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ポリグリコール酸-ポリプロピレン複合体スキャ

ホールドはb-FGF徐放性ゼラチンによる

自家軟骨再生を促進する
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抄 録

b-FGF徐放システムとフィブリン散布法は自家移植モデルにおいて生分解性ポリマー内部の再生軟骨の誘導を

改善した．しかし，ヒト耳介のような複雑な三次元形状の再現性には課題が残った．そこで，本研究では再生軟骨

の物理的強度を向上させる目的でポリグリコール酸（PGA）とポリプロピレン（PPP）を複合体としたスキャホー

ルドに軟骨細胞を播種し，同一犬に自家移植を行った．実験１として平板型スキャホールドでb-FGF徐放システ

ムの有用性を検討した．実験２として耳介型スキャホールドでPGAの多層構造の有用性を検討した．移植後５週

間で多面的な評価を行った．実験１ではb-FGFを徐放した方が厚い軟骨が再生し，折り曲げ応力が有意に増加し

ていることがわかった．実験２では中間層があるPGA３層モデルの方が軟骨再生量は多く，内部まで血管新生を

認めた．またSox5陽性細胞を認め，軟骨芽細胞の誘導が示唆された．自家移植モデルにおいてポリグリコール酸

-ポリプロピレン複合体スキャホールドの自家軟骨再生における有用性が示唆された．
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緒 言

