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Culture temperature affects redifferentiation and cartilaginous extracellular matrix 1 

formation in dedifferentiated human chondrocytes  2 

（培養温度は脱分化したヒト軟骨細胞において再分化と関節軟骨細胞外基質形成に3 

影響を与える） 4 
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 12 

（論文内容の要約） 13 

【背景】 14 

関節軟骨は軟骨細胞と細胞外基質（extracellular matrix: ECM）によって構成15 

され、ECM は主にコラーゲンとプロテオグリカンで構成される。関節軟骨は血管16 

や神経を欠き、一度変性が進行してしまうと自己再生は困難であることが広く知17 

られているため、組織工学や培養細胞を用いた再生医療による関節軟骨再生が模18 

索されている 1。自家培養軟骨細胞移植術（autologous chondrocyte implantation: 19 

ACI）は関節軟骨の再生治療の一つとして期待されている 2。ACI では、採取した20 

軟骨細胞は移植のために生体外で培養する必要があるが、その過程で軟骨細胞特21 

有の形質を失う脱分化が伴うことなどの問題が未だ残されており 3,4、線維軟骨様22 

の修復を引き起こす要因の一つとして考えられている。そのため、これまで培養23 

軟骨細胞の再分化や ECM の産生を促進するための研究が数多く成されてきたが24 
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5–8、温度環境がそれらに与える影響については未だ不明であった。温度は全ての25 

生物にとって重要な因子であるが、四肢など体幹部から離れた部位では外部温度26 

の影響を受け、ヒト膝関節内温度も 32℃付近であることが報告されている 9,10。27 

このことは、関節軟骨は生体内において深部体温と比較すると低温環境に暴露さ28 

れていることを示唆し、再生治療によって移植された細胞も同様の環境におかれ29 

ることが想定される。また、軟骨細胞に関する多くの in vitro 研究においては、30 

37℃の培養温度を採用しており、生体内の温度環境を反映した結果ではないこと31 

が危惧される。さらに、間欠的な温熱刺激で用いられるような高温環境（41℃）32 

がもたらす影響も未だ不明である。したがって、本研究の目的は脱分化したヒト33 

軟骨細胞を用いて、異なる培養温度が再分化と ECM 形成に与える影響を明らかに34 

することとした。 35 

【方法】 36 

ヒト軟骨細胞は、62 歳女性および 89 歳女性の股関節形成術時に摘出された大37 

腿骨頭の関節軟骨より摘出した。なお、本研究は京都大学医の倫理委員会の承認38 

を得て実施し、対象者には本研究の主旨を書面および口頭で説明し、書面にて同39 

意を得た。摘出した軟骨細胞は、脱分化させるために培養皿上で 2～3 継代培養し40 

た。脱分化した軟骨細胞は、ペレット培養法にて以下の 3 つの温度条件下で三次41 

元培養された。温度条件は、関節内温度付近である 32℃、深部体温付近である 37℃、42 

哺乳動物細胞の生存閾値温度付近である 41℃の 3条件とした。再分化および ECM43 

形成能は、生成されたペレットの湿重量測定、遺伝子発現解析、組織学的観察、44 

走査型電子顕微鏡を用いた超微細構造観察、そして glycosaminoglycan (GAG)お45 

よび DNA 定量による生化学的解析を用いて評価した。湿重量測定は、ペレット培46 

養 3 日、7 日、14 日および 21 日後に計測した。遺伝子発現解析は、ペレット培養47 

3 日および 7 日後にサンプルを回収し、リアルタイム PCR にて定量した。標的遺48 
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伝子は、軟骨形成マーカーである II 型コラーゲン（Col2a1）、アグリカン（ACAN）49 

および軟骨オリゴマー基質蛋白質（COMP）と、線維軟骨マーカーである I 型コ50 

ラーゲン（Col1a1）を対象とした。内部標準化遺伝子として、異なる温度環境で51 

も頑強な ribosomal protein L13a（RPL13a）と tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 52 

5-monooxygenase activation protein（YWHAZ）を用いた 11。組織学的観察では、ペレ53 

ット培養 7 日、14日および 21日後にサンプルを回収し、組織切片を作成した。プロ54 

テオグリカンの堆積を検出するためにサフラニン O/ファストグリーン染色を、コラ55 

ーゲン線維の配向性検出のためにはピクロシリウスレッド染色を用いた。II型コラー56 

ゲンおよび I型コラーゲンの検出は、免疫組織化学的手法を用いた。走査型電子顕微57 

鏡による超微細構造観察は、ペレット培養 21 日後にサンプルを回収し、ペレットの58 

表面とその割断面を観察した。生化学的解析は、ペレット培養 14日および 21日後に59 

サンプルを回収し、GAG 定量には 1,9-dimethylmethylen blue colorimetric method を、60 

DNA定量には Quant-iTTM PicoGreen® assayを用いた。 61 

【結果】 62 

湿重量は 41℃で顕著に少なく、実験期間を通して増加しなかった。32℃と 37℃63 

を比較すると、37℃の方が培養 14 日後から有意に重くなった。遺伝子発現解析で64 

は、関節軟骨の主要コラーゲンである II 型コラーゲンの遺伝子発現は 37℃で最も65 

促進されたが、脱分化を示唆する I 型コラーゲンの遺伝子発現は 32℃と 37℃間の66 

比較では有意な差は認められなかった。一方で、41℃では解析した全ての遺伝子67 

発現が他の温度よりも有意に抑制されていた。組織学的および生化学的解析では、68 

37℃においてⅡ型コラーゲンおよびプロテオグリカンの産生が最も認められたが、69 

41℃ではそれらの産生が著しく抑制されていた。DNA 量は培養 14 日後から 41℃70 

で有意に少なく、培養 21 日後では温度が高い程 DNA 量が少なかった。走査型電71 

子顕微鏡による観察では、32℃および 37℃では平らで滑らかな表面構造と、密で72 
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層状のコラーゲン線維構造が表層に観察されたが、41℃ではほとんど認められな73 

かった。 74 

【考察】 75 

本研究により、培養温度は脱分化した軟骨細胞の再分化および ECM 形成に影響76 

を与えることが初めて明らかとなった。41℃という高温環境では、細胞数の減少77 

および ECM 関連遺伝子の発現抑制が生じ、その結果、著しく ECM 形成が阻害さ78 

れたと考えられた。さらに、40℃程度の温度環境ではコラーゲンの三重鎖高次構79 

造の形成が阻害されることが報告されていることから 12、本研究においても 41℃80 

環境ではコラーゲンの高次構造形成が阻害されたことの関与が想定された。32℃81 

と 37℃を比較すると、37℃の方が II 型コラーゲンおよびプロテオグリカンの産生82 

がより認められた。したがって、37℃でより再分化が促進され、硝子軟骨様の ECM83 

形成に作用したと考えられた。これらのことは、臨床において移植された軟骨細84 

胞が関節内の温度環境に影響を受け得ることを示唆し、さらに関節内を 37℃程度85 

に制御することで、関節軟骨再生を促進し得る可能性を示唆するものである。 86 

【結論】 87 

本研究条件において、深部体温付近である 37℃環境は、関節内温度付近である88 

32℃環境よりも脱分化した軟骨細胞の再分化および ECM 形成を促進させ得るこ89 

とを示唆し、さらに 41℃環境では著しく阻害されることが明らかとなった。温度90 

環境を調整することは、軟骨細胞の形質や生合成を制御する有用な手段と考えら91 

れた。 92 

  93 
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