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［研究の目的］ 

人口の高齢化にともなう骨関節器官の障害に起

因する寝たきり老人の増加は、今や医療・介護に

関する国民的関心事となっている．しかし，関節

軟骨の再生能力は乏しく，根本的な治療法は確立

されていない．現在，軟骨下骨を穿破する事によ

って軟骨前駆細胞の誘導が試みられているが，残

念ながら十分な細胞量を得るには至っていない．

  我々は発想を転換し，あらかじめ骨髄内にお

いて骨髄多機能幹細胞の増殖を刺激する事によ

って十分量の軟骨前駆細胞を得る刺激装置の開

発を目的とする． 

［研究の内容、成果］ 

本研究では、日本白色家兎を用い、軟骨欠損の作成

に先立ち、経骨髄的に軟骨欠損部の近傍にまでドリ

ル孔を作成した（図１）．ドリル孔を作成しただけ

の実験群をITS群、更に線維芽細胞刺激因子（以下、

ｂFGF）を骨髄内に投与した群をITS+ｂF群とした．

また、陰性対照として骨髄内ドリル孔を作成してい

ない群をnon-ITS群とした． 

  骨髄刺激の4日後に実験的軟骨欠損を作成し

た．軟骨欠損作成後、定期的に同部を採取した（図

２）．組織学的検討としては BrdU による増殖細胞

標識、I型およびII型コラーゲンによる免疫組織化

学、とトルイジンブルーによるプロテオグリカン産

生能評価を行った．また、アポトーシスの評価には

 

 

 

 

 

 

 
図1 実験の概略 

ITS群：ドリル孔作成のみ 

ITS+ｂF群：ドリル孔からｂFGFを投与 

  non-ITS群：陰性対照群 

 

図2 軟骨欠損部の詳細な区別け 
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Tunnel染色陽性細胞数の分布を評価した．軟骨欠損

部における遺伝子発現についてはI型およびII型コ

ラーゲン遺伝子の発現をRT-PCR法にて検討した．

軟骨欠損作成後の中心領域での増殖細胞数を

調べた（図３）．陰性対照である non-ITS群では軟

骨欠損作成後、3週目にピークがあった．ドリル孔

を作成したITS群ではピーク時の細胞数は変わらな

かったが、約2.5週でピークに達していた．ｂFGFを

骨髄内に投与したITS+ｂF群では、ピークの位置が

さらに早く、２週で達しており、細胞数も約２倍に

まで増加していた．この事からnon-ITS群、ITS群、

ITS+ｂF群の順でより多くの未分化間葉系細胞が、

より早期に動員されたことが示された．辺縁領域で

も中心領域と同様の傾向があった（図４）．ITS+ｂ

F群では２週目に大きなピークがあった．増殖細胞

は骨髄より辺縁部を通過して中心部へ到達する．２

週目では辺縁部よりも中心部により多くの増殖細

胞が分布していたことより、骨髄から中心部に向け

ての活発な細胞動員のあったことが示唆された．

Tunnel染色でアポトーシス細胞の分布を検討

したところ、non-ITS群、ITS群、ITS+ｂF群の順番

でアポトーシス細胞数が減少していた（図５）．ア

ポトーシス細胞の減少は、動員された未分化間葉系

細胞がより効率的に軟骨細胞に分化したこと示唆

する． 

骨軟骨形成に関与する遺伝子の発現を調べた

ところ、軟骨欠損作成後、２週目でのII型コラーゲ

ン遺伝子の発現は、non-ITS群、ITS群、ITS+ｂF群

の順番で増加していた．この事はnon-ITS群、ITS群、

ITS+ｂF群の順番で機能的な軟骨前駆細胞がより多

く分化した事を示唆した（図６）．また、I型コラ

ーゲン遺伝子の発現も、non-ITS群、ITS群、ITS+ｂ

F群の順番で増加していた．遺伝子発現の検体は将

来軟骨に分化する部位より採取したので、I型コラ

ーゲン遺伝子は骨・軟骨共通の前駆細胞により発現

されていたと考えられる．non-ITS群、ITS群、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 軟骨欠損後の中心領域での増殖細胞数 

 

 
図４軟骨欠損後の辺縁領域の増殖細胞数 

 

 

図５ アポトーシス細胞の分布 

 

 

図６ II型コラーゲン遺伝子の発現 
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ITS+ｂF群の順番でより多くの骨・軟骨共通の前駆

細胞が分化していたと考えられた（図７）． 

  軟骨欠損作成後８週目の修復状況を光学顕微

鏡にて観察すると、II型コラーゲンが non-ITS群、

ITS群、ITS+ｂF群の順番でより濃密に分布すること

が認められた（図８）．軟骨欠損作成後２週目のRT

-PCRではI型コラーゲン遺伝子の発現もnon-ITS群、

ITS群、ITS+ｂF群の順番で強くなっていた． I型コ

ラーゲン遺伝子は軟骨欠損作成後２週目で骨・軟骨

共通の前駆細胞により発現されていた（図７）．し

かし、軟骨欠損作成後８週目の組織標本でタンパク

レベルでみるとI型コラーゲンの発現ははnon-ITS

群、ITS群、ITS+ｂF群の順番で抑制されており（図

８）、骨芽細胞の分化は同様の順番で抑制されてい

たと考えられた． 

  最後にnon-ITS群、ITS群、ITS+ｂF群の各群の

修復軟骨の状態をWkitani分類を用いて組織学的に

評価した．軟骨欠損作成後４週目と８週目で評価し

たところ、８週目において優位差を持ってITS+ｂF

群における修復軟骨のスコアーが高かった． 

  これらの結果は以下のようにまとめることが

できる．ITS+ｂF群で行われた骨髄多機能幹細胞刺

激手技により、（１）より多くの骨髄増殖細胞が軟

骨欠損周辺の骨髄kから軟骨欠損中心部に動員され

た（図３、４）．（２）軟骨欠損中心部ではアポト

ーシスの発現が抑制されていた（図５）．（３）軟

骨修復早期ではI型およびII型コラーゲン遺伝子の

発現が強く、骨・軟骨共通の前駆細胞が動員されて

いた（図６、７）．（４）軟骨修復後期では軟骨特

異的なII型コラーゲンの発現のみが上昇しており、

軟骨の修復に寄与していた（図８）．（５）上記１

から５の機序を反映して軟骨欠損作成後８週目の

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ I型コラーゲン遺伝子の発現 

 

 

図８ 軟骨修復の組織化学的所見 

 

 

図９ 軟骨修復の組織的評価 
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組織学的評価ではITS+ｂF群では質のより良い軟骨

での修復が可能になっていた． 

［今後の研究の方向、課題］ 

これまでの研究でITS+ｂF群で行われた骨髄多機能

幹細胞の刺激は軟骨の修復を促進する為に、非常

に有効であることが示された．今後、人体での適

応の可能性を調べるためにより大きな動物で同

様の実験を行う必要がある．まず、カニクイザル

を用いて同様の実験を計画している． 
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