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研究成果の概要（和文）： 家兎の耳介軟骨より軟骨細胞シートを作製し、チューブに巻き付け

て円筒状にして回転培養を行なったところ、軟骨細胞シートは円筒の形を維持し、十分な弾力

性も有しおり、グリコサミノグリカン含有量は耳介軟骨とほぼ同等であった。この円筒状シー

トをリング状や螺旋状に加工してもその形状を維持することができた。円筒状シートを自家移

植しても内腔の開存性があり、弾力性を有していたが、正常耳介軟骨と比べてグリコサミノグ

リカン含有量は有意に低下していた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Auricular chondrocytes were harvested from New Zealand white 
rabbits and cultivated to form a chondrocyte sheet. The sheet was looped around a silicon 
tube and cultivated in dynamic conditions. Engineered cartilage maintained the shape and 
a proper level of rigidity and flexibility, under in vitro conditions. Glycosaminoglycans 
content of the engineered cartilage corresponded approximately to the content of the 
rabbit auricular cartilage. Engineered cartilage was easy to convert the cylindrical 
cartilage into serial ring cartilages by slicing. The graft of engineered cartilage 
maintained a cylindrical shape, and was elastic and stiff. But, the GAG content of the 
graft was significantly decreased. 
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１． 研究開始当初の背景 
 生物非分解性素材を足場として用いて気
管を再建し、周囲から結合織や気管粘膜上皮
の再生を促すことにより気管再生をさせる

方法が成人呼吸器外科領域で臨床応用され
ている。成人の場合は再生気管が成長する必
要がないため生物非分解性足場が残存して
も問題にならないが、小児呼吸器外科領域で



は再生気管が将来に成長に備えて足場に非
分解性素材が含まれないこと、骨格となる軟
骨が内腔を保持できる強度を有すること、呼
吸運動や頚部の伸展・屈曲運動に追随可能な
柔軟性を有することが必要である。 
 従来の軟骨再生の研究においては、生物分
解性素材が足場として用いられてきたが、こ
れらは足場周囲 に炎症反応を来たして細胞
外基質の産生が不十分となったり、足場周囲
の軟骨細胞が壊死したりして軟骨組織が退
縮することが報告されてきた。 
 近年、生物分解性素材などの足場を必要 
としない軟骨再生法の研究が報告されはじ
め、軟骨においても軟骨細胞からシートを作
製する方法が報告されている。このシートは
様々な形状に形成することが可能で、形成後
に自己の皮下組織に移植することによって、
in vivo で任意の形状の軟骨が作製できるこ
とが報告されている。 
 本応募研究課題は in vitro で作成した軟
骨細胞シートを、回転培養法を応用すること
によって、in vitro において培養しながら円
筒状の軟骨構造体として形成し、さらにこれ
を in vivo において再生気管として利用しよ
うと試みる全く新たな研究と位置づけられ
る。  
 
 
２．研究の目的 
 小児の先天性気道疾患の治療に必要な広範
囲の気管を実験的に再生する方法を開発す
ることを目的とする。 
 本研究では足場を必要としない軟骨細胞
シートを用い、これに回転培養法を応用する
ことによって、自己の軟骨細胞のみで円筒状
の軟骨構造体を形成し、全体として伸展・屈
曲運動に耐えうる柔軟性を有した再生気管
の骨格構造の作製法を開発する。作製した円
筒状の軟骨構造体を自家移植して気管置換
術に使用できるかを検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 軟骨細胞シートおよび円筒状軟骨構造
体の作成 
 家兎より耳介軟骨を摘出して、軟骨細胞を
採取する。採取した軟骨細胞を培養して継代
する。培養細胞を回収して 2.0×106/ml とな
るように懸濁してシャーレに播種する。1週
間培養してできた軟骨細胞シートの組成に
ついて組織染色（HE 染色、サフラニン-O 染
色）、免疫染色（Ⅰ型コラーゲン、Ⅱ型コラ
ーゲン）およびグリコサミノグリカン測定を
行う。軟骨細胞シートをシリコンチューブに
巻き付けて円筒状にして回転培養を行う。回
転培養２，４，６週にそれぞれシリコンチュ
ーブの内筒を抜去したときの肉眼的観察、強

度、屈曲や伸展に対する柔軟性について検討
する。また、組織染色（HE 染色、サフラニン
-O 染色）、免疫染色（Ⅰ型コラーゲン、Ⅱ型
コラーゲン）およびグリコサミノグリカン測
定を行い、正常軟骨の組成と比較検討する。 
 
