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研究成果の概要（和文）：供与頂いた軟骨、軟骨膜および血液より軟骨膜由来細胞と血清を生成した。自家血清(AS)含
有培地とFBS含有培地で軟骨膜細胞を拡大培養し、その解析を行った。AS使用群とFBS使用群では前者の方が細胞倍加時
間が短く、良好な増殖を認めた。ただし、いずれの群も同等に軟骨分化誘導が可能であった。重症免疫不全マウスにお
ける皮下移植実験では同等の弾性軟骨様組織の再構築を認めた。拡大培養した軟骨膜由来細胞をRWV内へ挿入し三次元
培養した。再構築組織を比較検討したところFBS群の方がAS群より大きさ、形状ともに安定的であった。組織学的には
いずれの群においても軟骨様組織の再構築を認めたが、未熟なものであった。

研究成果の概要（英文）：I produced perichondrocytes and serum from the provided perichondrium and blood. 
The perichondrium cells are culture expanded with autologous serum (AS) containing media and 
FBS-containing media and subjected to the analysis. The former is shorter cell doubling time in the AS 
use group and showed good growth. However, any of the group also was able to equally cartilage 
differentiation. In vivo experiments in severe immunodeficient mice showed the regeneration of the 
equivalent elastic cartilage-like tissue. The expanded perichondrocytes were inserted three-dimensional 
culture, RWV. Regenerated tissue is compared, and it was stable in shape in FBS group. But admitted the 
regenerated cartilage-like tissue in any of the group in the histologically, it was those immature.

研究分野： 再生医療

キーワード： 軟骨幹／前駆細胞　三次元培養　自家血清　再生医療
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１．研究開始当初の背景 

形成外科領域では顔面領域の変形や先

天性奇形に対して、患者自身の軟骨組織を

移植する手術が広く行われている。しかし、

移植手術には自家組織の採取が必要であ

り、それに伴う侵襲が問題となる。組織移

植に広く用いられている軟骨組織として

肋軟骨が挙げられるが、採取に伴う術後の

疼痛や胸部の瘢痕が問題となるばかりで

なく、前胸部の変形をきたす症例もある。

また、先天性の変形に対する手術は小児期

に行われることが多いため、患者へ対する

侵襲は相対的に大きく、その負担は計り知

れない。 

われわれはこれら従来の軟骨移植の問

題点を解決するために軟骨幹／前駆細胞

を利用した、低侵襲で長期形態維持性の高

い培養再生軟骨医療の開発を試みた。そし

て、マウスやヒト耳介軟骨膜中に軟骨幹／

前駆細胞が存在することを同定した

(Kobayashi S, Yabuki Y, et al. PLoS ONE. 

2011 ;6(10): e26393 / PNAS. 2011 ; 

108(35): 14479-84)。また、その分離／培

養法などの基本的な細胞操作法を世界に

先駆けて確立している。この細胞群はヒト

耳介軟骨膜を耳介後面から小範囲採取す

るという低侵襲な方法で回収が可能であ

る上に、極めて高い増殖能を有しており、

これらを用いることで長期形態維持性に

優れた軟骨再生が可能となることが多い

に期待される。 

また、臨床応用に際して移植／再構築

組織の形態コントロールに関しても根本

的な問題となっている。現在、軟骨分化誘

導した軟骨細胞をゲル状の基質を含めて

直接皮下に注入する方法(Plast Reconstr 

Surg. 2006; 117(6): 2019-30)や、それら

を一旦腹部皮下に移植し再構築された軟

骨様組織を二期的に移植する方法、スキャ

ホールドなど担体に播種したものを直接

移植する方法などが開発されている。しか

し、いずれも体内で軟骨基質を産生させる

方法であり、再生軟骨を安定的に得られな

い。なぜならば、部位や血行、皮膚緊張な

どの局所的な要因と、栄養状態や免疫状態

など全身的な要因は同一個体間であって

も多様であるからだ。そのため、生体外で

成熟した軟骨組織を安定的に産出する方

法の開発が必要となっている。 

 

２．研究の目的 

 我々は軟骨幹／前駆細胞を用いた低侵襲で

長期形態維持性の高い培養再生軟骨医療の開

発を試みており、生体外で安定的に再生軟骨

組織を得る手法としてRotating Wall Vessel 

(RWV)を用いた三次元培養法に着目している。

RWVを用いると、回転する培養器内に疑似微小

重力環境が作成され、細胞同士が接近し細胞

塊を形成する。それは重層化培養と同様の効

果を生むばかりでなく、三次元で自由度の高

い基質産生が期待される。本研究は軟骨幹／

前駆細胞を利用し、自家血清と三次元培養法

を駆使しながら培養再生軟骨を生体外で安定

的に得る方法の開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)自家血清含有培地で培養した軟骨膜細胞

の特性解析 

 まず①自家血清含有培地を用いて軟骨膜

細胞の初代培養が可能か検証した。その後②

増殖能の評価として MTT アッセイを行い、細

胞倍加時間を測定した。③軟骨分化能の評価



として分化誘導後の可溶性グリコサミノグリ

カン含有

価するために、重症免疫不全マウスへの皮下

移植実験を行った。

骨幹/

家血清含有培地で拡大培養し、軟骨分化誘導

をかけた。

シュに固着した細胞塊をスクレーパーで回収

し、NOD/SCID

植した。移植後

をサンプリングした。得られた検体はサイズ、

湿重量などの一般的項目を計測した後、

色と特殊組織染色を施行した。具体的にはプ

ロテオグリカンを評価する目的で

bule 染色、

行った。弾性繊維を評価する目的で

van Gieson

 

