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研究成果の概要（和文）： 
我々は細胞だけで立体構造体を作成し、損傷した組織に直接移植を可能とするセルデリバリー
システムを開発した。あわせて、任意の形状・曲面をもった生体材料の表面に厚みをもった細
胞層をコーティングする技術も開発しており、今回、骨に穏やかに吸収・置換されるトリ燐酸
系の素材と組み合わせることにより、すべて自分自身の組織に置き換わる細胞ベースの人工関
節の開発を行うことを目的として、本研究をおこなった。3 次元スキャナを用いて、家兎大腿
骨遠位関節面の形状をスキャンし、３D データを得た。このデータを PC 上の CAD ソフトウ
ェア上で解析を行い、いくつかのデザインパターンを作成し、これをネガティブ化した形状の
モールドを作成した。家兎から採取した未分化間葉系幹細胞を増殖させ、作成した３D テンプ
レートであるα―TCP にコーティングを行い、そのまま CO2 インキュベーターで、培養を行
った。おおよそ１カ月程度で想定した形状の厚みをもった細胞層がコーティングされた細胞+
α―TCP の細胞構造体が得られた。しかし、未分化な幹細胞のみから形成されているため、こ
の細胞+α―TCP の細胞構造体は、扱いが難しく、脆弱であるため、細胞層の脱落や、TCP の
ひび割れなど、動物実験に持ち込むにはいくつかの改善が必要であると思われた。おそらく、
幹細胞が未分化なため、細胞外マトリクスがほとんどないため、細胞層の強度が全くないこと
と、細胞と培養液の交通性を高めるために設けた TCP 内の微細孔の形状に問題があると予想
した。そのため、最終年度はバイオリアクターを自作し、細胞単独層に培養液が循環できるシ
ステムで培養したところ、従来に比べて大幅に強度が増した。今後早期の臨床応用が期待され
る。   
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  
Articular cartilage has poor capability of healing when damaged. Yet, there have been 
various attempts for cartilage regeneration, there still no ideal treatments were 
established. 
Current major treatment for damage joints are replacing the damaged joints to metal 
based artificial joint replacement. 
The purpose of the study is to develop a cell based artificial joint for entire cartilage surface 
regeneration by using our scaffold-free-cell-construct-building technology. 
With use of rabbit mesenchymal stem cell, we build thick curved cell only layer by 3mm 
thickness on the pre-3D-desinged Alfa-TCP construct. 
The pilot transplantation showed good and supportive result. 
Though it requires some optimizations, this approach is promising for joint regeneration.   
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研究分野：医歯薬 
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１．研究開始当初の背景 

近年、失われた・損傷した臓器の機能再
生を目的として、体外で増殖させた細胞を患
部に移植する方法が盛んに研究され、一部で
は臨床応用されている。特に関節軟骨は一度
損傷すると自己修復する能力が乏しいため、
軟骨細胞や間葉系幹細胞を用いた細胞移植
の試みが数多くなされている。 
 すでに、細胞ベースの人工関節を研究して
いるグループは複数存在する。しかし、我々
の渉猟し得た範囲の中では、１．薄い細胞層 
の人工関節か、２． 細胞にポリマーやコラ
ーゲンなどの生体吸収性材料を混合したも
のによって厚みを持たせた人工関節 しか
存在しない。 
 関節軟骨は血管をもたない特殊な組織で
あるため、１．の薄い細胞層では体内に移植
しても正常の軟骨の厚みが得られるとは考
えがたく、２の生体吸収性材料もほとんど吸
収されることなく、素材の安全性などの問題
がつきまとう。 
 
２．研究の目的 
我々は細胞だけで十分な厚みをもった細

胞構造体を作成することに成功しており、こ
の技術を応用し、広範囲の関節軟骨の再生を
行う十分な厚みを持った細胞ベースの人工
関節の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
細胞ベースの人工関節の開発及び、形状のデ
ザインの検討  
我々はすでに、任意の形状の素材の表面に、
厚みを持った細胞層をコーティングする技
術を確立している。今回はその実証実験とし

て、間葉系幹細胞だけを用いて、ヒト正常軟
骨と同等の厚み（５mm 以上）を持った細胞層
と、骨に穏やかに吸収・置換されるアパタイ
ト系の素材（α－トリリン酸カルシウム）と
組み合わせることにより、すべて自分自身の
組織に置き換わる細胞ベースの人工関節の
開発を行う。あわせて、既存の人工関節と同
等の形状が望ましいのか、独自のデザインが
望ましいのか検討した。具体的には 3次元ス
キャナを用いて、家兎大腿骨遠位関節面の形
状をスキャンし、３Dデータ化しこのデータ
を PC上の CAD ソフトウェア上で解析を行い、
最適な形状のモールドを作成した。 
 

