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骨誘導型生分解性三次元高分子を用いて再生誘導した

ヒト指骨モデルにおける骨膜の役割

徳井琢

近畿大学医学部形成外科学教室

抄録

本研究では，指骨形状を有する骨誘導型生分解性三次元高分子 (P(LA-CL)およびHA-P(LA-CL))に，骨

膜，培養軟骨細胞を付加してヒト指骨モデルを作成した.これを免疫不全マウスに移植し，指骨と関節軟骨からな

る複合硬組織の再生誘導を試みた.指骨モデルには，骨膜を付加した部位く骨膜側〉と付加しない部位〈非骨膜側〉

を設け，新生硬組織の成熟過程における骨膜の関与を検討した.骨誘導型高分子にハイドロキシアパタイト粒子を

組み込み，骨形成促進作用を検討した.再生組織の肉眼的検討では，骨膜側では，指骨の三次元形状がより良好に

維持され，組織学的検索でも，良好な新生骨組織形成を認めた.さらに免疫染色では，骨膜側でBSPを産生する様
子が観察され， P (LA-CL)に比較して HA-P (LA -CL)ではより良好な骨形成を認めた.一方，関節軟骨におけ

る組織形成の程度を骨膜側と非骨膜側で比較検討した所，骨膜側では，軟骨細胞領域，肥大軟骨領域，石灰化領域

が連続して観察された.分子生物学的検索より，骨膜側の関節軟骨では， II型コラーゲンおよびアグリカンの遺伝

子発現が低く制御されることが示唆された.これらの結果から，ヒト指骨モデルでは，付加した骨膜が，指骨およ

び関節軟骨の再生誘導過程で重要な役割を果たすことが示唆された.また，ハイドロキシアパタイト粒子は骨膜に

よる骨および軟骨形成を促進し，ヒト指骨再生誘導を加速する上で極めて有用であることが示唆された.

Key words:再生医学， Tissue engineering， Poly (L一lactideεcaprolactone)，Hydroxyapatite，骨膜
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Tissue engineering (組織工学)では，生分解性高

分子の足場に細胞を導入し，成長因子の存在下で三

次元構造を持つ組織を再生誘導する方法が基本であ

り，すでに本手技を応用して人工培養軟骨や人工培

養骨などの単独組織が作製されている 1-4 磯貝らの

グループは，骨と軟骨組織から構成される複合組織

の再生誘導を系統的に追及しており， 1999年には生

分解性高分子であるポリグリコール酸をヒト指骨の

形状に採型し，骨膜を付加して指骨再生を行った.

指骨の両端に培養軟骨細胞を播種したポリグリコー

ル酸シートを複合化させて生体内に移植したとこ

ろ，関節軟骨を有する再生指骨・指関節が再生でき

ることを報告しているしかし，このヒト指骨・指

関節モデルでは，ヒト指骨形状に特有な3次元形状

を維持することが困難であり，ポリグリコール酸が

理想的な素材ではないことも明らかとなってき
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そこで，従来の欠点を克服するため，ポリ乳酸と

ポリカプロラクトンの共重合体P(LA-CL)に注目

した 10，11 P (LA -CL)は，採形が容易で，組織再生

に適合する性質を有する生分解性高分子として知ら

れている 12，13 これまでに P(LA-CL)を骨・軟骨組

織の再生誘導に用いた場合，再生硬組織の三次元形

状が長期間維持されることが報告されている 14 一

方，骨は，無機のハイドロキシアパタイト (Hydrox-

yapatite， HA) というリン酸カルシウムと有機のコ

ラーゲンを主体とした成分からなる.HAは，コラー

ゲン上で高度に組織化して石灰化し，骨伝導による

骨形成を促進する 15 そこでわれわれは，この P(LA

-CL)の内部構造に HA粒子を組み込むことによ

り，力学的強度と骨伝導能をさらに向上させた新し

い骨誘導型の生分解性高分子を開発した.

本研究では， HA粒子を P(LA-CL)にプレンド

した新しい骨誘導型生分解性三次元高分子をヒト指
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骨モデルに応用して再生誘導を試み，本モデルにお

ける骨・軟骨組織の成熟過程および再生能について

検討した.骨・軟骨組織の再生誘導には，様々な諸

国子が関与する.特に関節軟骨細胞の増殖・分化は，

様々なホルモン，増殖因子，骨膜や軟骨膜などによ

って複雑に制御されている 16ー18 そこで本研究では，

特に骨膜に着目し，骨膜が骨形成および関節軟骨細

胞の増殖・分化に及ぼす影響について検討した.

方法および材料

実験動物は， 4~6 週齢ヌードマウス(平均体重

28 g，雄， 24匹， Her!an Sprague Daw!ey， In-

dianapo!is， IN， USA)を用いた.飼育は，クリーン

ラック内で室温22
0

C，湿度50%，12時間明暗サイク

ルの条件下に行った.飼料は，放射線 (3mG)にて

滅菌された固形飼料を与え，飲料用水は制限なく与

えた.

