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緒 言 

 

 関節軟骨損傷は、外傷や変形性関節症を契機に、どの世代においても起こりうる一

般的な病態である。近年の報告によると、関節鏡検査を施行した膝痛を有する患者の

61-67 %において、何らかの軟骨損傷が認められている 1-3。また関節軟骨損傷ありと

診断された症例のうち、軟骨の厚みの 50 %以上に損傷が達する International Cartilage 

Repair Society (ICRS) grade 3,4の症例は 17 %に達すると言われており 3、高齢化社会や

スポーツ人口の増加していく中で、さらに罹患率は上昇していくと予想される。 

 

関節軟骨は、血管や神経を欠くこと、また豊富な細胞外基質を有することから、自

己修復能は乏しいとされている 4。その損傷に対する代表的な治療法として、骨髄刺

激法 5,6や骨軟骨柱移植法 7,8、また再生医療の分野を応用した自家培養軟骨移植法 9,10

などが挙げられる。骨髄刺激法は、比較的小さな損傷に第一選択の治療法であり、低

侵襲で簡便であることを特徴とするが、修復組織は本来の硝子様軟骨とは異なり、線

維軟骨となる。骨軟骨柱移植は、中等度の大きさの損傷に対し、一期的に可能な手技

であるが、正常組織を一部犠牲にするといった欠点を持つ。自家培養軟骨移植法は、

比較的大きな損傷に対応できるが、軟骨細胞採取から培養した後に、局所へ移植する

といった二期的な治療が必要となる。どの治療法も一長一短であり、未だその有効性

に関する一定の見解は得られていない 5,6,8,9。患者様のQuality Of Life (QOL)を向上させ

るためには、より低侵襲な手技により、正常組織に近い形での軟骨修復治療法の開発

が求められている。 

 

当科では、高純度アルギン酸ゲル（Ultra-purified alginate gel、以下UPAL gel）を開発

し、軟骨修復に関する研究を積み重ねてきた 11-15。このマテリアルは、精製過程で従

来の商業ベースのアルギン酸の毒性を 1/10,000 以下に低下させたものである 11。古く

から、アルギン酸はスキャホルドとして未分化細胞の軟骨分化を促進することが知ら

れていたが 16,17、UPAL gelは商業ベースのものと比較し、未分化細胞に対する細胞増

殖能、軟骨分化誘導能がより優れていた 11（Figure 1, 2）。また動物モデルにおいても、

細胞移植を併用することで良好な軟骨修復が得られ 11、このマテリアルのスキャホル

ドとしての有用性を証明済みである。 

 

（Igarashi et al. 2010より引用） 
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Figure 1. 高純度のものと商業ベースのアルギン酸ゲルに包埋された細胞の細胞増殖能の違い。 

高純度アルギン酸ゲルで包埋し培養した細胞群の方が、細胞数が有意に多かったことから、優れた細

胞増殖能を有することが判明した。 

 

 

（Igarashi et al. 2010より引用） 
 
Figure 2. 高純度アルギン酸ゲル（A, B）と商業ベースのアルギン酸ゲル（C, D）によって包埋された

細胞の軟骨分化能の比較。 

UPAL gel群において、軟骨細胞が産生する基質に含有される 2型コラーゲンやAggrecanの発現がより

多く上昇し、また軟骨分化マーカーであるSox9の発現も経時的に上昇していることから、軟骨分化誘導

能に優れていることが判明した。 

 

 

今回、既存の代表的な治療の欠点を補うべく、このマテリアルを用いた軟骨損傷に

対する新しい治療法の開発に焦点をあてて、一連の研究を行なった。中型から大型の

動物モデルを用い、既存の治療法を修飾する形での新規治療法を開発し、その有効性

を検討した。これらの研究は、我々が以前から行なってきた基礎から臨床への橋渡し

としての役割を担う重要な研究であり、その成果をここに報告する。 
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略 語 表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

     

ACI Autologous chondrocyte implantation 

BMD Bone mineral density 

BV Bone volume 

CT Computed tomography 

GAG Glycosaminoglycan 

HE Hematoxylin eosin 

ICRS International Cartilage Repair Society 

QOL Quality of life   

ROI Region of interest 

Saf-O Safranin-O 

SD Standard deviation 

SDF-1 Stromal cell-derived factor-1 

SEM Standard error of the mean 

UPAL gel Ultra-purified alginate gel 
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第一章 

 

家兎の骨軟骨損傷に対するUPAL gelを併用した新規治療法の開発 

 

緒言 

 

関節軟骨損傷は難治性の病態であり 4、さまざまな治療法が開発されているが、そ

の有効性に関しては一定の見解が得られていない 5,6,8,9。一般的な軟骨修復治療法の一

つである骨髄刺激法は、損傷部局所の軟骨下骨を穿孔することによって、同部位へ未

分化細胞の導入を促し、治癒を期待する手法であり、その手技の簡便さと低侵襲さを

特徴とする 18-20。それ故に、若いスポーツ選手のみならず、中高年者に対しても多用

されている手技である 21。しかし、損傷部局所への細胞導入が不十分であったり、局

所が必ずしも軟骨分化に適した条件ではないため、対応できる損傷部のサイズは小さ

なものが主体となり、その修復組織は主に線維軟骨から成る。そのため、修復組織が

徐々に劣化することが知られており、長期成績は満足のいくものではない 22-26。術後

成績の向上のためには、関節軟骨の本来の形である硝子様軟骨による修復が望まれる。 
 

当科で開発したUPAL gelは、スキャホルドとして、未分化細胞に対して優れた細胞

増殖能、軟骨分化誘導能を持つ 11。また動物の骨軟骨欠損モデルにおいても、骨髄間

葉系幹細胞移植を併用することで良好な軟骨修復が得られ 11、このマテリアルは硝子

様軟骨による軟骨修復を促進するスキャホルドとして期待される。一方、損傷部局所

への細胞導入を促進するケモカインである stromal cell-derived factor-1（SDF-1）をこの

マテリアルに包埋して併用したところ、一期的に可能な無細胞移植の手技によっても

硝子様軟骨による修復が得られることを見出した 12。これらの先行研究の結果から、

今回、損傷部局所への細胞導入を増加させる方法として骨髄刺激法を用い、そこへ

UPAL gel移植を併用することで、導入された未分化細胞がこのマテリアルを足場とし

て効率的に軟骨分化し、結果として硝子様軟骨による本来の組織に近い修復が得られ

るとの仮説を立てた。本研究の目的は家兎骨軟骨欠損モデルを用いて、この治療法の

効果を検討することであり、その結果を以下に報告する。 
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実験方法 

