
緒　　　言

組織工学（Tissue engineering）とは，吸収性ポ

リマーに細胞および成長因子を組み合わせて，生体

に移植可能な組織を体内で再生誘導する技術である．

１９９７年 Cao, Vacanti らはこの基盤技術を用いて，

小動物モデル（免疫不全マウス）の背部皮下で複雑

に湾曲するヒト耳介形状を反映する３次元軟骨組織

の再生誘導に成功した１．この報告により再生誘導技

術は，将来，耳介形成手術において有用な治療方法

となりうる可能性が示唆された．その後，この再生

誘導技術を臨床応用する目的で，�播種細胞の種類

および細胞密度，�軟骨細胞増殖や基質産生を誘導

するサイトカイン，�３次元形状を付与する吸収性

ポリマー材料の性状・力学的強度・組織親和性，な

どの視点から，３
　

 次元ヒト耳介形状軟骨の再生誘導

に関する数多くの研究結果が報告されてきた１�７．さ

らに近年の再生誘導法に関する技術開発では，これ

まで必須とされてきた３大因子（細胞，サイトカイ

ン，足場）以外に，播種細胞とポリマー材料表面と

の間に形成されるバイオインターフェイスや組織微

小環境などの問題が注目されており，これらに深く

関与する細胞外基質，特に細胞接着タンパクの解明

が急務となっている．
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抄　　　録

　われわれは，耳介軟骨を微細加工して軟骨細胞および細胞外基質を含む均一サイズのマイクロ軟骨を作製し，こ

れを細胞供給源として新規軟骨再生技術の確立を試みてきた．本研究では，細胞外基質に注目し，マイクロ軟骨に

コラゲナーゼ処理を加え，有用性，至適処理時間，およびマイクロ軟骨の必要播種量について検討した．方法：イ

ヌ耳介軟骨で一辺を約 ２００    m とするマイクロ軟骨を作製した．コラゲナーゼ処理後のマイクロ軟骨の形状を，粒

度分布計，透過型・走査型電子顕微鏡で観察した．さらに免疫組織染色法で，細胞接着因子であるフィブロネクチ

ンを染色し，コラゲナーゼ処理の効果を検討した（実験１）．次に，コラゲナーゼ処理時間の異なる３群（１５，６０，１２０

分）を設定し、至適処理時間を検討した（実験２）．さらに播種するマイクロ軟骨量の異なる４群（８，１２.５，２５，５０％）

を設定し、播種量の最適化を検討した（実験３）．結果：コラゲナーゼ処理によりマイクロ軟骨の細胞外基質表面

は分解され，細胞外基質の粗造化と軟骨細胞の表面への露出を認めた．フィブロネクチンは，コラゲナーゼ処理時

間が長い程増強していた．移植後１０週目の結果より，最適な軟骨再生誘導条件は，コラゲナーゼ処理時間６０分，マ

イクロ軟骨播種量１２.５％，マイクロ軟骨間距離 ５４８    m であることが判明した．本法を用いた耳介形状軟骨の新規

再生誘導法の有用性が示唆された．
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細胞は，細胞外基質の情報を読み取るセンサー分

子を表面にもつ．一方，細胞と細胞の間を埋める細

胞外基質には，様々なシグナル分子や細胞接着性タ

ンパクが組み込まれており，軟骨細胞の増殖・分化

の調整に深く関与していることが広く知られている．

組織中で播種細胞がアポトーシスなどの細胞死を回

避し，増殖するためには，細胞表面のセンサー分子

が他の細胞や細胞外基質と接着・結合して，増殖シ

グナルを播種細胞内に伝達する機構（細胞内シグナ

ル伝達）が必須となる．この点に関して，近年解明

が進み，軟骨細胞の増殖には，細胞外基質中のフィ

ブロネクチンからの増殖シグナルが必須であり，増

殖の調整には軟骨細胞のインテグリンが関与してい

る機序が明らかとされている８，９．

軟骨の再生誘導では，播種細胞と細胞接着タンパ

クの結合が再生軟骨組織の性状に大きく影響する．

そのため，細胞外基質成分を細胞供給源に含ませる

という選択は，組織内微小環境を維持する上で極め

て有効と考えられる．そこで，我々は，細胞外基質

を含む最小単位の軟骨細胞塊を均一サイズの微細軟

骨組織（以下マイクロ軟骨と略す）に分離加工して

新たな細胞供給源とし，さらにサイトカインの併用

により増殖・分化を加速することで，培養行程を介

さない新規軟骨再生技術の確立を試みた．まず，�

軟骨を低侵襲的に立方体形状に微細加工する装置を

作製してマイクロ軟骨を作製し，マイクロ軟骨に含

まれる軟骨細胞数および細胞活性の評価を行った．

その結界，マイクロ軟骨内の細胞活性は９０％以上で

あり，再生誘導に適したサイズは，一辺を約 ２００  m 

とするマイクロ軟骨であることを明らかとした．次

に，�マイクロ軟骨を吸収性ポリマー材料に接着さ

せ，マイクロ軟骨・吸収性ポリマー複合体にサイト

カイン（塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF: basic 

fibroblast growth factor）にゼラチン微粒子を用

いた徐放システム（DDS: Drug Delivery System）: 