1.骨誘導型生分解性三次元高分子の作成

二種類のヒト指骨形状を有する骨誘導型生分解性

三次元高分子(ポリマー，長さ17mm，幅7mm，高

さ5mm)を準備した.まず，あらかじめ手指の骨標

本モデルから準備したヒト指骨形状の鋳型に，ポリ

マー溶液 (5% (w/w) 1，4-diaxaneおよびP(LA 

CL) 75 : 25)を泡立てないように駒込ピペットにて

注入して， P (LA-CL)を作成した.同様の方法に

て， P (LA-CL)に直径約30j.1mのHydroxyapatite

(HA)粒子を混合して HA-P(LA-CL) (70: 30 wt 

%)を作成した.各ポリマーを注入した鋳型を-40
0

C

の冷蔵庫へ移し 2時間静置した.次に，ポリマー

を鋳型より取り出し， 40 Pa， -400C， 12時間の条件

下に凍結乾燥 (TF10-80AT A，宝製作所，東京)処

理した.最後に真空乾燥 (600C，12時間)にてモノ

マーおよび溶媒の除去を行い，ヒト指骨形状を有す

る骨誘導型生分解性三次元高分子を作成した.

作成した P(LA-CL)は，分子量367，000Da，ポ

リマーの内部はスポンジ構造，気孔径は50~100 j.1 

m，空隙率は95%，生体内での分解速度は 4~6 ヶ

月， HA粒子は P(LA-CL)のスポンジ構造内部に

組み込まれるように調整した 19

2.ヒト指骨モデルの作成

指骨部の作成:新鮮骨膜を，仔ウシ(生後1ヶ月

以内)の榛骨骨幹部より骨膜剥離子にて挙上，採取

した.採取した骨膜を，ヒト指骨形状を有する生分

解性ポリマーの半分のみに全周性に巻き，吸収糸(5

-0 Vicry!@， Ethicon， Somerville， NJ， USA)を用

いて縫合固定した.その際，骨形成層 (Cambium

!ayer)から遊離される骨芽細胞や未分化細胞がポリ

マー内に遊走できるように，骨形成層をポリマー面

琢

に直接密着させた.作成した骨膜・ポリマー複合体

に，あらかじめ10%ウシ胎児血清 (Feta! Bovine 

Serum， FBS， Sigma-A!drich， St. Louis， MO， 

USA) ，アスコルビン酸50μ，g/m!，ペニシリン G100 

unit/ml，ストレプトマイシン100j.1g/ml，アンホテ

リシン B0.25ぃg/m!を添加した調整M199培養液
(Gibco， Grand Is!and， NY， USA)を加え，培養器

内 (3TC，5 % CO2) にて 6日間培養した.

関節軟骨部の作成:K!agsbrun20の方法に準じ

て，仔ウシの肩関節より軟骨組織を井10メスにて採取

した.採取組織を 5X5mmの大きさに細切したの

ち， 0.3% collagenase type 11 (羽Torthington Bio-

chemica!， Freeho!d， NJ， USA)にて37
0

C，14時間

の条件下に酵素処理をした.ナイロンメッシュ(孔

サイズ:300ぃm)にて漉過した後， 10%ウシ胎児血
清，アスコルビン酸50j.1g/m!，ペニシリン G 100 

unit/m!，ストレプトマイシン100いg/m!，アンホテ

リシン B 0.25いg/m!を添加した調整F12培養液

(Gibco， Grand Is!and， NY， USA)を加えて酵素反

応を止めた.得られた軟骨細胞浮遊液は，Ca2+，Mg2+ 

不合リン酸緩衝液(PBS，Mediatech INC， Herndon， 

VA， USA)にて 3回洗浄，遠心分離(40C， 400 

G，10分間)をした.軟骨細胞浮遊液に調製F12培養

液を加えて，細胞濃度を100X 106個/m!に調整し，

PGA (Gunze Co. Ltd， Kyoto，サイズ:10x10x2 

mm)に播種した.細胞・ポリマー複合体は，播種細

胞をポリマー表面に細胞接着させるため，培養器

(3TC， 5 % CO2)に入れ， 4時間静置した.その後，

調製F12培養液を静かに加えて，再度，培養器内

(3TC， 5 % CO2) にて 5日間培養した.

ヒト指形状モデルの作成:吸収糸にて，指骨部(骨

膜・ポリマー複合体)の両端に関節軟骨部(軟骨細

胞・ポリマー複合体)を縫合した.作成したヒト指

形状モデルに調製M199培養液を加え，培養器

(3TC， 5 % CO2) にて24時間培養した.
ヒト指骨モデルの移植と標本採取:麻酔前投薬と

して，ヌードマウスに硫酸アトロビン (0.04mg/ 

Kg， Atoropine sulfate; Phoenix Scientific Inc， 

MO， USA)およびトルブタミド (3mg/kg， 

Trobugesic N ; Dodge Animal Hea!th， 1羽T，USA) 

を皮下注射した.イソフルラン (Pittman and 

Moores， Munde!ein， IL， USA)による全身麻酔下，

ヌードマウスの背部をポピドンヨード (ThePurdue 

Frederick Company， Stamford， CT， USA)にて消

毒し，約2cmの皮膚切聞を加えた.皮下を剥離して

形成した皮下ポケット内にヒト指骨モデルを挿入

し， 5-0ナイロン縫合糸(シグマ，長門石器械庖，東

京)を用いて間創した.移植後， 10週目 (n=3)お
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図1 実験プロトコール

よび20週目 (n=3)に移植組織を摘出した.摘出組

織は長軸方向に半切し， 一方を(1)肉眼的観察， (2)単

純X線写真による検索，(3)組織学的検索並びに免疫

組織化学による形態学的検索に，他方を RT-PCR

を用いた分子生物学的検索に用いた.

実験群は，ヒト指骨モデルに用いた生分解性ポリ

マー別に，(1) P (LA -CL)群， (2) HA -P (LA -CL) 

群の 2群を設定した(図1).