1988年，Vacantiらは，生分解性ポリマーであるポ

リグリコール酸（PGA）に単離軟骨細胞を播種し，

免疫不全マウス皮下に移植して硝子軟骨の再生誘導

に成功し，Tissue engineeringとして提唱した ．

1997年，Caoらはヒト耳介型軟骨を再生誘導し ，耳

介形成手術における新しいオプションとして，Tis-

sue engineeringが将来重要な役割を果たすことを

示唆した．

しかし，本技術をヒトへ臨床応用するためには，

大動物を用いた自家移植モデルの確立が急務である

が，その実験成績は極めて不良であった ．小動物

（免疫不全マウス）に有用であった組織再生誘導の基

盤技術が大動物（イヌ）に応用できない理由として，

⑴播種細胞の細胞分布，接着性，生存率，⑵軟骨細

胞増殖や基質産生を誘導するサイトカイン，⑶スキ

ャホールドの力学的強度，多孔性，連通性，組織親

和性などの諸問題が推測され，これらを再検討する

必要があると考えた．そこでわれわれは，高い細胞

接着性と細胞増殖活性を有するフィブリンで被覆す

ることによって，播種細胞をPGAスキャホールド

に効率よく接着させて，細胞播種濃度を高める新技

術を開発した．この結果，大動物の自家移植モデル

において良好な軟骨再生が可能になった ．しかし，

PGAは生体内分解速度が比較的早いため，物理的強

度不足や体積減少などの問題点が残る．そこで，生

体親和性と力学的強度をかね備えた非分解性ポリマ

ーであるポリプロピレン（PPP）をPGAの支持体と

して組み合わせることで，これまで困難であった複

雑な三次元形状を生体内で維持できる技術を新規に

開発することを目的として研究を行った．

本研究では，この異種ポリマー複合体に単離軟骨

細胞，塩基性線維芽細胞増殖因子（b-FGF）徐放シ

ステム，およびフィブリン薄膜散布法を応用し，自

家移植におけるヒト耳介型再生軟骨の①細胞播種効

率向上，②軟骨基質の早期誘導，③三次元形状の維

持について検討した．
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材料および方法

近畿大学の動物実験委員会で実験プロトコールの

承認を得たのち，本研究を遂行した．

耳介軟骨細胞の採取

ビーグル犬（36匹，４～６週齢，雌，浜口動物，

兵庫）を用いた．飼育環境は，個別ゲージ（室温23℃，

湿度50％，12時間明暗サイクル）で行った．飼育繁

殖固形飼料CD55α（日本クレア株式会社，東京）を

１日１回約300g与え，飲料用水は制限なく与えた．

全身麻酔下で，耳介を切断し，耳介から皮膚，皮

下組織，筋肉，軟骨膜を除去して耳介軟骨を採取し

た．採取軟骨は2×2mmの大きさに細切し，Klags-

brunの方法 に従い，軟骨細胞を単離した．軟骨細胞

は70～150×10 個/mlの採取であった．

ポリマー複合体スキャホールドの作成

非分解性ポリマーとして，PPP（プロリーンメッ

シュ ，繊維径100～150 m，厚さ500 m，エチコン，

東京）を，生分解性ポリマーとして，PGA（ネオベ

ール ，繊維径15～20 m，厚さ150 m，グンゼ，京

都）を準備した．

平板型スキャホールド：平坦なPPPシート（2

cm×2cm×500 m）の表面と裏面を，同サイズの

PGAシートで被覆し，5-0ポリグラクチン910（バイ

クリル，エチコン，東京）で縫合固定した．

耳介型スキャホールド：PPPシートを重ねてベ

ースフレームや耳輪，対耳輪，上行脚を別々のパー

ツとして作成した．固定は5-0PPP糸（プロリーン，

エチコン，東京）で縫合した．次に，各部位を立体

的に組み合わせ，耳介型PPPを形成し，その表面お

よび裏面をPGAで被覆した（図１）．耳介型PPPの

内部にPGAを含まないPGA２層型（構造：PGA/

PPP/PGA），および耳介型PPPの内部にPGAを

含むPGA３層型（構造：PGA/PPP/PGA/PPP/

PGA）の２種類を作成した．

b-FGF徐放システム

田畑らが開発したゼラチンを用いたb-FGF徐放

システムを応用した ．10％ゼラチン水溶液0.2ml

（等電点５，牛骨ゼラチン，新田ゼラチン，大阪）か

ら沈殿物であるゼラチン粒子を得たのち，0.1％

polyoxyethylene sorbitan monooleateおよび25％

glutaraldehydeを用いてゼラチン粒子を架橋した．

図 実験プロトコール

図 耳介型スキャホールドの作成方法
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これに glycine溶液を添加した後，蒸留水を加え，真

