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研究成果の概要（和文）： 
単離軟骨細胞をアガロースゲルに播種した再生軟骨組織モデルを用い，関節摺動に伴い組
織に付加される繰り返し圧縮，せん断，摩擦といった力学的刺激が，組織内での物質輸送
や細胞代謝に与える影響を実験的に評価した．その結果を基に，関節軟骨組織がその最表
層部に備えるきわめて洗練された生体潤滑機能が，摺動による力学的刺激に対する適応に
より構築されるプロセスを実験的に検証した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Process and mechanism in the functional adaptation of superficial zone tissue 
structure of articular cartilage to tribological stimulations was explored. A well 
established three dimensional culture system for isolated chondrocytes, 
chondrocyte-agarose construct, was employed as a regenerated cartilage model and 
mechanical stimulations, such as cyclic compression, shear and surface friction, were 
applied to the model to examine their effects on cell metabolisms and the subsequent 
development of functional tissue structure for joint lubrication.  
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１．研究開始当初の背景 

膝や股をはじめとする生体内の可動関節
は，極めて洗練された潤滑機能を有すること
で常に滑らかに摺動し，私たちに様々な運動
機能を与えている．この生体関節に備わる天
賦の潤滑メカニズムについては，これまでも
数多くの研究がなされてきたものの，未だそ
の詳細について議論が続いている． 

研究代表者は，可動関節の摺動面を覆う関
節軟骨の表面に着目し，軟骨表層部の組織構
造と，その潤滑特性について研究を進めてき
た．この中で，正常な軟骨表面はプロテオグ
リカンを主成分とするゲル様表層に覆われ
ており，この表層部構造が優れた低摩擦維持
機能を発揮していることを実験的に明らか
にした．この一連の研究を通し，このような
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関節軟骨組織の持つ機能的表層部構造が，摺
動下の組織表面に生じる，力学的負荷に対す
る生体組織の適応現象により形成された可
能性について着想を得た． 

生体組織は，内部に存在する細胞とその代
謝生成物である細胞外マトリックスにより
形成されている．組織内の細胞は外部から組
織に加わる力学的刺激に応じて細胞外マト
リックスの産生と組織化を制御し，組織構造
を力学的環境に適応させることが知られて
いる．関節軟骨表層部の構造と機能の発現プ
ロセスにも，このような生体組織のリモデリ
ング則が，支配的な作用を及ぼしているのか
もしれない．つまり，摩擦という界面現象に
よる力学的負荷に対し，界面近傍に存在する
細胞が代謝応答し，界面の組織構造を最適化
することで負荷を緩和するという仮説であ
る． 

本研究は，上記の仮説に基づき，関節運動
に適応した潤滑機能が軟骨表面に形成され
るプロセスを解明することを目指すもので
ある． 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，生体関節を構成する要素
のうち，関節面を覆う生体関節軟骨の表面に，
優れた潤滑機能を発揮する機能的組織表層
部構造が形成される構築メカニズムを明ら
かにすることである．これは生体関節潤滑機
構の探求という，いまだ未解決のトライボロ
ジー研究への新たなアプローチである．また
ここで得られる知見は，関節潤滑の破綻を一
因とする変形性関節症等の発症メカニズム
の解明と，その治療法の開発に大きく貢献す
ることが期待される．さらに，再生医療への
貢献も本研究の大きな目標であり，高度な機
能性を有する再生軟骨組織を実現するため
の基礎研究と位置づけられる． 

具体的には，単離軟骨細胞をアガロースゲ
ルに播種した軟骨細胞－アガロース複合体
を再生軟骨組織モデルとし，その表面に関節
運動を模擬した摺動負荷を与えながら培養
する．そして摺動に伴い組織に負荷される力
学パラメータと，組織内部の軟骨細胞による
細胞外マトリックス成分の産生と構造化と
の相関を実験的に検討する．ここでは，組織
内に生じる圧縮ひずみとせん断ひずみを力
学パラメータとし，それによる組織内物質輸
送と細胞外マトリックス成分の産生および
組織化を評価し，軟骨表層部の構造形成と潤
滑機能発現にはたす役割を考察する． 
 
３．研究の方法 

牛中指骨遠位端の軟骨組織から酵素処理
によって単離した軟骨細胞を，アガロース
(Sigma Type VII agarose) 1wt%ゲルに初期
細胞濃度107 cells/mlにて播種し，直径4mm，

厚さ 2.5mmの再生軟骨組織モデルを作製した．
作成した再生軟骨組織モデルの外観を図 1に
示す．このモデル試験片に対し，図 2に示す
二軸負荷培養装置，および図 3に示す摺動負
荷培養装置を用い，関節運動を模擬した力学
的負荷を与えながら，37℃，5%CO2のインキュ
ベータ内にて 3週間にわたる培養実験を行っ
た． 