3.単純X線による検索

単純X線撮影による検索では，採取組織をX線発

生装置 (LoradMIIE， mammoview， Bedford， MA， 

USA)を用いて，25 kV， 2.4 mA， 0.2秒の条件下に

て撮影し，標本における石灰化の有無および範囲を

観察した.

4.組織学的検索

採取組織を10%中性ホルマリンにて24時間浸漬固

定し，エタノール系列によ り脱水した後，パラフィ

ン切片 (厚さ 6ぃm)を作成した.染色は軟骨細胞一

般的性状を調べるために Toluidineblue染色(キシ

レン :5分x3回，100%エタノ ール 5分間x5 

回，90%エタノール 3分間，80%エタノール 3

分間，流水水洗および、純水水洗，0.05% Toluidine 

blue液:15分，水洗，イソプロピルアルコーlレ:30 
秒x3回，キシレン :10分間x4回) を施した.さ

らに，プロテオグリカン産生状況を調べるため Sa-

franin-O染色， 石灰化の有無および範囲を確認する

ために Alizarinred染色(カルシウム)およびvon

Kossa染色(リ ン酸)を施行した.

5.免疫組織化学的検索

再生硬組織を評価するため 1型コラーゲン，11 

型コラーゲン，X型コラーゲンおよびBSP(Bone 

sialoprotein)に関する免疫組織化学的検討を行っ

ナこ

採取組織を10%中性ホルマ リンにて24時間漫漬固

定し，エタノ ール系列により脱水した後， 10% 

EDTAにて 3週間，脱灰処理を行った.さらに水洗，

脱水後，標本をパラフィン包埋し，5ぃm の切片を薄

切した.切片スライ ドを焼灼(650C，16時間)，脱パ

ラフィン後， 0.1% Pronase溶液にて，タンパク分解

酵素処理を行った (3アC，10分間， 室温， 10分間).
次に，0.3%過酸化水素加メタノールを用いて，内因

性ペルオキシダーゼを不活化した(5分間).さらに，

切片のブロッキングを行った(室温，60分間).一次

抗体は，抗ウシ抗体を希釈して(I型コラーゲン:

1000倍， 11型コラーゲン :50倍， X型コラーゲン :
1000倍，BSP: 20倍)反応させた(4

0

C， 30分間).

二次抗体として， 1型コラーゲンでは，Nova red溶

液 (VectorLaboratories， Burlingame， CA， USA) 

を用い，11型コラーゲン，X型コラーゲンおよび
BSPでは，DAB溶液(組成 :Diaminobenzidine 20 

mg， 30%過酸化水素水，PBS 100 ml)を用いて発色

(I型コラーゲン，11型コ ラーゲンおよびX型コラー

ゲン :室温 5分間，BSP:室温，20時間)させ，

へマトキシリンで核染色した.

6. Real time RT-PCR法を用いた遺伝子発現

再生軟骨組織における11型コラーゲン，アグリカ

ン遺伝子発現を検討するため，Real time RT-PCR 

法を用いて解析を行った.先ず，移植後10週目およ

び20週目に摘出した再生硬組織を，正中にて短軸方

向に半切し，骨膜付加部および非付加部に分離した.

次に ， 分離した各検体から凍結切片 (5~7 いm) を作

成した後，組織の固定，染色，脱水を行った.続い

て，Laser capture装置(PixCellII ; ARCTURUS， 

Moutain View， CA， USA)を用いて，再生軟骨組

織より約2，000個の軟骨細胞を選択的に採取し，

RNAを抽出した.採取部位は，関節軟骨中層とし

た.

得られた RNAをdiethylpyrocarbonate(DEPC) 

処理水に溶解し，紫外可視分光光度計 (Eppendorf

Biophotometer， Brinkmann Instruments Inc. 

Westbury， NY， USA)を用いて測定を行った.抽出

した RNA1 ~g に対して 5X reaction buffer (4 ~1)， 

25 mM  MgCI2 (2.5ぃ1)， dithiothreitol (DTT， 2仲

1)， RN ase inhibitor (20 unit， O. 5 ~1)， random 

hexamers (1 ~1)， oligo dT primer (1叫)， 10 mM  

deoxynucleotide triphosphate (dNTP， 2 ~1) を力日

えた.各サンプルを 2チューブずつ用意し，一方に

multiscribe reverse transcriptase (50 unit/ぃ1，1 ~I ， 

Applied Biosystems， Foster city， CA) を力日え， も

う一方は DEPC処理水を加え minusRTとし， コン

トロールとした.サンプルにSYBRgreen master 

mix (Molecular Probes， Eugene， OR) と0.3ぃM
のプライマーを加えて，総量30μ に調整した.多く

の細胞でほぽ一定に含まれると予想される遺伝子，

ハウスキーピング遺伝子の一つであるグリセルアル
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表1 Real time RT -PCR法において使用したプライマー

TypeII col1agen 

aggrecan 

GAPDH 

表2 再生ヒ 卜指骨の三次元計測

Groups 
Implant 

duration 

P(LA-CL) 10 wk 

20 wk 
HA-P(LA-CL) 10 wk 

20wk 

Sense primer 

F315 5'-GCTCA TCC 

AGGGCTCCAA -3' 

F285 5'-CAGGAGC 

CCCGCTGTCT-3' 

F203 5'-GAGATCCTG 

CCAACA TCAAGTG-3' 

Length 

18.8:t0.5* 

19.8:tl.3・
20.7:t0.9* 

24.l:t l. 5 

Values are mm in unit and mean:tS.D 

琢

Antisense primer 

R404 5'-TGTTTCGT 

GCAGCCATCCT-3' 