bFGF�DDS）を組み合わせて自家移植を行い，細胞

培養行程を介さない新規軟骨組織再生誘導を試みた．

その結界，サイトカインによるマイクロ軟骨の量的

拡大が観察された．また，この量的拡大の機序とし

て，SOX５ の活性化を介した軟骨芽細胞の増殖およ

び細胞外基質形成の亢進が示唆された１０．一方，外

因性に添加した bFGF は，細胞外基質に取り囲まれ

た軟骨細胞には到達しないことが報告されている１１．

そこでコラゲナーゼ表面処理により軟骨基質を部分

的に分解すれば，bFGF がマイクロ軟骨内部に到達

することが容易となり，軟骨細胞が増殖し，かつ，

マイクロ軟骨表層に露出した細胞接着タンパクは増

殖した軟骨細胞と結合する結果，軟骨再生が促進さ

れる機序が予測される．

そこで本研究では，マイクロ軟骨を用いた軟骨再

生を促進する目的で，コラゲナーゼによる表面処理

を加え，マイクロ軟骨表層の細胞外基質を酵素分解

させた．実験では，マイクロ軟骨の表面性状の変化

が自家移植後の軟骨再生誘導に及ぼす影響を明らか

とすることを目的として，コラゲナーゼ表面処理に

よるマイクロ軟骨の形態変化（実験１），軟骨再生

におけるコラゲナーゼ表面処理の有用性と至適コラ

ゲナーゼ処理時間（実験２），およびマイクロ軟骨

播種量の最適化（実験３）について検討した．

材料および方法

実験動物

本研究で行った動物実験は，すべて近畿大学医学

部動物実験委員会規定に基づいて実施された（承認

番号 KAME�２６�００１）．本研究ではビーグル犬（１２�

２４週齢，雌，浜口動物，兵庫）を用い，後述の実験

１では４頭，実験２では１２頭，実験３では１２頭，計

２８頭を使用した．飼育は個別ケージ（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 CD５５ （日本クレア株式会社，東京）を１

日１回約 ３００ g 与え，飲料用水は制限なく与えた．

侵襲的な実験動物操作はすべて全身麻酔下に行った．

まず，１２時間以上の絶食後，キシラジン（セラク

タール�，０.１５ ml/kg, バイエルメディカル株式会社，

東京）の臀部筋肉注射にて導入を行い，次にペント

バルビタール（ソムノペンチル�，０.４ ml/kg, 共立

製薬株式会社，東京）を経静脈投与して全身麻酔を

行った．麻酔深度は睫毛反射消失を指標として維持

し，適宜ペントバルビタールを追加投与した．耳介

切断後，耳介から皮膚・皮下組織・筋肉・軟骨膜を

除去して耳介基部の軟骨を採取した．

実験１：コラゲナーゼ表面処理によるマイクロ軟骨

の形態変化

出発原料であるイヌ耳介軟骨（サイズ：１cm×１

cm×３００  m, 重量：８５ mg）を微細加工装置にて微

細加工し，１
　

 辺を ２００  m とするマイクロ軟骨を作

製 し た．次 に０.３％コ ラ ゲ ナーゼ（Worthington, 

Lakewood, NJ）を用いて３７℃下で振盪拡散させ，

マイクロ軟骨の表面処理を行った．実験群として，

コラゲナーゼ処理時間の異なる４群（０，１５，６０，１２０

分間）を設定した．その後，１０％仔牛胎児血清（Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO）を含むダルベッコ改変イー

グル培地（Gibco, Grand Island, NY）にて酵素反

応を停止させ，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）によ

る遠心分離・洗浄を３回行った．レーザー回折／ 
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散乱式粒度分布計（Laser scattering particle size 

