
筑波大学

博士(医学)学位論文



寄
贈吉
岡
友
和
氏

家兎骨髄細胞由来

三次元軟骨様組織同種移植による

軟骨全層欠損修復の試みと

蛍光バイオイメージング技術を用いた

移植細胞の追跡

200 9 

筑波大学大学院博士課程人間総合科学研究科

吉岡友和

10008746 



目次

第1章 本研究の背景 ・・・国醤・・・・・・・・ a・・ a・a 穂.. . .毎滋・・・‘・・・・・・・・圃・・・. 1 

1. 1. 関節軟骨とは

1.2. 臨床的脅景

1.3. 関節軟骨損犠に対する従来の治療法とその課題

1.3. 1. 骨髄刺激法

1.3.2. 自家脅軟骨移植

1.3.3. 自家培養軟骨締胞移植

1.3.4. 自家培養脅謎関葉系細胞移植

1. 4. 細胞移植を用いた再生医療における移植細胞追跡の意義と従来の細胞

標識法

1.4. 1 蛍光色素

1.4.2. 緑色蛍光蛋白質

1.4.3. 鉄粒子

1.5. 共同研究者による先行研究

1. 5. 1. 動的回旋培養システムを用いた骨髄細胞からの三次元軟骨様組

織構築法の確立

1. 5. 2 量子ドットを用いた蛍光バイオイメージング技術による骨髄細胞

の標識

第2章 本研究の目的 霊園盤鑑・・・..・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・鶴岡・・・.. .・・・・・・ 8 

第3章 対象と方法 ・・・・ B ・・・姻 g ・・温・ a・・・・・・困・・・・・ a・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 

3. 1. 実験群の設定

3.2. 骨髄からの細胞採取と三次元軟骨様紹織の構築

3.3. 骨髄級胞の骨、脂肪分化能評価

3.4. 骨髄細胞内への量子ドット導入

3.5. 移植前段階における量子ドットの局在評価

3.6. 関節軟骨全層欠損モデルの作製と同種移植

3.7. 修復組織の肉眼的評価

3.8. 修復組織の組織学的評価



3. 8. 1 サフラニン Oファストグリーン染色

3.8.2. 定量評髄 (O'Driscollスコア)

3.8.3. 免疫組織化学染色(1および立型コラーゲン)

3. 9 修復組織の生化学的評髄(グリコサミノグリカン定量)

3.10 修復組織における量子ドットの局在評価

第4章 結果 ・・・・・・・ 111 • • • .・・‘・・・・・鑑・・・・ a・.. . . . . . .・・・・・・・・・・・・・・・・ 18 

4.1 単層培養で増殖した骨髄細胞

4.2. 骨髄細胞の骨、脂肪分化能

4.3. 構築された三次元軟骨様組織の特徴

4.4. 移植前段階における量子ドットの局在

4.5. 修復組織の肉眼的評価

4.5.1. 量子ドット非導入群

4.5.2. 量子ドット導入群

4.6. 修復組織の組織学的評価

4.6.1. サフラニン Oファストグリーン染色

4.6.1.1. 量子ドット非導入群

4.6.1.2. 量子ドット導入群

4.6.2. 定量評価 (O'Driscollスコア)

4.6.3. 免疫組織化学染色(1およびE型コラーゲン)

4.7. 修復組織の生化学的評価(グリコサミノグリカン定量)

4.8. 修復組織における量子ドットの局在

第5章 考察 . . . . . . . .・・・・・・・・・・・・・・ a・・岡・・値・・闘・・・・.. .・・・・・・・・・・・・ 24 

5. 1. 採取から移植までの各段階における細胞構成

5.2. 同種移植モデルにおける移植免疫

5.3. 量子ドットの局在

5.3.1. 移植組織

5.3.2. 修復組織

5.4. 臨床応用への課題と今後の展望

第6章 結論 ・・ a・z・・・・・‘・・・・幽種 g ・・・・・ g ・・・・・・..・ a・・・・・・ z・・・・・・・・・・ 32 



図、表 隠鍋飽竃歯車降誕睡 g 盤・ a回掴趨筒鍾幽値鎗 g 鑑包量破 a・・..醤.種種盛 a・・・ s 匪 a・B ・・鍾崎‘・・ a・・・..・ 33 

引用文献 “・ a・・..・ a・・・・・・.. .鎌廃膚語纏・・ a菖種種直鍾 a・a・・ a鑑憲鴎総白・・・ a砲重隆.揚臨・・・ 49 

発表論文 略偉嶋種量盤‘ a・包雀幽絢.. . . .虚血・・“‘..・・種..鐘・・ a・・・・ a・・・・・・・"・他省 a・・・・ 55 

参考論文 ・・・・益鍾筆墨 z・a・.. .也信也 a・・・・ a血・・・・・鴎・・・・・・‘“・・ a鴎随書・・・・・・・・ a“ 56 

謝辞 ・・砲.. .・ 2 ・・・..・鶴拠隠 a・・ a・a・睡随・・・・・・・監事・回・・・狙幽鑑鍾‘"“・・・・・・・・・種鍵楓鑓 57 



第 1章本研究の背景

1. 1. 関節軟骨とは

関節軟骨は豊富な絡抱外基質とその中に点在する軟骨組胞(構成成分のト20/0)