R3675'-TGGTCATAGTT 

CACCTTCAAGAGTTG-3' 

R2905'一CCAGCCTTC

TCCA TGGT AGTG-3' 

Width Thickness 

periosteum periosteum 

(+ ) (一) (+) (ー)

8.3:t0.6 6.8:t0.8 5.5:t0.3 4.2:t0.7 

7.6:t0.5 6.7:t0.3 5.3:t0.1 4.1:t0.3 

9.l:t0.9 7.3:t0.5 6.6:t0.5 5.0:t0.2 

9.1土l.3 8.3:tl.2 6.4:t0.1 5.2:t0.5 

*indicate significant differences at p<0.05 from value of HA-P(LA-CL) at 20 wk 

デヒド-3ーリン酸脱水素酵素 (GAPDH)を対照

RNAとし，定量的解析を行った21

PCR装置は，AMI Prism 7，700 Sequence detec-

tor (Applied Biosystems)を使用し，各サンプルの

Threshold cycle (Ct)値を求めた.ムCt=(II型コ

ラーゲンまたはアグリカンの Ct11直)-(GAPDHの

Ct値)とし，ムCt値を相対的に比較した. また，V. 

IObl (Applied Biosystems) を用いて dissociation

curveを作成し， PCR産物の融解温度と PCR産物

が純水であることを確認した.PCRの条件は，逆転

写3rcで1時間，変性950Cで15秒， アニーリング600C
で30秒，伸長反応を720Cで2分を 1サイクルとして，

40サイクル行った.使用したプライマーは，表1に

示した.

7.統計処理

RT-PCRの定量的解析において，有意差検定を

Wilcoxon testにて行った.統計用ソフ トウェアに

は，GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.， 

San Diego， Ca， USA)を使用した.

結 果

1 .肉眼的所見

移植後10週日および20週日に摘出したヒト指骨モ

デルの両群 (P(LA-CL)群および HA-P (LA -CL) 

群)において，骨膜を付加した部位〈骨膜側〉と付

加しない部位 く非骨膜側〉は，白色の骨膜によって

明瞭に区別された.非骨膜側では，ポリマーの周囲

はやや赤みを帯びていた.これらの所見より， HA-

P (LA-CL)群の骨膜側では，骨膜からポリマー内

10 weeks 20 weeks 

P(LA.CL) 

HA-P(凶 CL)

lcm 

図2 P (LA-CL)群およびHA-P (LA -CL)群に
おける肉眼所見
各群の(右)は全体像，(左)は断面像を示す
(Bar=l cm). 

部に遊走した骨形成細胞によって良好な骨形成が生

じ， 一方，P (LA-CL)の非骨膜側では，周囲血管

が直接ポリマー内部に侵入し，強いポリマ一分解・

吸収が生ずることが示唆された.断面像の観察では，

移植後10週目および20週目の骨膜側および非骨膜側

の両端において，平滑で白く ，柔軟性に富み，著明

な光沢を持つ関節軟骨が観察された.関節軟骨は硬

い骨組織に強固に接着してお り，外観上，その境界

は不明瞭であった.

移植経過に伴い，HA-P (LA-CL)群において，

指骨の長さの増加が有意に認められた(表2). この

変化は，特に骨膜側において著明であった (図 2).

2.単純X線写真による所見

移植前の単純X線像において， P (LA-CL)群で

は， P (LA-CL)自体にカルシウム成分が含まれて

いないため石灰化像は認められなかった.一方，HA

-P (LA-CL)群では，HA粒子の存在によってびま
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ん性の石灰化像を認め，淡いスリガラス様の透過性

器下像が観察された.

移撞後の骨膜側では，経時的に透過性低下が認め

られた.P (LA-CL)群では，移植後10週日におい

て，骨膜下に限局した石灰化を認めるのみであった.

移植後20週百では，指骨内部に向かつて石灰化領域

の拡大を認めた.一方， HA-P (LA-CL)群では，

移植後10週自において，すでに指骨内部に至る石灰

化領域を認めた.移植後20逓自で、は，石灰化による

透過性はさらに低下し，非骨膜側に拡大していた.

この結果から， HAの覆れた骨伝導能が示唆された.

移植後の非骨膜側では，いずれの群においても明ら

かな石灰化像は観察されなかった(図 3).

3.組織学的所見

移撞後10週日および20週日に摘出したヒト指骨モ

デルの両群 (P(LA-CL)群および狂A-P(LA-CL) 

1cm 

国3 P (LA-CL)群およびHA-P (LA -CL)群に
おける単純X線写真の所見
P (LA-CL)群では，骨膜下に限局した石灰
イ七(移植後10週日)，指骨内部への石灰化の拡
大(移植後20週目)を認めた.一方，HA-P(LA 
CL)群では，指骨内部に至る石灰化(移植後
10透目)，非骨膜側への石灰化の拡大(移椋後
20逓呂)を認めた (Bar=lcm). 

P(LA.CL) HA . P(LA.CL) 

10 weeks 20 weeks 10 weeks 20 weeks 

1cm 

図4 移植後10週日および20週日のヒト指骨モデル
における組織学的所見
T-b: Toluidine blue染色， S-O : Safranin 
O染色， v-K : von Kossa染色， A-r: AI 
izarin red染色を示す (Bar=lcm). 