distribution analyzer, LS１３３２０XR, Beckman Coul- 

ter, Inc. CA）を用いて，作製したマイクロ軟骨の粒

度分布を測定した．またマイクロ軟骨の形態学的検

索を行うため，表面性状を走査電顕，断面形態を光

顕および透過電顕を用いて検討した（図１）．さら

に細胞接着因子であるフィブロネクチン発現につい

て免疫組織染色法を用いて検討した．

マイクロ軟骨の粒度分布：マイクロ軟骨を PBS 

溶液に懸濁した．その後，レーザー回折／散乱式粒

度分布計を用いて散乱光強度の角度分布から，マイ

クロ軟骨の平均径（マイクロ軟骨の平均径）および

モード径（最頻値を示すマイクロ軟骨の平均径）を

算出した．

走査型電子顕微鏡：各群のマイクロ軟骨を，２.５％

グルタールアルデヒド液（緩衝液：０.１ M リン酸緩

衝液，pH ７.４）にて前固定した．緩衝液にて洗浄

（１０分，６
　

 回），１
　

 ％四酸化オスミウム（４℃，６０分）

にて後固定を行った．次に緩衝液にて洗浄（１０分，

６
　

 回）を行った．さらに５０％，７０％，８０％ エタノー

ル処理（４℃，６０分），９０％，９５％，９９.５％エタノー

ル処理（４℃，１５分）し，９９.５％エチルアルコール

処理（１５分，３
　

 回）して脱水した．その後，t�ブチ

ルアルコールで浸漬（２０分，３
　

 回）を行い，試料を

凍結させ，凍結乾燥装置にて凍結乾燥を行った．作

成した試料を載台し，白金�パラジウムを ５ nm コー

ティングして導電処理を行い，走査型電子顕微鏡

（SU�３５００，日立製作所，東京）を用いてマイクロ軟

骨の表面性状を観察した．

光顕・透過電顕：走査電顕の試料作製と同様に，

前固定，後固定，脱水を行った．その後 QY�１，エ

ポキシ樹脂にて置換を行った．試料を樹脂包埋（５０℃ 

１日間，６０℃ ２日間）した後，ミクロトームにて 

１.５  m に薄切し，toluidine blue 染色を行った．切

除範囲を決定した後，ミクロトームにて ７０  m に薄

切し，その後３％ウラン水溶液，佐藤鉛にて染色し

て透過型電子顕微鏡（HT７７００，日立製作所，東京）

を用いて観察した．

免疫組織染色（immunohistochemical staining, 

IHC）：イヌ耳介軟骨を微細加工装置にて微細加工

し，０.３％コラゲナーゼ溶液で，マイクロ軟骨の表面

処理を行った．酵素反応を停止させ，１０％中性緩衝

ホルマリンで固定した．試料をパラフィン包埋した

後，ミトクロームにて ３ m に薄切した．組織切片

を脱パラフィン処理した後，抗原賦活として，クエ

ン酸緩衝液（pH ６, DAKO, 東京）での Microwave 

処理（７０℃，５０分）を行った．抗原賦活化した切片

をトリスヒドロキシメチルアミノメタン緩衝液（TBS, 

pH ７.４, DAKO, 東京）で洗浄後，３
　

 ％過酸化水素で

内因性ペルオキシダーゼを Cat Anti-Fibronectin

（ab２４１３, ２００倍希釈，abcam, Cambridge, MA）を

使用し，室温で６０分反応させた．TBS で洗浄後，HRP 
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図１　実験１（コラゲナーゼ表面処理によるマイクロ軟骨の形態変化）および実験２（軟骨再生

