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研究成果の概要（和文）： 軟骨再生を促進させる新しい三次元培養法として、ハイドロゲル粒子を混合した軟骨細胞
集合体の作製を試みた。in vitro実験において、ハイドロゲル粒子混合細胞集合体ではハイドロゲルを含有しない細胞
単独集合体に比べ、軟骨細胞生存活性およびグリコサミノグリカン生産量の向上を認め、軟骨分化を促進させることが
確認できた。さらにin vivoの動物移植実験においても、ハイドロゲル粒子混合細胞集合体移植群では有意に軟骨組織
の形成を認めた。以上の結果から、ハイドロゲル粒子混合細胞集合体は軟骨再生に有用な三次元培養法であると考えら
れる。

研究成果の概要（英文）： This study developed a novel 3D culture procedure; chondrocyte aggregates with ge
latin microspheres to promote cartilage regeneration.The viability of chondrocytes and the sulfated glycos
aminoglycan production of chondrocytes in an aggregate with microspheres were significantly higher compare
d with that of aggregate without microspheres. This result indicated that chondrocyte aggregates with micr
ospheres enhanced chondrogenic differentiation in vitro. Moreover, in vivo implantation study, the area of
 regenerated cartilaginous tissue in the group of chondrocyte aggregates with microspheres was larger than
 that of chondrocyte aggregates without microspheres. In conclusion, this novel procedure may allow for th
e development of cartilage regeneration.
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１．研究開始当初の背景 
軟骨の再生において、さまざまな軟骨細胞
移植法が試みられているが、vitroでの軟骨細
胞の増殖や分化能の維持が困難であること、
さらに移植した軟骨細胞から形成される軟
骨基質が乏しいことが問題となっている。ま
たこれらの問題点を解決し、軟骨形態を維持
する目的でさまざまな生体材料が足場とし
て使用されているが、足場材料に対する過剰
な組織反応や材料の存在による細胞間相互
作用の抑制がかえって軟骨再生の妨げとな
ることがある。そこで近年、足場を用いない
細胞単独での軟骨再生が試みられている
（Kaneshiro N. et al: Biochem Biophys Res 
Commun 349:723-731,2006）。一方、細胞を
三次元的に集合させることで細胞間相互作
用が増強し、その生理機能が高まることが報
告されているが、軟骨細胞においては、細胞
を高密度で培養することで同様にその生理
機能が向上することが報告されているもの
の、積極的に細胞集合体を作ることで軟骨再
生を促進する試みについての報告はない。ま
た細胞集合体の問題点として、内部での低酸
素や低栄養による細胞の生存活性の低下が
あり、適切な足場が必要であると考えられる。  
 われわれは、水分を保持する物性から酸素
や栄養の高い透過性をもつ生体吸収性ハイ
ドロゲル粒子（Tabata Y.et al: Adv Dru Del 
Rev 31:287–301,1998）を用いて、骨髄由来
幹細胞(MSC)の細胞集合体を作製し、細胞集
合体中の MSC の生存活性を向上させること
が で き た (Tabata Y. et al: Acta 
biomaterialia 7:2797-2803,2011)。 
そこで本研究では、軟骨細胞とハイドロゲ
ル粒子の細胞集合体を作製し、軟骨細胞の生
存活性と機能表現を高めることで、より効率
のよい軟骨再生を試みる。 
  
２．研究の目的 
（１）軟骨の再生において、培養に伴う軟骨
細胞の機能低下が 1つ目の大きな問題点であ
る。軟骨細胞を高密度で培養することで、細
胞間相互作用が高まり、高い軟骨形成能が維
持されることが報告されている(Alstair MM. 
et al: Tissue Eng.4:415-428,1998)。そこで、
他分野で同様に細胞間相互作用から細胞の
生理機能を向上させるという点で注目され
ている細胞集合体を新たに軟骨細胞に応用
することで、軟骨再生の促進を試みる。しか
しながら細胞集合体には、細胞集合体内部の
細胞が集合体周辺の細胞に比べ、栄養や酸素
の交換率が低いため、その生存活性が低下す
るという問題点がある。そこでわれわれはこ
の点に解決するために、水分を保持する物性
から酸素や栄養の高い透過性をもつ生体吸
収性ハイドロゲル粒子を用いて集合体内部
の細胞環境を調整し、集合体内部の細胞の生
存活性を向上させ、軟骨細胞の機能を高く維
持し、さらに効率よく軟骨再生することを試
みる。 

