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研究成果の概要（和文）：再生軟骨周囲の軟骨膜様線維組織に高発現しているペリオスチンに関

して、軟骨細胞や再生軟骨組織に対する生物学的作用を検討した。ペリオスチンは、ヒト耳介

軟骨細胞への増殖効果は示さなかったが、3 次元包埋培養された軟骨細胞の分化誘導を促す傾

向を示した。また、ペリオスチンノックアウトマウス由来の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組織を、野生型マウスへ同系移植したところ、基質産生の低下が観察さ

れたことから、ペリオスチンが軟骨再生に促進的に作用する可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, biological functions of periostin, which was 
expressed in surrounding areas of tissue-engineered cartilage, was investigated to 
clarify its effects on chondrocytes and tissue-engineered cartilage. While periostin did 
not induce proliferation in human auricular chondrocytes cultured in monolayer, it 
increased the expression of type II collagen in chondrocytes embedded in 1% atelocollagen 
gel. Furthermore, when tissue-engineered cartilage, which consisted of chondrocytes of 
periostin knockout mice and PLLA, were syngenically transplanted in the back of wild type 
mice, the constructs demonstrated reduced accumulation of proteoglycan, suggesting 
periostin possibly promoted the maturation of tissue-engineered cartilage constructs. 
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１．研究開始当初の背景 
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、口腔・顎顔面
領域では隆鼻シリコンインプラント再置換
やオトガイ形成に対し、患者自身の軟骨組織
を分離・増殖させた軟骨細胞を移植する方法
が臨床応用されている（Yanaga et al Plast 
Reconstr Surg 2006)。この治療法では、生
体外で軟骨細胞を増殖培養した後、得られた
細胞を生体内の欠損部へ移植するという方
式が採られている。その際、組織から単離・
培養された軟骨細胞は、増殖培養中に軟骨特
性を失って脱分化するため基質産生能を喪
失するが（von der Mark et al. Nature 1997）、
生体内に移植されると再び活性化され（再分
化）、基質産生を再開することが知られてい
る。現行の軟骨再生医療は、脱分化した軟骨
細胞が生体内では自然と再分化する現象を
活用して軟骨再建を行うものであるが、その
分子機構の詳細は不明である。 
われわれのこれまでの検討で、純系マウス

C57BL/6J の耳介軟骨から単離・培養した軟骨
細胞に、アテロコラーゲンゲルとポリ乳酸
（PLLA）多孔体を併用して作製した再生軟骨
を背部皮下へ同系移植したところ、再生軟骨
の周囲に軟骨膜様線維組織が形成されてい
ることが観察された。生理的環境下において、
軟骨膜が血行維持、物質交換や軟骨細胞のタ
ーンオーバーに関与し、軟骨組織の恒常性維
持に欠かせない機能を担っていることを鑑
みると、再生軟骨周囲に認められた軟骨膜様
線維組織も、生理的軟骨膜と同様、軟骨細胞
の分化や増殖を誘導している可能性が推測
される。生理的軟骨膜に発現している因子
（ ペ リ オ ス チ ン、 OB-cadherin 、 Indian 
hedgehog など）の軟骨膜様組織における発現
を免疫組織化学的に検討したところ、ペリオ
スチンの局在が確認された。 
 
２．研究の目的 
  近年、心筋における細胞増殖や組織構築で
の重要性が指摘されているペリオスチンに
焦点を当て、軟骨細胞や再生軟骨に対する増
殖・分化能を検証し、新しい軟骨再生技術の
確立に反映させていくことを目的する。
     
３．研究の方法 
（１）マウス軟骨再生モデルにおける組織形
成の経時的観察とペリオスチンの発現・局在
解析 
純系マウス C57BL/6J の耳介軟骨から単

離・培養した軟骨細胞とアテロコラーゲンゲ
ルを混和して、ポリ乳酸（PLLA）多孔体に播

種して再生軟骨を作製し、同系マウス皮下へ
移植した。再生軟骨およびその周囲組織を経
時的に採取し、組織学的観察（HE 染色、トル
イジンブルー染色）、免疫組織化学的観察（I, 
II 型コラーゲン、ペリオスチン）を行い、マ
ウス軟骨再生モデルにおける組織形成の経
時的変化、ならびにペリオスチンの発現・局
在変化を追跡した。 
（２）ペリオスチンによるマウス培養軟骨細
胞に対する支持機能の解析 

軟骨膜様線維組織に発現するペリオスチ
ンの軟骨細胞に対する支持機能を評価する
ため、ヒト耳介軟骨細胞の平面増殖培養にお
いてペリオスチンを添加し、細胞増殖や軟骨
分化に関する検討を行った。軟骨分化に関し
ては II 型コラーゲン、アグリカンなどの発
現を検討した。また、ペリオスチンが細胞外
基質であることを考慮し、ペリオスチンを表
面コートした培養皿上で軟骨細胞を培養し、
同様の評価を行った。 
（３）線維芽細胞との共培養系における軟骨
細胞増殖・分化の検討 