におけるコラゲナーゼ処理の有用性と至適コラゲナーゼ処理時間）のプロトコール．実験

１：播種前のマイクロ軟骨の評価．実験２：播種後１０週目の再生軟骨組織の評価．



標識ポリマー試薬（DAKO, 東京）を室温で３０分反

応させ，TBS 洗浄後，DAB（ニチレイバイオサイ

エンス，東京）にて発色させた．

実験２：軟骨再生におけるコラゲナーゼ処理の有用

性と至適コラゲナーゼ処理時間

複合型吸収性ポリマーと同面積の耳介軟骨片（１０

 mm×１０ mm）を採取した．実験１と同様に，微細

加工装置を用いてマイクロ軟骨（２００  m）を作製

し，コラゲナーゼ表面処理時間の異なる４群を設定

した．このマイクロ軟骨を複合型吸収性ポリマーに

播種した．播種時には，PGA（Polyglycolic acid）

不織布の浸透許容量を考慮してマイクロ軟骨を PBS 

２００  l に懸濁し，マイクロピペットを用いて PGA 

不織布上に均等に播種を行った．マイクロ軟骨を播

種した複合型足場の皮下移植操作は，以下の手順で

行った．まず全身麻酔下にイヌの頭部から後頚部に

かけて広範囲に剃毛し，後頸部に約 ５ cm の切開を

加え，浅深側頭筋膜上で剥離した．次に浅筋膜と深

筋膜の間に移植床を作製し，事前に準備したマイク

ロ軟骨・複合型吸収性ポリマー複合体を自家移植し

た．自家移植時には，複合体の表裏面に bFGF�DDS 

を同時投与した．閉創は５�０合成糸（シグマ，東京）に

て行った．移植後１０週目に組織採取し，組織学的検

討を行った（図１）．

複合型吸収性ポリマー（PGA �nanoPGA �PCL）

の作製：PGA 紡糸をニードルパンチ法にて不織布

化し，繊維径 ２０  m の不織布（１０ mm×１０ mm, 厚

さ ０.１５ mm, 体積密度 ０.２３ g/cm３, 空隙率８４.４％）を

作製した．次にメルトブロー法（溶融 PGA を多細

孔より押し出して繊維形状とし，さらに熱風により

延伸交絡）を用いて，繊維径 １.２  m のポリグリコ

ライドからなる nanoPGA 不織布（１０ mm×１０ mm, 

厚さ ０.０８ mm, 体積密度 ０.１０�０.１４ g/cm３, 空隙率 ９０.５� 

９３.４％）を作製した．また PCL フレームの作成は以

下の手順で行った．ポリマー溶液（５％１,４�ジオキ

サン体積密度 ０.１０�０.１４ g/cm３, 空隙率９０.５�９３.４％）を

穏やかに注入し，－４０℃で１時間静置した．次にポ

リマーを型より取り出し，４０ Pa, －４０℃，１２時間の

条件下に凍結乾燥処理した（TF１０�８０TA, 宝製作所，

Tokyo, Japan）．最後に真空乾燥（６０℃，１２時間）

にてモノマーおよび溶媒除去を行い，棒状 PCL（４０ 

mm×１０ mm, 厚さ１mm）を作製した．上記の操作

で作製した nanoPGA を PGA 不織布の底面に重ね

た後に，PCL フレームを用いて２つの不織布を囲い

込み，熱架橋にて結合させて複合型吸収性ポリマー

を作製した．作製した複合型吸収性ポリマーは，エ

チレンオキサイドにてガス滅菌した．

bFGF 徐放システム（bFGF�DDS）の作製：本

システムを構築するにあたり，まず，bFGF 担体と

なるゼラチン微粒子を以下のように作製した１２．最

初に１０％ゼラチン水溶液 ０.２ ml（等電点５，牛骨ゼ

ラチン，新田ゼラチン株式会社，大阪）をオリーブ

オイル ５ ml に加え，４０℃で１時間静置した．攪拌

後４℃で冷蔵して粒子化し，さらにゼラチン周囲に

付着したオリーブオイルをアセトン １.５ ml にて洗浄

した．得られた溶液を４℃，５０００ rpm で５分間遠心

分離し，再度４℃のアセトンにて３回洗浄した．そ

の後，４
　

 ℃冷蔵庫内にて１週間乾燥させ，沈殿物で

あるゼラチン粒子を得た．次にゼラチン粒子の架橋

を行うため，ゼラチン粒子 １ mg に対し０.１％ポリオ

キシエチレンソルビタンモノオレエートを １ ml, ２５％

グルタルアルデビドを ５  l 加え，４
　

 ℃にて２４時間攪

拌した．次にゼラチン粒子懸濁液を ５０００ rpm で５

分間遠心分離し，沈査ゼラチン粒子にグリシン溶液

を加えてさらに１時間常温で攪拌した．その後，蒸

留水を用いた遠心分離による洗浄を３回行った．得

られたゼラチン粒子に超純水を加え，ポアサイズ ７０ 

 m および ３０  m のストレーナーを用いて粒子径を

均一化した．直径 ３０�７０  m のゼラチン粒子を回収

し，液体窒素で凍結させた．凍結真空乾燥したゼラ

チン微粒子（直径約 １０  m）をエチレンオキサイド

ガスにより滅菌した．次に，ゼラチン微粒子に bFGF 

を含浸させるため，bFGF １００  g（トラフェルミン，

科研製薬，東京）を Ca２＋, Mg２＋ 不含リン酸緩衝液 

６０  l（Dulbecco’s phosphate-buffered saline/PBS, 

Gibco）に溶解し，ゼラチン微粒子 １０ mg を加えて

４℃で２４時間静置した．

組織学的検索：移植後１０週目に試料の採取を行い，

１０％中性緩衝ホルマリンで固定した．試料をパラ

フィン包埋した後，ミトクロームにて ３  m に薄切

した．組織学的評価では，軟骨マーカーである酸性

プロテオグリカンを染色するためにサフラニンＯ染

色を施行した．軟骨細胞の細胞接着因子であるフィ

ブロネクチン，転写因子として重要な SOX５，さら

に細胞増殖と細胞周期のマーカーである Ki６７ の発

現および局在について，免疫組織学的検索を行った．

フィブロネクチンの免疫組織染色は、前述と同様の

方法にて実施した．SOX５ および Ki６７ の免疫染色は，

以下の方法で行った．組織切片を脱パラフィン処理

した後，抗原賦活として，SOX５ 染色用はクエン酸

緩衝液（pH ６, DAKO, 東京）での Microwave 処理

（７０℃，５０分）, Ki６７ 染色用はクエン酸緩衝液（pH ６, 

DAKO, 東京）でのオートクレーブ処理（１２０℃，５
　

 

分）を行った．抗原賦活化した切片を １x TBS（pH 

７.４）で洗浄後，０.３％過酸化水素で内因性ペルオキ
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シダーゼを不活化した．TBS で洗浄後，一次抗体と

