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研究成果の概要（和文）：唇裂鼻変形の形成術や顎関節再建に使用することを目指し、複雑形状

の再生軟骨や軟骨・骨 2層型再生関節を作製した。いずれの再生軟骨も、細胞凝集塊(ペレット)

を大量に作製し、力学的強度および低酸素・低栄養への抵抗性を付加した後に、ペレットを集

積・癒合させて 3次元形状を付与した。移植の時には、移植部位の組織張力軽減を図った。こ

れらの知見をもとに、スカフォールドフリー３次元再生軟骨を実現した。 

 

研究成果の概要（英文）：We have produced complex regenerative cartilage or regenerative 

joints that consist of two layers of cartilage and bone to apply them to the repair of 

cleft lip-nose or temporomandibular joint reconstruction. Regarding every regenerative 

cartilage which we have invented, a large amount of cell pellets were produced, and then 

physical strength and resistance to hypoxia or undernutrition were added to them. After 

that, 3D shape was formed by accumulating and fusing those pellets together. At 

transplantation, tissue tension relief was attempted in the transplantation site. Based 

on the techniques, we have realized scaffold-free 3D regenerative cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 

顎顔面領域には多彩な軟骨が存在する。鼻軟
骨や耳介軟骨は、唇裂鼻あるいは小耳症を呈
する場合がある。ヘミフェイシャルマイクロ

ソミアでは顎関節が形成不全あるいは欠損
する。また顔面は外傷を受けやすく、鼻、耳
介が欠損したり、骨折により顎関節が損傷を
受けたり顎関節強直症になる場合がある。悪
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図 アガロース濃度の検討
各濃度のアガロースゲルに対し、アルシアンブルー
の浸透性を吸光度で評価した。
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各濃度のアガロースゲルに対し、アルシアンブルー
の浸透性を吸光度で評価した。  

性腫瘍による切除後のこうした領域の再建
も非常に難易度が高い。これらの疾患に対す
る治療としては、従来、自家軟骨移植あるい
はシリコンや人工顎関節などの人工物によ
る再建などが行われてきたが、手術侵襲、露
出、自家軟骨移植後の吸収や耐用年数などの
問題が指摘されてきた。自家軟骨が最も好ま
しいが、ヒトの身体からは、鼻中隔軟骨、耳
介軟骨および肋軟骨しか採取部がなく、量的
にも大きな制限がある。そのため、再生医療
が脚光を浴びてきたが、現時点での軟骨再生
医療は局所的欠損にゲル状細胞塊を投与す
るもので、再生軟骨への形状付与が困難であ
る。そのため、足場素材を用いて形状付与を
試みたが、異物反応が不可避で、一定の成果
を得たが、同時に移植後変形という課題が残
った。 
２．研究の目的 
厳密な 3次元形状の維持を必要とする口腔外
科領域への再生軟骨の応用法を確立するこ
とを目的とし、再生軟骨ペレットを三次元的
に癒合させてスカフォールドフリーの再生
軟骨を作製し、かつ、再生軟骨が移植後に吸
収されないように母床組織の組織張力を調
節する手術手技を確立する。 
 
３．研究の方法 

唇裂鼻変形の形成術に対して L字型再生軟骨
を、顎関節再建に対しては関節曲面を再現し
た関節軟骨と人工骨を結合させた 2層型再生
関節を作製する。いずれの再生軟骨も、軟骨
細胞を 3mm間隔グリッド付温度応答性ポリマ
ーコート培養皿で培養し、温度変化のみで
3x3mm の細胞シートを大量に作製し、細胞凝
集塊(ペレット)化させる。BMP-2/insulin/T3
刺激により力学的強度および低酸素・低栄養
への抵抗性を付加した後に、アガロース鋳型
(キャスト)を用いてペレットを集積・癒合さ
せて 3 次元形状を付与する。L 字型再生軟骨
においては、皮下移植に先だって、同形状の
シリコンテンプレートを皮下に挿入し、移植
部位の組織張力軽減を図る。これらの再生軟
骨の作製条件および移植条件を検討し、ビー
グル犬での実証実験を行う。 
そのため、以下の研究を研究期間内（平成

21年-23年）で行った。 
①各種軟骨細胞を用いた細胞凝集塊（ペレッ
ト）形成条件の検討 
②アガロース鋳型（キャスト）によるペレッ
ト癒合条件の検討 
③3次元化のための培養システムの確立 
④移植部位の母床形成および組織張力の軽
減のための処置検討 
⑤ビーグル犬を用いた in vivo実証実験 
 