空凍結乾燥を行い，直径約10 mのゼラチン微粒子

を作成した．b-FGF100 g（フィブラスト ，科研製

薬，東京）はCa，Mgフリーリン酸緩衝液60 lに溶

解し，ゼラチン微粒子10mgを加えて含浸した．

実験プロトコール（図２）

イヌ耳介軟骨細胞を100×10 個/mlに調節した

のち，ピペットでスキャホールドに播種して，PGA

-PPPポリマー複合体に細胞を浸みこませた．

次に，フィブリン（ボルヒール ，化学及血清療法

研究所，熊本）をスプレーキットで複合体表面に散

布して，薄膜を作り，播種細胞がスキャホールドか

ら脱落するのを防止した．平板型スキャホールド表

面の細胞密度を求めるために，走査型電顕を用いて，

任意の100領域における単位表面あたり（10 m）の

細胞数を計測した．また，透過型電顕で，播種した

耳介軟骨細胞とフィブリンネットを観察した（図

３）．

実験１では平板型スキャホールドでの軟骨再生効

果を検討するために１ａ群（PGA/PPP/PGA，n＝

6）および１ｂ群（b-FGF徐放型PGA/PPP/PGA，

n＝6）を設定した．次に，実験２では耳介型スキャ

ホールドでの軟骨再生におけるPGAの有効性を検

討するために２ａ群（PGA２層型，PGA/PPP/

PGA，n＝6）および２ｂ群（PGA３層型，PGA/

PPP/PGA/PPP/PGA，n＝6）を設定した（図４）．

すべての実験群で耳介軟骨細胞を採取した個体と

同一個体に自家移植を行った．全身麻酔後，頭頂か

ら側頭部に切開を加え，筋膜間（浅および深側頭筋

膜間）にフィブリン薄膜を施した細胞を播種した

PGA-PPPポリマー複合体（実験１および２）を自

家移植した．移植後５週目に標本を採取し，肉眼的，

組織学的および力学的に検討した．

病理組織学的および免疫組織化学的検討

採取した標本はHE染色，Safranin O染色，Elas-

tica Van Gieson染色および免疫染色で解析を行っ

た．

免疫組織化学的に４種類の抗体で検討した．軟骨

細胞外基質であるⅡ型コラーゲンに対して，抗Ⅱ型

コラーゲン抗体（F-57，第一ファインケミカル：100

倍希釈）を用いた．また，スキャホールドによる異

物反応を検討するため，リンパ球の表面マーカーに

対する抗CD3抗体（A0452，Dako：50倍希釈）を用

いた．さらに，b-FGF徐放システムの導入による軟

骨再生の促進効果と血管新生の関係を調べるため，

抗第８因子関連抗原（von Willebrand Factor）抗体

（A0082，Dako：1000倍希釈）を用いた．再生軟骨お

よびその周囲を被覆する軟骨膜様線維組織内に軟骨

芽細胞の有無を検討するために，抗Sox5抗体

（ARP33323-P050，AVIVA，SYSTEM BIOLOGY）

を用いた．

図 実験群
１ａ群：平板型スキャホールド
１ｂ群：b-FGF徐放平板型スキャホールド
２ａ群：PGA２層耳介型スキャホールド
２ｂ群：PGA３層耳介型スキャホールド

図 フィブリン散布方法
(FG：Fibrin glue）
スプレーキットにてフィブリンを散布する
と，透過型電顕で，軟骨細胞表面にフィブリ
ンの薄膜が観察された．
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力学的検討

再生軟骨の弾力性を評価するため，Royらの方法

に従い，オートグラフ（AG-IS，島津製作所，京都）

で再生した平板型再生軟骨の折り曲げ試験力を計測

した．PPPおよび正常イヌ耳介軟骨をコントロール

とした．グリップ間距離を1cmに調整した後，それ

ぞれの標本（20×5mm）を台座に固定した．垂直板

を0.02mm/secの速度で下降させて最大試験力を

計測した（図５）．あらかじめ計測した標本の厚さか

ら,折り曲げ応力を算出した（折り曲げ応力＝FL/4

Z，Z＝bt̂ 2/6，F：試験力，L：支点間の距離，b：

試験片の幅，t：試験片の厚さ）．

統計処理

播種細胞濃度はMann-Whitney‘s U testを用い

検定した．平板型再生軟骨の折り曲げ応力の計測値

に関しては，Mann-Whitney‘s U test（１ａ，１ｂ

群間），Kruskal-Wallis testで検定を行った．危険

率５％未満を統計学的に有意差がある，危険率１％

未満を統計学的に極めて有意差があると判定した．

結 果

実験１：平板型PGA-PPPスキャホールド

平板型スキャホールド表面の播種細胞濃度は，フ

ィブリン未散布群では平均1.4/10 m 個であっ

た．一方，フィブリン散布群は4.6/10 m 個であ

り，極めて有意に播種細胞濃度は改善していた（P＜

0.01）（図６）．

肉眼所見では１ａ群および１ｂ群の両群ともに，

移植前の形状は良好に維持され，表面は白色で光沢

を呈していた（図７，図８）．特に１ｂ群では，表面

の白色調がより濃く，厚く変化し，弾力性に富んで

いた（図８Ａ，Ｂ）．

病理組織学的には，１ａ群と１ｂ群ともにプロテ

オグリカンが陽性であり，スキャホールド全体に沈

着を認めた．１ｂ群で断面はより厚みを増し，全体

的に均一な分布が認められた（図７Ｃ，８Ｃ）．また

１ｂ群では，不規則に分布する小型円形軟骨細胞が

多数観察された（図８Ｄ）．

免疫組織化学的検討ではSafranin O染色で赤色

～オレンジ色の陽性領域に一致して，抗Ⅱ型コラー

図 力学的検査方法

図 スキャホールド表面の電顕像
フィブリン散布群の方が，明らかな播
種細胞増加を認めた．
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図 平板型スキャホールドの免疫染色
(P：PPP）
上段：Ⅱ型コラーゲン染色（×40）
下段：CD３染色（×200）
Ⅱ型コラーゲン染色では，Safranin O染
色と一致して陽性領域を認めた．CD３
染色では，残存したPGA周囲にわずか
に陽性領域を認めるのみであった．