培養後のモデル試験片内に形成された再
生組織の力学特性に対し，培養中に加えた力
学的負荷が与えた影響を評価するため，培養
1, 8, 15, 22 日目に試験片の圧縮試験を行っ
た．圧縮試験では，円柱形試験片を0.5 mm/min
の速度にて軸方向に 10 %圧縮し，得られた応
力-ひずみ曲線のひずみ 5-10 %の領域から最
小二乗法により求めた回帰直線の傾きより，
接線弾性率を求めた．また，試験片から切り
出した厚さ 1 mm の切片について，その内部
のⅡ型コラーゲン線維およびプロテオグリ
カンの一部を抗体染色法により蛍光標識し，
共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)を用いて形成
された再生組織の形態観察を行った． 

 

図 1 再生軟骨組織モデル外観 
 
研究期間中に実施した各種実験では，主に

以下の 4項目について評価を行った． 
（1）培養に用いる培地に添加するビタミン C
量について，培養後の組織モデルの力学特性
への影響を評価した．ビタミン Cは，軟骨組
織の主要な細胞外マトリックス成分である
コラーゲン線維の合成時に，還元剤として必
要不可欠な役割を果たす．そのため，再生組
織の力学的強度を向上させるには，十分な量
のビタミン Cを培養細胞に与えることが必要
となる．しかし一方で，ビタミン Cは酸化ス
トレスによる細胞毒性も有している．そのた
め，力学的に健全な再生組織を形成するため
には，培地中のビタミン C濃度を最適化する
ことが必要である．ここでは実験結果を基に，
再生軟骨組織モデルの力学的負荷培養実験
に用いる，培地組成の最適化を図った． 
（2）二軸負荷培養装置を用い，繰り返し圧
縮ひずみと往復せん断ひずみの組み合わせ
による力学的負荷を与えながら再生組織モ
デルを培養し，各ひずみ成分の振幅および二
軸ひずみの組み合わせが，再生組織の形成と
その力学特性に与える影響を評価した． 

この二軸負荷培養装置では，直交して配置



 

 

した二つのリニアアクチュエータにより塩
化ビニル製の圧子を駆動することで，培養中
の再生軟骨組織モデルに様々な形態の力学
的負荷を加えることが可能である．ここでは，
圧子を上下動することにより円柱形の試験
片軸方向に 10～15%の圧縮ひずみを与えると
ともに，圧子を試験片表面に対し接線方向に
往復運動させることで，試験片／圧子間の摩
擦により 5％のせん断ひずみを試験片に与え
た．力学的負荷は 1日に 6時間与え，負荷終
了後は，圧子が試験片上面に接触した状態を
保持し，ひずみを与えない状態で培養を継続
した． 

 

図 2 二軸負荷培養装置の概略図 
 

（3）摺動負荷培養装置を用い，再生軟骨組
織モデル表面に摺動負荷を与えながら 3週間
培養した．開発した摺動負荷培養装置は，3
つの独立したサーボモータから構成されて
おり，3 つのモータはそれぞれ，ローラと試
験片間の相対距離，ローラの回転運動，およ
び試験片の並進運動を制御している．この実
験では，まずシリコンゴムで表面が覆われた
ローラをモデル表面に接触させ，その後ロー
ラとモデルをそれぞれ往復運動させること
により，接触した表面間に往復転がり滑り運
動を生じさせた．これにより，モデル表面に
は両振りの摩擦負荷を与えることができる． 
3 週間の培養期間中，モデル表面に対し摩擦
負荷は 1日 12 時間，毎日加えた． 

 

図 3 摺動負荷培養装置の概略 

 
培養後の試験片は，まず光学顕微鏡にて表

面形態を観察し，その後コラーゲン線維およ
びプロテオグリカンの一部を蛍光染色し，モ
デル表層部に形成された再生組織の構造を
評価した．評価には，水浸対物レンズを備え
た正立型共焦点レーザー顕微鏡を用い，モデ
ル表面から深さ方向への，コラーゲン線維お
よびプロテオグリカンの 3次元分布を求めた．
これにより，摺動刺激下においてモデル表層
部に形成された組織の形態的特徴を明らか
にすると共に，それを生体関節軟骨組織の持
つ構造的特徴と比較した． 

 
（4）再生軟骨組織モデルに加えられる繰り
返し変形が，モデル内部における物質輸送に
与える影響を明らかにするため，モデル内物
質輸送の可視化実験を行った．この実験では，
試験片内および周囲液体との界面における
物質輸送現象を可視化するため，Fluore- 
sceinで蛍光標識された分子量3kDaのデキス
トランを用いた．試験片および周囲を満たし
たリン酸緩衝生理食塩水内の蛍光デキスト
ラン分布を，共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）
により得られた蛍光画像から求め，その経時
変化から，試験片からのデキストランの流出
および試験片への流入を評価した． 