 

予備実験 家兎の膝蓋骨滑車部における関節軟骨損傷モデルの検討 

 

 本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従っ

て実施した。当科における先行研究では、家兎を用いた骨軟骨欠損モデルとして、未

成熟（15週齢）の幼若な日本白色家兎の骨軟骨修復能を評価していた。しかし、未成

熟の家兎の骨軟骨自己修復能は、成熟した家兎よりもはるかに高いとされている 27,28。

そのため、今回の研究ではヒトの関節軟骨の自己修復困難な厳しい条件を模倣するた

め、成熟した高齢の日本白色家兎（36週齢）29を実験に使用することとした。骨軟骨

損傷の作成法とサイズを決定するため、Frisbie らや Hoemann らによって報告されて

いるmanual curettageによる石灰化軟骨層を除去した軟骨欠損 30,31、また、当科の先行

研究で使用している電動ドリル 11,12を使用した深さ 2 mm の骨軟骨欠損の作成を試み

た。この作成した欠損部のモデルの再現性と妥当性を考察し、本実験で使用するモデ

ルを決定することとした。 

 

 

適切なサンプルサイズの検討 

 

 本研究で使用する家兎の適切なサンプルサイズを決定するため、高純度アルギン酸

ゲル（Ultra-purified alginate gel、以下UPAL gel）を用いて行なった当科の先行研究 11,12

におけるスコアリング結果をもとに、検定力分析（power analysis）を行なった。過去

に全く同様のモデルで実験した経験はないため、得られたデータを参考に、本実験で

使用する家兎のサンプルサイズを決定した。 

 

 

高純度アルギン酸ゲルの準備 

 

本研究では、分子量 1700 kDa の高純度アルギン酸ゲル（Sea Matrix
®
 ; Mochida 

Pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo, Japan）（0.102g／1バイアル）を生理食塩水 4.998 ccで溶

解し、約 1時間冷所で撹拌した。溶液が均一な状態となったことを確認し、2.0 %のア

ルギン酸溶液として滅菌状態で準備した。 

 

 

成熟した日本白色家兎における関節軟骨損傷モデルの作成 
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計 30羽の 36週齢の家兎に対し、全身麻酔下に 2 cm程度の皮膚切開で、内側傍膝蓋

骨アプローチを用い、両膝の膝蓋骨滑車部を明らかにした。その中央部に直径 4 mm

の電動ドリルを用いて深さ 2 mmの骨軟骨欠損を作成した。深さに関しては、常に一

定となるようにオリジナルのドリルスリーブを使用した。作成した計 60個の骨軟骨欠

損を、骨軟骨欠損のみで追加治療なしのD群（Figure 3A）、骨髄刺激法としてドリリ

ングを追加した MS 群（Figure 3B）、骨髄刺激法後の欠損部へ UPAL gel を充填した

MSG群（Figure 3C）の 3群に分けた。骨髄刺激法としては、直径 0.5 mmのドリルを

用い、作成した骨軟骨欠損から軟骨下骨を貫くように深さ 4 mmのドリリングを行な

った。MSG群においては、滅菌状態で準備したアルギン酸溶液を欠損部に充填し、そ

こへ約 3 ccの塩化カルシウム溶液を 10秒ほどのペースで滴下することによって、ゲ

ル化させた。ゲル化後の移植部には脱転を防止するための追加の縫合などは行ってい

ない。溶液は高粘度のため欠損部から流れ出ることは無く、またゲル化後には、安定

性の確認のために、手術のために展開している創部を仮縫合した状態に戻し、膝の伸

展と屈曲を 10回繰り返し、このマテリアルが脱転していないことを確認した。その後、

関節内を生理食塩水で充分に洗浄し、関節包と皮膚に対し各々縫合を行ない、手術を

終了した。術後 2時間程度で、麻酔覚醒を確認し、その後はケージ内で自由運動を許

可した。術後、4週、16週の時点で、安楽死とし、肉眼的（n = 10）、組織学的評価（n 

= 5）、力学試験（n = 5）、micro-computed tomography （micro-CT）による軟骨下骨の修

復の評価（n = 5）を行なった（Figure. 4）。 
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Figure 3. 家兎骨軟骨欠損に対する手術手技。骨軟骨欠損のみで治療なしのD群（A）、欠損部へ骨髄刺激

法のみを施行したMS群（B）、骨髄刺激法後の欠損部へUPAL gelを充填したMSG群（C）。 

 

 

Figure 4. 高純度アルギン酸ゲル（A, B）と商業ベースのアルギン酸ゲル（C, D）によって包埋された細

胞の軟骨分化能の比較。 

 

 

肉眼的・組織学的評価の方法 

 

術後 4 週と 16 週の時点で安楽死させ、膝蓋骨滑車部を露出し、肉眼的評価を行な

った。また、組織学的評価のために、大腿骨遠位部で切断し、10 %パラホルムアルデ

ヒドでサンプルを固定、10 % EDTA (pH 7.5)で脱灰処理し、パラフィンに包埋、5 μm

厚のパラフィン切片をキシレンにより脱パラフィンし、アルコール処理、水洗いした

後、HE 染色、Safranin-O （Saf-O）染色を施した。免疫染色としては、Ⅰ型コラーゲ

ン、Ⅱ型コラーゲンに対する抗体(Fuji Pharm. Lab., Toyama, Japan)を用い、その染色性

を観察した。組織切片は大腿骨軸に対し垂直な平面で、かつ欠損の中央部で作製し、

観察とスコアリングに用いた。スコアリングには、Niederauer らの軟骨修復評価スコ

ア（Table 1, 2）32を用い、肉眼的（n = 10）、組織学的（n = 5）に評価を行なった。な

お、今回用いた Niederauer らのスコアリングシステムは、軟骨修復組織のスコアリン

グシステムとして最も代表的なものの一つである O’Driscoll らのもの 33,34を改良した

ものであり、骨軟骨欠損モデルの作成時に観察すべき軟骨下骨の修復に関する評価と、
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UPAL gel のようなマテリアルを併用した際に観察すべき修復組織の炎症所見の有無