より構成されている。血管やリンパ管、神経を欠く組織であり、主として関節液によっ

て栄養されるため、軟骨iま他の組織と比べて低酸素状態で、代謝を行っている。締胞

外基質の主成分は水分 (65δ0010)と軟骨締臨によって産生されるプロテオグリカン

(4-70/0)、E型コラーゲン (10-200/0)である 1220無構造な締胞外基質が硝子のように

見えることから組織学的には硝子軟骨と呼ばれる o成熟ヒト関節軟骨は、最大でも

ら6mm程度の厚さの組織であり、衝撃吸収能や潤滑能などの機能を有する。運動

器の主要構成体で、ある関節の機能は主にこの硝子軟骨によって維持されている。一

方、同じく運動器の構成体である椎間板や半月板は線維軟骨と呼ばれる 1型コラー

ゲン優位の軟骨で、組織学的には線維性組織と硝子軟骨との中間に位置する。生力

学的に圧迫強度は強いが、外圧の分散、吸収や滑動性では硝子軟骨に劣る。耳介、

外耳道壁、喉頭蓋に存在する弾性軟骨はE型コラーゲンのほかに弾性線維が豊富

に含まれ、硝子軟骨よりも弾力性に富む 30

1.2. 臨床的背景

関節軟骨の自己再生能力に限界があることが広く認識されたのは、今から 267年



前である 4。外犠などにより、一豆島所的な軟骨損犠が生じると変性は徐々に進行し、

中‘長期的経過で、広範屈な軟骨障害である変形性関節症へと至る O変形性関節症

に伴う疹痛や可動域憲IJ限といった機能障害は日常生活の大きな障害となる。現在、

変形性関節症に対する外科的治療法として一般的に行われている人工関節置換術

は手術手技と人工関節そのものの発達により喪好な治療成緩が得られているが、人

工関節と骨とむ簡に生じる弛みや感染といった合併症発生の危険性や耐用年数の

問題から青壮年期の患者にはその適応に慎重を要する。したがって、局所の軟骨損

傷に対し適切に治療を行い変形性関節症への進行を防止することが重要であるが、

現段階で軟骨損犠を確実に修復しうる治療法は存在せず、新たな方法論の開発が

望まれている 1.20

1.3. 関節軟骨損傷に対する従来の治療法とその課題

すでに臨床応用され、その成緩が報告されている軟骨損傷修復法の特徴と課題を

以下に記述する。

1.3. 1. 骨髄刺激法

硬化した軟骨下骨を切除あるいは穿孔し、骨髄内から出血を促す方法である 5，60

骨髄内の未分化問葉系細胞を軟骨欠損部に誘導して軟骨修復を促す 70鏡視下で比

較的簡便に行うことが可能であり、臨床でも汎用されるが、本法による軟骨修復は硝

子軟骨ではなく線維軟骨によるため、この線維軟骨が荷重により生じるストレスに、

2 



長期間耐えうることができるかは現時点で不明であるo

1.3.2. 自家脅軟骨移植

膝関節大腿昏膝蓋脅滑車部辺縁の非荷重部位(正常関節軟骨)から採取した複

数の円柱状骨軟骨片を軟骨欠損部にプレスフィットで移植する方法 8a9.100完成され

た硝子軟骨と軟骨下骨とをー塊として移植できること、すなわち組織として関節軟骨

をそのまま利用できる利点がある。しかしながら、ドナ一部位の障害、平滑な関節酒

の獲得、局毘軟骨との結合性に課題を有する。

1.3.3. 自家培養軟骨絡胞移植

1奈環節の非荷重部位から正常軟骨を採取し約 3週間の単層培養後、軟骨欠損部

にその細胞懸濁液を注入する方法 11，120注入した軟骨細胞が漏出しないように骨模

で欠損部を被覆する。 1997年から欧米を中心に一般的な治療法として広まっている

130採取するドナ一部位の樟害が骨軟骨移植術に比べ少なく、大きな欠損にも応用で

きる利点、を有するが、採取軟骨細胞数やその増殖能に限界があること、コストが高い

こと、2回の手術を要し比較的侵襲が大きいこと、リノ、ピ、リテーションに持聞を要する

ことなどの課題を有する。また現時点ではその長期成績が不明である。

3 



1.3.4. 自家培養骨髄間葉系綿胞移植

骨髄血中の脊核線路はそのほとんどが血球系の締結であり培養すると浮遊する。

しかしながら、ごく一部の絡砲は接着、増殖しコロニーを形成する 140この接着綿胞を

継代培養すると紡錘型の細砲がほとんどを占めるようになり、骨髄潤葉系細胞と呼

ばれる。これらは不均一な絡胞集屈であるが、この中に骨髄間葉系幹細胞が 0.001

からな010/0存在するとされるべ骨髄間葉系幹細抱は増殖能と間葉系組織(骨‘軟

骨・脂肪など)への分化能を有する 150臨床応用を考慮した場合、細胞源を骨髄に求

めることは簡便かっ低侵襲な方法で、骨軟骨移植術のように正常組織を犠牲にせず、

自己複製能と多分化能を有する細砲が採取できるという利点を有する。Wakitaniら

16は家兎を用いた実験系で、骨髄間葉系細胞移植が関節軟骨欠損修復を促進したと

する結果をもとに、この手法をヒトに応用した 170培養した骨髄問葉系級胞をコラーゲ、

ンゲルに包埋し、ヒト変形性膝関節症患者の軟骨欠損部に移植(下股アライメント矯

正骨切り術と併用)した術後成績で、臨床スコアと関節鏡評価は細胞移植群が膏切

り術単独群と比較し良好であったが、組織学的には線維軟骨による修復で、あった。そ

の理由として骨髄関葉系細胞に何も処置を加えずに移植したことから、移植部位で

の軟骨への分化が不十分で、あったためではなし、かと考察し、培養骨髄間葉系細胞移

植の限界を示唆している 180

4 



1.4. 細胞移植を用いた再生医療における移植紹胞追跡の意

義と従来の細臨標識法

再生医療では様々な疾患に対する締結移植治療が行われている。しかしながら移

植に供した細胞がどれぐらいの割合で正確に移植され、生存し、生着するのか、そし

てその後どのような経過をたどるのかは明らかで、ない。これらを明らかiこするために

は、バイオイメージング技術を用いて、移植細胞を追跡することが必要である。これま

で報告された級路標識法の特徴と課題を記述するo

1.4. 1. 蛍光色素

締抱表面に蛍光色素を結合させて標識する古典的方法。骨髄間葉系線路を標識

し、軟骨欠損部への移植後、その移植総胞を追跡した報告では、蛍光の観察できた

期間が移植後 2週 19もしくは 5週 20と短期間である。これは細胞の分裂増殖に伴う

蛍光強度の滅弱や光安定性の低さなどによる。したがって長期間の安定した観察に

は課題を有する。

1.4.2. 緑色蛍光蛋白質

オワンクラゲから発見された発光物質であり、極大吸収波長480nmで励起され、

極大発光波長 510nmで蛍光を発する。他の蛋白質との融合蛋白質として機能を発

揮することから蛋白質の細胞内局在を明らかにするのに極めて有用である 21oしかし

5 



ながら、遺伝子導入を要する点において侵襲的であり、長期間の穫用において蛋白

震の変性により蛍光強度が減弱する 22といった課題を有する O

1.4.3‘ 鉄粒子

ナノメータサイズの鉄粒子を移植細胞に取り込ませ、移植された動物を生かしたま

ま移植細胞を追跡する。このナノ粒子自体は間関組織の磁性との相違から核滋気共

鳴画像法のτ2強調画像で低信号領域として描出される 23，240本法は核磁気共鳴密

像法がすでに競床で広く普及しており非侵襲的に撮影可能であるという利点を有する。

しかしながら、鉄粒子自体の細胞毒性の可能性、標識されていない細胞塊を移植し

た場合でも画像上信号変化が認められる点、脊髄損傷などのように病態そのものが

移植部に大きな信号変化を来たす状態では移植細胞の同定が不能といった課題を

有する。

1.5. 共同研究者による先行研究

1. 5. 1. 動的回旋培養システムを用いた骨髄細胞からの三次元軟骨様

組織構築法の確立

Ohyabuら25は動的回旋培養システム(図 1)を用いて担体を使用せずに、家兎骨

髄細胞から、従来のベレツト培養法 26と比較し、大型の三次元軟骨様組織を構築す

