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はじめに

変形性関節症に対する治療としては、その状態、年齢等により様々な治療法があ

り、臨床的にも一定の成果が上げられている。しかし若年者の変形性膝関節症は、

患者の活動性が高いことから変形が進行して、感痛、可動域制限など関節機能の障

害が生じ、社会生活に制限を来すことが少なくない。また手術的に再建を行う場合

でも長期にわたって関節機能が維持されないといけないことから治療が困難である。

若年者の変形性膝関節症の治療で、長期にわたって良好な関節機能を維持するには

関節軟骨の修復が必要であるが、現在のところ決定的な治療法は確立されていない。

現在外科的治療としては骨軟骨移植、培養軟骨移植が実用化されているが、関節軟

骨の修復は行われるものの組織的、機能的な修復は不十分である。長期的な予後を

改善するには、軟骨再生を補助し、再生軟骨の形態、機能を改善する方法の開発が

望まれる。

成長因子が骨軟骨欠損の再生に有効であるとの報告は、 TGF-β、BMPなどで行

われているが、 bFGFは軟骨細胞の増殖因子であるばかりでなく、 cartilagematrixの

形成を促進するといわれている。また成長因子を作用させるためには、投与部位に

適切な量を必要なだけ投与することが重要である。現在のところ骨軟骨欠損の局所

に持続的に作用するような有効な Drugdelivery systemについては、投与部位や投与

する物質により性質が異なるので、 PLLAやゼラチンなど様々な材料が研究されて

おり開発途上である。

一方細胞を効率よく欠損部位に進入させるためには、細胞の carierが必要である

が、 carierとしてのヒアルロン酸スポンジは、分解されたときにヒアルロン酸とな

り、生理的に吸収される。また軟骨に対するヒアルロン酸の有効性は多数報告され

ており、有望な材料であると考えられる。

本研究ではウサギ膝関節の頼関部に直径4mmの骨関節欠損を作成し、これを骨

軟骨欠損のモデルとし、ゼラチン粒子に成長因子を吸着させたものをヒアルロン酸

スポンジに含浸させて骨関節欠損に充填した。ヒアルロン酸スポンジには骨髄閤葉

系細胞が進入することができ、また成長因子を吸着したゼラチン粒子をヒアルロン

酸スポンジに含浸させることも可能である。これを用いて局所で効率よく成長因子

を放出して、進入した骨髄関葉系細胞を増殖させ、軟骨細胞に分化誘導させられる

のではないかと考えた。

効率のよい細胞の carrierと有効な成長因子の Drugdelivery systemが開発されれば、

生体に対して低侵襲で有効な軟骨再生の治療方法となることが期待される。以下研

究結果を報告する。
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研究成果

関節軟骨欠損の修復について、家兎の膝関節をモデルとしてヒアルロン酸スポン

ジを carierとし、 bFGFを局所に徐放したもので関節軟骨の修復を観察した。ヒアル

ロン酸スポンジは、ヒアルロン酸を酸処理した後、フリーズドライする事により作

成した。またゼラチン粒子は、水に溶解したゼラチンを、オリーブ油と撹持し、次

にグルタルアルデヒドで架橋反応させ、洗浄した後凍結乾燥して作成した。

まず家兎の大腿骨頼関部に直径4mm径の骨軟骨欠損をドリルを用いて作成し、

これに対して bFGF1 μg含浸したヒアルロン酸スポンジを充填した。ヒアルロン

酸スポンジはラットの皮下で 1週間で溶解するものを用いた。 bFGFはゼラチンの

粒子に吸着させ、ゼラチンの生体内での分解によって bFGFを約2週間局所に徐放

させた。対照としては直径4mm径の骨軟骨欠損のみのコントロール群、直径 4mm

径の骨軟骨欠損にヒアルロン酸スポンジを充填したヒアルロン酸スポンジ群の合計

3群を用いた。

術後4週、 1 2週、 25週、 50週にて経時的に屠殺し、肉眼的、組織学的検討



を行った。得られた組織は、肉眼的に観察した後、中性緩衝ホルマリン溶液で固定

した。次に 20% EDTA溶液で 2週間脱灰し、アルコールで脱水した後、パラフィン

包埋した。さらにパラフィン包埋した組織のうち、骨軟骨欠損の中央部分を 6μm

の切片とした。この切片はトルイジンブルー染色、ヘマトキシリンエオジン染色、

抗 type2collagen抗体免疫染色を行った。

肉眼的には 4週、 1 2週では骨軟骨欠損はまだ軟骨様組織では十分には充填され

ていなかった。 25週、 50週では bFGF使用群では組織が十分充填されていた。

また周囲との境界も不鮮明で、硝子軟骨様の組織が形成されていた。その他の群で

は、 25遇、 50週では周囲との境界が鮮明な線維性組織で充填されていた。

組織学的観察では4週、 1 2週ではヒアルロン酸スポンジの溶解性が早く、組織

の骨軟骨欠損部への充填が不十分で、あり、それぞれの群で明確な差異は認められな

かった。また再生した軟骨様組織のトルイジンブル一、抗 type2collagen抗体での染

色性は低かった。 25週、 50週においてヒアルロン酸スポンジ+bFGF使用群では

トルイジンブルーで、の染色性の高い、抗 type2collagen抗体陽性の軟骨様組織で修復

されており、 matrixの産生も他群より多く認められ、軟骨様紹織の再生が促進され

る傾向がみられた。また軟骨下骨の再生も優れていた。一方ヒアルロン酸スポンジ

使用群とコントロール群では骨軟骨欠損部の組織の充填はヒアルロン酸スポンジ群

の方がコントロール群より優れていたが、軟骨様組織の厚さ、軟骨下骨の再生、軟

骨様組織の染色性はヒアルロン酸スポンジ+bFGF使用群に比べて劣っていた。

今後の課題

1、今回行った実験では、ヒアルロン酸スポンジの溶解性が速く、そのために細胞

の進入が不十分で、術後4週、 12週での軟骨再生が不十分であった。今後さ

らに溶解性を遅くしたヒアルロン酸スポンジを作成し、適当な生体内でのヒア

ルロン酸スポンジの溶解性を検討する。

ム bFGFは関節軟骨の形成を促進し、軟骨基質の形成も促進していたが、 bFGF単

独では軟骨の再生は不十分であり、今後他の成長因子を単独で徐放したり、も

しくは数種類の成長因子の徐放を行って関節軟骨の再生が促進されるかを観察

する予定である。

3、今回の実験では骨髄からヒアルロン酸スポンジ内に進入した骨髄間葉系細胞を

軟骨細胞に分化誘導して、骨軟骨欠損の再生を行ったものであるが、骨髄から

進入する細胞は骨髄間葉系細胞だけではないので、骨髄間葉系細胞を精製して

移植する方法や、軟骨組織を培養して移植する方法も検討する必要がある。
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ウサギ膝関節の骨関節欠損をモデ、ルとし、ゼラチン粒子に bFGFを吸着させたも

のをヒアルロン酸スポンジに含浸させて組織の再生を観察し、良好な結果を得た。

これが臨床に応用されれば、関節軟骨再建の治療法として活用が期待される。