に関する評価が追加されたものである（Fig）。また、修復組織の Glycosaminoglycan

（GAG）の含有量を評価するため、Mohanらのスコアリングシステム 35を用い、Saf-O

に対する染色性を 3段階で評価した。 

 

 

Table 1. 肉眼的所見に対するスコアリングシステム（Niederauer et al. 2000年より引用） 
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Table 2. 組織学的所見に対するスコアリングシステム（Niederauer et al. 2000年より引用） 

 

 



13 

 

コラーゲンの配向性の評価方法 

 

近年、軟骨修復組織のコラーゲンの配向性が力学強度の維持に重要であることが報

告され 36、その評価を行なうことが ICRS によっても推奨されている 37。コラーゲン

の配向性は偏光顕微鏡を用いることによって、比較的簡便に観察可能であることが知

られており、今回、術後 16週のHE染色されたサンプルを偏光顕微鏡（Fuji Pharm. Lab., 

Toyama, Japan）を用いて観察した（n = 5）。それぞれの修復組織の支配的なコラーゲン

の配向性を確認するために、ステージ上の組織切片を 0°、45°、90°と回転させ、

多色性の変化を観察した。また、観察結果を定量的に評価するために、Changoorら 38

のスコアリングシステムを用いた（Table 3）。 
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Table 3. コラーゲン配向性の評価のためのスコアリング（Changoor et al. 2011年より引用）  

 

Micro-CTを用いた軟骨下骨の修復に関する評価方法 

 

手術時に骨軟骨欠損として削った軟骨下骨の修復の程度を評価するために、術後 4

週、16週の時点で、micro-CT（R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan）を用いて、骨軟骨欠損
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作成部位を撮影した（n = 5）。また正常群として、正常膝の同部位に対し、同様の試

験を行なった（n = 5）。撮影範囲は骨軟骨欠損部を中心に、10 mm x 10 mm x 10 mmで

設定し、20 μmのスライスで撮影した。撮影した画像のうち、関心領域（Region of interest、

以下ROI）を手術時に作成した円柱状の骨軟骨欠損部（直径 4 mm、深さ 2 mm）に設

定し、その範囲での軟骨下骨の修復量（repaired bone volume、以下BV）（mm
3）とBone 

Mineral Density（BMD）（mg/cm
3）を Image J software （National Institutes of Health, 

Bethesda, MD）を用いて、定量的に評価した。BVに関しては、撮像された全サンプル

のCT画像に対し、一定のCT値で閾値を設定し、Binary image（2値画像）を作成し、

その修復量を定量化した。BMDに関して、同時に撮影したBMD既知のファントムの

CT値から検量線を作成し、それぞれの画像毎のCT値の平均から、個々のサンプルの

BMDを算出した。 

 

 

修復組織の力学特性の測定方法 

 

当科で先行研究 11,12 においても使用している力学試験機（AGS-H; Shimazu, Kyoto, 

Japan）を用い、術後 16週の修復組織に対する押し込み試験（n = 5）を行なった。ま

た正常群として、正常膝の同部位に対し、同様の試験を行なった（n = 5）。大腿骨遠

位部の欠損作成部を直上に向けてサンプルを固定し、直径 2 mmの円柱状の圧子を用

いて、0.5 mm/minの速度で欠損修復部中央を押し込んだ。全例、室温下の同条件で試

験を行なった。家兎の正常軟骨の厚さは 300 μm程度であるため 39、1.0 mm押し込ん

だ時点、もしくはサンプルが破断した時点で試験を終了とした。今回、修復した軟骨

のみを摘出し、圧縮試験を行なうことは不可能であり、修復組織全体に対する押し込

み試験を行なった。そのため、応力やひずみを算出することは不可能と判断し、この

試験から得られた荷重（N）－偏位（mm）曲線の直線状の傾きから、剛性値（N/mm）

を算出し、評価した。 

 

 

統計分析 

全てのデータは平均値±標準偏差（Standard Deviation、以下SD）をもって表記した。

全てのデータはKruskal-Wallisのノンパラメトリック検定を行なった。2群間のデータ

の比較は unpaired t-test を用いた。判定は p値＜0.05で有意差ありとした。全ての統計

解析は統計解析ソフト JMP Pro 11.0 （SAS Institute, Cary, NC）を用いて行なった。 

  



16 

 

実 験 結 果 

 

予備実験の結果 ～ 骨軟骨欠損モデルとして、電動ドリルを使用した再現性が高い

モデルを採用することを決定した。 

 

 Frisbie らや Hoemann らによる先行研究 30,31 では軟骨欠損モデルとして、manual 

curettageによる石灰化軟骨層までの除去を行なった長方形（縦 4.5 mm、横 3.5 mm）の

軟骨欠損を作成していたが、実際に施行すると、石灰化軟骨層の除去を均一に行うこ

とは困難であり（Figure 3A）、またその形や辺縁も不整となってしまった。一方、直

径 4 mmの電動ドリルとオリジナルのドリルスリーブを用いて 2 mmの深さの円柱状

の骨軟骨欠損を作成したところ、再現性の高いモデルを作成可能であった（Figure 

3B-D）。移植したUPAL gelの安定性に関しては、展開した創を縫合して、膝関節の屈

曲伸展運動を行なっても、このマテリアルは脱転しておらず、充分に確保されている

と判断した。そのため、本研究では、後者のモデルを採用することに決定した。 

 