（２）軟骨再生の 2つ目の問題点として、移
植した軟骨細胞から形成される軟骨基質が
乏しく、また再生軟骨の長期維持が困難であ
ることがあげられる。この点において、細胞
集合体での移植は、細胞に対する足場の比率
を減少させ、足場に対する過剰な組織反応に
伴う再生軟骨の破壊を抑制し、さらに in 
vitroで形成された細胞外基質、細胞因子等の
細胞環境を保持したまま移植できることで
よりよい軟骨再生が期待できる。細胞集合体
移植による in vivo での軟骨基質形成の向上
と形成軟骨の長期維持を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）ゼラチン粒子をもちいた軟骨細胞集合
体の作製と in vitro 軟骨形成能の評価 
①細胞集合体の作成 
酸性ゼラチン（重量平均分子量：100,000 等
電点：5,0）を用いて様々なサイズのハイド
ロゲル粒子を作製する(Kawai K. et al: 
Biomaterials 21:489-499,2000)。またウサ
ギ耳介軟骨より軟骨細胞を単離し培養する
（ Togo T. et al : Lab 
Invest.86:445-457,2006）。 
96well Ｕ底プレートに 1%ポリビニルアル
コール（PVA）水溶液を用いて PVA コーティ
ング行う。PVA コーティングしたプレートに
軟骨細胞を播種し、同時にハイドロゲル粒子
を加えて、静置培養することで軟骨細胞集合
体を作製する。 
②細胞集合体に含まれる細胞の生存活性の
検討 
細胞集合体中の生細胞数を経時的に測定す
ることで、細胞集合体中の細胞の生存活性を
評価する。 
③細胞集合体の軟骨分化能の検討 
経時的に、細胞集合体から形成される軟骨の
量と質を評価する。病理組織(一般･免疫染
色)による形態の評価・軟骨基質の確認 、ジ
メチルメチレンブルー法によるグリコサミ
ノグリカンの定量、RT-PCR による遺伝子発現
の定量(アグリカン、Ⅱ型コラーゲン、sox9
など)などを行う。 
（２）細胞集合体を用いた in vivo 移植実
験 
軟骨細胞単独からなる細胞集合体群とハイ
ドロゲル粒子混合細胞集合体群をヌードマ
ウス皮下に移植する。1 ヵ月後に組織を採取
し、病理組織、RT-PCR などを行い、両群での
軟骨形成能を比較し、ハイドロゲル粒子混合
細胞集合体の vivo での有効性を評価する。
さらに免疫不全モデルでの有効性を確認し
た後に、ウサギ皮下に移植実験を行い、自家
移植における有効性を確認する。 
 
４．研究成果 
（１）－① ハイドロゲル粒子混合細胞集合
体の作成 
・乾燥時粒径 20-32、32-53、53-75µm の比較
的均一なハイドロゲル粒子を作成すること



ができた。それぞれの膨潤時粒径は乾燥時粒
径の約 2倍であった。 
 
【ゼラチン粒子膨潤時の顕微鏡写真】 
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・10000 個の軟骨細胞に対して上記で作成し
たハイドロゲル粒子（MS）を 0、1000、10000
個混合させてハイドロゲル粒子混合細胞集
合体を作成した。多い粒子数や大きな粒子サ
イズでは細胞集合体を作成することができ
ず、軟骨細胞数に対する適切な粒子比が存在
することがわかった。 
 
【細胞集合体の培養 14 日目の顕微鏡写真】 

 
 
 
 
 
 
 

MS なし 
集合体形成（＋） 

MS（20－32µm） 
   1000 個       10000 個 
集合体形成（＋）      （＋） 
 
 

MS（32－53µm） 
   1000 個       10000 個 
集合体形成（＋）      （±） 

MS（53－75µm） 
   1000 個        10000 個 
集合体形成（±）      （－） 
 
（１）－②・③ 細胞集合体における細胞の
生存活性及び軟骨分化能 
・集合体あたりの生細胞数およびグリコサミ
ノグリカン生産量を測定した。ハイドロゲル
粒子を含まない集合体（MS0）にくらべ、ハ
イドロゲル粒子混合集合体（MS10＾3：1000
個、MS10＾4：10000 個）では生細胞数の増加
および維持が可能であった。また、グリコサ
ミノグリカンの定量においてもハイドロゲ
ル粒子混合集合体群で有意に生産量の増加
を認めた。（下図参照） 
 
【集合体あたりの生細胞数】 

 
【集合体あたりのグリコサミノグリカン生
産量（µg）】 

 
（２）細胞集合体の in vivo 移植実験 
・ハイドロゲル粒子を含まない細胞集合体と



ハイドロゲル粒子混合細胞集合体をヌード
マウス皮下に移植したものを1カ月後に採取
し、サンプルあたりの再生した軟骨形成面積
および軟骨形成重量を測定した。移植の際に
集合体あたりの軟骨生細胞数は同じとした。
軟骨形成面積および重量ともにハイドロゲ
ル粒子混合集合体で有意に高かった。（下図
参照） 
 
【軟骨形成面積】 

 
【軟骨形成重量】 

 
以上の結果から、ハイドロゲル粒子混合細胞
集合体は軟骨再生を有意に促進し、軟骨再生
において有用な新しい培養方法と考えられ
る。今後、ハイドロゲル粒子の混合比などさ
らに詳細な条件検討を行い、より軟骨再生が
促進される条件を検討する予定である。また
再生された軟骨の質についても評価する予
定である。 
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