４．研究成果 
①各種軟骨細胞を用いた細胞凝集塊（ペレッ

ト）形成条件の検討 
培養軟骨細胞を 3mm間隔グリッド付温度応

答性ポリマーコート培養皿に播種した後、低
温処理(20oC)にて 3x3mmの細胞シートを大量
に作製し、基質産生促進培養液で静置培養す
ることにより大量のペレットを入手する方
法と、培養軟骨細胞を酵素処理にて回収し、
20万細胞ずつチューブに分注し、同培養液で
培養することにより大量のペレットを入手
する方法を比較した。ヒト軟骨細胞を用いて、
それぞれのペレットを作製して比較検討し
た。前者は酵素処理をしないため、分泌され
た細胞外基質を最大限活用することにより
ペレットを大量に作製することが出来たが、
ペレットの大きさの不均一であり、個数や体
積を一定にして実験を行うのには不向きで
あった。それに対し、酵素処理法では、ペレ
ットの大きさが一定になり、実験としてペレ
ット癒合条件などを検討するには、後者のほ
うが妥当であろうと思われた。 
 

②アガロース鋳型（キャスト）によるペレッ
ト癒合条件の検討 
アガロースの使用条件を検討し、アガロー

スの硬さや物質拡散性などの点から、アガロ
ースの濃度を選定した。１－５％濃度のアガ
ロースをアルシアンブルーの拡散性、力学強
度を検討した。拡散性が良好で、かつ形状保
持が可能な力学強度を有する濃度が適切と
考えて、アガロース濃度を２％と選定した
（図 アガロース濃度の検討）。 
 

 
 

 
 



 

 

図 加圧条件の検討
加圧後3週。左が肉眼所見。右がトルイジンブル組織所見
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図 ヌードマウス移植実験
移植後2ヶ月。上が肉眼所見。下がトルイジンブルー

組織所見
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この同濃度アガロースもちいて、1x1x1cm

の陥凹を有するアガロースキャストを作製
し、①項で設定した酵素処理法による軟骨細
胞ペレットを投与し、癒合のための加圧条件
を検討した。加圧条件に関しては、2.918 －
8.612g/cm2の圧力で3週間圧迫することを検
討した。加圧後のペレット癒合状況を観察す
ると、8.612g/cm2の条件が最も癒合状況が良
好であったたため、加圧条件は 8.612g/cm2
とした（図 加圧条件の検討）。 

 
 
 

 
 
 
さらに、同条件で作製した癒合ペレット

（再生軟骨、1x1 cm）をヌードマウスに移植
し、2 ヵ月後摘出して評価したところ、プロ
テオグリカンを豊富に含む再生軟骨を観察
し、同条件がペレット癒合には妥当であるこ
とを確認した（図 ヌードマウス移植）。 
 
③3次元化のための培養システムの確立 
鼻形成や顎関節形成に必要な軟骨の 3次元

形状を再現するプレートを作製した。このテ
ンプレートに基づき、アガロースキャストを
作製し、軟骨細胞ペレットを投与してペレッ
ト同士の接着を促進する 3次元培養をおこな
った。3次元培養は基質産生促進培養液下で、
加圧条件下でおこなった。培養後、再生軟骨
を回収し、3 次元形状を測定したところ、シ
リコンテンプレートより若干収縮傾向は見
られたものの、ほぼ同等の形状を示した（図 
ビーグル移植実験）。また、特徴的な軟骨基
質である GAGの産生も確認された。関節再生
を目指した人工骨との複合化も、上記と同様

に基質産生促進培養液下で、加圧条件下で軟
骨細胞ペレットの接着を促進する方法で可

能であった。 
 

④移植部位の母床形成および組織張力の
軽減のための処置検討 
再生組織の皮下移植に先行してシリコ

ンテンプレートを皮下に移植し、移植母床
の形成、組織張力の軽減を計る手法を検討

した。動物にはヌードマウスを用い、再生軟
骨を皮下移植する際に、あらかじめ、リコン
テンプレートを移植し、移植後 4週間で、移
植したシリコンテンプレートを抜去し、その
空間に再生軟骨を挿入し、移植後の形状を
VIVID910で追跡した。その結果、移植軟骨と
同一サイズのシリコンテンプレートの移植
により、移植後の再生軟骨の 3次元形状が維
持されやすいことが示唆された。 
 
⑤ビーグル犬を用いた in vivo実証実験 
ビーグル犬を用いた in vivo実証実験、に

おいては、これまで検討した作製方法、移植
方法に準じ、ビーグル犬(8 ヶ月齢オス)の細
胞を用いて、ドーム型再生軟骨を作製し、自
家再生組織移植を行った。ビーグル犬より全
身麻酔下に軟骨を採取し、軟骨細胞を単離し
た。また、個体には前項に順じシリコンイン
プラントを背部皮下に移植した。単離した軟
骨細胞はイヌ自己血清下で増殖培養し、再生
軟骨を作製した後、シリコンインプラントを
抜去して背部皮下ポケットに移植した。移植
後 2カ月で再生軟骨を抜去すると、再生軟骨
の 3次元形状は維持されており、また、豊富
な軟骨基質が検出され、良好な軟骨再生が確
認された（図 ビーグル移植実験）。一方、



 

 

図 ビーグル移植実験
矢印は皮下に移植された再生軟骨
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ビーグルの皮下組織においては摩擦が大き
く、移植軟骨とシリコンテンプレートの大き
さが同一の場合は、移植軟骨の挿入が難しい
傾向があったので、テンプレートは若干大き
目がよいと考察された。 
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