 

Fugure 3. manual curettageにより、長方形（縦 4.5 mm、横 3.5 mm）で石灰化軟骨層までの除去したモデル

の肉眼的所見（A）、電動ドリルを使用して円柱状に骨軟骨欠損を作成したモデル（B）、さらにドリリン

グを追加し（C）、アルギン酸溶液を充填し、ゲル化したもの（D）。 
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Figure 4. manual curettageにより石灰化軟骨層までの除去したモデル（A, B）では、辺縁が不整であり（D）、

また Saf-O に染色される石灰化軟骨層の除去が不十分である部位が散在する（E）。電動ドリルを使用す

ると、辺縁が整で再現性の高い欠損部が作成可能である（C）。 

 

 

適切なサンプルサイズの検討結果 

  

本研究で使用する家兎の適切なサンプルサイズの決定のために、当科における先行

研究をもとに検定力分析（power analysis）を行なった。過去に当科でUPAL gelと骨髄

刺激法を併用した経験は無いため、先行研究における骨軟骨欠損群とUPAL gel移植群

の組織学的スコアをもとに効果量（effect size）を算出し、必要なサンプルサイズを検

討した。二つの先行研究における効果量はそれぞれ、3.83、5.33（α error = 0.05, power = 

0.08）であり、必要な各群のサンプルサイズはそれぞれ、各群 3、2と算出された。骨

髄刺激法の効果に関しては予測不能であったため、これらの結果をもとに本研究にお

ける組織学的評価のサンプルサイズを各群 5と決定した。 

 

 

肉眼的評価の結果 

 

術後 4週、16週のいずれの時点においても手術部位の術後感染を疑うような発赤や

腫脹、関節液の異常貯留は認めなかった。 

術後 4週の時点で、D群の欠損部の表面は陥凹を認めた（Figure 5A）。一方、MS群

や MSG 群においては、半透明な修復組織は認めるものの、その充填は不完全であっ
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た（Figure 5B, C）。MS群（mean ± SD; 1.70 ± 0.95, p = 0.0134）やMSG群（2.30 ± 1.82, p 

= 0.0058）の肉眼的スコアは、D群（0.40 ± 0.70）のものよりも有意に優れていた（Figure 

5G）。 

術後 16週において、D群では大きな陥凹、やMS群では小さな陥凹が目立ち、周囲

の正常軟骨との融合が不十分であったが（Figure 5D, E）、MSG群のものは表面が平滑

で周囲の軟骨との連続性が獲得されていた（Figure 5F）。MSG群（5.60 ± 1.17）の肉眼

的スコアは、D群（2.20 ± 1.03, p = 0.0005）やMS群（3.50 ± 1.18, p = 0.0057）のものよ

りも有意に優れていた（Figure 5H）。 

 

Figure 5. 術後 4週（A-C）と16週（D-F）における各群の肉眼的所見とスコアリングの結果（G, H） 

 

 

組織学的評価の結果 

 

術後 4週、D群の欠損部は修復組織がわずかで、それらは線維性組織から成ってい

た（Figure 6A）。MS群においては、修復組織の辺縁部にわずかに軟骨細胞様のものを

認めたが、おもに線維性組織で覆われていた（Figure 6B）。一方、MSG群の修復組織

は部分的に GAG や 2 型コラーゲンを含む基質に囲まれた硝子様軟骨細胞を認めた

（Figure 6C）。組織学的スコアでは、MSG群（7.20 ± 1.92）のものは、D群（5.40 ± 2.88）
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やMSG群（5.60 ± 1.52）のものよりも良好な傾向を認めたが、有意差は認められなか

った（Figure 6J）。 

 

 

Figure 6. 術後 4週の各群の組織学的所見（A-I）とスコアリングの結果（J, K）。Scale bar: 1 mm 

 

術後 16 週においては、D 群の欠損部は線維性組織で覆われ、陥凹も残存していた

（Figure 7A）。MS群のものは、陥凹はわずかであったが、線維性組織による修復が大

部分を占めていた（Figure 7B）。また、これらの群の収縮組織には、免疫染色で 1型コ

ラーゲンに染まる基質を豊富に有していた（Figure 7D, E）。一方、MSG群の欠損部は

充分な量の修復組織により覆われ、Saf-Oに濃染するGAGや 2型コラーゲンを豊富に

含んだ基質を持つ硝子様軟骨組織が大部分を占めていた（Figure 7C, I）。組織学的スコ

アは、MSG群(13.60 ± 2.88)のものがD群(5.20 ± 2.05, p = 0.0234)やMS群(7.00 ± 3.08, p = 

0.0422)のものよりも有意に優れていた（Figure 7J）。また、GAGの含有量を評価した

Mohanらのスコアリングでは、MSG群（1.40 ± 0.55, p = 0.0370）のものがD群（0.20 ± 

0.48）のものよりも有意に優れていた（Figure 7K）。 

 



20 

 

 

Figure 7. 術後 16週の各群の組織学的所見（A-I）とスコアリングの結果（J, K）。Scale bar: 1 mm 

 

 

修復軟骨のコラーゲンの配向性の観察結果 

 

正常軟骨のコラーゲンの配向性は、3 層構造から成り、浅層は水平方向、中間層は

混在し、深層は垂直方向に配列していることが知られている 40,41。また、深層が軟骨

全体の厚みの大部分を占め、浅層は中間層よりも薄い（Figure 8）。偏光顕微鏡によっ

て観察された術後 16 週の D 群やMS 群の HE 染色切片において、修復軟骨のコラー

ゲンの配向は不規則であり（Figure 9B-D, F-H）、正常組織に見られるような配向性は

再現されていなかった。一方、MSG群の標本においては、正常組織に認められる三層

構造（浅層、中間層、深層）が再現されていた（Figure 9J-L）。しかし、正常軟骨と比

較すると、MSG群のものは浅層が中間層よりも厚く、本来の組織とは厚さのバランス

が異なり、また、全体としての均一性も完全には保たれていなかった。Changoorらの

スコアリングでは、MSG群(2.00 ± 1.00)のものがD群(0.20 ± 0.45, p = 0.0315)やMS群

(0.20 ± 0.45, p = 0.0315)のものよりも有意に優れていた（Figure 9Q）。 
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Figure 8. 正常軟骨のコラーゲン線維の配向性のシェーマ（Mansfieldら 41
2008年より引用） 