る方法を報告した。締胞は通常比重が 1より重いため培養容器の底に沈降するが、

6 



動的回旋培養法では、この重力の影響を回避するために、円簡状の培養器が水平

車患を中心に回転する。包転に伴う培養液の流れにより上昇しようとする力と重力によ

り下降しようとする力がつりあった部分に三次元集合体が構築される 270

1. 5. 2. 量子ドットを用いた蛍光バイオイメージング技術による骨髄細

胞の標識

Wadhwaら 28は、マウスの癌細胞株からストレスシャペロンや絡胞内輸送機能を

有し、総胞増殖に関連する絡胞表菌蛋白質であるモータリンをクローニングした O

Kaulら29は、このモータリンに対する抗体と量子ドットとの複合物を細抱培養液に溶

解し、ヒト骨肉腫締結株と共培養することで生細胞表面のモータリンに、この化合物

が抗原抗体反応で結合し、エンドサイトーシスによって細胞内に量子ドットが導入され

ることを報告した。量子ドットはCdSeなどの半導体の 15-20nmのナノサイズの粒子

を指し、蛍光色素としての使用が可能である 30，310蛍光強度が強く、長時間の励起光

照射に対しほとんど退色しない光安定性を有し、単一の励起波長に対し、量子ドット

のサイズ特異的な広範囲の波長の蛍光を発することから、異なる蛍光波長を有する

量子ドットを用いてマルチカラーイメージングも可能で、あるといった利点を有する 320

Ohyabuら33は家兎骨髄細抱内にも量子ドットを導入することが可能であり、導入の

有無に関わらず骨髄締胞は骨、軟骨、脂肪への分化能を害することを報告した。

7 



第2章本研究の目的

Wakitaniら18が示唆した培養脅髄関葉系綿胞移植の限界と共同研究者による先

行研究をふまえ、本研究の仮設はf家兎骨髄絡胞由来三次元軟骨様組織を関節軟

骨全層欠擦に両種移植すると、移植した細胞によって、移植部の場の環境に応じた

欠損修復が得られるJとした。

本研究の呂的は以下の 2つである。

1. 家兎骨髄細抱から三次元軟脅様組織を構築し関節軟骨全層欠損部に同種移植、

欠損修復に対する本法の有用性を評髄する O

2. 量子ドットを移植綿飽内に導入し、修複組織における量子ドットの局在を観察す

ることで、移植細胞を追跡する。

8 



第3章対象と方法

本研究は筑波大学動物実験取り扱い規定に従い、動物実験委員会の承認を得て

行っfニo

3. 1. 実験群の設定

本研究は以下の 2つの実験系から構成される(図 2)。

1 細胞標識を行わずに、 12日齢家兎骨髄細胞から三次元軟骨様組織を構築し 10

適齢家兎擦節軟骨全層欠損に同種移植を行った実験系 Oさらにこれとは別に 12日

齢家兎 1羽から骨髄細胞を採取し、脅・脂肪化能を試験管レベルで評価した。

2 骨髄細胞内に量子ドットを導入した後!こ、 1.と同様の手法で同種移植を行い修

復組織内における量子ドットを観察した実験系 Oさらに 1値の移植組織の一部を用い

て移植前段階における量子ドットを観察した。

3.2. 骨髄からの細胞採取と三次元軟骨様組織の構築

12日齢日本白色家兎(東京実験動物、東京)雌 6~~の大腿脅・腔骨骨髄腔より細

胞を採取した。大腿骨・腔骨!ま無菌操作下に摘出、属国軟部組織を除去し、

phosphate-buffered saline (以下 PBS)で3@]洗浄した。両骨端部を切除した後に

20mlのdulbecco'smodified eagle's medium (以下 DM王M;Sigma， St. Louis， MO， 

USA)で骨髄腔を洗浄、この級胞懸濁液をナイロンメッシュ (100 ~m cell strainer; 
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BD Falcon， Bedford， MA， USA)で議過し、 75cm2フラスコ (BDFalcon， San Jose， 

CA， USA) 36倍に播種、 37
0

C、50/0二酸化炭素の環境下で培養した o培養液は

DMEM、100/0牛胎児血清 (fetalbovine serum，以下 FBS;Sigma)、10/0抗生物質

(antibiotic-antimycotic; GIBCO， Invitrogen， Carlbad， CA， USA)で構成され、各フ

ラスコを 15mlの培養液で満たしJ 週間に 2もしくは 3@lの頻度で培地交換を行っ

た。培養開始約 3週間後、フラスコ底麗に接着した紡錘型の紹胞を 0.250/0trypsin 1 

mM EDTA (Sigma)を用いてフラスコ底面より剥離し、 1.5-3.0x 107偲パomlの濃

度で DMEM、50問Imlascorbic acid 2-phosphate (Walく0，Tokyo)、40問Iml

L-proline (Sigma)、ITSculture supplement (BD Biosciences， Franklin Lakes， NJ， 

USA)、1σ7M dexamethasone (Sigma-Aldrich)、10ng/ml TGF-s3 (Sigma)および

抗生物質 (antibiotic-antimycotic;GIBCO， Invitrogen)を含む軟骨分化誘導培地に

懸濁しJ つの培養器あたり 10ml の容量の動的回旋培養システム (RCCS™-4D

system; Synthecon， Houston， TX， USA)に播種、 37
0
C、50/0二酸化炭素の環境下

で 1週間培養した。軟膏分化誘導培養液の交換は 2もしくは 3日に 1由行った。培

養器の回転速度は細臨凝集塊が沈降したり、培養器の壁に当たらず一定の位置で

浮遊するよう適宜調整したO
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3.3. 骨髄絡胞の骨 a脂肪分化能評価

3.2.と同様の手法で12B齢日本白色家兎(東京実験動物)1雄1羽から骨髄細胞

を採取、単層培養 14B間の後、綿胞を剥離し継代した継胞群を使用した。6穴培養

血 (Costar<ID;Corning， NY， USA)の各穴に 1X 104偲Icm2の細胞密度で細胞を

播種し、 2B間の増殖培養の後、7日間の骨・脂肪分化誘導を行った。骨・脂肪分化

誘導培地は DMEM (Sigma)、100/0 FBS (Sigma)、10/0 抗生物質

(antibiotic-antimycotic; GIBCO)を基本培地とし、骨分化サプリメントとして 10mM 

βglycerophospate (Sigma)、50mg/ml ascorbic acid 2-phosphate (Wako)、10

nM dexamethasone (Sigma) を、指肪分化サブリメントとして 0.5 mM 

3-isobutyl-1-methylxanthine (Wako)、10 ぃM insulin (Sigma)、200 ~M 

indomethacin (Sigma)を使用した。骨分化能は骨芽細胞への分化過程で上昇する

アルカリフオスファターゼ、活性を評価するためにアルカリフォスファターゼ、染色キット

(Sigma)を、脂肪分化能は脂溶性色素で、あるオイルレッド O を染色液として脂肪演

を赤く染色するオイルレッドO染色キット (Primarycell， Hokkaido)を用いて手順書

に従い染色を行ったO

3.4. 骨髄細胞内への量子ドット導入

3. 2.と同様の手法で 12日齢呂本白色家兎(東京実験動物)雌2羽から骨髄細
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抱を採取、培養爵始 12から 14B後、接着縮抱が占める面積がフラスコ底菌全体の

