
名古屋大学・工学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

若手研究

2022～2020

Scaffold-free tissue積層化による３次元骨軟骨モデル構築

Reconstruction of three-dimensional osteochondral model by multilayered 
scaffold-free tissue

２０８４４５９１研究者番号：

ＫＩＭ　ＪＥＯＮＧＨＹＵＮ（Kim, Jeonghyun）

研究期間：

２０Ｋ２０１８１

年 月 日現在  ５   ５   ９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス軟骨前駆細胞(ATDC5)由来スフェロイドを作製・評価した。分化
誘導剤無添加の長期培養後、スフェロイド内の細胞の肥大化が確認されると共にスフェロイド中心部からアポト
ーシスが観察された。これは、軟骨内骨化の初期段階に見られる現象であり、３次元軟骨モデルの構造的効果を
示す結果である。また、ヒト間葉系幹細胞由来スフェロイドを用い、分化誘導剤添加によりスフェロイド内の多
細胞挙動が変化することが明らかになった。さらに、3次元スフェロイド内の細胞観察において必要な透明化技
術を確立し、スフェロイド内の細胞核形状を定量評価するプログラムをPythonを用い開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we fabricated and evaluated a cartilage scaffold-free tissue 
(SFT), which is a three-dimensional cell assembly derived from mouse chondroprogenitor ATDC5 cells. 
After long-term culture without addition of chemical differentiation supplements, hypertrophy of 
cells within the spheroids was confirmed, and apoptosis was also observed from the center of the 
spheroids. This is a phenomenon observed in the initial stage of endochondral ossification, and is a
 result showing the structural effect of the three-dimensional model. In addition, using human 
mesenchymal stem cell-derived spheroids, it was clarified that the multicellular behavior in the 
spheroids was greatly changed by chemical differentiation supplements. Moreover, we established an 
optical clearing technique necessary for cell observation inside the 3D spheroids and further 
developed a custom-made image analysis pipeline in Python to quantitatively evaluate cell nucleus 
shape in the spheroids.

研究分野： 細胞バイオメカニクス

キーワード： 軟骨　3次元培養　スフェロイド　肥大化　軟骨内骨化　多細胞　計測　細胞核

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨を対象としたマウス軟骨前駆細胞(ATDC5)由来３次元細胞組織体scaffold-free tissue(SFT)を作製・評価
し、3次元培養法による構造的な効果を示すことができた。また、3次元培養モデルの多細胞挙動計測法や透明化
技術を活用した細胞核形状定量計測法を開発し、3次元培養モデルを対象とする新たなin vitro計測技術発展の
ための学術的意義がある。さらに、これらの技術は移植後生体内におけるin vivoにおける多細胞挙動を予測で
きる。これらの計測法は、オルガノイドなどの様々な3次元モデルにおける基礎研究及び移植実験による組織工
学・再生医療分野に貢献できる社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

骨軟骨欠損(Osteochondral defect; OCD)は、関節軟骨および軟骨下骨の局所的部分の形態学的

変化を表し、関節に強い痛みを引き起こす病気である。OCD 治療に向けて骨・軟骨を別々にター

ゲットした様々なコンビネーションの Biphasic scaffold (多層 scaffold)の報告も多いが、こ

れらの人工物質を用いた研究は移植後の拒否反応などの副作用のリスクがある。また、軟骨と骨

の間には bone-cartilage interface という無血管軟骨組織への毛細血管侵入を防ぐ役割を持つ

重要な部位があるが、現在の組織工学的なアプローチでは再現できていない。さらに、移植など

の in vivo 応用だけではなく、骨および軟骨の薬剤応答などの in vitro がディッシュ上で軟骨

と骨細胞を独立に 2 次元培養して行なわれてきたが、骨と軟骨は分離して考えられる器官では

ないため、骨・軟骨を同時に再現できる新たな in vitro モデルが必要である。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では工学・医学的技術を用いて in vitro・in vivo で活用できる Scaffold を用いない３

次元骨-軟骨モデルの構築を目的とする。これまでに様々な人工物質を含む３次元組織化が報告

されているが、本研究では scaffold を用いずに細胞のみで骨・軟骨組織を再現する Scaffold-

free tissue を作製する。さらに、３次元細胞ディスク（Disc）型の骨 SFT を軟骨 SFT と積層化

させる手法で、この骨・軟骨を同時に再構築するという in vitro モデル(Osteochondral SFT)の

開発に挑む。この手法により、生体の骨と軟骨に限りなく近い環境を再構築することで bone-

cartilage interface も再現できると期待できる。 

 

３．研究の方法 

 

本研究では目的達成のため以下の３つの研究を実施した。 

１）軟骨 SFT の作製・評価 

２）SFT 内の多細胞挙動観察 

３）透明化技術と Python を用いた 3次元培養モデル内細胞核形状計測法開発 

 

４．研究成果 

 

１）軟骨 SFT の作製・評価 

マウス軟骨前駆細胞(ATDC5)を用いスフェロイド(spheroid)型 SFT を作製し、軟骨モデルとして

の機能評価を行った。化学刺激である分化誘導剤無しでも培養４日目からスフェロイドは大き

くなり、長期培養後には軟骨細胞分化マーカーが大きく上昇した。また、４週間の長期培養後に

はスフェロイド内の個々の細胞の肥大化と共にスフェロイド中心部からアポトーシスが観察さ

れた。これは、軟骨内骨化の初期段階に見られる現象であり、３次元培養により得られた結果で

ある。この研究成果は、Biotechnology and Bioengineering に公表された。 

 



２）SFT 内の多細胞挙動観察 

３次元 SFT 培養モデルの in vitro における多細胞挙動を評価した。ヒト間葉系幹細胞由来スフ

ェロイドを用い、次の３つの実験を行った。①スフェロイドのサイズ変化観察、 ②2 つのスフ

ェロイドの合体実験（fusion experiment）、③スフェロイドのコラーゲンゲル埋込実験を行い、

化学刺激である分化誘導剤添加によりスフェロイド内の多細胞挙動が大きく変化することが明

らかになった。また、この変化はスフェロイド外側に形成されるアクチンフィラメント(actin 

filaments)の差によるものだということがわかった。これらの結果は、骨 SFT と軟骨 SFT の積層

化時に予想される多細胞挙動を予想できるだけでなく、スフェロイド移植後生体内における in 

vivo 多細胞挙動を予測できると考えられる。この研究成果は、Biochemical and Biophysical 

Research Communications に公表された。 

 

３）透明化技術と Python を用いた 3次元培養モデル内細胞核形状計測法開発 

3 次元培養モデル内の細胞核形状評価において、Iodixanol 水溶液を用いた透明化処理を 3次元

スフェロイドモデルに対して実施した。その結果、2時間の短時間でスフェロイドの透明化に成

功し、スフェロイド内部の細胞核形状が観察可能になった。一方、細胞核形状を定量的に評価す

るプログラムを Python を用い開発した。このプログラムにより、スフェロイド内の細胞核のア

スペクト比及び方向性を定量的に示すことができるようになった。この研究成果は、Integrative 

Biology に投稿済みである。 
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