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研究成果の概要（和文）：関節構成成分である半月の治療において、近年、人工材料や、生体由

来材料の有用性が報告がされてきたが、免疫拒絶反応、感染制御等、克服すべき問題が存在す

る。これらの問題の最も効率的な解決策は、自己由来の材料を用いることである。フィブリン

クロットは、静脈血より簡単に作成される網状構造をもつ構造体であり、自己由来であるため

安全性が高い材料である。本研究では、このフィブリンクロットを用いた半月再生治療技術に

ついて検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：In recent years, usefulness of the technique using artificial 
materials and animal-derived materials has been reported in the treatment of meniscus 
which is one of the tissue forming the synovial joint. However, the problems to be overcome, 
such as infection control and immune response, are still present. The most effective way 
to solve these problems is to use autologous materials only. Fibrin clot is a tissue with 
a network structure and is easily created from venous blood. Fibrin clot is highly safe 
because it is autologous. In this study, we examined the regenerative therapy of meniscus 
using the fibrin clot. 
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１．研究開始当初の背景 

関節構成成分である関節軟骨や半月を含む

軟骨組織は荷重衝撃の緩衝、関節滑動性の獲

得など重要な役割を担っているが、血行に乏

しく難治性の組織である。一旦損傷すると十

分に修復されることはなく、損傷部の放置は

関節の荷重分散機能の著しい低下を来たし、

関節軟骨の破壊を合併し、二次性の関節症へ

と進展することも多い。全世界で変形性関節

症の潜在患者数は３千万人とも推定され、有

効な半月や軟骨の治療法の開発は急務である。 

近年、軟骨を対象とした再生医療的手法を

用いた新規治療法が多く研究されているが、

半月に対する新規治療の報告は少ない。古典



的な半月に対する治療法としては、損傷部分

の縫合術が基本であるが、縫合可能な半月損

傷は全体の５％程度であるとの報告もあり、

やむなく切除せざるを得ない症例は非常に多

い。半月を切除した場合、関節軟骨に過剰な

荷重衝撃が加わり、数年で５０％以上に関節

症性変化が見られるということは周知の事実

であり、半月の機能温存を目的とした細胞治

療が研究され始めている。 

これまで細胞治療を行う場合、細胞の集積

の維持、細胞増殖、分化機能の安定化、さら

には治療部位にかかる力学ストレスからの保

護などの目的のために大多数の研究では生体

基盤材料（スキャフォールド）が使用されて

きた。これまで報告されている半月治療用ス

キャフォールドとしては①人工材料（ポリウ

レタン）②生物由来材料（ウシコラーゲン、

同種半月）などがあるが、それらの材料の使

用が生体に及ぼす影響は長期にわたっては予

測しきれない問題がある。そこで我々は、患

者さんの自己由来の静脈血に含まれるフィブ

リンをスキャフォールドとして使用する方法

を考案した。 

 
２．研究の目的 

本研究では、in vitroにて自己血由来スキ

ャフォールドを用いた三次元人工組織作製法

の確立およびin vivoにて膝関節半月板の再

生医療の可能性を検証した。 

 

３．研究の方法 

(1) 自己血由来スキャフォールドを用いた三

次元人工組織作製法の確立(in vitro) 

①自己由来静脈血から得られるフィブリン

クロットをスキャフォールドとし、ヒト滑膜

幹細胞あるいはヒト半月板細胞を播種して三

次元培養組織を作成する際の作成方法と至適

培養条件につき検討した。 

②作成した組織の免疫組織学的検討を免疫

組織染色法にて検討した。 

③三次元培養組織内の遺伝子発現解析を

RT-PCR法により検討した。 

(2)ミニブタを用いた移植実験 

ミニブタの内側半月板前節に径５ｍｍの欠

損を作成し、三次元組織補填群、欠損群、フ

ィブリンクロットのみの補填群の３群で手術

後３か月後に肉眼的所見、組織学的所見を解

析した。 

 

４．研究成果 

(1)静脈血を摺ガラス棒にて約７分間ゆっく

りと撹拌すると、ガラス棒に析出したフィブ

リンクロットを得ることができる。 

①この静脈血にあらかじめ培養増殖してお

いたヒト半月板由来細胞懸濁液を混入すると

細胞数１ｘ１０＊６個／２０ｍｌ静脈血の条

件にて、約９０％の効率で細胞がとりこまれ

たフィブリンクロットを作成することが可能

であった。 

この細胞入りフィブリンクロットと細胞を

入れていないフィブリンクロットを DMEM10%

ウシ胎仔血清下に２週間培養すると、細胞を

入れていないものは溶解したが、細胞を入れ

たフィブリンクロットは、3 次元組織を形成

した。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
きし麺状に作成した 3次元人工組織 



 ②免疫組織学的検討 

 作成後、2 週間 DMEM10%ウシ胎仔血清下で

培養した 3次元組織を、間葉系細胞のマーカ

ーである vimentin と、核染色の DAPI、Ⅰ型

コラーゲンにて免疫組織染色を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

緑に染色された細胞が、播種したヒト半月細

胞であるが、3次元組織内での増殖を認めた。

また、その周囲に赤で染色されるⅠ型コラー

ゲンを認めた。 

③遺伝子発現解析 

作成後、2 週間 DMEM10%ウシ胎仔血清下で

培養した 3次元組織をホモジナイズし、細胞

を播種していない群と播種した群で RT-PCR

法にて遺伝子発現を比較検討した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 細胞播種した 3次元組織においてアグリカ

ンやⅠ型コラーゲンなどの遺伝子発現を認

めた。半月板に少量含まれるⅡ型コラーゲン

の発現は認めなかったが、その上流である

Sox9 の遺伝子発現を認めた。 

 

(2)ミニブタを用いた移植実験 

ミニブタの内側半月板前節に径５ｍｍの欠

損を作成し、三次元組織補填群、欠損群、フ

ィブリンクロットのみの補填群の３群で手術

後３か月後に解析した。肉眼的には感染，癒

着、関節炎は認めなかった．組織学的には、

三次元組織補填群、フィブリンクロットのみ

の補填群では関節包からの滑膜増生を認めた。 

（白矢印が半月欠損作成部） 

 

      欠損群 

 

 

欠損群 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
細胞なしフィブリンクロット 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
細胞ありフィブリンクロット 

 
 
 



組織充填率は三次元組織補填群：６７％

(Group3)、欠損群(Group1)：５２％、フィブ

リンクロットのみの補填群(Group2)：６８％

と欠損群で低い傾向にあったが、有意差は認

めなかった。 

 

 

組織スコアリング：過去の報告（Ishida K et 

al, Tissue Eng., 2007）に従い組織スコア

リングを行った。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

三次元組織補填群でスコアが高い傾向にあっ

たが、他群と比較し有意差は認めなかった。 

 

研究成果のまとめ 

自己由来静脈血から得られるフィブリン

クロットをスキャフォールドとし、自己細胞

を播種し２週間培養することで、自己材料の

み由来の３次元組織を作成する技術を開発

した。ミニブタ移植実験では、コントロール

群に比し、有意ではなかったが、これは強度

不足によるものと考えられる。向後、この３

次元組織を組織に特徴的な形に形成したり、

成長因子や薬剤を加え強度を持たせること

で、より有用な再生医療材料として発展させ

うることが期待できる。 
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