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研究成果の概要（和文）： 
 組織工学的手法を用いて軟骨細胞を生体外または生体内で 3次元的に再構築する軟骨の
再生医療では，非侵襲的な組織形成度の評価法の確立が必要不可欠である．関節軟骨は質
量の 70－80%が水分から構成されるために，組織内の水分子の制限拡散現象と軟骨の材料
特性との間には密接な関係が存在すると考えられる．軟骨内部の水分子は細胞膜や細胞外
基質（コラーゲン，プロテオグリカン）によって運動が複雑に制限されるため複数の拡散
成分を示す．本研究課題では軟骨組織中の水分子の制限拡散現象に着目した，再生軟骨の
マイクロスケールでの組織構造評価法の開発を行った． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Applying tissue engineered cartilage in a clinical setting requires non-invasive 
evaluation method to assess biophysical property of tissue-engineered cartilage as well 
as biochemical property.  Articular cartilage is made up of 70%-80% water, and has 
dense extracellular matrixes (ECM).  Because of this high rate of water content, it is 
considered that diffusion condition of water molecules in tissue is correlated with 
material properties.  The movements of water molecules in cartilaginous tissue are 
restricted by cell membranes and the ECM (collagen, proteoglycan).  In this study, we 
focused on the restricted diffusion of water molecules in the cartilage, and established 
the assessment method of micro-structure of the cartilaginous tissue using q-space 
MRI.   
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１．研究開始当初の背景 
関節疾患は 65 歳以上の人口の約半数が罹
患しているとされ，運動機能が制限され
QOL：Quality of Lifeを低下させる点で，超高
齢化社会の招来とともに大きな問題となり
つつある．関節軟骨の組織構造と物理的機能
の関係のマイクロスケールレベルからの解
明は，関節疾患の早期発見を目指す次世代の
診断技術や再生軟骨に代表される新規な治
療手法の開発において非常に重要である． 
 関節軟骨は軟骨細胞と細胞外基質と呼ば
れるプロテオグリカン凝集体やコラーゲン
繊維網及び間質液から構成されており，特に
プロテオグリカンには強い陰性の固定電荷
を持つ硫酸化グリコサミノグリカンが含ま
れる．また，関節軟骨は質量の 70～80％が水
分で構成されており，組織内部の水分子の運
動は上記のコラーゲン繊維網や陰性に帯電
するプロテオグリカンからの電気的引力に
よって制限される．このように水分子の拡散
運動が制限されることで，軟骨の変形に伴う
組織内部の水分の流動が抑制され，関節軟骨
は優れた潤滑能や荷重支持機能を実現して
いる． 
 研究代表者はこれまでに軟骨疾患の再生
医療のための組織評価技術の開発を目的と
して研究を行ってきた．具体的には再生軟骨
の静的・動的粘弾性と生化学的な組織構成成
分との関係を明らかにし，磁気共鳴緩和現象
に基づく測定手法（MRI/MRS：Magnetic 
Resonance Imaging/Spectroscopy ， NMR ：
Nuclear Magnetic Resonance）を応用した再生
軟骨や生体軟骨の非侵襲的な組織評価法の
開発を行っている．研究代表者らはこれらの
研究成果から「関節軟骨や再生軟骨では，組
織の物理的機能や生化学的特性と軟骨内部
の水分子の自己拡散係数との間に強い相関
関係が存在する」ことを知見として得ており，
本申請課題で主眼とする，『磁気共鳴緩和現
象に基づく水分子の制限拡散の観測』という
新たな測定技術を応用した関節軟骨のマイ
クロ組織構造評価システムの着想にいたっ
た． 
  
２．研究の目的 
 研究代表者は『軟骨内部の水分子の運動
（拡散現象など）が，プロテオグリカンの持
つ強い陰性の固定電荷からの電気的引力に
よって制限され，変形に伴う液体成分の流動
に影響を与えることで関節軟骨に特有の物
理的機能が実現されている』という新たな視
点を持っている． 
 そこで本研究課題では関節軟骨及び再生

軟骨内部の水分子の拡散現象を q-space MRI
（MRIによる制限拡散測定法）を用いて観測
し，軟骨組織における水分子の制限拡散と組
織のマイクロ構造との関係を解明すること
を目的とした．さらに得られた知見から「関
節軟骨及び再生軟骨のマイクロ組織構造の
非侵襲評価システム」の開発を行うことを目
指した． 
 
