
図 3 軟⾻⼩⽚が凝集するタイミングの検討
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（n = 4）での培養経過を週に1回、デジタルカメラで撮影した。
a 軟⾻⼩⽚培養のwellごとのデジタルカメラによる記録の１例。
b ⾁眼的に、凝集が起こるタイミングをグラフ化した。10%FBS群ではほとんどが6週

以内に凝集した。DMEM群、IGF群では凝集が起こらなかった。
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3 複合培養：軟⾻基質を形成する条件 

Ultra-low attachment plateを⽤いて、10%FBS 培地で培養を⾏って得られた凝

集体の組織切⽚を作製したところ、軟⾻⼩⽚が被膜に覆われており、被膜内には

僅かな間質細胞が認められた。（図４a: 12w/-, 8w/-）そこで、凝集が起こった時

点で、IGF-1 培地で培養し、分化誘導を⾏った。組織切⽚を作製して、HE染⾊

および TB染⾊で基質形成を評価した。10%FBS 培地で 5週培養後に IGF-1 培

地で 3 週培養を⾏った群 (5w/3w)と 10%FBS 培地のみで 8 週間培養した群 

(8w/-)を⽐較すると、HE染⾊および TB染⾊において明らかな差は認められな

かった。軟⾻⼩⽚の基質部分は両群で TB 陽性であった。10%FBS 培地で 5 週

培養後に IGF-1 培地で 7週培養を⾏った群 (5w/7w）、10%FBS 培地で７週培養

後に IGF-1 培地で５週培養を⾏った群 (7w/5w)と 10％FBS 培地のみで 12週培

養した群 (12w/-)とを⽐較すると、5w/7w、7w/5w では間質内で TB 陽性領域

が認められた。また 5w/7wと 7w/5wを⽐較すると、7w/5wがより TB陽性領

域が顕著であった。12w/-では軟⾻⼩⽚は TB陰性であった。(図４a) 

ATOS III Triple Scan で 5w/7w、12w/-の体積をそれぞれ測定した (n = 3)。三

次元画像処理したものを代表 1例のみ提⽰する (図 4b)。5w/7wでは 18.53 mm3 

± 4.064 mm3、12w/-では 15.69 mm3 ± 1.796 mm3 であり、培養条件による差は

認められなかった（p = 0.55） (図 4c)。しかし、培養開始前の軟⾻⼩⽚の体積 
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図 4 基質産⽣する条件の検討
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導した凝集体のTB染⾊およびHE染⾊の組織所⾒。
スケールバー； x 4： 500 μm、x 20：100 μm。

b ATOS III Triple Scanで凝集体の形態を計測し、三次
元画像処理した代表例。

c 体積の変化のグラフ。
Error bar; mean ± S.D. n.s.: not significant
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(0.2 x 0.2 x 0.2 x 1,000 = 8 mm3)と⽐較すると、いずれのサンプルも体積は増⼤

していた (図４c）。  

4 凝集体形成における細胞動態解析 

凝集体形成時の細胞動態を解析するため、10%FBS 培地で 3 週間培養後のサン

プルに対してタイムラプス撮影を⾏った。撮影開始時、12 時間後、24 時間後、

36 時間後の画像を⽰す(図 5)。 結果として、培地中に浮遊している細胞が、軟

⾻⼩⽚同⼠の間に徐々に集積していく様⼦が観察された。 

5 凝集体移植時の軟⾻再⽣能についての検討 

Ultra-low attachment plate において種々の条件で培養した凝集体 (7w/5w、

5w/7w、12w/-、5w/3w、8w/-)および細切直後の軟⾻⼩⽚をヌードマウスの背

部⽪下に移植し、8 週後に回収して組織学的評価を⾏なった (7w/5w/8w、

5w/7w/8w、12w/-/8w、5w/3w/8w、8w/-/8w、直後/8w)。7w/5w/8w および

5w/7w/8wでは良好な基質産⽣が認められた。さらに、7w/5w/8wでは、軟⾻⼩

⽚と新⽣基質との境界がなくなり、⼀塊の再⽣軟⾻となっていた。直後/8wおよ

び 12w/-/8wでは新⽣基質は認められなかった (図 6)。 

ImageJを⽤いた解析の結果 (図 7a)、新⽣基質の割合は 7w/5w/8wにおいて、

12w/-/8w (p = 0.024)および直後/8w (p = 0.010)と⽐較して、有意に⾼値となっ

た。12w/-/8wと直後/8wでは有意差はなかった（p = 0.209）(図 7b)。拡⼤率
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12h