面積の約 800/0に達した時点で、量子ドット (Qdot@655ナノクリスタル Invitrogen)

と抗体との複合体作製キット (Qdot@655 antibody conjugation kit; Invitrogen)を

用いて大きさ 655nmの量子ドットとモータリンモノクローナル抗体の複合体を作製し

た。この複合体を約 0.2から 0.4mg/mlの濃度で、溶解した培養液で、24時間、接着級

砲を培養することで、量子ドットを細胞内に導入した。

3.5. 移植前段階における量子ドットの局在評価

量子ドットを導入した脅髄細胞から構築した三次元軟骨様組織の一部を用いて凍

結薄切標本を作製し、蛍光顕微鏡下に量子ドットを観察した (3.10.の方法に従い)。

あわせて4，6-diamidino之国phenylindole(DAPI)を用いて核染色を行った。

3.6. 関節軟骨全層欠損モデルの作製と同種移植

体重2.3から 2.5kgの 10適齢日本白色家兎(東京実験動物)雌36羽を用いた。

ペント1¥ルビタールソジウムを耳介静脈から体重 1.0kgあたり 0.6ml注射し、全身麻

酔下に清潔操作で、行った。左膝調節の内側傍膝蓋骨進入で膝蓋普を外側に脱臼し、

大腿骨滑車部に到達した。直径 5mmのハンドドリルを用いて滑車部正中に深さ 4

mmの、自然修復されないとされる軟骨全漕欠損を作製した 340この欠損部に細胞標
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識をしていない三次元軟骨様組織を移植する移植群 18羽と欠損を放置したコントロ

ール群 18羽の 2群を設定した。欠損部の被覆iま荷群とも行わなかった。藤蓋脅を整

復し関節包、皮膚を 4-0ナイロン糸で縫合し倉j閉鎖した。術後、外固定や運動制限は

行わず4、8、12週で評価した。綿胞標識した三次元軟骨様組織は上記方法と同様に

して 5羽の 10適齢日本虫色家兎i雄に移植した。移植後 4週で 3羽、 8週と 26趨で

各 1羽を評価した。ネガティブ、コントロールとして細胞標識を行わずに構築した三次元

軟骨様組織を移植した 1羽の 10適齢B本白色家兎雌を4週で評価した。

3. 7 修復組織の肉眼的評価

屍殺はペントJ心レピタールソジウムの致死量を静脈注射することで行った。その後、

欠損修復組織の表面性状、色調、周囲組織との結合性に関して肉眼的評価を行っ

た。

3.8. 修復組織の組織学的評価

3.8.1. サフラニン Oファストグ、リーン染色

組織学的評価では硝子軟骨絡胞外基震の構成要素である酸性粘液多糖に反応、し

た部分が赤く染色されるサフラニン Oファストク、リーン染色を行った。欠損部中心より

近位半分を冠状断面で評価した。組織は 40/0パラホルムアルデヒドと 10/0グルタルア
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jレデとドを用いて 4B問題定した。4還問の脱灰操作の後、パラフィン包埋し、5ドm

厚の薄切標本を作製した。鋭パラフィン操作の後、weigertの鉄ヘマトキシリン液に 5

分水洗の後、ファストク、1)ーン液 3分、 10/0酢酸で、洗浄した後に 0.10/0サフラニン O液

に5分浸した。脱水、透徹後、封入し光学顕微鏡 (IX70;Qlympus， Tokyo)で観察し

た。

3.8.2. 定量評価 (0'Oriscollスコア)

関節軟骨の組織学的観察に精通する2名の整形外科専門医が各標本の詳細を知

らされない状態で、サフラニン O ファストグリーン染色の組織標本を観察し、

Q'Driscollら35の方法(表 1)を用いて定量化した。この方法は修復部に占める硝子

軟骨組織の割合や表面正常、組織統合性といった組織学的特徴、変性の程度を合

計 Oから 24で点数化し、点数が高いほど良好な修復であることを示す。各群間のス

コアを、クラスカルワリス検定を用いて統計学的に評価し、P<0.05を有意差ありとし

た。

3.8.3. 免疫組織化学染色(1およびE型コラーゲン)

免疫組織化学染色は線維軟骨組織や骨組織に主に存在する I型コラーゲンと硝

子軟骨の構成要素で軟骨細胞分化の指標として重要なE型コラーゲ、ンを染色した。
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シランコーテインク、スライドに5ぃm患の薄切標本を作製し、キシレンで鋭パラフィンし

た後にヱタノールで鋭水し 0.3%過酸化水素で 10分間、 proteinaseK (Dako， 

Carpinteria， CA， USA)で10分間反応させ内因性のペルオキシダーゼ活性を阻害

した。流水水洗の後、 1次抗体として I型コラーゲンモノクローナル抗体 (cloneM35; 

Developmental studies hybridoma bank， lowa， IA， USA)を500倍、立型コラーゲ

ンモノクローナル抗体 (clone4C11， Oncogene， Cambridge， MA， USA)を1000f吾

に希釈し滴下、 1持問反応させた。染色は高分子ヂキストランポリマーに 2次抗体と

ぺ)1.，.オキシダーゼをあらかじめ多数結合させた試薬を 2次抗体として用いる

envision+ (Dako)を用いた。trisbuffer saline (以下、TBS)で洗浄の後、envision+

試薬を 30分間反応させた oさらに TBS洗浄の後、発色基質として DAB

(3，3'-diaminobenzidiene) solution (Dako)を使用し5分間反応させた。後染色はマ

イヤーのヘマトキシリン液で約30秒間行い、流水水洗の後、脱水、透徹後、封入し光

学顕微鏡で観察した。

3.9. 修復組織の生化学的評価(グリコサミノグリカン定量)