図 b-FGF徐放平板型スキャホールド群の肉眼
および病理組織所見
(P：PPP）
Ａ：肉眼所見
Ｂ：Safranin O染色（Bar＝1cm）
Ｃ：Safranin O染色（×40）
Ｄ：HE染色（×200）
平板型スキャホールド群より厚い軟骨形成を
認め，やや小型の軟骨細胞も多数観察された．

図 平板型スキャホールド群の肉眼および病理組
織所見
(P：PPP）
Ａ：肉眼所見
Ｂ：Safranin O染色（Bar＝1cm）
Ｃ：Safranin O染色（×40）
Ｄ：HE染色（×200）
平板型スキャホールド全体に軟骨形成を認め
た．

図 平板型再生軟骨の折り曲げ応力
１ａ（平板型スキャホールド）群の折り曲げ応力
0.276±0.023MPaに対し，１ｂ（b-FGF徐放平
板型スキャホールド）群の折り曲げ応力は0.449±
0.067MPaであり，有意に高値を示した（P＜
0.05）
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ゲン抗体にも陽性に染色された．抗CD3抗体による

免疫染色で，スキャホールド表面にPGA繊維が残

存していたが，両群ともにその周囲にCD3陽性リン

パ球の浸潤が認められた．一方，スキャホールド内

部のPPP周囲にはCD3陽性リンパ球は認められ

なかった（図９）．

オートグラフを用いた機械的強度の検討では，コ

ントロール群であるPPPは0.347±0.018MPa，イ

ヌ正常耳介軟骨は0.292±0.062MPaであった．一

方，１ａ群の折り曲げ応力は0.276±0.023MPaで

あり，１ｂ群の折り曲げ応力（0.449±0.067MPa）

は有意に高値であった（P＜0.05）（図10）．

図 PGA２層耳介型スキャホールド群の組織学
的所見
左上：Safranin O染色（Bar＝1cm）
左下：HE染色（×40）
右上：Safranin O染色（×40）
右下：Safranin O染色（×40）
表面の凹部表面での軟骨形成は認めたが，裏
面での軟骨形成は乏しかった．

図 耳介型スキャホールドの肉眼および病理組織
所見
上段：肉眼所見
下段：Safranin O染色（Bar＝1cm）
表面は同様な白色を呈しているが，Safranin

 
O染色では，PGA２層耳介型スキャホールド
群よりPGA３層耳介型スキャホールド群の
方が，耳介型の凹凸が明瞭であった．

図 PGA３層耳介型スキャホールド群の組織学
的所見
左上：Safranin O染色（Bar＝1cm）
左下：Safranin O染色（×40）
右上：Safranin O染色（×40）
右下：Safranin O染色（×40）

PGA２層耳介型スキャホールド群に比べる
と全周性に軟骨形成を認め，肉厚であった．

図 耳介型スキャホールドの弾性線維染色
上段：Elastica Van Gieson染色（Bar＝1

cm）
下段：Elastica Van Gieson染色（×200）
形成された軟骨は，弾性線維に富む弾性軟骨
である．
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実験２：耳介型スキャホールド

