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研究成果の概要（和文）： 
再生軟骨には周囲の軟骨膜様組織の機能が重要であると予想される。本研究の目的は、軟骨

膜様組織の血行が軟骨再生に与える影響を解明し、再生軟骨維持法の開発に情報を提供するこ
とである。p53 遺伝子欠損マウスを用いて、再生軟骨における低酸素ストレスの影響評価を行
った。その結果、再生組織周囲の血行は軟骨再生に影響を及ぼし、移植組織への血行は再生軟
骨の生体内代謝・形状維持に重要な因子であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is assumed that the functions of the surrounding perichondrium-like tissues are 

important for cartilage regeneration. The purpose of this study was to explicate the 

effects of the blood circulation in the perichondrium-like tissues on cartilage 

regeneration and to provide the information on the development of the maintenance of 

regenerative cartilage. We conducted the assessments of the effects of anoxic stress on 

regenerative cartilage, using p53 knockout mice. As results, it was suggested that the 

blood circulation around the regenerative tissues influenced cartilage regeneration and 

the blood supply to transplants was an important factor for in vivo metabolism and 

maintenance of their shape. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療がマスコミにも盛んに取り上げら
れるようになって 10 年を経たが、現在、臨
床応用されている分野は歯槽骨再生、限局的
な軟骨再生、皮膚表皮再生などに止まり、い

ずれもシートあるいは細胞懸濁液といった
形状であり、対象疾患も限られる。そのため、
組織再建の臨床現場でしばしば遭遇する大
型な組織欠損に対しては、3 次元形状と十分
なサイズを有する再生移植組織の作製技術
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と生体内での再生組織維持技術の開発が求
められている。そこで、研究代表者らは、足
場素材の改善、軟骨細胞増殖・基質産生促進
を実現し、3 次元形状を有する再生軟骨を作
製した。 
 一方、再生組織維持に関しては、再生組織
周囲に形成される軟骨膜様組織の機能が重
要な役割を果たすと予想される。元来、生理
的な軟骨の周囲に存在する軟骨膜は、軟骨組
織の酸素・栄養供給や軟骨細胞の恒常性維持、
弾性特性の補強などを担っている。また、マ
イクロサージャリー遊離組織移植による移
植生着率向上の経験からもわかるように、大
型軟骨移植組織の生体内における代謝と形
態を維持するためには、軟骨周囲（軟骨膜）
の血行再建が不可欠である。申請者らが作製
した 3次元形状の再生軟骨周囲にも軟骨膜様
組織は形成されるが、生理的な軟骨組織同様、
再生軟骨の組織維持・永続的生着に重要な役
割を果たすと予想される。しかし、元来軟骨
組織は無血管組織であり、その中に存在する
軟骨細胞は低酸素下でも生存、分化できる特
異的な細胞種である（Domm et al 2002 
Osteoarthritis Cartilage）。したがって、
再生軟骨組織周囲の血流は、軟骨細胞に酸素
などの供給することが主たる役割なのか、あ
るいは周囲組織（軟骨膜様組織）の生存に関
与し、そこから分泌される因子を介して軟骨
細胞に影響を及ぼすのか、という疑問は依然
未解決である（図１）。申請者らは、再生軟
骨周囲の血行減少が、周囲組織（軟骨膜様組
織）の apoptosis を誘導し、軟骨膜用組織の
軟骨再生因子（図１ factor X）の分泌が減
少するため、軟骨細胞活性が低下するという
仮説を立てた（図１ 仮説２）。これが実証
されれば、再生軟骨組織の生体内維持には血
管という導管の再建のみではなく、周囲組織
の活性化も含めた再生が必要であることに
なり、再生医療の概念にパラダイムシフトを
もたらすことになる。 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、再生組織周囲の血行が軟

骨再生に影響を及ぼす機序を解明し、再生軟
骨の生体内代謝・形状維持法の開発に関する
貴重な情報を提供することである。 
 
 

３．研究の方法 
（１）p53 遺伝子欠損マウスの軟骨細胞およ
び線維芽細胞における低酸素ストレス感受
性の評価 
雄性 6週の p53 遺伝子欠損マウス（p53-/-）
および野生型マウス（p53+/+）から耳介組織
および皮下組織を採取し、コラゲナーゼ処理
で耳介軟骨細胞および線維芽細胞を単離す
る。単離した軟骨細胞および線維芽細胞に対
し、低酸素ストレス（2-21% O2）を加え、経
時的に apoptosis の評価を行う。細胞死に関
しては、TUNEL 染色を行うほか、BAX, BCL2 な
ど各種アポトーシス関連分子の遺伝子発現
および活性化を realtime RT-PCR で評価する。 
 