耳介軟骨細胞と線維芽細胞の相互作用を
検討するため、マウス皮膚由来線維芽細胞と
ヒト耳介軟骨細胞を 20:0、10:10、0:20 の割
合で 1%アテロコラーゲンゲルに混和し、ペレ
ットを作製した(2 x 10^5 cells/ペレット)。
軟骨分化誘導培地（Liu, Hsohi et al. 2007 
J Biol Chem）を 2 mL 加えて 1 週間培養し、
ヒトおよびマウスそれぞれに特有なプライ
マーを用いて、線維芽細胞および軟骨細胞に
おける I, II 型コラーゲンの発現を検討した。 
（４）ペリオスチンノックアウトマウスを用
いた再生軟骨移植における機能検討 

ペリオスチンノックアウトマウス（KO）お
よび野生型マウス（WT）から耳介軟骨細胞を
採取し、増殖能をセルカウントで検討した。
次に、（1）項に準じて KO および WT マウスの
耳介軟骨細胞を PLLA 足場素材へ播種して再
生軟骨組織を作製し、同系移植を行った。移
植後 2, 8 週で周囲組織を含めて再生軟骨組
織を回収し、（1）項に準じて評価を行った。  
 
４．研究成果 
（１）マウス軟骨再生モデルにおける組織形
成の経時的観察とペリオスチンの発現・局在
解析 

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
を同系マウス皮下へ移植し、経時的に摘出し
た再生組織を組織学的に観察した。その結果、
移植後 2週から 8週にかけてトルイジンブル
ー染色でのメタクロマジーが増加し、再生軟



 

図 2 ペリオスチンコート培養皿でのヒト
耳介軟骨細胞の増殖 

 

 

 

 

 

図 3 ヒト耳介軟骨細胞における hCOL2 の
発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cont:コントロール培地  
BIT: 軟骨分化誘導培地 

 non-coated      Periostin-coated 
                      (10 g/mL)        

骨組織の成熟が進むことが示された。また、
ペリオスチンの発現を免疫組織化学的に検
討したところ、再生軟骨周囲の軟骨膜様組織
に発現していることが観察された（図 1）。 

図１ 再生軟骨組織におけるペリオスチ
ンの局在 (8 wks) 

（２）ペリオスチンによるマウス培養軟骨細
胞に対する支持機能の解析 
ヒト耳介軟骨細胞の平面培養にペリオス

チンを添加した場合には、細胞増殖に対する
作用は認められなかった。同様に、ペリオス
チンコート培養皿での培養時にも軟骨細胞
の増殖効果は認められなかった（図 2）。 
一方、アテロコラーゲン 3次元包埋培養で

は、ペリオスチン添加により軟骨細胞におけ
る II 型コラーゲンの発現上昇が認められ、
ペリオスチンの軟骨細胞分化制御への関与
が示唆された（図 3）。 
 

（３）線維芽細胞との共培養系における軟骨
細胞増殖・分化の検討 

軟骨細胞と線維芽細胞の相互作用を検討
するため、マウス皮膚由来線維芽細胞とヒト
耳介軟骨細胞の co-culture を行った。軟骨
細胞との 3次元包埋培養により、線維芽細胞
におけるペリオスチンの発現が上昇するこ
とが示された（図 4）。 

 

図 4 線維芽細胞におけるペリオスチンの 

発現  
 
 
 
 
 

（４）ペリオスチンノックアウトマウスを用
いた再生軟骨移植における機能検討 

ペリオスチンノックアウトマウス（KO）お
よび野生型マウス（WT）から耳介軟骨細胞を
採取し、増殖能を比較した。その結果、KO と
WT マウスの培養軟骨細胞で、増殖能に差は認
められなかった。次に、軟骨細胞をそれぞれ
PLLA 足場素材へ播種して再生軟骨組織を作
製し、WT および KO マウス背部皮下へ同系移
植を行った。KO の再生軟骨組織を KO マウス
へ移植した場合と WTの再生軟骨組織を WT マ
ウスへ移植した場合では、移植後 8 週のトル
イジンブルー染色で強いメタクロマジーを
示す再生軟骨組織が観察された。WT の再生軟
骨組織を KO マウスへ移植した場合には、更
に広汎な軟骨再生が観察された一方、KO の再
生軟骨組織を WTマウスへ移植した場合には、
軟骨再生は著しく抑制された。このことから、
ペリオスチンが軟骨再生に促進的に作用す
る可能性が示唆された。 
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