肉眼的に両群ともに表面は白色光沢を帯びた軟骨

組織で覆われていたが，表面形状は２ｂ群の方が２

ａ群より凹凸が明瞭であった（図11）．

病理組織学的に２ａ群の表面凹部の表層では，軟

骨組織の再生が観察されたが，凸部では，結合組織

の増生と軽度なリンパ球浸潤が認められた．裏面で，

軟骨形成は認めなかった（図12）．２ｂ群では，表面

凹部や凸部だけでなく，裏面においても，より厚く，

均一な軟骨形成が認められた（図13）．両群共に内部

には結合組織の増生のみ観察された．Elastica Van
 

Gieson染色と Safranin O染色の陽性領域が一致し

ており，再生軟骨は弾性軟骨であった（図14）．

Ⅱ型コラーゲンに対する免疫染色では，２ａ群お

よび２ｂ群ともSafranin O染色に一致して陽性領

域を認めた．また，リンパ球表面抗原CD3に対する

免疫染色では，平板型スキャホールドの場合とほぼ

同様で，PGA周囲を中心に陽性領域を認めた（図

15）．vWFに対する免疫染色では，両群ともに表層

から内部にかけて，大小不同の微小血管が多数観察

された．（図16）．また，Sox5に対する免疫染色では

陽性細胞が２ｂ群の再生軟骨辺縁において多く観察

された（図17）．

考 察

多数の研究者が in vivoにおける耳介型再生軟骨

の誘導研究に取り組んできた．Siamらのハイドロ

ゲルを用いた軟骨再生の三次元形状保持は不良であ

った ．Shiehらは，３種類の短期および長期分解性

ポリマーを導入して軟骨再生を試み，長期分解性ポ

リマーにおいて，耳介型形状保持が改善することを

報告した ．Kamilらは，ハイドロゲルと軟骨細胞を

組み合わせた複合体ポリマーを，特殊加工した鋳型

（金製）の中に流し込んだ状態で，耳介型軟骨を誘導

したが，長期形状維持は不可能であった ．

磯貝らは，新しい生分解性スキャホールドとして

図 耳介型スキャホールドの新生血管

von Willebrand Factor染色（×200）
耳介型スキャホールドの表層から内部に
かけて多数の微小血管を認めた．

図 耳介型スキャホールドの免疫染色
上段：Ⅱ型コラーゲン染色（×40）
下段：CD３染色（×200）
Ⅱ型コラーゲン染色ではSafranin O染
色に一致して陽性領域を認め，またCD
３染色では，PGA周囲を中心に陽性領域
を認めた．
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スポンジ構造を持つポリ乳酸-カプロラクトンコポ