して Rabbit Anti�SOX５（ARP３３３２３, １００倍希釈，

Aviva Systems Biology, San Diego, CA）, Rabbit 

Anti�Ki６７, （ab１５５８０, ２００倍希釈，Abcam, USA）を

使用し，室温で６０分反応させた．TBS で洗浄後，DAB

（ニチレイバイオサイエンス，東京）にて発色させ

た．

再生軟骨量の定量的解析：再生軟骨量を比較検討

するため，デルマパンチ（直径 ５ mm）にてイヌ耳

介軟骨を採取した．採取組織は１０％ホルマリン固定，

パラフィン包埋，ミトクロームによるに薄切（３ m）

の後，サフラニンＯ染色を施した．得られた組織切

片より軟骨の厚さを Image J を用いて測定した．そ

の結果，採取したイヌ耳介軟骨の厚さは，２９８.８±１８.０ 

 m であった．そこで採取軟骨の基準断面積は，複

合型吸収性ポリマーの横軸長（１０ mm）を乗じた ３.０

×１０６  m２ とした.移植後１０週目で採取した再生軟骨

組織のサフラニン陽性断面積を基準断面積で除算し，

１００を乗じたものを再生軟骨量（％）とした．

実験３：マイクロ軟骨播種量の最適化

実験３では，実験２と同様に，コラゲナーゼを用

いてマイクロ軟骨の表面処理を行った．その後マイ

クロ軟骨を PBS にて洗浄（１５分）し，複合型吸収

性ポリマーに播種した．実験群として，播種するマ

イクロ軟骨量の異なる４群（５０，２５，１２.５，８
　

 ％）

を設定した．作製したマイクロ軟骨・複合型吸収性

ポリマーの複合体は，前述のサイトカイン（bFGF� 

DDS）と組み合わせて自家移植した（図２）．

統計学的解析

統計学的有意差は，２
　

 グループ間比較に対しては 

Student t 検定，３
　

 グループ以上に対しては一元配

置分散分析（one-way analysis of variance /one-

way ANOVA）および Bonferroni /Dunn 法で判定

を行った．各群間において，p＜０.０１ および p＜０.０５

で有意差ありと判定した．

結　　　果

実験１：コラゲナーゼ表面処理によるマイクロ軟骨

の形態変化

微細加工軟骨装置により微細加工されたマイクロ

軟骨の粒子径が，コラゲナーゼ表面処理によりどの

ように変化するかについて，粒度分布計を用いて検

討した．その結果，コラゲナーゼ表面処理によりマ

イクロ軟骨の Mode 径は低値を示し，コラゲナーゼ

未 処 理群（２５５.５±５５.８  m）に 比 較 し て，１５分 群

（２４５.５±３０.５  m）では約９６％，６０分群（１８５.５±１５.５ 

 m）では約７３％，１２０分群（１３６.７±１７.７  m）では

約５４％の粒子径減少が認められた（図３）．コラゲ

ナーゼ表面処理を行ったマイクロ軟骨を複合型吸収

性ポリマーに播種した後，マイクロ軟骨の形態変化

を観察した．肉眼所見では，処理時間に伴いマイク

ロ軟骨の組織量は減少する傾向が観察された（図

４）．次にトルイジンブルー染色を用いた組織学的

検討では，コラゲナーゼ処理に伴いマイクロ軟骨表

層の細胞外基質分解が促進され，マイクロ軟骨内部

の軟骨細胞が表層に露出される傾向が認められた．

特に，１２０分群では,細胞外基質分解が進みマイクロ

コラゲナーゼ処理を行った微細加工軟骨による軟骨再生 １３７

図２　実験３（マイクロ軟骨播種量の最適化）のプロトコール



軟骨の３次元形状が維持されず，軟骨細胞は散在性

に分布していた（図５）．さらに走査型電子顕微鏡

（SEM）および透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて，

マイクロ軟骨の表面および断面性状の微細構造を検

討した．その結果，コラゲナーゼ未処理群では，マ

イクロ軟骨の表面性状が平滑であり，軟骨細胞は細

胞外基質に被覆されていた．一方，コラゲナーゼ処

理群（１５分群および６０分群）では，表面性状は粗造

化し，軟骨細胞がマイクロ軟骨表面へ露出する傾向

が著明となった．１２０分群では，細胞外基質が分解

しており軟骨細胞および軟骨基質の観察は不能で
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図４　コラゲナーゼ表面処理後におけるマイクロ軟骨の