 

 

Figure 9. 術後 16週の各群の偏光顕微鏡によって観察したHE染色切片の所見（B-D, F-H, J-L, N-P）、2型

コラーゲンの染色標本（A, E, I, M）とスコアリングの結果（Q）。Scale bar: 250 μm 

 

 

軟骨下骨の修復に関して 

 

術後 4週の時点では、どの群においても軟骨下骨の修復量はわずかであった。正常

組織(13.52 ± 0.82 mm
3
)における同部位の軟骨下骨の量と比較すると、どの群において

も有意に軟骨下骨の量は少なかった（D群; 1.32 ± 0.69 mm
3
 p = 0.0447, MS群; 1.31 ± 
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1.49 mm
3
 p = 0.0447, MSG群; 1.36 ± 0.66 mm

3
 p = 0.0447）（Figure 10E）。BMDに関し

ても、正常組織（567.04 ± 7.12 mg/cm
3）と比較するとどの群においても有意に低かっ

た（D群; 483.43 ± 6.24 mg/cm
3
 p = 0.0447, MS群; 475.57 ± 5.31 mg/cm

3
 p = 0.0447, MSG

群; 489.73 ± 11.37 mg/cm
3
 p = 0.0447）（Figure 10G）。 

術後 16週の時点では、MS群（9.53 ± 1.92mm
3）とMSG群（9.74 ± 3.97mm

3）の軟

骨下骨の修復量はD群（8.33 ± 1.52mm
3）のものよりも多い傾向を示したが、正常組

織と比較して、欠損の中央部における軟骨下骨の修復の不十分さは各群に共通してお

り（Figure 10A-D）、実験群間での修復量に有意差は認められなかった（Figure 10F）。

BMD に関しては、すべての群で正常群と同程度の値を示した（D 群; 551.74 ± 28.09 

mg/cm
3
, MS群; 555.46 ± 29.16 mg/cm

3
, MSG群; 571.28 ± 24.16 mg/cm

3）（Figure 10H）。 

 

 

Figure 10. 術後 4週（E, G）と 16週（F, H）のmicro-CTによる軟骨下骨の修復の評価結果。術後 16週の

各群と正常個体の同部位の 3D-CT画像（A-D）を示す。 
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力学特性の計測結果 

 

術後 16 週のサンプルと正常組織の同部位の力学特性を計測するため、押し込み試

験を行い、剛性値を算出した。D群のサンプルに対する押し込み試験は、修復組織の

量が不十分であり、圧子が直に軟骨下骨へ当たってしまうため、力学試験の対象とし

ては不適当と考え（Figure 11）、MS群、MSG群、また正常膝の同部位に対する試験（n 

= 5）を行なった（Figure 12A-C）。得られた荷重偏位曲線のうち、0.125-0.200 mm間の

直線状の傾きを剛性値として算出した。結果、MS群（17.3 ± 5.8 N/mm）、MSG群（21.4 

± 9.2 N/mm）の剛性値は、それぞれ正常群（23.5 ± 2.6 N/mm）の 74 %, 91 %に達した

が、各群間に有意差は認められなかった（Figure 12D）。 

 

Figure 11. D群における押し込み試験から得られた荷重偏位曲線。修復組織が疎であり、押し込み開始

直後から、軟骨下骨の硬い部位を圧迫しているため、傾きが異常な高値を示したと考えられた。そのた

め、D群を検査対象から除外した。 
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Figure 12. 術後 16週の各群の代表的な荷重偏位曲線（A-C）と剛性値（D） 
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考 察 

 