３．研究の方法 
(１) 軟骨細胞の単離とアガロースゲルによ
る三次元細胞分散モデル 
 関節軟骨の試料として，生体軟骨，軟骨細
胞-アガロースゲル三次元培養体，アガロース
ゲルの３種類とした．生体軟骨は生後 2～3
ヶ月の仔ウシの足関節より無菌的に採取し
た．また，軟骨細胞-アガロースゲル三次元培
養体は，仔ウシ軟骨細胞をアガロースゲルに
包埋して培養することで作製した．軟骨細胞
は仔ウシ膝関節より採取した軟骨組織をコ
ラゲナーゼ溶液により溶解し抽出した．細胞
の懸濁液と低融点の 4％アガロース溶液を同
体積で混合して軟骨細胞・アガロース溶液を
調製し，4℃環境下に 25min静置して厚さ
2mmのゲルシートを作製した．このゲルシー
トより直径 8mm，厚さ 2mmの円盤状に採取
し軟骨細胞-アガロースゲル試料とした（図
1）．培養試料は 37℃，5％CO2環境下で 25日
間培養した．培養 0，7，21，28日において
試料を取り出して q-space MRIによる測定を
行った．また，ハイドロゲルとして細胞を含
まない同形状の 2%アガロースゲル採取し同
様の測定を行った． 
(2)q-space MRIによる制限拡散現象の観測 
 q-space MRIは 4.7TのMRI装置（Bore size：
33cm，1H Resonance：200 MHz）を用いて行
った．測定シークエンスは STEAM(stimulated 
echo acquisition mode)，測定条件は Voxel size 
3×3×3 mm，TR 8000 ms，TE 55 ms，TM 70 ms，
MPGの印加時間（G）/間隔（'）20 ms/100ms，
MPG強度（G）0-60 mT/m（31 steps）の可変
強度とした．測定概念図を図 2に示す． 
 
４．研究成果 
 q-space MRIにより再生軟骨，アガロースゲ
ル，生体軟骨のそれぞれの組織中の水分子の
拡散速度分布を測定することができた． 
 軟骨細胞-アガロースゲル三次元培養体で
は 信 号 減 衰 は 培 養 日 数 に 関 わ ら ず
bi-exponential な変化を示し，拡散成分に fast 
componentと slow componentが存在すること
が明らかになった．また，培養日数の経過に
応じて，各成分の拡散係数は低下する傾向に 



 
図1 軟骨細胞単離とアガロースゲルによる三次元培養 

 

 

図2 q-space MRIによる制限拡散現象の観測 

 
あった（図 3）．一方で，アガロースゲルのみ
の試料では mono-exponential な信号減衰が観
測された．また，培養 0日の三次元培養体で
は fast componentが 1.52 x 10-3 mm2/s，slow 
componentが1.11 x 10-4 mm2/sであったのに対
し，培養 28日では fast componentが 1.36 x 10-3 
mm2/s，slow componentが 0.98 x 10-4 mm2/sに
低下することが明らかになった（図 4a，b）．
これら 2種の拡散成分の存在は，組織再生過
程においてゲル内部に再構築される軟骨組
織が細胞周囲に存在する細胞外基質
（pericellular ECM）と細胞遠位部に再構築さ
れる細胞外基質の再生を示すものと考えら
れる． 

 

図 3 軟骨細胞-アガロース培養体の組織再構築に伴う

信号減衰の変化 
 

 

(a) 

 

(b) 

図4 軟骨細胞-アガロース培養体の組織再構築に伴う

fast component，slow componentの拡散係数の変化（a：

培養0日，b：培養28日） 

 
 一方で生体軟骨では，非線形な信号減衰を
示し，複数の拡散成分が存在することが明ら
かになった（図 5）．これは，軟骨基質中のコ
ラーゲン繊維網の空間的な制限拡散効果や
プロテオグリカンの持つ陰性の固定電荷の
クーロン力が水分子に働くことによる制限 



 

図5 生体関節軟骨の制限拡散に由来する信号減衰 

 
拡散効果が要因として推測される． 
 本研究成果より q-space MRIにより生体関
節軟骨，再生軟骨の拡散現象が観測可能であ
ることが明らかになった．生体軟骨中の水分
子は複数の要因に由来する制限拡散状態に
あり，これを詳細に検討することで軟骨組織
中のマイクロ構造が観測できる可能性が示
唆された．さらに，再生軟骨では bi-exponential
な信号減衰を示したことから，fast component，
slow componentの 2種類の拡散成分を観測す
ることで，組織工学的に再構築された再生軟
骨の微細構造を評価できる可能性が示唆さ
れた． 
 関節軟骨疾患の早期発見や再生軟骨組織
の詳細な非侵襲評価法の必要性は，近年の高
齢化社会への急速内向とともに高まってお
り，本研究で確立した『水分子の制限拡散現
象の観測に基づく軟骨の微細組織構造の評
価技術』は，上述の要求を満たす評価・診断
手法として期待される． 
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