肉眼所見（複合型吸収性ポリマーに播種後）

図５　コラゲナーゼ表面処理後におけるマイクロ軟骨の組織変化（トルイジンブルー染色）

図３　コラゲナーゼ表面処理後におけるマイクロ軟骨の粒度分布



あった（図６）．細胞接着因子としてフィブロネク

チンを選択し，その発現を検討した．その結果，コ

ラゲナーゼ処理群において発現を認め，フィブロネ

クチンの発現は６０分群，１２０分群において，マイク

ロ軟骨の細胞外基質全体に及び，増強していた．一

方，コラゲナーゼ未処理群ではフィブロネクチンの

発現を認めなかった（図７）．

実験２：軟骨再生におけるコラゲナーゼ処理の有用

性と至適コラゲナーゼ処理時間

移植１０週目の標本を採取し，各群におけるサフラ

ニンＯ陽性断面積から再生軟骨量を算出し，比較検

討した．その結果，コラゲナーゼ未処理群（７９±８.３

×１０５  m２）の再生軟骨量は，本来の軟骨に比較し

て，約２.５倍増加していた．一方，１５分群（１２７±２３.１

×１０５  m２），６０分群（１２２±１７.６×１０５  m２），および

１２０分群（１３２±９６.１×１０５  m２）の再生軟骨量は，約

４倍増加していた（図８）．

各実験群における再生軟骨の接着因子，細胞増殖，

および分化を評価する目的で免疫染色をおこなった．

フィブロネクチン発現を検討した結果，１５分群およ

び６０分群のマイクロ軟骨周辺部に一致して，フィブ

ロネクチン発現が亢進し，軟骨再生に寄与している

機序が示唆された．一方，未処理群では，フィブロ

ネクチン発現は著明に減弱し，１２０分群では発現が

認められなかった（図９）．次に細胞増殖マーカー

として選択した Ki６７ の発現を検討した．その結果，

未処理群，１５分群および６０分群のマイクロ軟骨およ

コラゲナーゼ処理を行った微細加工軟骨による軟骨再生 １３９

図７　コラゲナーゼ表面処理後におけるマイクロ軟骨のフィブロネクチン発現（免疫組織染色像）

図６　コラゲナーゼ表面処理後におけるマイクロ軟骨の微細構造の変化（走査および透過電顕像）



び周辺の再生軟骨領域において，Ki６７ 陽性細胞が観

察された．一方，１２０分群においては，マイクロ軟

骨内の Ki６７ 陽性細胞は観察されなかったが，再生

軟骨領域のみに Ki６７ 陽性細胞が認められた．この

結果から，全ての実験群において，再生軟骨領域の

軟骨細胞増殖能は維持されていることが示唆された

（図１０）．さらに軟骨分化因子である SOX５ の発現を

検討した．その結果，６０分群において，マイクロ軟

骨周囲の再生軟骨領域に数多くの SOX５ 陽性細胞が

観察された．未処理群および１２０分群では，SOX５ 陽

性細胞が観察されなかった．この結果から，軟骨分

化は６０分群において最も促進していることが示唆さ

れた（図１０）．

実験３：マイクロ軟骨播種量の最適化

移植１０週目の標本を採取し，マイクロ軟骨播種量

とサフラニンＯ陽性面積との相関を検討した．その

結果，全ての群において，マイクロ軟骨播種量の増

加に伴いサフラニン陽性断面積が増加し，マイクロ

軟骨播種量とサフラニン陽性断面積は正の相関を示
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図８　自家移植後１０週目におけるマイクロ軟骨（コラゲナーゼ表面処理後）を用いた軟骨再生