リマーを用いて三次元形状の長期形態維持が可能で

あることを免疫不全マウスを用いて示した ．

しかし，自家移植モデルにおいて臨床的に必要な

大きさと複雑な三次元形状を維持できる耳介軟骨の

再生誘導に成功した報告は認められていない．これ

は，生分解性ポリマーのスポンジ構造は，三次元構

造を維持する上では適しているが，播種細胞への栄

養拡散が不十分であり，播種細胞の脱分化の原因に

なる点や，分解したポリマーが炎症反応を惹起する

点が問題であった ．そこで本研究では，①フィブリ

ン散布法を導入した効率的な細胞播種，②b-FGF

徐放システムによる軟骨基質の早期誘導，③PPP

をフレームワークとした三次元形状の維持，の３点

に焦点を絞って研究を進め，新たな組織再生誘導シ

ステムの確立を目指した．

①フィブリン散布法

播種細胞の足場となるスキャホールドは一般的に

疎水性ポリマーであるため，細胞が内部に浸透しに

くく，たとえ浸透しても細胞はスキャホールドに接

着することなく漏れ出してしまう．このため，播種

効率が低下する点が問題であった．近年，軟骨細胞

をフィブリンと混和して細胞接着性および播種細胞

濃度を高めようとする工夫が報告されている ．

本研究でも，フィブリン散布法により，脱落する細

胞は減少し，播種できた細胞濃度は約３倍に向上し

た．

②b-FGF徐放システム

小動物の免疫不全モデルから，大動物の自家移植

モデルへの展開では，低酸素・低二酸化炭素環境に

打ち勝ち，播種した軟骨細胞の増殖・分化過程を促

進し，軟骨基質を早期に誘導することが三次元形状

の維持に不可欠と考えられる．一般的に，軟骨細胞

の分化・増殖および軟骨基質の産生は，軟骨誘導型

サイトカイン（b-FGF，IGF，TGF-βなど）によっ

て調節されている ．本研究では，b-FGFを選択

し，ゼラチンを担体とするb-FGF徐放システム は

軟骨の再生誘導および成熟過程を加速すると同時

に，軟骨組織を栄養する機能的血管も誘導すること

が明らかになった．

③PPPによるフレームワーク

移植後に生じる皮膚収縮による三次元形状の変形

を阻止するため，再生軟骨が十分な強度と弾力性を

獲得するまでの期間形状維持できるような新たな仕

組みを開発する必要があった．今回開発したスキャ

ホールドでは，非分解性ポリマーであるPPPの支

持性により，最適な三次元構造を維持し，その表面

を軟骨細胞への親和性が高い生分解性ポリマーであ

るPGAを用いて被覆した．PPPは，すでにヘルニ

ア手術の標準術式に採用されている．近年，Omori

らによってチューブ状のPPPが気管再建に臨床応

用された ．その結果，PPPは異物反応を示さず，

良好な組織適合性が認められた．また，Kawaguchi

らによっても気管フレームワークとしての支持性は

良好で，正常気管軟骨と同様な力学的強度が得られ

ることが報告された ．支持性の高いスキャホール

ドは硬く，細胞を播種した際のedge効果が問題と

なる．播種細胞の分布が不均一となり辺縁に集簇す

るため，再生軟骨はスキャホールド周囲に限定して

形成され，中央部が壊死化する ．そこで，本研究で

は，PPPとPGAの多層構造体（multiple layer）を

作成し，厚みのあるスキャホールド中央部の細胞播

種濃度を高める工夫を行った．その結果，耳介型ス

キャホールドの全体に良好な軟骨再生が観察され

た．今後，さらに移植期間を延長し，再生軟骨の変

形や吸収などの影響を観察する必要がある．また，

すでにスキャホールドのpore sizeが200 m以下

の場合，三次元スキャホールドへ侵入する新生血管

の数が減少することが報告されている ．本研究で

用いたPGAおよびPPPともにpore sizeは200

m以上あり，スキャホールド内部への血管侵入は容

易となり，播種細胞への栄養供給は良好であったこ

とが推察される．

一般的に，軟骨は間葉細胞が軟骨芽細胞に分化し

たのち，軟骨芽細胞が増殖し，軟骨細胞に分化する．

その結果，軟骨基質が産生されることが知られてい

図 耳介型スキャホールドのSox5染色
上段：×200 下段：×400

PGA２層耳介型スキャホールド群，PGA３
層耳介型スキャホールド群ともに幼弱な軟骨
細胞に陽性を認めるが，PGA３層耳介型スキ
ャホールド群に多く陽性領域を認めた．
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る ．一方，間葉細胞は線維芽細胞にも分化し，これ

が軟骨表層を包む軟骨膜を形成する．この軟骨膜に，

軟骨芽細胞に分化しうる軟骨形成細胞が存在す

る ．これまで tissue engineeringによって自家

細胞から再生誘導された自家軟骨の長期維持や成長

に関する報告はなかった．これまでの基礎研究より，

未分化間葉系細胞から軟骨細胞への分化を制御する

転写因子として，Sox5，6，9 が広く知られている ．

Sox9 は，未分化間葉系細胞の凝集およびその後の

軟骨細胞への分化過程に必須である．一方，Sox5お

よび 6は，Sox9 により誘導され，前軟骨細胞より軟

骨芽細胞への分化を決定づける．Sox5および Sox6

欠損マウスでは，Ⅱ型コラーゲンは発現するが，ア

グリカンの基質産生がほとんど認められないことが

報告されている ．本研究結果においては，再生軟骨

細胞塊の周囲にはSox5陽性細胞の分布が認めら

れ，軟骨芽細胞の誘導が示唆された．今後，再生し

た新生軟骨と前駆細胞の相互関係は詳細な研究が必

要となるであろう．

以上より自家移植モデルにおいてPPPフレーム

ワークは異物反応を起こさず，PGAを細胞キャリア

とした三次元スキャホールドにおけるb-FGF徐放

システムとフィブリン薄膜における軟骨再生を促進

できることが結論付けられた．
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