修復組織内に含まれる、硝子軟骨特有の細胞外基質であるグリコサミノグリカン

(glycosaminoglycan，以下 GAG)の含有量と、その組織内に含まれる綿胞量を推

量するため DNA含有量を測定した。修復紐織の遠位半分をサンプルとして用いた。
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酵索処理として 0.5mg/ml proteinase K solution (Oako) 5 ml、proteinaseK digest 

solution (Oako) 25剤、 0.01% SOS 5 mlを混合した溶液を各サンプルに 1ml加え

尖刃で縮断し、 60
0

Cで一晩振{到し溶解した。 GAG濃度の測定は Blyscan™

sulfated glycosaminoglycan assay kit (Biocolor， Newtownabbey， Northern 

Ireland)を用いた dimethyl四methyleneむlue(OMMB) assayにより行った。各サンプ

jし100ぃiにblyscandye reagent (1 ，9四dimethyl国methyleneblue)を1ml添加した

後、4
0
Cのメカニカルシェイカーで30分間浸透しGAGとdyeの複合体を作製した。 10

分間遠心後、上澄みを廃棄し、ペレツトに 1mlの dissociationreagentを加えて

1，9四dimethyトmethyleneblueを溶解した後に 656nmの波長の吸光度を;R'l定した。

キット付属の GAGstandardより作成した標準曲線と対応させ各サンプルの GAG濃

度を算出した。吸光度の測定は microplatereader spectra max (Molecular devices， 

Sunnyvale， CA， USA)を使用した。 ONA濃度の測定は proteinaseK (Oako)で酵

素処理を行った後に hoechstdye solution (Hoechst 33258; Sigma) 10凶に 10x

TNE buffer 10 mlを加え測定溶液を作製した。黒の 96穴プレート上で各サンプル5

ぃlに測定溶液 195ぃiを加え 200IJIとし、 352-461nmの波長で、吸光度を測定した。

ヤギの胸腺 (ONAsolution calf thymus ONA; Sigma)をコントロールとして作成し

た標準曲線をもとに各サンプルの ONA濃度を測定した。各群間において GAG濃度

を ONA濃度で、除した値を、スチューデント t検定を用いて統計学的に評価し、P<
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0.05を有意差ありとした。

3.10. 修復組織における量子ドットの局在評価

欠損部中心より近位半分を冠状断面で評価した。組織は4%>パラホルムアルデヒド

を用いて48問題定した。組織は旬、 20、300/0スクロースで各 1時間、4
0
Cでリンスし

40/0カルボキシメチルセルロースに包埋後、直ちに液体窒素で急速冷凍した。 -70
0
C

環境下に 4ドm 厚で非税灰凍結薄切標本を作製した(しeicaCM3050S;しeica

microsystems， Wetzlar， Germany)。径655nmの量子ドットに対する特異フィルター

(XF305ぺ;excitation 425DF45， dichroic 475DCLP， emission 655DF20)を用いて

蛍光顕微鏡 (Biorevoimaging system BZ-9000; Keyence， Osaka)にて観察した。

4、26週群においては蛍光顕微鏡下での観察後、同一切片を 3.8.1.と同様の手法

でサフラニン Oファストグ、1)ーンにて染色し、蛍光顕微鏡で、観察された量子ドットの局

在を照合した。
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第4章結果

4.1. 単層培養で増殖した骨髄細胞

フラスコへの播種 24時間後には接着性細胞が観察された。培地交換を経るごと

に浮遊結胞が減少し、紡錘型の細線(図3)が明らかに観察されるようになった。細

胞群は約 2退問でフラスコ底面を 100%占め、その後の 1週間は肉眼的な形状の

変化なしに透明なゲル状の基質成分がフラスコj底面で増加した。

4.2. 骨髄細胞の骨・脂肪分化能

6穴プレート全ての細胞群において、アルカリフォスファターゼ染色(図4A)および

オイルレッドO染色(図4B)陽性所見を認めた。

4.3. 構築された三次元軟骨様組織の特徴

量子ドット導入の有無に関わらず、色調は黄白色、形状は楕円から鎌状形、弾力

性に富む組織塊であった(図 5A，B)。量子ドットを導入した組織の平均サイズは長径

7.1 :t 2.8 mm (80)、短径5.4士2.5mm (SD)で、あった。組織学的所見では、中心部

においては細胞外基質がサフラニン Oファストク、リーン染色で赤染され、低密度に円

型の細砲が存在していたが、毘薗部分は青く染色され、高密度に小型の細胞が存在

していた(図 5C)。
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4.4. 移植前段階における量子ドットの局在

赤色に蛍光される量子ドットが移植組織全体に観察された。蛍光強度は部位によ

って異なり、主に核の癌屈に複数の蛍光ドットが観察された(函 6A田町。

4.5. 修復組織の肉眼的評価

4.5.1. 量子ドット非導入群

2羽の家兎が手術中に麻酔の影響で死亡し、屍殺持において1羽に創感染を認め

たため、この 3羽を評髄対象から除外した。

移植群、コントロール群とも関節内に明らかな滑膜増殖や遊離組織塊は認めなか

った。移植群において修復組織の性状は4適の時点で白色かつ平滑で8、12週でもそ

の性状を維持し隣接正常軟骨との境界は不明瞭で、あった(図7A-C)。コントロール群

では術後4、8週において欠損修復組織は赤色の肉芽様組織を含み隣接正常軟脅か

ら縮図を認め、その境界は明らかで、あった(図70，E)o 12週では白色の軟骨様組織

で覆われていたが、その表面性状は平滑でなく近位部で隣接正常軟骨の高さからの

陥出を認めた(図7F)。

4.5.2. 量子ドット導入群

関節内に明らかな滑膜増殖や遊離組織塊は認めなかった。移植後 4j震で欠損部
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iま白色かつ隣接正常軟骨と高さを同じくした平滑な軟骨様組織で被覆されていた

(図7G)08週では一部に赤色の肉芽様紹織が存在したが(図7H)、26週においては

4週と詞様の軟骨様組織で欠損部は覆われていた(図 71)。

4.6. 修復組織の組織学的評価

4.6.1. サフラニンOファストグ、リーン染色

4.6.1.1. 量子ドット非導入群

移植群では4週の時点でGAGの存在を示唆する赤く染色された細胞外基質が存

在し、隣接正常軟骨より厚みを有する硝子軟骨様組織で修復が得られていた(図

8A)。細胞密度は高く形態は円形で、骨髄側では肥大型軟骨細胞が観察され、関節

面慎IJへ向かって垂直な柱状構造を有していた(図88)08、12週でも同様の細胞形態、

と赤い染色性は保たれていたが、時間の経過とともに赤く染色される部分の厚みは

隣接正常軟骨に近い部分から減少し(図 8C，0)縮鵡密度も減少した(図 8E)。隣

接する正常軟骨との境界には細胞密度の低下や細胞集族像を認めたが、線維組織

や間隙の介在はなく、いず、れの評価遇においても不明瞭で、あった(図 8F)08遇では

軟骨下骨の骨梁構造が成熟し骨髄組織が再構築され、 12週では軟骨下骨が8週に

比べ葬薄化した(図 8C，0)0 12週では軟骨表層での赤い染色性が一部低下してい

たが、細胞形態と細胞配列の柱状構造は保たれていた(図 8E)。コントロール群では
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4週において修復組織内に赤い染急性が一部に認められるものの、青く染色される