群)において，骨膜を付加した部位く骨膜側〉では，

von Kossa染色に対して陽性反応を示す石灰化領域

が観察された.P (LA-CL)群では，移植後20週自

において，骨膜下に線局した陽性領域が認められた.

一方， HA-P (LA-CL)群では，骨膜下の陽性領域

は移植後10週目に認められ，移植後20週目では陽性

領域が指管内部へ拡大していた.非骨膜儲では， von 

Kossa染色に対する陽性領域は観察されなかった.

また，骨膜側および非骨膜側の両端(関部軟骨蔀)

では，両群の移植後四週日および20週呂において，

Safranin-O染色陽性反応を示す軟骨組織が観察さ

れた(図4).

移植後10週日における組織学的所見:Safranin-

O染色を用いて，再群 (P(LA-CL)群およびHA

P (LA-CL)群)における骨膜側および非骨膜側の

両端(関節軟骨部)を比較検討した.さらに骨膜側

および非骨膜側の境界部を観察した.

P (LA-CL)群の骨痕側および非骨膜劉の両端(関

節軟骨部)は， Safranin-O染色によって陽性反誌を

示した.軟骨細胞の形状は大小不同で，不規則な細

胞配列が観察された.境界部では， Safranin-O染色

に対する陽性領域は認められなかった(図5)，一方，

HA-P (LA-CL)群の骨膜側および非骨膜慨の両端

(関能軟骨部)は， P (LA-CL)群と同様な紐織所見

を認めた.しかし境界部では，骨膜側の指骨内部の

広い範閣に Safranin-O染色に対する陽性領域が認

められた(図6).

次に vonKossa染色を用いて，再群(P(LA-CL) 

群およびHA-P(LA-CL)群)の骨膜儲および非骨

膜側における石灰化領域を検討した.P (LA-CL) 

群の骨膜側では，骨膜下に限局した陽性領域が認め

られ，石灰化は少ないことが判明した.一方， HA 

図5 移植後10週目の P(LA-CL)群における組織
学的所見
(上段)骨膜および非骨膜の境界部 (Safranin
O染色， X40) 
(中断)断商像(Safranin-O染色， Bar=l cm) 
(下段)関節軟骨部 (Safranin-O染色， X100) 
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P (LA-CL)群の骨膜側では，骨膜下の陽性領域は，

P (LA-CL)群に比較して，より広い範囲に認めら

れた.非骨膜側では，いずれの群においても von

Kossa染色に対する陽性領域は観察されなかった

(図7).

移植後20週目における組織学的所見 :両群 (P

(LA-CL)群およびHA-P (LA -CL)群)の骨膜側

および非骨膜側の両端(関節軟骨部)は，移植10週

目に比較して，Safranin-O染色に対する強い陽性反

応を示した.この結果から，移植20週目では，軟骨

細胞外基質であるプロテオグリカ ンが豊富に存在す

ることが判明した.

P (LA-CL)群の骨膜側および非骨膜側の両端(関

節軟骨部)では， 10週目と同様な軟骨組織性状(細

胞は大小不同で，不規則な細胞配列)が観察された.

境界部では，骨膜下の小範囲において Safranin-O

染色に対する陽性領域が認められた (図8).一方，

図6 移植後10週目の HA-P(LA-CL)群における
組織学的所見
(上段)骨膜および非骨膜の境界部 (Safranin
-0染色， x40) 
(中断)断面像(Safranin-O染色.Bar=l cm) 
(下段)関節軟'宵'部 (Safranin-O染色， x100) 

…劃
¥

HA-P(LA-CL) 

/ 

」玉虫ー

図7 移植後10週目の P(LA-CL)群およびHA-P
(LA-CL)群における組織学的所見
(上段)断面像(vonKossa染色， Bar=l cm) 
(下段)境界部 (vonKossa染色， x40) 
HA-P(LA-CL)群の骨膜側では， P(LA-CL) 
群に比較して骨膜下に vonKossaに対する
陽性領域が広範囲に認められた.非骨膜側で
は，いずれの群においても vonKossa染色に
対する陽性領域は観察されなかった.

琢

HA-P (LA-CL)群の骨膜側の関節軟骨部では，石

灰化層の表層に肥大化した軟骨細胞が観察され，そ

れらの細胞は規則的な柱状配列を呈していた.しか

し，非骨膜側の関節軟骨部では，この様な軟骨細胞

の配列構造は確認できず，表層から深層の全域に，

大小不同で円形の軟骨細胞が散在していた.境界部

では，骨膜側の指骨内部の広い範囲において，Sa-

franin-O染色に対する陽性領域が認められた(図

9 ). 

次に vonKossa染色を用いて石灰化領域を検討

した.P (LA-CL)群の骨膜側では，指骨内部に限

図8 移植後20週目の P(LA-CL)群における組織
学的所見
(上段)境界部 (Safranin-O染色.x40) 
(中断)断面像(Safranin-Q染色， Bar=lcm) 
(下段)関節軟骨部 (Safranin-O染色.x 100) 
骨膜側および非骨膜側の関節軟骨は，移植後
10週目に比較して強い Safranin-O染色陽性
反応を示した.境界部では，骨膜下の小範囲
に陽性領域を認めた.