モデルに対する圧縮ひずみの負荷と除荷
には，図 3に示す顕微鏡設置型マイクロ力学
試験機を用いた．負荷実験では，蛍光デキス
トランで染色した試験片を，無添加 PBS に浸
漬すると同時に 20%の圧縮変形を与え，蛍光
デキストラン分布の経時変化を測定した．そ
の結果から，圧縮変形に伴う内部流体の移流
が，試験片からのデキストラン流出量に与え
る効果を評価した．除荷実験では，20%の圧
縮変形を与えた無処理試験片をデキストラ
ン添加 PBS に浸漬し，浸漬 60 秒後に圧縮を
除荷し，試験片内へのデキストラン流入量に
対する圧縮除荷の影響を評価した． 

 

図 3 顕微鏡設置型マイクロ力学試験機 

 
４．研究成果 
（1）培地へのビタミン C添加量の影響 

本研究では，基本培地としてダルベッコ変
法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbecco’s modified 
eagle’s medium: DMEM) に, ウシ胎仔血清
20 v/v%，L-グルタミン 2 mM, ペニシリン 100 
unit/mL, ストレプトマイシン 100 μg/mL，  
アンフォテリシン B 0.25 μg/mL, ヘペス 20 



 

 

mM を添加し，濾過滅菌を施したものを使用し
た．これに，ビタミン Cの 1種であるアスコ
ルビン酸（Ascorbic acid: AsA）を添加し，
その添加量の相違による，再生軟骨組織モデ
ル内での組織形成と，培養後の組織の機械的
特性への影響を評価した． 

図 4は，各培養日での接線弾性率を，それ
ぞれの試験片群の培養 1日目の接線弾性率に
より正規化した値を，培養日数に対してプロ
ットしたものである．この図より，再生軟骨
組織モデルの接線弾性率と培養日数の関係
が，指数関数により近似できることがわかる．
そこで，試験片群ごとに指数関数近似を行い，
その指数の値と培地に添加した AsA濃度との
関 係 を 図 5 に 示 し た ． AsA 濃 度 3.2 
pmol/109cells 以下では，指数の値が AsA 濃
度の上昇と共に線形に増加しており，弾性率
の上昇速度が, AsA 添加量の増加とともに増
加していることがわかる．しかし，AsA 濃度
6.4 pmol/109cells の場合は，この線形関係
から大きく外れ，指数値の上昇が抑制されて
いる．蛍光観察による細胞の生死判定を行っ
たところ，AsA 濃度 6.4 pmol/109cells の試
験片群では，特に培地と接する試験片表面部
分で細胞の生存率が低下していた．このこと
から，AsA の過剰投与により細胞毒性が顕在
化し，培養軟骨細胞による組織形成と，それ
によるモデルの弾性率上昇が抑制されるこ
とが確認された． 

 

図 4 培養日数による接線弾性率の変化とそ
の指数関数近似 
 

前述の実験結果により，高濃度添加での
AsA の細胞毒性とそれによる再生組織形成障
害が明らかに成ったことから，次に細胞毒性
を抑制した安定型リン酸化アスコルビン酸
（Ascorbic acid 2-phosphate: A2P）を用い
て同様の実験を行った．またここでは，二軸
負荷培養装置を用いた，振幅 15％，周期 1Hz
での繰り返し圧縮負荷培養の結果も併せて
示す．  

培養 22 日目における，試験片群の接線弾
性率の比較を図 7 に示す．静置培養の場合，
A2P は添加濃度 6.4 pmol/109cells まで目立

った細胞毒性を示さなかった．しかし，培養
22 日に至っても接線弾性率の顕著な上昇が
認められず，蛍光観察の結果からも，コラー
ゲン線維，プロテオグリカンとも，産生量が
限られていることが確認された．この原因の
一つとして，A2P が比較的電荷の大きいリン
酸基を側鎖に持ち，分子量も大きいことから，
モデル内での物質輸送が制限された可能性
が考えられた．一方，試験片に繰り返し圧縮
負荷を加えながら培養した場合，培養後の接
線弾性率が顕著に上昇した．これは，圧縮変
形に伴う内部流体の移流効果により，モデル
内での A2P の輸送が促進され，培養細胞への
供給が改善したことが一因と考えられる． 

 

図 5 接線弾性率の上昇曲線の指数と AsA 濃
度の関係 

 

図 6 A2P 添加群の接線弾性率の比較 
 
（2）圧縮・せん断ひずみ負荷の影響 

作製した再生軟骨組織モデル試験片はす
べて，37℃，5%CO2 のインキュベータ内にて
24 時間静置培養した後，負荷群と対照群の二
群に分割し，負荷群の試験片には二軸負荷培
養装置を用い，表 1に示す，圧縮とせん断を
組み合わせた 5通りの力学的負荷を与えなが
ら培養した．対照群は，試験片上面に圧子を
接触させた状態で，変形負荷を与えずに静置
培養した． 