本研究の目的は、家兎の骨軟骨欠損モデルにおいて、骨髄刺激法を UPAL gel で

augmentation した治療法の効果を検討することであった。骨髄刺激法単独群と比較し

て、UPAL gelの併用群において、肉眼的、組織学的に良好な軟骨修復が得られていた。

また、力学特性の点からもより正常に近い形での修復がなされたと考えている。これ

らの結果から、骨髄刺激法をUPAL gelで augmentationした治療法は、軟骨修復を促進

するとの結論に至った。 

近年、手術手技の低侵襲化を目指し、スキャホルドを併用した細胞移植を必要とし

ない 1期的に可能な軟骨修復治療法が開発され、良好な軟骨修復促進効果を認めてい

る 42-46。しかし、スキャホルドとして用いたマテリアルの軟骨損傷部局所での安定性

を獲得するために、固定用材料を必要とするものが多い 42,44。その固定方法としては、

局所で縫合を要するもの 42、また吸収性のピンを使用するもの 44など、さまざまであ

る。これらの固定用材料が正常軟骨組織や、修復軟骨組織に悪影響を及ぼす可能性が

完全には否定できず 47-49、できれば使用を避けたいものである。一方、固定用材料を

使用せずに、形状を合わせてプレスフィットで移植するようなマテリアル 45なども開

発されているが、当然、軟骨損傷の形は症例ごとに異なるため、手術の際に適切な形

にトリミングする必要がある。当科で開発したUPAL gelは、溶液の状態で局所へ移植

し、塩化カルシウム溶液と接触させることによって、瞬時に安定化可能な基材である。

これらの即時に安定性の獲得が可能である点、また構造適合性が高い点は UPAL gel

の最大の利点であり、臨床における軟骨修復治療においても、ハンドリングしやすく、

有用なマテリアルであると考えられる。 

我々は先行研究で既に、このマテリアルが充填された骨軟骨欠損部に骨髄由来の細

胞が進入できることを確認している 12。そのため、今回、骨髄刺激法によって導入さ

れたより多くの細胞が、このマテリアルを足場として効率的に増殖、軟骨分化した結

果として、良好な軟骨修復が得られたものと考えている。 

一方、このマテリアルは未分化細胞に対する細胞増殖能や軟骨分化誘導能を持つが、

それによって、軟骨下骨の修復を阻害するのではないかと危惧した。移植する細胞数

が多すぎることで、関節内での瘢痕形成を伴うといった報告 50も認められており、そ

れらの悪影響の有無を検討するために、micro-CTを用いて軟骨下骨の修復に関する評

価を行なった。結果としては、術後 16週の時点でもUPAL gelの併用の有無による軟

骨下骨の修復量の違いは認めず、瘢痕形成や異所性の軟骨化なども存在しなかった。

BMD に関しても、各実験群間での差はなく、石灰化障害なども認められなかった。

なお、修復組織の力学強度は、UPAL gel併用群でより正常組織に近く、軟骨下骨の修

復を阻害することなく、良好な軟骨の修復を達成できたことが原因と考えられた。 
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今回の研究における修復組織の組織学的スコアは、細胞移植を併用した当科での先

行研究による修復組織のスコア 11よりも僅かに劣っていた。手術手技やモデルの相違

点があるので、単純に比較はできないが、その要因として、本研究では高齢の家兎を

用いたことが原因として考えられた。先行研究で使用していた未成熟な家兎は、骨軟

骨損傷の自己修復能が高いとされているため、本研究ではヒトによるより厳しい環境

を模倣するために成熟した高齢の家兎を用いた。本研究の結果から、臨床においても

ICRS grade 4のような深い軟骨下骨の損傷と伴うものには、患者様の年齢と損傷部の

サイズを考慮して、UPAL gelの移植だけでなく、細胞移植の併用などを慎重に検討す

べきである。 

本研究の限界として、家兎のモデルを用いていること、またUPAL gelの体内代謝経

路が解明されていないことが挙げられる。前者に関しては、臨床使用に向けて、より

大きな動物を用いてこの手技の有用性を確認する必要がある。後者に関しては、先行

研究で既に術後4週の時点で動物の膝関節に移植したUPAL gelが消失することを報告

している 11が、今後、より詳細な解明が求められる。 

本研究では、家兎の骨軟骨欠損モデルにおいて、骨髄刺激法を UPAL gel で

augmentation することで、骨髄刺激法単独群と比較し、良好な軟骨修復が得られた。

骨髄刺激法によって導入されたよく多くの細胞が、UPAL gelを足場として効率的に細

胞増殖、軟骨分化でき、結果として良好なコラーゲン配向性をもった軟骨組織で修復

されたと考えられた。無細胞移植で 1期的に可能な本手技は、骨髄刺激法の簡便さと

コストパフォーマンスの高さを維持したまま、より良好な結果をもたらす可能性があ

る。 

この結果を踏まえ、本手術手技の臨床応用に向けて、より大きな動物（ビーグル犬）

を用いてこの手術手技の有効性を検討することとした。 



27 

 

第二章 

 

ビーグル犬の骨軟骨欠損モデルに対する、骨髄刺激法をUPAL gelで augmentationし

た治療法の有効性の検討 

 

 

緒言 

 

関節軟骨は自己修復能が乏しく 4、その損傷は治療困難の病態であるため、損傷部

のサイズや患者背景によって、適切な手術手技を選択する必要がある。比較的小さな

欠損（< 2 cm
2）に対しては骨髄刺激法が有用である 18。しかし、本来の硝子軟骨とは

異なり線維軟骨による修復であり、長期的にみると劣化してしまう 22,24,25
 。その原因

としては、損傷部局所に充分量の細胞が導入されないこと、その局所が必ずしも分化

に適した条件ではないことなどが挙げられている 25。その欠点を補う治療として、自

家培養軟骨細胞移植法（Autologous chondrocyte implantation、以下ACI）が行われてい

る 9,10。しかし、二期的な治療であり、侵襲が大きいため、比較的大きなサイズ（4 cm
2
<）

に対して行われている 51。その中間のサイズ（2-4 cm
2）に関しては、細胞治療、無細

胞治療、骨軟骨柱移植で意見の分かれるところである。どの手技にも一長一短がある

が、その有効性に関しては一定の見解が得られていないため 5,6,8,9、可能な限り低侵襲

な手技による治療が期待される。 

 第一章に記載したように、我々は、家兎の骨軟骨欠損モデルにおいて、軟骨損傷に

対する低侵襲な治療法の代表として挙げられる骨髄刺激法と UPAL gel の移植を併用

することで、良好な軟骨修復が得られることを証明した。この手術手技は、従来比較

的小さなサイズものに限られていた骨髄刺激法の手術適応を拡大しうるものと考えた。

そこで本研究では、より大動物においても本手術手技は軟骨修復を促進するとの仮説

を立てた。本手技の臨床応用へ向けたトランスレーショナルリサーチと位置づけ、ビ

ーグル犬の骨軟骨欠損モデルを用いて、その有効性を検討したので、以下に報告する。 
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実験方法 

 

 

高純度アルギン酸ゲルの準備 

 

本研究では、分子量 1700 kDa の高純度アルギン酸ゲル（Sea Matrix
®
 ; Mochida 

Pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo, Japan）（0.102g／1バイアル）を生理食塩水 4.998 ccで溶

解し、約 1時間冷所で撹拌した。溶液が均一な状態となったことを確認し、2.0 %のア

ルギン酸溶液として滅菌状態で準備した。 

 

 

ビーグル犬における関節軟骨損傷モデルの作成 

 