（サフラニンＯ染色）

図９　自家移植後１０週目におけるマイクロ軟骨（コラゲナーゼ表面処理後）を用いた軟骨再生

（免疫組織染色法を用いたフィブロネクチン発現）

　　　矢印は，陽性発現部位を示す．



した．また，コラゲナーゼ表面未処理群と比較して，

表面処理群ではサフラニンＯ陽性断面積は高値とな

る傾向が認められた．さらにコラゲナーゼ表面処理

群の中では，サフラニン陽性断面積は６０分群におい

て最も高くなる傾向が観察された（図１１）．次にマ

イクロ軟骨播種量と再生軟骨量の相関を調べた．そ

の結果，マイクロ軟骨８％播種群では，コラゲナー

ゼ表面処理時間に関係なく，再生軟骨量は基準断面

積（３×１０６  m２）に比較して低値を示した．マイク

ロ軟骨１２.５％および２５％播種群では，コラゲナーゼ

コラゲナーゼ処理を行った微細加工軟骨による軟骨再生 １４１

図１１　異なるマイクロ軟骨量（コラゲナーゼ表面処理後）を播種した軟骨再生（自家移植後１０週目，サフラニンＯ染色）

図１０　自家移植後１０週目におけるマイクロ軟骨（コラゲナーゼ表面処理後）を用いた軟骨再生

（免疫組織染色法を用いた Ki６７ および SOX５ 発現）

　　　矢印は，陽性発現部位を示す．



表面処理群の再生軟骨量は，基準断面積（３×１０６  m２）

に比較して高値を示した．コラゲナーゼ表面処理群

の中では，６０分群が未処理群と比較して有意に高い

再生軟骨量を示した（p＜０.０５）．マイクロ軟骨５０％

播種群では，コラゲナーゼ処理の有無に関係なく再

生軟骨量は基準断面積（３×１０６  m２）に比較して高

値を示した．またコラゲナーゼ未処理群と比較して，

全てのコラゲナーゼ処理群において有意に高い再生

軟骨量を示した（p＜０.０１）．

以上の結果より，マイクロ軟骨１２.５％，２５％およ

び５０％播種群において，コラゲナーゼ表面処理時間

を６０分とした際，再生軟骨量は基準断面積（３×１０６ 

 m２）と比較して有意に高値を示した（図１２）．さら

にマイクロ軟骨播種量と再生軟骨量から，マイクロ

軟骨を播種する際のマイクロ軟骨間至適距離を算出

した．その結果，コラゲナーゼ表面処理時間を６０分

間，マイクロ軟骨播種量を１２.５％群に設定した場合

のマイクロ軟骨間至適距離は ５４８  m であった（図

１３）．
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図１３　異なるマイクロ軟骨量（コラゲナーゼ表面処理後）を播種した軟骨再生における至適マイ