24h 36h

図 5 間質を形成する細胞の観察

10%FBS培地で3週間培養後のサンプルを使⽤し、KEYENCE (BZ-X700)で3⽇間タイム
ラプス撮影を⾏った。撮影は、15分間隔で、位相差顕微鏡モードの10倍で撮影した。
撮影開始時、24時間後、36時間後、48時間後の様⼦を抜粋したところ、軟⾻⼩⽚間に
細胞が集積していく様⼦が認められた。
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図 6 in vivoでの基質産⽣の評価
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後の軟⾻⼩⽚をマウス⽪下移植した。8週後に回収した組織のTB染⾊および, HE染⾊の
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図 7 新⽣基質の⽐較
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a ImageJによる画像解析
HE染⾊した組織切⽚を⽤いてImageJによる画像解析を⾏なった（n=3）。代表例。

b 新⽣基質の割合
新⽣基質⾯積/回収組織の軟⾻部分⾯積 x 100で算出した。
7w/5w/8wにおいて、12w/-/8w (p = 0.024)および直後/8w (p = 0.010)と⽐較して、
有意に⾼値となった。12w/-/8wと直後/8wでは有意差はなかった（p = 0.209）。

c 拡⼤率
回収組織全体の⾯積/元の軟⾻基質の計算上の⾯積（組織切⽚に含まれる軟⾻⼩⽚の
個数 x 40,000 µm2）で算出した。
7w/5w/8wにおいて、12w/-/8w (p = 0.000)および直後/8w (p = 0.000)と⽐較して、
有意に⾼値となった。12w/-/8wと直後/8wでは有意差はなかった（p = 0.296）。

*：p値＜ 0.05、**：p値＜ 0.01    n.s.: not significant Error bar; mean ± S.D. 
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についても 7w/5w/8w において、12w/-/8w (p = 0.000)および直後/8w (p = 

0.000)と⽐較して、有意に⾼値となった。12w/-/8wと直後/8wでは有意差はな

かった（p = 0.296）(図 7c)。Venustron Alpha version 5.4Jを⽤いて⼒学強度を

測定したところ、7w/5w/8wでは 12w/-/8w (p = 0.000)、直後/8w (p = 0.000)、

5w/7w/8w (p =0.000)と⽐較して有意に⾼値となった。また、いずれの群におい

ても再⽣軟⾻としては⼗分な強度 18が得られた (図 8) 

6 間質細胞の特性 

間質細胞の特性評価を⾏うため、periostin、PCNA、MMP-13 に対する免疫染⾊

を⾏った。7w/5w では periostin も PCNA も陽性であった。7w/-においては

periostin 陰性で、間質に存在する細胞は少ないが、基質辺縁に存在する細胞で

MMP-13 は陽性であった。細切直後では全て陰性であった (図 9)。さらに、間

質細胞が幹細胞特性を有する可能性について評価するため、TRA-1-60、SSEA-

3 に対する免疫染⾊を⾏なった。iPS 細胞および 5w/7w,12w/-ではいずれも陽性

であった。Native cartilage, および diced cartilage由来の軟⾻細胞では TRA-1-

60、SSEA-3共に陰性であった (図 10)。 
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図 8 ⼒学強度