図9 移植後20週目の HA-P(LA-CL)群における
組織学的所見
(上段)境界部 (Safranin-O染色.x40) 
(中断)断面像(Safranin-Q染色.Bar=l cm) 
(下段)関節軟骨部 (Safranin-O染色， x 100) 
骨膜側の関節軟骨では，軟骨細胞の柱状配列
が観察された.非骨膜側では，大小不同で不
規則な細胞配列を認め，軟骨細胞の柱状配列
は認められなかった.境界部では，骨膜側の
指骨内部の広範囲に陽性反応領域を認めた.
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P(LA-CL) HA-P(LA-CL) 

図10 移植後20週日の P(LA-CL)群およびHA-P
(LA-CL)群における組織学的所見
(上段)断面像(vonKossa染色， Bar=l cm) 
(下段)境界部 (vonKossa染色， x40) 
P (LA-CL)群では，指骨内部に限局した陽
性領域を認めたが， HA-P (LA-CL)群では，
指骨全体に及ぶ陽性領域を認めた.

丙 l[~.I 一一、

/ ¥ / ¥/ てー

i 
図11 移植後20週目の P(LA-CL)群における免疫
組織化学的所見
(上段)断面像(1， II， X型コラーゲン染色，
Bar=l cm) 
(下段)骨膜部(I型コラーゲン染色;XIOO， 
II型コラーゲン染色;x40， X型コラーゲン
染色;XIOO) 
I型コラーゲン染色では骨膜および骨梁に，
II型コラーゲン染色では指骨表層に，X型コ
ラーゲン染色では骨梁の下部に陽性領域を認

めた.

Collagen 

Typel 

Collagen 

Type 11 

Collagen 

Type X 

図12 移植後20週目における HA-P(LA-CL)群の
免疫組織化学的所見
(上段)断面像(1，II， X型コラーゲン染色，
Bar= 1 cm) 
(下段)骨膜部(I型コラーゲン染色;XIOO， 
II型コラーゲン染色 X40，X型コラーゲン
染色;xIOO) 
I型コラーゲンと I型コラーゲン染色におけ
る陽性領域の中間部に一致して， X型コラー
ゲン染色陽性領域を認めた.

局した陽性領域が認められた.一方， HA-P (LA 

CL)群の骨膜側では，指骨内部の全体が陽性反応を

示し，石灰化が指骨の全域に及んでいることが判明

した.この結果から，両群 (P(LA-CL)群および

HA -P (LA -CL)群)において，初期石灰化は骨膜

下に限局されるが，経時的に石灰化領域は指骨内部

に拡大すると考えられた.また， P (LA-CL)群に

比較して， HA-P (LA-CL)群では移植早期から強

い石灰化が誘導されることが判明した.非骨膜側で

は，いずれの群においても vonKossa染色に対する

陽性領域は観察されなかった(図10).

移植後20週日における免疫組織学的所見 1， 11， 

X型コラーゲン免疫染色では， P (LA-CL)群およ

び HA-P(LA-CL)群の骨膜側において，近似する

発現領域が観察された(図11，12).特に， HA-P(LA 

-CL)群の骨膜側では， 1型コラーゲン免疫染色によ

図13 移植後20週目の P(LA-CL)群における免疫
組織化学的所見
(上段)断面像 (BSP染色， Bar=5mm) 
(下段)骨膜部および非骨膜部 (BSP染色， X 
200) 
骨膜側の指骨部全体に BSP陽性領域が観察
された.非骨膜側では，BSP陽性領域は観察
されなかった.

図14 移植後20週目の HA-P (LA -CL)群における
免疫組織化学的所見
(上段)断面像 (BSP染色， Bar=5mm) 
(下段)骨膜部および非骨膜部 (BSP染色， X
200) 
骨膜側から非骨膜側へ向かつて BSP陽性領
域の拡大が認められ，陽性 ・陰性境界部は著

しく非骨膜側に変位していた.
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って，指骨部の表層組織である骨膜および骨梁に限

局して陽性領域が認められた.骨梁の深層では，大

型，円形の軟骨細胞が規則正しく柱状配列していた.

この領域は， 11型コラーゲン免疫染色による陽性領
域に一致していた.X型コラーゲン免疫染色による

陽性領域は，柱状配列する肥大軟骨細胞層の最も骨

梁側に観察された.この部位は 1型コラーゲン陽

性領域と11型コラーゲン陽性領域の中間部に一致し
ていた(図12)，この結果から，指骨部は内軟骨骨化

の機序を経て骨形成が生じることが推察された.非

骨膜側では，いずれの群においても1， 11， X型
コラーゲン免疫染色に対する陽性領域は観察されな

かった

次に BSP免疫染色では， P (LA-CL)群および
HA -P (LA -CL)群の両群において，骨膜を付加し
た部位く骨膜側〉の指骨部全体に BSP陽性領域が観
察された(図13，14).骨膜を付加しない部位く非骨

膜側〉では， BSP陽性領域は観察されなかった.さ
らに， HA-P (LA-CL)群では，骨膜側から非骨膜
側へ向かつて BSP陽性領域の拡大が認められ，陽
性領域と陰性領域の境界部は非骨膜側に著しく変位

していた(図14)，この結果より， HA粒子によって
BSP発現は著しく充進されることが示唆された.
4.分子生物学的解析所見

RT-PCR法を用いて遺伝子解析を行い，指骨部に
付加した骨膜が関節軟骨細胞の増殖・分化に及ぽす

影響について検討した.Laser capture microdissec. 

tion法を導入して，ヒト指骨モデルの関節軟骨細胞
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図15 移植後20週目におけるアグリカンおよびII型
コラーゲンの遺伝子発現
(上段)アグリカン遺伝子発現
(下段)II型コラーゲン遺伝子発現