クロ軟骨間距離（ m）

図１２　マイクロ軟骨（コラゲナーゼ表面処理後）を用いた軟骨再生における播種軟骨量と再生軟

骨量の関係



考　　　察

従来，成熟軟骨細胞を細胞供給源とした軟骨再生

誘導法が開発されてきたが，再生軟骨組織の成熟度

と形状維持に関する長期成績は好ましくない１．これ

までの軟骨再生誘導に関する基礎研究から，不適切

な細胞供給源による軟骨再生誘導では，再生軟骨組

織の成熟度が制限され１３�１５，石灰化が生じやすく１６，１７，

また形状維持が困難である１８�２０ ことが報告されてき

た．近年，骨髄由来幹細胞や脂肪由来幹細胞など

種々の幹細胞を用いた研究が進み，再生誘導におい

ては組織特異的な幹細胞が必須であることが報告さ

れた２１．特に耳介軟骨の再生誘導では，耳介軟骨膜

に存在する軟骨膜幹細胞が同定され，耳介本来の組

織構造である軟骨膜と軟骨組織を同時再生しうるこ

とが報告されている２２，２３．細胞は常に最適化された

細胞外基質という外環境に覆われているが，特に幹

細胞の増殖・維持には，最適化された細胞外微小環

境（ニッシェ，niche）が必要であると考えられてい

る２４．ニッシェの詳細は未だ不明であるが，様々な

増殖因子を組み込んだ細胞外基質がその実体である

ことが推察される．組織工学という新しい医療を臨

床の場に根付かせるには，個々の細胞に最適化され

た細胞外環境が重要であり，本研究では,幹細胞を含

めた軟骨細胞および細胞外微小環境を含む最小単位

の軟骨細胞塊を均一サイズの大量微細組織に分離加

工して新たな細胞供給源とし，マイクロ軟骨を用い

た新規軟骨再生技術の開発と確立を試みた．

再生された耳介形状軟骨を変形させずに長期形状

維持するためには，軟骨再生の誘導過程において成

熟したコラーゲンやエラスチンが再生軟骨内部に構

築されなければならない．この点に関して，bFGF 

および TGF １ を再生過程において投与すれば，形

態学的，生化学的にも正常軟骨組織と区別できない

成熟した軟骨組織が誘導できることが近年報告され

た２５，２６．特に耳介に代表される弾性軟骨の再生誘導

においては，bFGF の投与が必須であることが追加

報告された２７．bFGF は，種々の細胞に対して細胞

増殖能の促進作用や血管新生作用を有している２８．

軟骨細胞おいては，軟骨細胞を増殖させ，軟骨細胞

の最終分化に伴うＸ型コラーゲン合成を阻害する機

序が知られている２９．一方，bFGF 単回投与では in 

vivo 環境下における薬理効果が不十分であるため，

近年，ゼラチン粒子を用いた徐放システムが開発さ

れた３０．この bFGF�DDS により，bFGF を長期間

安定的に供給することが可能となったが，軟骨組織

では軟骨細胞が細胞外基質に取り囲まれているため，

bFGF が細胞に到達しないことが報告されている１１．

そこで今回の研究では，コラゲナーゼ表面処理によ

りマイクロ軟骨の細胞外基質を部分的に分解させ，

表層に露出した細胞接着タンパクと bFGF�DDS に

より増殖した軟骨細胞が結合する結果，軟骨再生が

促進される機序を仮説として考えた．実験１の結果

より，コラゲナーゼ表面処理により軟骨基質は分解

され，マイクロ軟骨の粒子径が減少することが明ら

かとなった．またマイクロ軟骨内部の軟骨細胞は，

マイクロ軟骨表層に露出する傾向を示し，投与 bFGF 

がより容易にマイクロ軟骨内部に到達しうることが

示唆された．

これまで細胞外基質は，解剖学的に細胞と細胞の

隙間を埋める物理的な構造物として理解されてきた．

近年，細胞外基質から細胞に向けて，細胞の増殖・

分化を制御するシグナルが伝達されることが明らか

にされ，細胞外基質の細胞機能制御因子としての役

割が注目されている８，９．細胞外基質の主要成分はコ

ラーゲンであるが，それ以外に各種プロテオグリカ

ン，フィブロネクチンやラミニンのような細胞接着

性タンパクやエラスチンのような構造タンパク質な

どが含まれている．細胞は，細胞表面に発現してい

るセンサー分子を動員して，細胞外基質に書き込ま

れた情報を読み取り，その情報に従って細胞死を回

避し，増殖，分化，形質発現の制御を行っている．

本研究では，コラゲナーゼ表面処理を行ったマイ

クロ軟骨における細胞接着因子であるフィブロネク

チンの発現を検討した．フィブロネクチンは巨大な

糖タンパク質であり，インテグリンと結合すること

が知られている．細胞表面のインテグリンに結合し

たフィブロネクチン分子は，結合後に折りたたまれ

たフィブロネクチンの二量体構造が開き，内部に隠

れていたフィブロネクチン結合部位が分子表面に露

出して，周囲のフィブロネクチン分子やヘパラン硫

酸プロテオグリカンと結合して安定した細胞外基質

を形成する３１．

一方，インテグリンは，フィブロネクチンのレセ

プターとして１９８５年に発見された細胞膜にあるタン

パク質で，細胞と細胞（細胞接着），細胞と細胞外

基質（細胞―基質接着）間のシグナル伝達を担って

いる．近年，軟骨細胞の増殖には，細胞外基質中に

存在する細胞接着因子フィブロネクチンからの増殖

シグナルが必須であり，細胞増殖の調整には軟骨細

胞のインテグリンがレセプターとして関与すること

が明らかとされた８，９．そのため軟骨再生誘導では，

細胞供給源とともに，細胞外基質を主体とする細胞

外微小環境の検討は不可欠と考えられた．実験１の

結果より，コラゲナーゼ表面処理６０分群において，

マイクロ軟骨の細胞外基質にフィブロネクチンが最
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も強く発現し，フィブロネクチンとインテグリンの

結合を介して軟骨再生に最も大きく寄与することが

推察された．

実験２では，自家移植モデル（イヌ）を用いて，

コラゲナーゼ表面処理および bFGF�DDS を併用し

た軟骨再生を行った．その結果，再生軟骨量は bFGF

�DDS により基準断面積（３×１０６  m２）の約２倍に，

コラゲナーゼ表面処理を追加使用した場合では約４

倍に増加することが明らかとなった．さらに免疫組

織染色の結果，至適コラゲナーゼ表面処理時間は６０

分であり，この条件下において，マイクロ軟骨自体

の細胞増殖能および細胞分化能が最も促進されうる

ことが判明した．すなわち マイクロ軟骨を細胞供給

源とする軟骨再生を行う場合，従来の bFGF�DDS 

にコラゲナーゼ表面処理を併用することにより，

bFGF の生理的組織修復機構が効率的に働き，マイ

クロ軟骨内に存在する幹細胞を含めた軟骨細胞の増

殖が促進される可能性が示唆された．実験３では，

マイクロ播種量の最適化について検討した．その結

果，コラゲナーゼ表面処理時間を６０分，マイクロ軟

骨播種量を１２.５％，マイクロ軟骨間距離を ５４８  m 

の条件下でマイクロ軟骨を播種すれば，再生軟骨量

は基準断面積（３×１０６  m２）の約２倍に達すること

が判明した．本条件下で再生誘導しえる軟骨量は，

出発材料となる耳介軟骨量の約１６倍（マイクロ軟骨

播種量（８x）×再生軟骨量（２x））となり，マイクロ

軟骨を細胞供給源とする軟骨再生において，最適な

誘導条件であることが示唆された．

これまで軟骨の再生誘導では，まず軟骨細胞を体

外で細胞培養して増殖させ，次に足場材料に播種さ

せ，作成した細胞・足場の複合体を体内に自家移植

する方法が主流であった３２．この方法では複数回の

手術が必要となり，細胞培養は不可欠であった．本

研究では,微細加工したマイクロ軟骨にコラゲナーゼ

表面処理して細胞供給源とし，その後，足場材料お

よびサイトカイン徐放システムと組み合わせて移植

する手法を提唱した．また，至適コラゲナーゼ表面

処理時間および播種マイクロ軟骨の最適化を検討し

た．この手法を導入することにより，限られた生体

軟骨組織から臨床応用に必要な軟骨量を低侵襲で効

率的に再生誘導しえる可能性が示唆された．また本

法は，�一度の手術で採取から移植までの全工程 

（組織採取，マイクロ軟骨の作製，移植）が完結で

きるため手術室完結型の軟骨再生が可能であること，

�現在主流の再生医療において必須とされる細胞培

養施設を用いないため，細胞培養工程のない低コス

トの軟骨再生が可能となること，などの特徴を有し

ていると考えられる．マイクロ軟骨を正確に足場に

播種する播種装置の開発が急務であり，今後，本法

を用いた耳介軟骨形状軟骨の再生誘導法の確立を進

めていく予定である．
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