(2)RWV

 自家血清含有培地を用いて拡大培養した軟

骨膜細胞を

て培養した。

た。 

 

４．研究成果

(1)自家血清含有培地で培養した軟骨膜細胞

の特性解析

 ①軟骨膜細胞の初代培養

  自家血清含有培地を用いて培養した細胞

も良好にディッシュ底面へ付着し、良好な増

殖を得た。細胞の形態に大きな差は認めなか

った。

として分化誘導後の可溶性グリコサミノグリ

カン含有量を測定した。④組織再構築能を評

価するために、重症免疫不全マウスへの皮下

移植実験を行った。

/前駆細胞を 10%FBS

家血清含有培地で拡大培養し、軟骨分化誘導

をかけた。4 週間程度経過したのち、ディッ

シュに固着した細胞塊をスクレーパーで回収

NOD/SCID マウスの背部

植した。移植後 2

をサンプリングした。得られた検体はサイズ、

湿重量などの一般的項目を計測した後、

色と特殊組織染色を施行した。具体的にはプ

ロテオグリカンを評価する目的で

染色、Alcian blue

行った。弾性繊維を評価する目的で

van Gieson 染色を行った。

RWVによる再構築組織の解析

自家血清含有培地を用いて拡大培養した軟

骨膜細胞をRWVへ挿入し、分化誘導培地を用い

て培養した。FBS含有培地使用群と比較検討し

 

４．研究成果 
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として分化誘導後の可溶性グリコサミノグリ

量を測定した。④組織再構築能を評

価するために、重症免疫不全マウスへの皮下

それぞれ分離培養した軟
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シュに固着した細胞塊をスクレーパーで回収
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 ②増殖能の評価

 自家血清使用群で増殖効率が高い傾向を認

めた。細胞倍加時間を算出したところ、

自家血清使用群は

使用群は

自家血清使用群において、含有自家血清濃度

と増殖効率の相関性を評価した。その結果、

10％自家血清を含有する培地において細胞倍

加時間が最も短いことが明らかとなった。

 

 

 

(図1)初代培養時の細胞形態の比較

②増殖能の評価

自家血清使用群で増殖効率が高い傾向を認

めた。細胞倍加時間を算出したところ、

自家血清使用群は

使用群は115.1±

自家血清使用群において、含有自家血清濃度

と増殖効率の相関性を評価した。その結果、

％自家血清を含有する培地において細胞倍

加時間が最も短いことが明らかとなった。

(図2)10％血清含有培地における

軟骨膜細胞の増殖能の比較

(図3)各自家血清濃度ににおける

軟骨膜細胞の増殖能の比較

初代培養時の細胞形態の比較

 

②増殖能の評価 

自家血清使用群で増殖効率が高い傾向を認

めた。細胞倍加時間を算出したところ、

自家血清使用群は69.8±12.0 [hr]

±49.8 [hr]であった。

自家血清使用群において、含有自家血清濃度

と増殖効率の相関性を評価した。その結果、

％自家血清を含有する培地において細胞倍

加時間が最も短いことが明らかとなった。
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自家血清使用群において、含有自家血清濃度

と増殖効率の相関性を評価した。その結果、

％自家血清を含有する培地において細胞倍

加時間が最も短いことが明らかとなった。
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初代培養時の細胞形態の比較 

自家血清使用群で増殖効率が高い傾向を認

めた。細胞倍加時間を算出したところ、10％
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そこで、

自家血清使用群において、含有自家血清濃度

と増殖効率の相関性を評価した。その結果、

％自家血清を含有する培地において細胞倍

加時間が最も短いことが明らかとなった。 

 

 



 ③軟骨分化能の評価

 細胞分化の定量化として、

PCRを行った。軟骨分化誘導した

サンプリングし

血清使用群においても

リコサミノグリカン量を認めた。また、分化

誘導がかかった細胞群を用いて

したところ同様の結果が得られた

 

含有グリコサミノグリカンの比較

 

 ④組織再構築能の評価

両群ともに

織の構築を認めた。形状は円形のものや一部

不整形のものが回収された。

 

③軟骨分化能の評価

細胞分化の定量化として、

を行った。軟骨分化誘導した

サンプリングしELISA

血清使用群においても

リコサミノグリカン量を認めた。また、分化

誘導がかかった細胞群を用いて

したところ同様の結果が得られた

   

(図4)軟骨分化能の評価

含有グリコサミノグリカンの比較

アグリカン

④組織再構築能の評価

両群ともに約

織の構築を認めた。形状は円形のものや一部

不整形のものが回収された。

(図5)組織再構築能の評価

自家血清含有培地使用群

FBS含有培地使用群

 

③軟骨分化能の評価 

細胞分化の定量化として、

を行った。軟骨分化誘導した

ELISAを施行したところ、自家

血清使用群においてもFBS使用群と同等のグ

リコサミノグリカン量を認めた。また、分化

誘導がかかった細胞群を用いて

したところ同様の結果が得られた

   

軟骨分化能の評価

含有グリコサミノグリカンの比較

アグリカンmRNAの比較

④組織再構築能の評価 

約 5mm 大で弾性硬、白色調組

織の構築を認めた。形状は円形のものや一部

不整形のものが回収された。

組織再構築能の評価

自家血清含有培地使用群

含有培地使用群

細胞分化の定量化として、ELISAと定量

を行った。軟骨分化誘導した培養上清を

を施行したところ、自家

使用群と同等のグ

リコサミノグリカン量を認めた。また、分化

誘導がかかった細胞群を用いてmRNAの定量を

したところ同様の結果が得られた 
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