線維性組織がその大部分を出めた(図 8G)08週においても4適と詞様の修復組織

像を示し(図 8H)、12逓では4、8適時と比較し軟骨層の統合性が認められたが、赤

い染色性は低下していた(函 81)。

4.6.1.2. 量子ドット導入群

量子ドット非導入群と同線、4逓の時点で GAGの存在を示唆する赤く染色された

締抱外基質が修復組織の関節頭側に存在し、硝子軟骨様組織で修復が得られてい

た(図9A)。細胞密度は高く円形で集族し、軟脅層と軟骨下骨層との境界には細月告を

豊富に含む間質が数多く存在した(図 98)08週でも詞様の細胞形態と赤い染色性

は保たれていたが、軟骨と軟骨下骨境界に存在する、縮胞を含む骨髄間質の数は低

下した(図 9C)。軟骨下骨の深部に存在する骨髄間質には脂肪細胞や血球系細胞

に由来する破骨細胞が存在した(図90)026遣では軟骨下骨が葬薄化し、赤染性が

軟脅層部で軽度低下したものの厚みは保たれていた(図 9E)。脅髄間質の細胞密度

は低下していたが、普梁壁には骨芽細胞様細胞が存在した(図 9F)。

4.6.2. 定量評価(0' Driscollスコア)

再群とも 4から 8週でその値は増加し、 12週で、やや低下する傾向を示した。4、8
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週ではコントロール群に比べ移植群で有意に高植を示した(密 10)。

4.6.3. 免疫組織化学染色(1およびE型コラーゲ、ン)

移横群では修復組織内のサフラニンOファストグリーン染色で、赤染される部分と一

致して I型コラーゲ、ンが陰性かつE型コラーゲン陽性であり、サフラニンOファストグ

リーン染色で膏染される部分では I~コラーゲンが揚性かつ E 型コラーゲン陰性で

あった(図 11)。

4.7. 修復組織の生化学的評価(グリコサミノグリカン定量)

組織学的スコアと同様4から 8週で増加、 12週で低下する傾向を認めた。いずれ

の評価週においても移植群が高値を示したが、有意差は認めなかった(図 12)。

4.8. 修復組織における量子ドットの局在

4遇において量子ドットの蛍光は欠損修復組織の正中で、中間層から深層を中心に

観察され、関節面側に向かうに従って蛍光強度は減弱した(図 13A)。詞ーの非脱灰

凍結薄切標本で、量子ドットの観察後にサフラニンOファストグリーン染色を行ったサン

プルでは修復組織深部の血管周囲に蛍光が観察された(図 138-0)08遇では修復

組織全体に蛍光が観察された(図 13E)。蛍光が観察される領域は欠損修復組織の
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深層から中間層、浅震にいくにしたがって減弱したo軟骨層と思われる関節商表層で

は、正中部ではなく隣接正常軟骨に近い部分で蛍光が観察された(密 13F)o26週で

は骨梁壁の一部に蛍光が観察されたのみで、あった(図 13G-I)。ネガティブ、コント口一

jしでは蛍光は観察されなかった。

23 



第5章考察

本研究では家兎関節軟骨全層欠損に脅髄細胞由来三次元軟骨様組織を同種移

植した。欠損を放置した場合と比較し、移植群では肉眼的、組織学的に早期に良好

な硝子軟骨様組織での欠損修復が得られた。また移植後 8、12遇の経過で軟骨層

の厚みは隣接正常軟骨に近づき、軟骨下脅と骨髄組織が再構築された。細砲標識を

行うために、量子ドットを導入した骨髄細胞から構築した三次元軟骨様組織を同種移

植した実験においても、同様に硝子軟骨様組織での修復が得られた。 1羽のみの評

価ではあるが、移植後26週の長期経過においても軟骨層部は骨化しておらず、その

厚みが保たれており、本手法の有用性が示唆された D量子ド、ツトを指標とした移植細

抱の追跡では、主にその蛍光が欠損修復部深層から中間層で観察された。8週まで

の経過で、は明らかで、あった蛍光シグナルは、26週の評価においては滅弱し骨梁壁に

わず、かに観察されるのみであったO以上の結果から移植された骨髄細胞は欠損修復

に何らかの形で寄与していることが示唆されたO

5. 1. 採取から移植までの各段階における細胞構成

本研究では、幼若家兎の長管骨骨髄腔を洗浄し細胞を採取した。骨髄腔内からの

小骨片や血餅、脂肪組織は洗浄液を 100llmのナイロンメッシュで、漉過することで、除

去した。その後は密度勾配遠心法や細胞表面抗原マーカーなどで、の選別を行わず
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縮胞懸j毒液をフラスコに播種するため、初期段階では骨髄に存在する全ての細胞を

培養していたと考えられる。単層培養開始後は培養液の交換を 1週間に2から 3田

の頻度で行うため、その液中に浮遊している縮胞はその都度除去された。初期段階

では顕微鏡下に小型の車球が数多く観察されるが、その数は培地交換の回数ととも

に減少し、フラスコ底面に接着する紡錘裂の細胞が徐々に明らかとなった。この接着

性細胞は顕微鏡下には均実な細胞群に見えるが、細胞選別を行っていないことから

昏髄中に存在する接着能を有する全ての細胞群、すなわち未分化な血球系幹細胞

やそれを起源とする様々な血液前駆細胞、また骨髄内環境においてこれらを支持す

る役割を担う骨髄間質に存在する細胞群によって構成されていると考えられるo細胞

増殖能は高く、単層培養開始 10から 14B後には75cm2の面積を 100010占め、そ

の後は透明なジエjレ状の基質成分が増加し、培養開始3週間を経過するとフラスコ

の四隅から基質ごと綿胞が剥がれはじめた。接着性縮胞群とこの豊富な基質とを一

塊としてシート状にフラスコ底面から剥離し三次元培養を開始することで、シートが折

りたたまれながら担体を用いず、!こ大型の三次元組織を構築した。三次元培養は無血

清下に軟骨分化誘導を行うため、単層培養時とは異なり細胞増殖には強力な抑制が

かかり、細胞は軟骨分化へと方向付けられる 36と考えられる。先行研究において、軟

骨分化誘導開始4週後までの経過で、この三次元組織は組織学的には細胞密度が

減少しその形態を徐々に軟骨細路に変化させながら硝子軟骨特有の細胞外基質を
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産生し、遺伝子レぺんにおいても 1型コラーゲ、ンに変わってE型コラーゲンの発現量