圧縮試験により得られた再生軟骨モデル
の接線弾性率の比較を図 7に示す．対照群で
は，培養日数の増加に伴う有意な弾性率の上
昇が認められなかった．圧縮ひずみのみを加
えた負荷群の場合，15%圧縮ひずみを与えた



 

 

群では培養に伴う有意な弾性率の上昇が認
められたものの，圧縮ひずみを 10%に減少さ
せた群では弾性率の上昇が認められなかっ
た． 

表 1 機械的刺激の形態 

 

 

図 7 機械的刺激の形態による培養後の接線
弾性率への影響 

 
一方，10%の圧縮ひずみと同時に 5%のせん

断ひずみを加えることで，弾性率は有意に上
昇した．特に両振りのせん断ひずみを加えた
群の弾性率上昇がもっとも顕著であり，培養
8日目と比較し，培養 22日目では弾性率がお
よそ 119％増加した．これらせん断ひずみの
負荷により弾性率の上昇が認められた二群
では，組織観察においても対照群と比較しコ
ラーゲン線維量の増加とより広範囲にわた
るコラーゲン線維網の形成が認められた． 

これに対し，15%の圧縮ひずみに対し 5%の
せん断ひずみを同時に加えた群では，弾性率
の上昇が抑制された．これらの結果は，摩擦
により組織に生じるせん断ひずみが，適度な
圧縮ひずみと組み合わされた場合，軟骨細胞
によるコラーゲン線維網の形成が促進され，
形成される組織の機械的強度の向上に寄与
することを示すものと考えられる． 

 
（3）表面への摺動負荷の影響 
実験では，滑り率 O（純転がり)，振幅 1mm，

周期 1Hz の往復転がり運動により，モデル表
面に摺動刺激を与えながら培養した．培養後
の再生軟骨組織モデル表面を光学顕微鏡に
より観察すると，摺動刺激を加えていない対

照群の表面と比較し，負荷群試験片の摺動面
は滑らかになっている．その半面，負荷群試
験片の摺動面外では，大きな凹凸の多い粗い
表面が形成されていた． 
図 8に，CLSM を用いて取得した各試験片表

層部の 3次元蛍光像を示す．画像の左上部分
に表面から深さ方向への投影像が示されて
おり，コラーゲン線維およびプロテオグリカ
ンの面内分布を見ることができる．また，そ
の右および下の像は，両成分の深さ方向分布
を示している．これより，摺動刺激を与えた
再生軟骨モデルでは，対照群と比較しプロテ
オグリカンが多く産生されており，そのプロ
テオグリカンが最表面に蓄積されているこ
とがわかる．この様なプロテオグリカンの最
表面への蓄積は，摺動面だけでなく摺動面外
にも同様に見られた．一方，コラーゲン産生
状態には負荷群と対照群の間で大きな違い
が見られず，負荷群試験片内では，摺動面で
のコラーゲン線維の分布が摺動面外と比較
し，やや少なくなっていた．摺動面では細胞
の生存率が若干低下しており，このためコラ
ーゲン産生量が低下したものと思われる．以
上の結果から，摺動負荷培養により，生体軟
骨組織類似の，構造的異方性を持った再生組
織が形成される可能性が示唆された． 

  

(a)負荷群     (b)対照群 
図 8 摺動負荷培養後のモデル表層部組織構
造の CLSM 像 
 
（4）モデル内物質輸送への繰り返し圧縮負
荷の影響 
蛍光デキストランを含む再生軟骨組織モデ

ルを PBSに浸漬すると同時に圧縮負荷を与え，
その後 30 秒間隔で圧縮変形の除荷と負荷を
繰り返した際の，モデルから PBS へのデキス
トラン流出量の経時変化を，モデル内および
PBS 内の蛍光輝度分布の経時変化から求めた．
これを単純浸漬時の結果と比較し，物質輸送
に対する繰り返し圧縮変形負荷の影響を評
価した(図 9)．この図より明らかなとおり，
機械的変形を繰り返すことにより，デキスト
ラン流出量は著しく増加した．またデキスト
ラン流出量は負荷時よりも，むしろ除荷時に
著しく増加していることがわかる．これは，
除荷により周囲の PBSが試験片内に流入する
ため，見かけ上のデキストラン流出量が増加
した結果と考えられる．この様に，再生軟骨
モデルへの周期的圧縮負荷は，圧縮時にモデ
ルからの物質の排出を促すとともに，除荷時



 

 

に外部からモデル内への物質導入を促進し，
結果としてモデル内の物質輸送量を著しく
増加させることが実験的に示された． 

 

図 9 蛍光輝度分布から求めたデキストラン
流出量の比較 
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