Venustron Alpha version 5.4Jを⽤いて⼒学強度を測定した。
7w/5w/8wでは12w/-/8w (p = 0.000)、直後/8w (p = 0.000)、5w/7w/8w (p =0.000)と
⽐較して有意に⾼値となった。*：p値＜ 0.05、**：p値＜ 0.01 Error bar; mean ± S.D. 
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図 9 間質の細胞特性評価
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Periostin、PCNA、MMP-13に対する免疫染⾊を⾏った。7w/5wではperiostinもPCNA
も陽性であった。7w/-においてはperiostin陰性で、間質に存在する細胞は少ないが、基
質辺縁に存在する細胞でMMP-13は陽性であった。細切直後では全て陰性であった。
スケールバー：50μm
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図 10 幹細胞特性の評価
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TRA-1-60、SSEA-3に対する免疫染⾊の結果。iPS細胞および5w/7w,12w/-ではいずれ
も陽性であった。軟⾻器官培養, および軟⾻⼩⽚由来の軟⾻細胞ではTRA-1-60、SSEA3
共に陰性であった。スケールバー：50μm
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考察 

本研究では、軟⾻細胞に負の影響を与えうる酵素処理や平⾯培養を経ずに、再

⽣軟⾻の細胞源となり得ることが先⾏研究で⽰されている軟⾻⼩⽚を⽤いて、

スカフォールドフリーの再⽣軟⾻を作製する⽅法を確⽴すべく、培養条件の検

討を⾏った。軟⾻⼩⽚の⼤きさを 200μmの⽴⽅体にした理由については、近

畿⼤学の先⾏研究 14を基にしている。この報告によると、⾜場に搭載する場合

には 100μmが軟⾻修復における⾄適な⼤きさであったが、細胞の⽣存率は

200μmが最も⾼かった。本研究では⾜場を⽤いず、あらかじめ凝集、分化培

養を⾏ってから移植するという点で先⾏⽂献と異なるため、細胞⽣存率を重視

し、200μmを選択した。 

スカフォールドフリーの再⽣軟⾻を作製するためには、軟⾻⼩⽚が⾃律的に融

合し、凝集体を形成する必要がある。そのため、最初に軟⾻⼩⽚が凝集体形成

する培養条件 (培地、接着状態、培養期間)について検討した。今回の検討で

は、作製した軟⾻⼩⽚を維持するために 10％FBS 含有培地で⾮接着培養して

いたところ、凝集体が形成されていることを発⾒した。そこで、FBS 含有培地

による凝集体形成についてより詳細な解析を⾏った。対照群としてDMEMの

み、また増殖培地である FBS 含有培地との⽐較対象として FBS を含まない
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IGF-1 含有分化培地 19を使⽤した。その結果、DMEM培地 (基礎培地)や IGF-

1 培地では凝集は起こらず、10%FBS 培地のみで凝集体が得られた (図 3)。先

⾏⽂献では 10%FBS を含む培地で単離軟⾻細胞を培養すると⼤きな凝集体が得

られること 20 が報告されている。今回、軟⾻⼩⽚をそのまま培養した場合にお

いても、10％FBS 含有培地を⽤いることで凝集体を得ることができた。 

軟⾻を器官培養すると、軟⾻⼩腔から細胞が遊⾛する 21,22ことが報告されてい

る。軟⾻⼩⽚を 10%FBS 培地で接着培養した際に、軟⾻⼩⽚から遊⾛したと考

えられる細胞が well底⾯に接着している像が観察された (図 2)。⼀⽅、⾮接着

条件で軟⾻⼩⽚を 10%FBS 培地で培養した際には、well底⾯には細胞は⾒られ

ず (図 2)、凝集した軟⾻⼩⽚の間質に細胞が観察された (図 4)。タイムラプス

撮影（図 5）の所⾒からは、培地中に浮遊している細胞が軟⾻⼩⽚間に集積し

ている像が⾒られた。このことから、軟⾻⼩⽚から遊⾛し、培地中に⼀旦放出

された細胞が集積して、間質を形成したことが考えられる。しかし、遊⾛後も

軟⾻⼩⽚に接着したまま、間質形成に寄与している細胞の存在も否定できず、

凝集体形成時の細胞動態の解明には、さらなる解析が必要である。 

次に、形成した凝集体に対して分化誘導を⾏うことが、基質形成に与える影響

について検討した。IGF-1 は細胞増殖を促すこと 23、スカフォールドフリーの
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三次元培養で軟⾻組織形成を促進すること 24、間葉系幹細胞の軟⾻分化を促進