が増加し、硝子軟骨組織としての分化が進行することが明らかとなっている 250した

がって、雑多な細胞集団の中で軟骨分化誘導に反応する縮胞群のみが選別され、そ

の般の細胞はアポトーシスやネク口一シスといった機序で除外されることによって三

次元軟骨様組織が構築されたものと考えられる。よって、軟骨分化誘導を長期間行

えば、組織を構成する締胞はより均翼な細胞集団となることが予測される。骨髄間質

締胞には軟骨や骨、脂肪組織への分化能を有する間葉系幹細胞 15.37が存在すると

される。本研究では移植に用いた縮胞とは別に、同様の手法で、採取した細胞で骨、

脂肪分化能を確認し、採取した細胞群の中でのその存在の可能性を回顧的に確認し

た。軟号分化誘導に反応し三次元軟骨様組織を構成する細胞の由来はこの間葉系

幹縮砲であると考えられる。しかしながら、本研究では長期培養による幹細飽の形質

転換 38や培地交換による細胞汚染の危険性を考慮し、軟骨分化誘導開始 1週間後

の組織を移植したため、細胞の均質性は長期に分化誘導を行ったものと比較し低い

ものと考えられる。組織を構成する細胞が径時的にどのように変化していくのか、ど

の程度まで軟骨分化誘導を行えば組織修復に十分なのかを明らかにするにはさらな

る詳細な検討を要する。
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5.2. 間撞移植モデルにおける移植免疫

本研究は日本白色家兎を用いた骨髄細抱由来組織の同種移植実験で、ある。同種

移植とは同じ種に属する個体問での移植であり、免疫系が移植片上の間穫抗原を異

物として認識し、主に細胞性免疫によって移植片は拒絶される。本研究では免疫抑

期i斉Ijを使用せずに同種移植を行った。移植群において捺関節の炎症所見や移植後

の死亡例などは認めず、欠損修復部の組織学的所見で、も明らかなリンパ球浸潤等

は認めなかった。近年、間葉系幹細胞に免疫寛容が存在することが報告 39されてい

るが、本実験では予見的に間葉系幹縮胞を選別して移植しているわけではないため、

雑多な線胞集団の中で間葉系幹細胞以外の縮胞の免疫応答に関する影響は不明

である。また軟骨の無血行で豊富な細胞外基質を有するという特殊な構造が移植免

疫の影響を受けづらいとする報告40もあるが、この点に関しては本研究における移植

組織も豊富な細胞外基質を有するという同じ特徴を有する。しかしながら、日本白色

家兎は近交系動物ではなくクローズドコロニーであることから組織抗原が完全一致し

ているわけではない。本実験で得られた結果のばらつきに対して、移植細胞やレシピ

ヱントの個体差のみならず、移植免疫による影響も考慮する必要があり、また長期成

績においても慢性拒絶による反応との鑑別やその評価に慎重を要するO
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5.3. 量子ドットの局在

5.3.1. 移植組織

本研究で、は移植直前の組織の一部を用いて移植前段階で、どの程度量子ドットが

組織内に導入されているかを確認した。組織全憶に量子ドットの蛍光が観察されたが、

蛍光強度は不均一で、あったo導入効率が 100%ではないこと、導入後の単層培養期

間における細胞分裂増殖に伴い、量子ドットが希釈された可能性が考えられるoKaul 

ら29は、ヒト癌細胞株を用いた実験で、約80%の効率で量子ドットの細胞内導入が可

能で、5回の細胞分裂後も量子ドットが細胞内に観察可能であったとしているO 細胞

内に導入された量子ドットが、幼若家兎骨髄締結が増殖分裂していく過程でどのよう

に分布、局在していくのかの詳細は不明である。少なくとも移植の時点で、移植細胞

に100%標識がなされていなければ、移植後の修復組織を観察した時に、標識され

ていない部分がレシビエント由来の細胞であるとはいいきれない。現在、導入効率改

善のための研究を行っており、導入のタイミング、濃度を含めた至適条件を検討して

いる。

5.3.2. 修復組織

本研究で、は移植した三次元軟骨様組織によって軟骨修復が得られるという仮説を

もとに細胞標識実験を行った。移植後4遇において欠損修復は硝子軟骨様組織で得
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られたものの蛍光は同部では観察されず、主に欠損部正中の中間層から深層に観

察された。移植後8遣では修復組織全体に蛍光が観察され、関節苗表層の修復軟骨

に棺当する部分にも蛍光が存在したが、その多くは 4避と同様に脅髄間賞部で観察

された。26週では蛍光はほとんど観察されず、脅梁壁にわず、かに観察されたのみで、

あった。これらの結果から移植縮抱iま軟骨修復のみならず、骨、骨髄組織の修復 39，

41に対して中心に寄与している可能性、移植細胞が直接的に間葉系組織に分化する

のみならず栄養因子39，41として間接的にレシピエント細胞に作用することで修復に寄

与している可能性が示唆された。しかしながら、先に述べたように現在の量子ドットの

導入効率を考慮すると、全ての移植細胞を観察できているとはいえず、初期の修復

組織における旺盛な細胞分裂像から軟号、骨細胞ともその細胞代謝速度は早いと考

えられ 41，42、量子ドットが希釈されて観察されなくなった可能性も考えられる 450一方、

骨髄間質内や骨梁壁に量子ドットが観察されたことは骨髄を起源とする移植細胞の

一部が自身にとって至適な微小環境を形成し静止状態にあることを示唆している可

能性 39，42，44や量子ドットが細網内皮系に取り込まれる 45過程を観察している可能性

がある。本実験では評価したサンフル数が少ないため、今後は数を増やして詳細な

検討を行う必要がある。
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5.4. 臨床応用への課題と今後の展望

本研究では幼若家兎の長管骨を犠牲にし、骨髄から効率良く、増殖能と軟骨分化

能を有する細胞を採取し大型の三次元軟骨様組織を構築した。一方、予備実験で行

った成熟家兎の骨盤から骨髄穿束Ij針によって採取した骨髄細胞で、は、幼若家兎と比

べその増殖能、軟骨分化能において再現性が低く、単層培養過程での基質産生能も

低かったことから大型の三次元軟骨様組織を構築することは困難で、あった。また

Sakaiら461ま、ヒト大腿菅頭壊死症患者の骨盤から採取した骨髄細胞を密度勾配遠

心法で、単核縮胞に分離し、軟骨分化誘導を行った実験で、完全な硝子軟骨組織を構

築するのは困難であったと報告し、その原因は、骨髄穿剰による細胞採取法である

ため、軟骨分化能を有する細胞を効率的に採取することが困難であることや、加齢に

伴う幹細胞の増殖能、分化能の低下にあると示唆した。本手法は骨髄細胞からの軟

骨分化の生物分子学的機序や細胞移植による組織修復機序を明らかにする実験モ

デルとしては再現性の優れた良い方法であると考えられるが、臨床応用のためには、

自家細胞を用いた実験系での本手法の有用性を明らかにする必要がある。そのため

にはいかに効率良く間葉系幹細胞を採取し、予見的に軟骨分化能の高い幹細胞を

選別し、単層培養過程でいかに豊富な細胞外基質を得るかが大型の三次元軟骨様

組織を構築するために重要である。さらに現在、臨床応用されている培養骨髄間葉

系細胞移植を対照群として実験を行うことで、軟骨分化誘導後の軟骨様組織を移植

30 



する本手法の真の有用性が明らかになるものと考える。
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第6章結論

家兎骨髄縮胞由来三次元軟骨様組織の関節軟骨全層欠損に対する同種移植は、

欠損を放置した場合と比較して、硝子軟骨様組織による欠損修復を促進する。同種

移植に伴う免疫反応は短期的には明らかでなく、細胞内に導入した量子ドットが修復

組織内に観察されることから、その欠損鯵復にはレシビエント由来細砲のみならずド

ナー由来細胞も寄与していることが示唆される。今後は、さらなる修復機序解明のた

めのより詳細な検討と自家移植実験系において本手法の有用性を明らかにする必要

があるo
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図 1. 動的回旋培養システム(培養容器正面像)

矢印の部分から細胞懸濁液を播種し、矢頭の部分で培養液の交換を行う。内容量は

10 mlで、後面にガス交換膜を備える。
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|量子ドット非導入群!