琢

非選択的に捕捉 (capture)した.その後，捕捉細胞

群における軟骨関連遺伝子(II型コラーゲン，アグ

リカン)の経時的変化を調べ，再生軟骨組織の制御

機構を検討した.その結果， 11型コラーゲンおよび
アグリカンの遺伝子発現は， P (LA-CL)群および
HA -P (LA -CL)群の両群において経時的に上昇す
る傾向を示した.また，非骨膜側に比較して骨膜側

の関節軟骨では，弱い遺伝子発現が認められた.さ

らに， 11型コラーゲンの遺伝子発現はP(LA-CL) 
群において，アグリカンの遺伝子発現はHA-P(LA
CL)群において増強される傾向が認められた(図
15)， 

考 察

骨膜には， (1)多能性未分化問葉系細胞から分化す

る骨・軟骨細胞の供給源， (2)骨・軟骨細胞が増殖す

る足場， (3)細胞増殖因子の供給源としての三つの役

割があることが知られている22 組織学的には，表層

の厚い線維層と，深層の薄い骨形成層からなる二層

構造によって構成されている.骨形成層には， トル

イジン青染色によって好塩基性に染色される多数の

骨形成細胞(多能性未分化問葉系細胞)が存在し，

これらは骨および軟骨細胞に分化する.骨膜は，骨

形成細胞の増殖・分化を通して骨成長く付加成長〉

に関与し，骨の厚さと強度を増す23 また，加齢に伴

い骨膜を構成する骨形成層の厚さと細胞数は著明に

減少し，骨成長能は低下する22，24ことが知られてい

る.近年，骨膜に関するより詳細な研究がなされ，

骨幹部と骨幹端部では，骨膜構造が異なっているこ

とが報告された.骨幹端部の骨膜は，骨形成層が厚

く，細胞数も多い特徴が認められる.また，加齢に

伴う構造上の変化は認められない.一方，骨幹部の

骨膜は，骨幹端部に比較して薄く，加齢に伴い骨形

成層の厚さ，細胞数はともに著しく減少することが

報告された25 さらに，骨膜は，TGFβ，IGF-1，BMP
-2， integrinsなどの様々な細胞成長因子を遊離し22

関節軟骨の構造および細胞外基質の調節機構に深く

関与することが示唆されている.特に，骨膜より遊

離される TGFβ，関節軟骨の最表面に存在する静

止軟骨層より遊離される PTHrP，増殖軟骨層より
遊離される IhhはFeedback loopを形成し，骨膜

が関節軟骨をシグナル制御している機序26-34が解

明された.ヒト指骨モデルにおいて，骨膜は新生硬

組織の成熟過程に大きな役割を果たしていることが

推察される.しかし，骨形成過程および関節軟骨の

制御機構における骨膜の関与について未だにその詳

細は解明されておらず極めて興味深い.

本研究では，ヒト指骨モデルに対して組織学的検
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討を行い，関節軟骨における組織形成の度合いを，

骨膜側と非骨膜側で比較検討した.また遺伝子解析

を行い，指骨部に付加した骨膜が関節軟骨細胞の増

殖・分化に及ぽす影響について検討した.移植20週

目の HA-P(LA-CL)群の骨膜側と非骨膜側の関節

軟骨部を比較すると，軟骨細胞の性状と配列は明ら

かに異なっていた.特に，骨膜側の関節軟骨部では，

増殖軟骨領域，肥大軟骨領域，石灰化領域が連続し

て観察され，正常関節軟骨に近似した関節軟骨構造

が観察された.肥大化した軟骨細胞は規則的に柱状

配列しており，骨膜が軟骨細胞の形状変化や構造に

関与していることが示唆された.また RT-PCR法

を用いた遺伝子解析では， II型コラーゲンおよびア

グリカンの遺伝子発現は， P(LA-CL)群およびHA

-P (LA-CL)群の両群において，移植期間にかかわ

らず非骨膜側の関節軟骨では強く，骨膜側の関節軟

骨では弱い発現を示した.このため，骨膜は軟骨細

胞の遺伝子発現を制御し， II型コラーゲンおよびア

グリカンの発現に対して抑制的に作用すると考えら

れた.

II型コラーゲンやアグリカンは，軟骨の代表的な

細胞外基質で，その遺伝子発現は軟骨細胞に特異的

に認められる.これらの遺伝子の制御機構は十分に

明らかにされていない.近年，未分化間葉系細胞が

前軟骨細胞に分化するためには転写因子缶詰の発

現が必要であり，さらに前軟骨細胞が軟骨芽細胞に

分化するためには転写因子Sox5とSox6が必要で

あることが報告された35 軟骨細胞外基質の産生に

は，したがって，これらの転写因子の発現が必要で

あり，転写因子が発現する結果， II型コラーゲンや

アグリカン遺伝子発現が誘導される機序が示唆され

ている.転写因子Sox5，Sox6欠損マウスでは，軟

骨細胞は分化度の低い前軟骨細胞に止まる.この欠

損マウスでは， II型コラーゲン発現は認められるが，

アグリカン発現は認められないことが報告され

た35 この結果から， II型コラーゲンは分化度の低い

軟骨細胞(前軟骨細胞)から基質産生されるが，ア

グリカンはより分化度の高い軟骨細胞(軟骨芽細胞)

から基質産生されることが示唆された.