する働きがあること 25などが報告されている。今回の検討でも IGF-1 培地で培

養を⾏うことで、間質の細胞増殖および基質産⽣が認められた (図４)。 

興味深い事に、10%FBS 培地で 7週、IGF-1 培地で 5週培養した凝集体は、

10%FBS 培地で 5週、IGF-1 培地で 7週培養した凝集体よりも軟⾻基質形成が

良好であった。培地の切り替えのタイミングにおける、この 2週間の差がなぜ

このような基質形成の差異を⽣じるのかは不明である。考えうる機序として

は、10%FBS 培地で 5週培養した時点と 7週培養した時点の細胞の状態の差異

が影響している可能性、IGF-1 培地での培養期間は 7週よりも 5週の⽅が適切

である可能性などが考えられる。これらの仮説について今後検討していくこと

で、培養条件のさらなる最適化につながる所⾒が得られる可能性がある。また

IGF 添加培地での培養が 7週間以上の⻑期に及ぶと、細胞の⽣存率が低下し

た。（data not shown） 

さらに、これらの条件で培養した凝集体について、移植後の軟⾻再⽣能を検討

した。先⾏研究においては、移植前の軟⾻細胞三次元培養に⽤いる培地の⽐較

で、本研究と同様に分化培地を⽤いた⽅が増殖培地を⽤いた場合に⽐べ、移植

後の軟⾻再⽣が良好であるとする報告がある 26。⼀⽅で、申請者の所属する研
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究室からの報告では、移植前の軟⾻細胞三次元培養において、分化培地を⽤い

た⽅が in vitro での軟⾻組織成熟は良好であるが、移植後の結果に関しては、

逆に増殖培地を⽤いることで軟⾻細胞の⽣存率が向上し、分化培地を⽤いた場

合に⽐較して良好な再⽣軟⾻が得られたとしている 19。これらの報告では、⽤

いた細胞 (関節軟⾻細胞と⽿介軟⾻細胞)、分化因⼦(TGF-β、insulin、L-

ascorbic acidと IGF-1)、⾜場 (ヒアルロン酸メッシュとアテロコラーゲン)が

異なり、結果の差異が⽣じた可能性がある。すなわち、3 次元軟⾻細胞培養に

おいて分化培地と増殖培地のいずれが移植後の好結果につながるかどうかは⼀

概に決められず、再⽣軟⾻コンストラクト毎に最適な条件を検索する必要があ

る。本研究では結果として、増殖培地から IGF-1 を含んだ分化培地に切り替え

る複合培養を⾏うことで、上述のように in vitro で軟⾻基質産⽣が⾒られたの

みならず、移植後もより良好な軟⾻組織形成が得られた。 

細切直後の軟⾻⼩⽚、10%FBS 培地で 7週培養した軟⾻⼩⽚由来凝集体と、さ

らに 5週 IGF-1 培地で培養した凝集体の組織切⽚の⽐較では、PCNA、

periostin、MMP-13陽性細胞が、培養期間が進むにつれ増加した。PCNAは細

切直後では陰性であったが、10％FBS 含有培地で培養を⾏うと、間質細胞で陽

性細胞が認められた。また、10%FBS で 7週間培養後に５週間、分化誘導を⾏

なった群（7w/5w）では、分化誘導前（7w/-） と⽐較して間質細胞が多く存
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在し、分化培地に切り替えた後も、⽪膜内で細胞の増殖性は維持されている可