本試験は「動物実験承認規定」に従った。 

計 27頭のビーグル犬に対し、全身麻酔下に 4 cm程度の皮膚切開で、内側傍膝蓋骨

アプローチを用い、両膝の膝蓋骨滑車部を明らかにした。先行研究 13,52,53 で用いられ

ているように 1膝につき 2個の骨軟骨欠損を作成した（Figure 13A）。欠損作成位置を

一定化するため、顆間部からの距離を計測し、10 mmの間隔で直径 5 mm、深さ 2 mm

の円柱状の骨軟骨欠損を電動ドリルで作成した。深さに関しては、常に一定となるよ

うにオリジナルのドリルスリーブを使用した。作成した計 108個の骨軟骨欠損を、骨

軟骨欠損のみで追加治療なしの control 群（Figure 13B）、骨髄刺激法としてドリリン

グを追加したDrilling群（Figure 13C）、骨髄刺激法後の欠損部へUPAL gelを充填した

combined群（Figure 13D）の 3群にランダムに分けた。骨髄刺激法としては、直径 1.0 

mmのドリルを用い、作成した骨軟骨欠損から軟骨下骨を貫くように深さ 3 mmのド

リリングを行なった。combined群においては、滅菌状態で準備したアルギン酸溶液を

欠損部に充填し、そこへ約 5 ccの塩化カルシウム溶液と接触させることによって、ゲ

ル化させた。ゲル化後の移植部には脱転を防止するための追加の縫合などは行ってい

ない。溶液は高粘度のため欠損部から流れ出ることは無く、またゲル化後には、安定

性の確認のために、手術のために展開している創部を仮縫合した状態に戻し、膝の伸

展と屈曲を 10回繰り返し、このマテリアルが脱転していないことを確認した。その後、

関節内を生理食塩水で充分に洗浄し、関節包と皮膚に対し各々縫合を行ない、手術を

終了した。術後 2時間程度で、麻酔覚醒を確認し、その後はケージ内で自由運動を許

可した。術後 27週の時点で、安楽死とし、第三者によって、コード化されたサンプル

に対し、肉眼的、組織学的評価、力学試験、micro-CTによる軟骨下骨の修復の評価を

行なった。 
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Figure 13. ビーグル犬に対する骨軟骨欠損作成と手術手技。両膝蓋骨滑車部に 2つずつの骨軟骨欠損を作

成（A）。骨軟骨欠損のみで治療なしの control群（B）、欠損部へ drillingのみを施行した drilling群（C）、

drilling後の欠損部へUPAL gelを充填した combined群（D）。 

 

 

肉眼的・組織学的評価の方法 

 

術後 27週の時点で安楽死させ、膝蓋骨滑車部を露出し、肉眼的評価を行なった。 

また、組織学的評価も併せて行なった。コラーゲンの配向性の評価のために偏光顕微

鏡を用いた組織切片の観察も行なった。 

 

 

Micro-CTを用いた軟骨下骨の修復に関する評価方法 

 

手術時に骨軟骨欠損として削った軟骨下骨の修復の程度を評価するために、術後 27

週の時点で、micro-CT（R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan）を用いて、骨軟骨欠損作成部

位を撮影し、修復に関する評価を行なった。 

 

 

修復組織の力学特性の測定方法 

 

当科で先行研究 11,12 においても使用している力学試験機（AGS-H; Shimazu, Kyoto, 

Japan）を用い、術後 27週の修復組織に対する押し込み試験を行なった。 
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統計分析 

 

全てのデータは平均値±標準誤差（standard error of the mean、以下SEM）をもって

表記した。全てのデータは Bartlett の方法で等分散性を確認し、連続変数は分散分析 

(analysis of valiance: ANOVA)とそれに続くTukey-Kramerの多重比較検定で有意差の検

定を行なった。判定は p値＜0.05で有意差ありとした。全ての統計解析は統計解析ソ

フト JMP Pro 11.0 （SAS Institute, Cary, NC）を用いて行なった。 
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実 験 結 果 

 

 

肉眼的評価の結果 

 

術後 27 週の時点において、手術部位の術後感染を疑うような発赤や腫脹、関節液

の異常貯留は認めなかった。 

control群では部分的に、drilling群では大部分が不透明な組織によって、覆われてい

た（Figure 14A, B）。一方、combined群のものは充分量の半透明な組織によって覆われ

ていた（Figure 14C）。combined群の肉眼的スコアは、control群のものよりも有意に優

れていた。 

 

 

Figure 14. 術後 27週（A-C）における各群の肉眼的所見 

 

 

組織学的評価の結果 

 

術後 27 週、control 群の欠損部は陥凹が目立ち、修復組織は線維性組織から成って

いた（Figure 15A, D）。drilling群においても、おもに線維性組織で覆われていた（Figure 

15B, E）。一方、combined群の修復組織は豊富なGAGや 2型コラーゲンを含む基質に

囲まれた硝子様軟骨細胞から成っていた（Figure 15C, F）。組織学的スコアでは、

combined群のものは、control群や drilling群のものよりも有意に優れていた。 

 また、control群や drilling群においては、コラーゲンの配向性が不規則であったり、

全層で水平方向であったが、combined群においては、正常軟骨に認められるような深

層の垂直方向の配列が再現されていた（Figure 16）。 
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Figure 15. 術後 27週の各群の組織学的所見。Saf-O（A-I）、2型コラーゲン（D-F）。Scale bar: 1 mm 

 

 

 

Figure 16. 各群の偏光顕微鏡によって観察したHE染色切片の所見（A-C）。Scale bar: 250 μm 

 

 

軟骨下骨の修復に関して 

 

正常組織と比較して、特に欠損の中央部における軟骨下骨の修復の不十分さは各群

に共通しており（Figure 17A-D）、どの実験群においても軟骨下骨の量は、正常組織に

おける同部位の軟骨下骨の量と比較すると、有意に少なかった。なお、実験群間での

修復量に有意差は認められなかった。 
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Figure 17. micro-CTによる軟骨下骨の修復の評価結果。術後 27週の各群と正常個体の同部位の 3D-CT画

像（A-D）を示す。 

 

 

力学特性の計測結果 

 

術後 27 週のサンプルと正常組織の同部位の力学特性を計測するため、押し込み試

験を行い、剛性値を算出した。結果、全ての実験群において、正常組織の剛性値より

も有意に劣っていた。実験群間では combined 群の剛性値は、drilling 群のものよりも

有意に優れていた。 
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考 察 

 

