軟骨細胞2 
x 107 cellを PLLA足場素材(4 x 4 x 3 mm)
に浸透させた群（PLLA/cell/gel, n=9）の他
に、コントロール群として、DMEMに縣濁した
ヒト耳介軟骨細胞2 x 107 cellをPLLAに浸
透させた群（PLLA/cell, n=9）、DMEMをPLLA
に浸透させた群（PLLA, n=9）の 3群で実験
を行った。移植対象としてヌードマウスを利
用した場合、Ｔ細胞系を介した免疫反応に乏
しく、再生軟骨移植に伴う移植組織ならびに
周囲の組織反応に関して得られる情報に制
限がある。そこで次に、純系マウス(C57BL/J)
の耳介軟骨から軟骨細胞を効率よく採取す
る実験系を確立し、その細胞を用いてマウス
再生軟骨を作製後、同じ遺伝子型(C57BL/J)
を持つ別個体のマウスへ移植した。移植後経
時的に移植片ならびに周囲組織を摘出し、組
織反応の評価を行った。さらに、EGFP遺伝子
導入マウス（C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01- 
FM131Osb, グリーンマウス）を上記マウス自
家移植実験のdonorあるいはrecipientとし
て利用し、donor-recipientの相互作用を経
時的に追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト再生耳介軟骨の生体親和性に関す
る検討 
摘出した再生組織のトルイジンブルー染
色において、PLLA/cell/gel群では、経時的
にメタクロマジーの増強を認め、移植後8週
では強いメタクロマジーを示す良好な再生
軟骨が広範に観察された。PLLA/cell群では、
移植された軟骨細胞の保持力が減少するた
め、移植組織における再生軟骨の割合が減少
し、メタクロマジーを示す再生軟骨が島状に
散見された。PLLA群では、再生軟骨は見られ
なかった。（Fig. 1） 
また、ヒト再生軟骨組織を移植した群では、
PLLAのみを移植した群に比較し、移植後2週
で、組織ヘモグロビン量や炎症性サイトカイ

ンIL-1E量が低下していた。(Fig. 2) 
 
 
 
 
 
 

抗F4/80抗体を用いた免疫組織化学染色に
おいて、移植後8週のPLLA群のPLLA周囲に
は多核巨細胞やマクロファージの集積が観
察された一方、再生軟骨群では再生軟骨が
PLLAに接して形成されていた。(Fig. 3) 
 
 

 

Fig. 1 再生軟骨組織のトルイジンブルー染色 

＊＊: P<0.01, ＊: P<0.05, vs PLLA  

Fig. 2 再生組織における炎症関連物質の定量 
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Fig. 3 マクロファージの免疫組織化学的局在 
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Fig. 5 移植組織内において再生軟骨とhost由来細胞が
占める面積の変化  

(2) マウス再生耳介軟骨の自家移植におけ
る検討法の確立 
ヌードマウスはT細胞系を介した免疫反応
に乏しく、再生軟骨移植に伴う組織反応に関
して得られる情報に制限がある。そこで次に、
純系マウス(C57BL/J)の耳介軟骨から軟骨細
胞を効率よく採取する方法を検討した。その
結果、マウス耳介組織を 0.15%コラゲナーゼ
溶液で処理（37℃、8時間）することにより、
効率よく耳介軟骨細胞を得ることが可能と
なった。さらに得られた細胞を用いてマウス
再生軟骨を作製した後、同じ遺伝子型を持つ
別個体のマウスへ自家移植する実験系を確
立した。（Fig. 4） 
 

(3) EGFP遺伝子導入マウスを用いた
Donor-Recipient相互反応の細胞学的追跡 
再生軟骨移植に伴う組織反応をより詳細
に解明するため、C57BL/6Jマウス耳介軟骨細
胞とポリ乳酸（PLLA）足場素材を用いて作製
した再生軟骨組織を EGFP遺伝子導入マウス
背部皮下へ同系移植した。摘出した移植片を
蛍光顕微鏡下で観察し、donorと recipient
由来の細胞を EGFPの傾向を指標として経時
的に追跡した。 
移植後１週でdonor由来細胞と散在性に混
在していたrecipient由来細胞は、移植後 2
週にはdonor由来細胞で形成される集落の周
辺に偏在する傾向を示し、更に移植後8週の
成熟した再生軟骨組織では、非軟骨領域にの
みに局在が確認された。また、軟骨細胞を含
有しない PLLA足場素材のみを移植した場合
には、細胞を含有する再生軟骨組織と比較し、
recipient由来細胞が移植片により多く侵入
していることが明らかとなり、再生組織に含
まれる軟骨細胞が組織反応の抑制に貢献し
ている可能性が示唆された。 
移植組織内において再生軟骨と recipient
由来細胞が占める面積の変化を評価したと
ころ、再生軟骨が占める割合は経時的に増加
し、8週以降プラトーに達した。Recipient
由来細胞は、移植後急激に増加する一方、２
週以降徐々に減少する傾向を示した。移植直
後から 2週に、移植組織内で多くの host由
来細胞がdonor細胞と混在することが明らか
となった。（Fig.5） 
 

 
 

(4) Donor-Recipient相互反応を最適化する
足場素材の設計と評価 
Donorとrecipientの相互反応を最適化する
足場素材を検討した。乳酸とグリコール酸と
の共重合体（PLGA）の足場素材と比較し、PLLA
足場素材を用いた再生軟骨では移植後2週に
おける組織ヘモグロビン量や炎症性サイト
カイン量が有意に低くなっており、組織反応
が惹起されにくい特性を有することが示唆
された。 
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