能性が⽰唆された。軟⾻組織の発⽣では、細胞の増殖による細胞同⼠の接触に

より、間充織凝集が起こり、軟⾻へと分化することを考慮すると、本研究にお

いて⾒られた間質細胞の増殖は、間質に軟⾻基質を誘導することに寄与してい

ると考えられる。しかし、今回使⽤している⽿介軟⾻は全て⼩⽿症患児から得

られた軟⾻組織であり、成⼈の軟⾻から得られた細胞で同様の現象が起こるか

については確認できていない。 

Periostin は分泌型のタンパク質で、⾻、発育中の⾻の軟⾻細胞、関節軟⾻細

胞、⾻膜、前⼗字靭帯、⻭根膜、筋⾁などにも発現している。インテグリンと

結合し、コラーゲン組織の⾼次構造化を促進して、再⽣組織の形態維持および

成熟に寄与する 27との報告がある。本研究においては、periostin陽性細胞は

10%FBS 培地で 7週培養した時点ではほとんど⾒られず、IGF-1 培地でさらに

5週培養したことで増加している。IGF-1 培地で培養することで perisotin 発現

が亢進したことが、基質産⽣を促進した⼀因であると考えられるが、periostin

発現亢進の機序については今後の検討で明らかにする必要がある。また、

periostin には様々なアイソフォームが存在し、関節においては、細胞および組

織レベルでの関節軟⾻と⽐較して、前⼗字靭帯でより⾼度に発現されたことを

⽰されいているが、関節軟⾻細胞でのみ⾼度に発現されているアイソフォーム
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もあり、軟⾻細胞における特異的調節が⽰唆されている 28。本研究で⽤いた⽿

介軟⾻細胞において発現するアイソフォームが関節軟⾻細胞と同⼀であるかど

うかは今後の検討が必要である。 

細胞が遊⾛する過程における基質分解にMMP-13 が関与している可能性を考

慮し、MMP-13 のタンパク発現について検討した。本研究において、MMP-13

に対する免疫染⾊では 10％FBS 培地で 7週培養した軟⾻⼩⽚ (7w/-)では僅か

な細胞で陽性であったが、さらに 5週間 IGF-1 培地で分化誘導を⾏った群 

(7w/5w)では陽性細胞が増加した。IGF-1 はMMP-13 の発現を低下させ 29、コ

ンドロイチン硫酸に富むプロテオグリカンの維持作⽤によって軟⾻に対して保

護的に働く 30 という報告がある⼀⽅、逆にMMP-13 の発現を促進させる 31 と

いう報告もある。⼀⽅、細胞の遊⾛は凝集体形成時 7週までに既に⽣じてい

る。これらの結果は、この過程におけるMMP-13 の関与を完全に否定するも

のではないが、基質分解には他のタンパク分解酵素も関与していることが⽰唆

された。タンパク分解酵素であるMMP-13 は、成⻑板における肥⼤軟⾻マー

カーであるとともに、変形性関節症などで上昇し、基質を分解することが知ら

れている 32。⼀⽅、⽣理的な内軟⾻⾻化過程に必須であることも報告されてい

る 33。本研究で⽤いた⽿介軟⾻細胞におけるMMP-13 の役割について、報告

は少ないが、MMP-13 発現と肥⼤を関連付ける報告もある 34。しかし、本研究
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では間質のMMP-13陽性細胞について、形態的には肥⼤は認められなかっ