第一章における家兎の骨軟骨欠損モデルにおいて、骨髄刺激法とUPAL gelの移植を

併用することで、良好な軟骨修復が得られることを証明した。今回のビーグル犬のモ

デルにおいても、骨髄刺激法単独群と比較し、肉眼的、組織学的、また力学的にも良

好な軟骨修復が得られることを証明した。このことから、より大動物においても、本

手技は有効であり、臨床応用に向けたトランスレーショナルリサーチとして意義のあ

るものであると考えられる。 

UPAL gelを併用した群では、肉眼的に透明性の高い軟骨で修復され、またその組織

は厚みのある平滑な硝子様軟骨から成っていた。このことは、骨髄刺激法によって導

入されたより多くの細胞が、UPAL gelを足場として局所で効率的に細胞増殖、軟骨分

化可能であったことによるものと考えられる。コラーゲンの配向性に関して、比較的

大きな軟骨欠損に対しても有効とされるACIによる修復組織は、その配向性の再現が

不完全であったり 54,55、力学的にも正常軟骨に劣るとの報告が散見される 56。ACI は

培養した軟骨細胞を一塊にして局所へ移植するため、その組織は単一で、配向性の再

現という点では不利である可能性が考えらえる。一方、今回のわれわれの手技のよう

な、自身の骨髄から上がってきた未分化な細胞を局所で軟骨分化させていくといった

治療法は、配向性の再現という点では有利であると考えられる。コラーゲンの配向性

は力学強度の維持に重要であることが知られている 57。今回、軟骨下骨の修復に関し

ては、どの実験群においても差は無かったが、力学特性はUPAL gel併用群で優れてお

り、良好な配向性をもった軟骨が、力学特性の向上に寄与したものと考えられる。Lee

ら 52は、ビーグル犬のモデルで培養した軟骨細胞を軟骨欠損部に移植し、治療効果を

評価しているが、その研究では、修復組織の Saf-O 陽性面積の割合は修復組織全体の

約 42%であり、剛性値が正常の約 1/6であった。一方、本研究では、Saf-O陽性面積の

割合は約 29%であったが、剛性値は正常の約 51%であった。実験の詳細な条件などが

異なるため、一概には比較できないが、このことからも良好なコラーゲンの配向性の

再現とそれに基づく優れた力学特性の獲得という点で、本手技の有用性が示唆された。 

本研究では、どの実験群においても軟骨下骨の修復の修復が不完全であった。軟骨

下骨の修復は力学強度の維持にも重要であり 58-60、過去の報告では、細胞移植を併用

することで、良好な軟骨下骨の修復が得られることが報告されている(34, 35。今回、骨

髄刺激法によって、導入された細胞は増加したため、有意差は無いものの control群に

比較し、drilling群でより多くの軟骨下骨の修復が認められた。一方、UPAL gelは軟骨

分化を促進するが、軟骨の肥大化を抑制する傾向があるため 11、UPAL gelを併用した

combined群では、drillingによって導入されたより多くの細胞が、軟骨下骨の修復より

も軟骨として、局所の修復に寄与したものと考えられる。そのため、drilling群よりも
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combined群において、硝子様軟骨が多いが、軟骨下骨の修復量が少ない傾向を示した

ものと推察される。そのため、臨床においては、軟骨下骨の損傷が深部に及ぶ場合、

無細胞移植治療の限界も考慮し、細胞移植や骨移植、ケモカインの併用などを検討す

る必要がある。 

本研究の限界としては、倫理的な問題もあり、術後 27 週の 1 時点でしか評価を行

なっていないことが挙げられる。修復組織の経時的な変化や長期的な予後を評価する

ためには、複数の観察点を設けることが望ましい。また、今回のモデルは、部分荷重

部である膝蓋骨の滑車部に骨軟骨欠損を作成しており、臨床で最も多い最荷重部の大

腿骨顆部の関節面の損傷モデルとは、荷重条件が異なる。そのため、最荷重部の修復

の程度は評価できていない。軟骨や軟骨下骨の修復の程度は損傷部位によって異なる

可能性があるため 61,62、個々の症例ごとに適切な治療法の選択が必要となる。 

本研究では、ビーグル犬の大きな骨軟骨欠損に対して、骨髄刺激法にUPAL gel移植

を併用することで軟骨修復は促進された。より大動物を使用し、本手技の有効性を確

認でき、臨床応用へ向けたトランスレーショナルリサーチとして重要な意義をもつも

のと考えられる。UPAL gelによる無細胞軟骨再生治療の臨床応用において、骨髄刺激

法と併用することで、従来、比較的小さな欠損に用いられている骨髄刺激法の軟骨欠

損サイズの適応拡大が可能になると考えられた。 
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総括および結論 

 

 家兎の骨軟骨欠損モデルにおいて、骨髄刺激法とUPAL gel移植を併用することに

よって、骨髄刺激法単独群よりも、肉眼的、組織学的に良好な軟骨修復が得られ

た。また、力学特性の点からもより正常に近い傾向を認めた。 

 

 骨髄刺激法によって導入されたより多くの細胞が、優れた軟骨分化誘導能をもつ

UPAL gelを足場として局所で軟骨分化したことで、良好な軟骨修復が得られたも

のと考えられた。 

 

 より大動物であるビーグル犬の骨軟骨欠損モデルを用いた研究においても、本手

技は骨髄刺激法単独群よりも、肉眼的、組織学的、また力学的に良好な軟骨修復

が得られた。 

 

 本研究の結果は、臨床応用へ向けたトランスレーショナルリサーチとして重要な

意義をもつものである。 

 

 

本手技は、1期的に可能な骨髄刺激法の低侵襲さを生かしたまま、その効果を修飾

しうるものであり、従来から修復困難とされている軟骨損傷に対する治療成績の向上

が期待できる。また、従来小さなサイズのものに限られていた骨髄刺激法の治療適応

を拡大することができるものと考えられる。今後は、UPAL gelの安全性と有効性をヒ

トにおける臨床研究で証明していく必要があり、将来的には、さらに低侵襲な関節鏡

下で可能な手術手技となるよう、さらなる手技の向上と研究が必要になる。 
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