このモールドデータに基づきラピッド・プ
ロトタイピングシステムを利用して実際の
鋳型を作成した。これにα―トリリン酸カル
シウムを流し込むことにより、任意の形状の
土台が作成できた。この土台に各種軟骨系の
細胞をコーティングし、実際の移植に耐えら
れるかの評価を行った。 

３D データをもとにモールドを作成 



①未分化間葉系幹細胞を用いた細胞ベース
の人工関節の開発  骨髄から採取した未
分化な間葉系幹細胞を用いて、細胞だけから
なる細胞層を作成する。これを土台となるα
－トリリン酸カルシウムの上に、５ｍｍ程度
の厚みをもたせてコーティングする。 
② 間葉系幹細胞を軟骨に分化誘導した、細
胞ベースの人工関節の開発 前述の①の細
胞層は、コラーゲンなどのタンパク質が乏し
く、移植後の体内で、細胞のタンパク産生と
共に強度が増していくため、手術後から正常
な軟骨になるまでの時間がかかる。このため、
移植前から正常に近い強度を有するよう、培
養細胞に成長因子や機械的刺激をあたえ幹
細胞を軟骨に分化誘導を試みた。 
特に土台の部分であるα―TCP と細胞層との
インターフェースには培養液などの栄養が
届きにくいと考えられるため、passive な培
養液の拡散のみならす、シリンジポンプをも
ちいた active な培養液の供給を検討した。 

  

 
③正常軟骨に近い細胞ベースの人工関節の
開発 
各種培養条件を調整することにより正常軟
骨に近い力学特性をもった人工関節の開発
をめざす。具体的には②で得られた成果を元
にして、培養中に力学的負荷を細胞層にあた
え、細胞外マトリックスの増加を試みる。想
定している力学的負荷には静水圧負荷装置
や超音波刺激装置を検討している。とくに、
超音波刺激装置は骨折の治癒を促進するこ
とが広く知られており、実際の臨床の現場に
導入されていることから、培養中の軟骨組織
にも細胞外マトリックスの産生促進効果が
期待できる。さらに超音波は非接触で刺激で
きる点からもクリーン性が求められる細胞
培養や再生医療にてきした手法であると期
待している。 
 
 
④家兎を用いた動物実験 
上記のデータを踏まえ、実際の動物実験を

行う。動物から採取した骨髄由来間葉系幹細
胞を大量培養し、細胞ベースの膝置換型人工
関節を作成した。一定の期間培養後、動物へ
人工関節置換術を行う。移植直後の細胞層は
非常に脆弱であったため、細胞が生着すると
予想されるまでの期間＝手術後 3週間程度は、        
簡易型創外固定を自作しさらに膝関節へギ
ブス固定を行った。約半年後に移植サンプル
を回収し肉眼的評価および、組織学的評価を
行った。 
 

 
４．研究成果 
 ①の未分化間葉系幹細胞＋α-TCP 複合体
を家兎の大腿骨膝関節面に自家細胞移植を
行ったところ、細胞層が非常に脆弱であった
ため移植の途中で一部分の細胞層の脱落が
みられた。しかし、移植後約半年にサンプル
を回収したところ、残存した細胞層はほぼ移
植直後の形態をとどめており、我々の仮説が
ほぼ実証された。 



② ①の未分化間葉系幹細胞構造体は、細胞
外マトリックスのほとんど乏しいため、力学
的強度が全くない。そのため移植時のハンド
リングが非常に困難であることが改めて認
識された。これらを解決するため、細胞だけ
の構造体の力学的強度を培養中に増加させ
る手法を検討し、前述のシリンジポンプを用
いた Tiadl Culture システム化において軟骨
細胞からなる細胞構造体＋α-TCP 複合体を
アスコルビン酸添加下で培養した。 
その結果比較的強度をもった細胞構造体が
得られたため、島津製作所製の圧縮試験器に
より強度測定を行った。 
 その結果、正常の軟骨には及ばないが、あ
る程度の復元力を持った力学的強度を有す
ることが判明した。（図中 赤丸） 

 
さらなる培養条件や手術手法の改善などが
必要であるが、我々の基本コンセプトが正し
いことがわかり、将来の実用化が期待される。 
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