（２）マウス虚血モデルにおける再生軟骨の
血行、組織構築、細胞死の検索 
 マウス虚血モデルを用いた再生軟骨の解
析を継続する。純系マウス(C57/BL6J、雄性 6
週)耳介軟骨由来の培養軟骨細胞を用いて再
生軟骨組織 (1x1x0.3 cm)を作製する。再生
軟骨組織を、側胸壁動脈と深腸骨回旋動脈を
電気焼結させたマウス虚血モデルの背部皮
下へ同系移植し、移植後経時的に再生軟骨お
よび移植部体表の 3次元形状計測を行う。ま
た、虚血モデル群および対象群の再生軟骨と
周囲組織の血行、組織構築、細胞死を評価す
る。再生軟骨に対し、I、II型コラーゲン ELISA
定量、アルシアンブルーによるプロゲオグリ
カン比色定量基質産生評価、I、II 型コラー
ゲン、アグリカン、SOX9、RUNX2、PTH receptor
や、HIF-1・、HIF-1 b、p53 などの遺伝子発
現、一般染色（HE、トルイジンブルー）、I、
II、X 型コラーゲンなどの免疫組織化学的観
察を行う。 
 
（３）p53 遺伝子欠損マウスを用いた低酸素
誘導 apoptosisの抑制と再生軟骨に対する作
用の解析 
 p53-/-（遺伝子背景 C57/BL6J）および
p53+/+から耳介軟骨組織を採取し、上記と同
様に再生組織を作製する。作製したマウス由
来再生軟骨組織を 6 週マウス（p53-/-、
p53+/+）へ移植し、移植後経時的に再生軟骨
およびその周囲の血行、組織構築、細胞死を
評価する。さらに、再生維持期における評価
を行うため、再生軟骨移植後電気凝血し、軟
骨再生の評価を行う。虚血モデルと対照群由
来の再生軟骨およびその周囲の血行、組織構
築、および細胞死を比較検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）p53 遺伝子欠損マウスの軟骨細胞お
よび線維芽細胞における低酸素ストレス感
受性の評価 
p53 遺伝子欠損マウスおよび野生型マウス

 図１．低酸素ストレスが再生軟骨に及ぼす影響 
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から単離した軟骨細胞および線維芽細胞を
低酸素下で培養し、経時的に TUNEL 染色や活
性型カスパーゼ、BAX、BCL2 など各種アポト
ーシス関連遺伝子の発現を評価した。その結
果、野性型軟骨細胞では野性型線維芽細胞に
比較して、5% O2 において低酸素ストレスに
耐性を示した。p53 遺伝子欠損マウスでは、
軟骨細胞における低酸素によるアポトーシ
スに対し更に抵抗性を示す傾向が示唆され
た。 
 
（２）マウス虚血モデルにおける再生軟骨の
血行、組織構築、細胞死の検索 
純系マウス(C57BL/6J、雄性 6週)の耳介軟

骨組織から単離した軟骨細胞を増殖させ、回
収した細胞を PLLA 足場素材 (1x1x0.3 cm)へ
投与し再生軟骨組織を作製した。正常なマウ
スに移植した再生軟骨組織は、移植後 2週か
ら 8 週にかけて、軟骨成熟を生じ、移植後 8
週では円形な細胞が、豊富なプロテオグリカ
ンとＩＩ型コラーゲンで構成される細胞外
基質によって囲まれる、典型的な軟骨組織の
組織像を呈していた。また、生化学的にもＩ
Ｉ型コラーゲンやプロテオグリカンが豊富
に存在していた。作製した再生軟骨組織を、
背部皮下虚血環境下のマウスモデルへ同系
移植した。その結果、虚血モデルへ移植され
た再生軟骨組織は、移植後 8週で生化学的に
ＩＩ型コラーゲンやプロテオグリカンなど
の軟骨基質量が減少する傾向を示した。 
 
（３）p53 遺伝子欠損マウスを用いた低酸素
誘導 apoptosisの抑制と再生軟骨に対する作
用の解析 
p53-/-および p53 マウス+/+を用いて、耳

介軟骨細胞を培養し、それぞれの細胞から作
製した再生軟骨組織を各種条件下でマウス
へ移植した。その結果、軟骨細胞における p53
発現の有無は、虚血下における軟骨成熟に影
響を及ぼし、p53 遺伝子発現が欠損すること
により、虚血に対する抵抗性が増強すること
が示唆された。 
 
これらの実験結果より、再生組織周囲の血

行は軟骨再生に影響を及ぼし、移植組織への
血行を十分に維持することは再生軟骨の生
体内代謝・形状維持に重要な因子であること
が示唆された。 
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