動的回旋培養
(首果 1.5. 1.) 

軟骨分化誘導1週間
(方法 3.2.)

可V

移植前段階における
量子ドットの局在評価
(方法 3.5.)

10週齢日本白色家兎

|胴全層欠損| 巨亘互コ

4、8、12週 4、8、26週
組織学的、生化学的評価 童子ドット局在評価

図 2. 実験群の設定と全体の流れ
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表 1. 0' Driscollスコアの詳細

Score 

|mm吋lIiliIilml!l円lIIl剛
Cellularmo巾刷句Y

Hyaline articularωrtilage 4 

Incompletely differentJated mesenchyme 2 

Fibrous tissue or bone 0 

Sa肯剖lirトostaining of the ma甘ix
ormal or near1y normal 3 

Moderate 2 

Slight 

None 0 

|!mI!m!!日Ic嗣畑!;II口 | 
Su巾 cen句ularity

Smooth and intact 3 

Supe汀icialhorizontallamination 2 

Fissures -2510 100% 01 the thic抗ness

Severe disruption. including libnllation 。
Structural integrity 

Normal 2 

Slight disruption. including cy拘

Severe disintegration 。
Thickness 

100% of normal adjacent cartilage 2 

50・100%of normal印刷lage

0-50% of normal ca巾lage 。
Bωlding to the adjacent cartilage 

Bonded at both ends 01 gra杭 2 

Bonded at one end. or partially at both ends 

Not bonded 。
F吋 mfrorn ceHular changes 0 判Illll割前

HypocellUlarity 

Normal cellularity 3 

Slight hypocellurlarity 2 

Moderate hypocellula円ty

Severe hypocellula円ty 0 

ChOndrocyte cluste同時

No clusters 2 

く25%01 the cells 

25-100% 01 the cells 0 

Freedom from degerative changes in叫acentcartilage 

Normal cellularity. no clusters. nonnal stalning 3 

Normal 倒 lularity，mild clusters. moderate staining 2 

Mild or moderate hypoc港lIularity.Slight stalning 

sev哩rehypocellulanty. poor or no stalning 0 

Total 24 
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図 3 フラスコ底面に接着した家兎骨髄細胞(単層培養開始 1週間)
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図 4. 骨、脂肪分化能評価

A;青染部分がアルカリフオスファターゼ、染色陽性所見

B;赤染部分がオイルレッドO染色陽性所見
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図 5. 骨髄細胞から構築された三次元軟骨様組織肉眼所見と組織像

A;量子ドット非導入骨髄細胞から構築した三次元軟骨様組織

B;量子ドット導入骨髄細胞から構築した三次元軟骨様組織

C;量子ドット導入骨髄細胞から構築した三次元軟骨様組織の一部をサフラニンO

ファストグリーン染色した組織像、中心の赤染部分は硝子軟骨特有の細胞外基質

の存在を示唆する。その基質の中に存在するやや大型の円形細胞が軟骨細胞で

ある。周囲は赤染性が弱く、小さい細胞が高密度で存在する。
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図 6.移植前段階における量子ドットの局在

A;組織全体像

B-F;各部位の拡大像

赤が量子ドット、青が核の蛍光を示す。
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図 7 修復組織の肉眼所見

A-C;量子ドット非導入三次元軟骨様組織移植群 D-F;コントロール群

G-I;量子ド、ツト導入三次元軟骨様組織移植群

A，D，G;術後4週 B， E， H;術後 8週 C， F;術後 12週 |;術後 26週

scale bar = 5.0 mm 

40 



-ぷ，

41 



図 8. 修復組織の組織像(サフラニン Oファストグリーン染色)

A-F;量子ドット非導入三次元軟骨様組織移植群

G-I;欠損放置(コントロール)群

A，8，G;移植後4週

C， H;移植後 8週

D-F，I;移植後 12週

8; Aの四角で固まれた部分の拡大像、細胞密度が高く旺盛な細胞増殖分裂像を示

す。

E; Dの実線で四角に固まれた部分の拡大像、細胞密度の低下と細胞表層一部の亀

裂像を示す。

F; Dの点線で四角に固まれた部分の拡大像、隣接正常軟骨との境界部を示す。
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図 9 量子ドット導入三次元軟骨様組織移植後の修復組織像

(サフラニンOファストグリーン染色)

A， B;移植後4週 C，D;移植後 8週 E， F;移植後 26週

B; Aの四角で、固まれた部分の拡大像、軟骨層と軟骨下骨層の境界部には多数の間

質が存在し、その内部には細胞集族像が認められる。

D;Cの四角で固まれた部分の拡大像、軟骨下骨深層の骨梁壁には単球系由来の破

骨細胞を認める(矢印)。

F; Eの四角で固まれた部分の拡大像、骨梁壁に接する骨芽細胞様細胞を認める(矢

印)。
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図 10 量子ドット非導入三次元軟骨様組織移植群とコントロール群における

修復組織のスコアリング評価 (0'Driscollスコア) * Pく0.05
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図 11.量子ドット非導入三次元軟骨様組織移植後4週における修復組織の

免疫組織化学染色像

A;修復された軟骨層部は I型コラーゲン染色陰性

B;修復された軟骨層部はE型コラーゲン染色陽性
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図 12 量子ドット非導入三次元軟骨様組織移植群とコントロール群における

修復組織内グリコサミノグリカン含有量 (GAG/DNA)
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図 13.修復組織における量子ドットの局在評価

A-D;移植後4週

E， F;移植後 8週

G-I;移植後 26週

A， 0， E， F， 1;明視野と蛍光観察像との複合画像、赤のドットが量子ドットの蛍光像を

示す。

8， C， G， 1;サフラニンOファストグリーン染色

C，D;8の四角で固まれた部分の拡大像

F; Eの四角で固まれた部分の拡大像

H， 1; Gの四角で固まれた部分の拡大像

A， 8， E，G;欠損作製部位を点線で示す。

白矢印は量子ドットが観察された部位を示す。
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