(2) 円筒状軟骨構造体の自家移植 
 in vitroで再生させた円筒状軟骨構造体を
家兎に頚部の胸鎖乳突筋内にシリコンチュ
ーブを内筒として留置したまま自家移植す
る。円筒状軟骨構造体は回転培養４週間した
ものを移植に使用した。自家移植４週間後に
移植片を摘出してシリコンチューブを抜去
したときの内腔の開存性、柔軟性、力学的強
度について検討をする。また、組織染色（HE
染色、サフラニン-O 染色）、免疫染色（Ⅰ型
コラーゲン、Ⅱ型コラーゲン）およびグリコ
サミノグリカンの定量を行い、正常の気管軟
骨との比較検討を行う。また、in vitro から
in vivo への環境の変化によって、円筒状軟
骨構造体にどのような変化が起きたかを検
討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 軟骨細胞シートおよび円筒状軟骨構造
体の作成 
 家兎の耳介軟骨より採取した軟骨細胞を
高密度で細胞を播種すると軟骨細胞シート
を作成することができた。軟骨細胞シートは
しっかりとした強度を有しており、シートが
損傷することなくシリコンチューブに巻き
付けることができた。シリコンチューブに巻
き付けた細胞シートを回転培養したところ、
軟骨細胞シートは徐々に厚みが増した。 
 軟骨細胞シートをシリコンチューブに巻
き付けて 6週間回転培養を行った後にシリコ
ンチューブを取り除くと、軟骨細胞シートは
変形することなく円筒の形を維持していた。
また、外部より圧迫、屈曲などの圧力を加え
てもその圧力を解除すると元の形状にすぐ
に戻る弾力性も有していた。この円筒状のシ
ートをリング状に切断しても、螺旋状に切開
を加えても、その形状を維持することができ、
内腔の開存性も得られていた。 
 HE染色では軟骨シートの厚さが回転培養 4
週間までは増していった。しかし、4週間以
上は軟骨シートの厚みに変化はなかった。 
 サフラニン-O 染色では、回転培養開始前は
ほとんど染色されなかったが、回転培養 2週
間後には全体的に染色されており、軟骨細胞
シートの厚みの増加とともに染色範囲も増
加していた。 
 免疫染色では、Ⅱ型コラーゲンは回転培養
前より軟骨細胞シート全体が染色されてお
り、回転培養後も染色の低下は認められなか
った。Ⅰ型コラーゲンは回転培養前からほと



んど染色されず、回転培養後は軟骨シートの
辺縁若干染色を認めるのみであった。 
 各培養期間のグリコサミノグリカン（GAG）
を定量すると回転培養 4週間まではグリコサ
ミノグリカン含有量は増加傾向が認められ
た。しかし、4週間以上回転培養を継続して
もグリコサミノグリカン含有量の増加は認
められなかった。回転培養 6週間後のグリコ
サミノグリカン含有量は兎の耳介軟骨内の
含有量とほぼ同等まで達しており、兎の気管
軟骨と比べると 72％まで達していた。 
 

 
 
 生体外ではあるが、この軟骨細胞シートは、
自己の細胞のみでも十分な細胞外基質が産
生され円筒状の構造を維持できる強度を有
しており、圧迫や屈曲に耐えうる十分な柔軟
性を有しているため、再生気管の骨格として
使用できるものであった。 
 
(2) 円筒状軟骨構造体の自家移植 
 自家移植後 4週間後に摘出して、内腔の開
存性、弾力性、組織染色、免疫染色、グリコ
サミノグリカンの定量を行った。移植片はシ
リコンチューブを抜去しても内腔の開存性
があり、外部より圧迫や屈曲などの圧力を加
えてもその圧力を解除すると元の形にすぐ
に戻る弾力性を有していた。 
 HE 染色では軟骨組織内の一部に石灰化が
認められた。 
 サフラニン-０染色にてグリコサミノグリ
カンの染色範囲が移植前に比べると減少し
ていた。 
 免疫染色は移植前の組織と比較してみる
と、Ⅱ型コラーゲンの染色が減少し、Ⅰ型コ
ラーゲンの染色が増加していた。 
 グリコサミノグリカンの定量では移植前
に比べると有意にグリコサミノグリカン含
有量が減少していた。正常気管軟骨と比べて
もグリコサミノグリカン含有量は有意に低
かった。 
 移植後にグリコサミノグリカンが減少し
ていたため、軟骨内のグリコサミノグリカン

含有量を増加させることが知られている塩
基性線維芽細胞増殖因子に着目した。自家移
植前に円筒状軟骨構造体にこの塩基性線維
芽細胞増殖因子を塗布して自家移植を行い、
自家移植後４週間後に摘出して同様の評価
を行った。塩基性線維芽細胞増殖因子を塗布
した移植片のサフラニン-０染色は移植前に
比べて染色範囲が減少していた。またⅡ型コ
ラーゲンの染色も減少し、Ⅰ型コラーゲンの
染色は増加しており、塩基性線維芽細胞増殖
因子の塗布しなかったものと同様の所見で
あった。また、グリコサミノグリカン含有量
は塩基性線維芽細胞増殖因子を塗布しても
改善は認められなかった。 
 

 
 
 生体外にて足場を用いずに円筒状の立体
的構造の軟骨を再生することができた。また
この軟骨構造体は加工しても立体的構造を
維持することができ、移植前に加工すること
が可能であり、今までにない新たな研究成果
であった。自家移植後では立体的構造は維持
されたが、軟骨基質のグリコサミノグリカン
やⅡ型コラーゲンが減少した。今後、軟骨が
体内で生着するための適切な体内環境を調
べることにより、この生体外で作製した立体
的構造を呈している軟骨構造体を気管移植
に使用できる可能性が十分にあると思われ
る。 
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