本研究では，ヒト指骨を再生誘導するため二種類

の骨誘導型生分解性三次元高分子， P (LA-CL)お

よびHA-P(LA-CL)，を試用して，その両端(関

節軟骨部)に軟骨細胞を播種した PGAを縫合して

ヒト指形状モデルを作成した.関節軟骨部の遺伝子

発現を検討した結果， II型コラーゲンの遺伝子発現

はP(LA-CL)群において，アグリカンの遺伝子発

現は HA-P(LA-CL)群において増強される傾向が

認められた.関節軟骨の遺伝子発現に影響する因子

として，これまで酸素分圧の関与が示唆されている.

関節軟骨では，酸素圧勾配が軟骨表面において約10

%，最も深い層においては 1%以下であり，この勾

配が，軟骨細胞の遺伝子表現型や性質を調節してい

ると考えられている 3叩.今回の結果より，軟骨形成

は，酸素分圧の他に，生分解性高分子の種類，もし

くは再生誘導された骨組織の成熟度に強く影響され

る可能性が考えられた.

正常の関節軟骨の形成過程では，骨端に近い一定

の層く静止軟骨層〉において軟骨細胞の分裂が起こ

り，新生軟骨細胞が順次骨幹の方へ送られて増殖軟

骨層を形成する.骨幹に近づくに連れ，軟骨細胞は

柱状に配列し，細胞は肥大化(肥大軟骨層)，さらに

は石灰化(石灰化軟骨層)する.やがて骨芽細胞の

作用により骨組織へと置換されて石灰化軟骨層の下

部には海綿骨が形成される.このように関節軟骨で

は，骨端部の新生軟骨細胞がしだいに増殖・分化し

て成長帯を形成しながら，順次骨化し，骨は長軸方

向に成長することが報告された38 近年，幹細胞に隣

接する微小環境 (niche)が，幹細胞の自己増殖と分

化の制御に重要な役割を果たすと考えられ，その解

明が急がれている.軟骨再生nicheに関する報告で

は，軟骨細胞・ポリマー複合体が皮下移植された場

合，本来，軟骨細胞へ分化すべき幹細胞がその表現

型を失い，安定した軟骨形成が困難となることが知

られている肌40 Liuらは，ヒト骨髄幹細胞を PGA

に播種し， in vitro環境下に 4~12週間培養した後，

軟骨細胞・ポリマー複合体をヌードマウス皮下に移

植した.その結果， in vitroにおける培養期聞が8週

間以下の場合，移植後，複合体に骨化が生じた.一

方，培養期間が12週間の場合，移植後，複合体より

軟骨が再生誘導されたと報告している.このことか

ら， in vitro環境下において軟骨細胞の分化誘導が

不完全な場合， invivo環境下において軟骨細胞が細

胞表現型を保持し，安定した異所性軟骨を形成する

ことは困難であることが示された41 本研究によっ

て再生誘導されたヒト指モデルの骨膜側では，移植

期間中に成長帯様の組織構造が関節軟骨部および指

骨部において観察された.再生誘導されたヒト指モ

デルが指骨の長軸方向に成長することから，骨膜よ

り遊離されたと推測される幹細胞および播種軟骨細

胞が，正常と近似する分化誘導過程を経て成熟しう

ることが判明した.

骨シアロタンパク <BoneSialoprotein， BSP>は，

骨に存在する二種類のシアロタンパク質の一つであ

る.BSP は分子量70 ， 000~80 ， 000で，ほぽ骨に特有

なタンパク質である.BSPは骨芽細胞によって合成

され， RGD (Arg-Glu-Asp)細胞接着配列によって
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骨芽細胞および破骨細胞の基質への接着を促進し，

グルタミン酸の連続配列によって HA表面に吸着
し平面的石灰化 (plate-likeHA)を形成する仏ぺ
近年の報告叫45によると， BSPは新しく形成された
類骨に分布し，石灰化軟骨と初期類骨のコラーゲン

線維聞の相互に作用して，骨形成の初期に重要な役

割を果たしていると考えられている.これまでの in

vitroの実験から， BSPおよびOPNはHAに結合
して HA結晶核形成に関与することが判明してい
る46，47 特にBSPは，カルシウムおよびHAに結合

して高い骨形成能を有している 48 本研究では，骨膜

を付加した部位(骨膜側)の指骨部全体に BSP陽性
領域が免疫染色において観察された.さらに，移植

後20週目のHA-P (LA -CL)群では，骨膜側から非
骨膜側へ向かつてBSP陽性領域は著明に拡大し，
HA粒子によって BSP発現は著しく充進されるこ
とが判明した.この結果より，ヒト指骨の再生誘導

を行う上で， BSPはHA粒子に結合することによ
り骨形成を著しく促進し，ヒト指骨モデルの再生誘

導を加速する上で極めて有用であることが示唆され

た

結 語

本実験では，指骨形状を有する骨誘導型生分解性

三次元高分子(P(LA-CL)およびHA-P(LA-CL)) 
に，骨膜および培養軟骨細胞を付加してヒト指骨モ

デルを作成した.これを免疫不全マウスに移植して，

指骨と関節軟骨から構成される複合硬組織の再生誘

導を試みた.その結果，ヒト指骨の再生誘導におい

て，骨膜は，骨形成細胞の供給源として骨形成に深

く関与するのみならず，関節軟骨細胞の成熟過程や

ヒト指骨の成長にも深く関与していることが強く示

唆された.これらの結果より，ヒト指骨の再生誘導

をする上で，骨膜の付加は不可欠でトあると考えられ

た.また，HA粒子を組み込んだ骨誘導型生分解性三
次元高分子は，骨膜による骨および関節軟骨の形成

過程を促進するため，指骨モデルの再生誘導を加速

する上で極めて有用であることが判明した.
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