た。また、軟⾻⼩⽚間に存在する間質細胞においては幹細胞性を⽰す TRA1-60

や SSEA-3も発現しており、MMP-13 発現が⽰す意味については今後の検討課

題である。 

軟⾻細胞を平⾯培養すると脱分化が⽣じるが、3 次元培養では軟⾻基質形成能

が維持されるとの報告が複数ある 35,36。移植後の軟⾻再⽣には、軟⾻幹・前駆

細胞が⼤きく貢献すると考えられていることから、本研究において軟⾻⼩⽚の

3 次元培養が軟⾻幹・前駆細胞の維持に寄与している可能性があるが、⽿介軟

⾻細胞に関してはそれらの細胞に対するマーカーが確⽴されていない 37,38。そ

のため、本研究では幹細胞マーカーとして知られている TRA-1-60, SSEA339,40

の発現を検討した。TRA-1-60 は iPS 細胞や ES 細胞に発現する幹細胞マーカ

ーとされているが、体細胞を iPS 細胞にリプログラムする過程の初期から、す

なわち体細胞が iPS 細胞に完全に変化する前から発現が⾒られる 41。⼀⽅、胎

児軟⾻前駆細胞 42、培養⽿介軟⾻細胞 43 では陰性であるとの報告がある。

SSEA-3 は、胎児軟⾻幹細胞 44、⽺⽔幹細胞 45などで陽性であることが報告さ

れている。本研究において、細切直後の軟⾻⼩⽚由来細胞を平⾯培養すると

TRA-1-60 および SSEA-3 は陰性であったが、⾮接着 plateで三次元培養する

と、IGF-1刺激の有無にかかわらず間質細胞は TRA-1-60、SSEA-3陽性となっ
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た。（図 10）この結果からは、軟⾻⼩⽚の凝集体を三次元培養することで⽣じ

た間質細胞は幹細胞特性を有することが⽰唆される。しかし、幹細胞には ES

細胞、iPS 細胞のようなほぼ全ての細胞に分化可能なものから、限られた系統

の細胞のみに分化可能なものまで幅広く存在し、本研究における間質細胞の幹

細胞特性の詳細については種々のマーカー発現や多系統分化実験で確認する必

要がある。 

細胞や組織の特性を維持する培養⽅法の⼀つとして、臓器の⼀部を採取して培

養する器官培養法が知られているが、細胞の⽣存性を維持することが極めて難

しく⻑期間の培養には適さないため、再⽣医療分野での応⽤はほとんど進展し

ていない。また、多孔質の⾜場は懸濁した細胞を担持することを想定して使⽤

されていることもあり、現⾏の軟⾻細胞は必ず酵素で軟⾻基質を分解し単離せ

ざるを得なかった。しかし、単離された軟⾻細胞は、平⾯・拡⼤培養を⾏うこ

とで、軟⾻特性が⽋失する「脱分化」するため、脱分化の抑制および軟⾻特性

を再獲得させる「再分化」の誘導⽅法の開発に焦点が当てられてきた。本研究

では、⽣体軟⾻組織細断装置を⽤いて作製した軟⾻⼩⽚⾃体をコラゲナーゼ処

理することなく細胞の供給源として軟⾻基質ごと培養し、凝集させることで、

脱分化させることなく、少量の軟⾻から⼤きな再⽣軟⾻を作成できる可能性が

⽰唆された。 
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しかし、この⽅法を臨床応⽤するためには、さらに任意の 3 次元形状を付与す

る⽅法を確⽴しなければならない。現在想定している⽅法は、⽬的とする形状

の型を三次元プリンタなどを⽤いて作製し、この型を⽤いて鋳型を作製した上

で、軟⾻⼩⽚を鋳型内で培養するというものである。鋳型は軟⾻⼩⽚が漏出し

ない密封構造でなくてはならない。そのためには、最初に作製する型を溶解可

能な材料で作製する、あるいは鋳型を半分に切って中の型を取り出した後、再

び張り合わせるなどの⽅法が考えられる。また、鋳型の材料としては酸素や栄

養分を透過する材質を選定する必要がある。さらに、鋳型の作製法が確⽴した

後には、軟⾻⼩⽚を注⼊する時期（細切直後あるいは培養後）などの検討も必

要となる。このように、実現にはまだ解決すべき課題が多く残されているが、

この新規培養技術が確⽴されれば、⼝腔外科領域のみならず形成外科および整

形外科などの他領域でも適応され、新たな再⽣医療技術を提供できると考え

る。 

結論 

⽣体軟⾻組織細断装置を⽤いて作製した軟⾻⼩⽚⾃体をコラゲナーゼ処理する

ことなく細胞の供給源として軟⾻基質ごと培養し、凝集させることで、脱分化
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させることなく、少量の軟⾻から⼤きな再⽣軟⾻を作成できる可能性が⽰唆さ

れた。 
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