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背景 ・目的

+ CPC

一次手術
（関節鏡下手術）
・非加重部より

軟骨組織片
を採取

組織搬送

約0.3～0.4 g

＜細胞原料としての軟骨組織の特徴＞

１．豊富な細胞外基質；細胞単離が困難
２．乏しい細胞増殖性；細胞数に有限
３．容易な形質転換；脱分化しやすい
⇨ 貴重な細胞原料である

傷害部分

骨膜採取

（４週後）

組織の
採取量
に制限

患部
4cm2

以上に
対応

原料組織
の入手

酵素消化
（細胞単離）

コラーゲン
に包埋

三次元
ゲル培養

最終検査
出荷

＜一般的な組織培養プロセス＞

限られた
組織量 ①消化時間の短縮化

②生存細胞数(回収量)の最大化
③軟骨細胞の特性維持

※撹拌技術で解決

採取量が限られた軟骨組織から、良質な軟骨細胞
（生存細胞）を最大効率で回収することが求められる。

自家培養軟骨移植術にみられる培養プロセスの課題

実験方法 および 結果

自転運動

公転運動
撹拌

（旋回＋対流）

旋回運動

撹拌（旋回）撹拌（振とう）

往復運動

撹拌（上下対流）

転倒・回転運動

撹拌（旋回）
※物理的衝突

撹拌子

～往復振とう～ ～旋回振とう～

～回転振とう～

・上下方向の撹拌が
不十分
・底部に組織が滞留

～撹拌子利用～

・上下方向の撹拌が
不十分
・底部に組織が滞留

・キャップ裏面や容器内
側面に試料が付着
・無菌操作に不向き

・撹拌子や回転翼による
細胞への物理的傷害

～自公転式撹拌～

・旋回と同時に上下
方向に組織が撹拌

・攪拌時の気泡の混
入を抑制

・高粘性体の均質な
混和にも利用可

従来撹拌技術の課題と自公転式撹拌技術の特徴

自公転遊星式撹拌装置の開発

図１．組織培養のための(A)自公転遊星式撹拌装置（C50培養器）の基本
構造, および(B)軟骨細胞の単離プロセス（酵素消化）における撹拌の様
子. 本装置における遠沈管の「自転：公転」回転比は約1.4:1.0に設計した。
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まとめ

軟骨組織の消化実験；消化率および単離細胞数
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本研究の目的

試料に及ぼす物理的ダメージが少なく、
撹拌効率が高いとされる自公転式撹
拌技術が、正常組織の培養（軟骨組
織工学）において、細胞の単離プロセ
スに有効であるか検証した。

優れた撹拌技術であるが、医学・生命
科学分野で活用例に乏しい。

軟骨組織が遠沈管の底部に沈降・滞留することなく浮遊し、
容器内で撹拌されることが確認された。

図２．異なる撹拌方式で酵素消化された(A)軟骨組織の消化率
および(B)単離された生細胞数の比較. データは平均値±標準
誤差（各n=3）で示した. *p<0.01, **p<0.05.

図３．異なる撹拌方法で単離された軟骨細胞の初代培養. (A)単層
培養された細胞の形態（３日目）, および(B)DNA量の推移(３日間）.
データは平均値±標準誤差（n=3）で示した. *p<0.01, **p<0.05

図４．異なる撹拌方法で単離された軟骨細胞のマーカー遺伝子の

発現比較. (A)RT-PCR法による遺伝子発現パターンの比較, および

(B)発現強度の比較値. データは平均値±標準誤差（n=3）で示した.
各遺伝子の発現強度は内部標準としてβ2mで補正後、評価群間の

相対値に換算した.
略語）ACAN, アグリカン； Col, コラーゲン； β2m, β2-ミクログロブリン

旋回振とう群と比較し、自公転式撹拌装置を活用し
た軟骨組織の消化では、消化率が有意に促進した。
また、消化組織（単位質量当たり）から得られる生細
胞数は自公転式式撹拌群で有意に増加した。

初代培養３日間では、両群間において軟骨細胞の形態や
増殖性に大きな相違は認めなかった。ただし、培養１～２
日目の細胞数（DNA量）は、自公転式撹拌群の細胞で統
計学的有意な高値を認めたことから、細胞ダメージが少
なく初期接着性が良好であることが示唆された。

初代培養実験；細胞の形態, 増殖性, 軟骨関連遺伝子の発現性の比較

(B)

(A)
旋回振とう群と自公転式
撹拌群の比較において、
単離された細胞の軟骨
関連遺伝子の発現性は、
ほぼ同等レベルである
ことが示された。

(B)

(A)

本研究では、軟骨組織から細胞を単離する工程において、組織/酵素反応液を撹拌する方法の違いが（１）細胞の回収量、および（２）単離された細胞の特性、に及ぼす影響を比較検討した。

【細胞の回収量】 組織消化率および回収された細胞数（回収効率）は、旋回振とう群より自公転式撹拌群で有意に増加する結果が得られた。このことから、酵素消化時の細胞/組織間の衝突

頻度やダメージは撹拌方法によって大きく異なることが想定され、自公転式撹拌群の方が細胞単離に好条件であることが定量的に証明された。

【単離された細胞の特性】細胞単離時の撹拌方法の違いは、細胞の形態や増殖性に顕著な相違を認めなかったが、初期の接着細胞数には影響を認め、自公転撹拌群で有利であった。

また両群の細胞間で、初代培養における軟骨関連遺伝子の発現性は基本的に同等であったことから、撹拌方式の違いが単離後の軟骨細胞の特性に及ぼす影響は低いことが示された。

以上より、単離された細胞数および細胞の初期接着性の観点から、自公転式撹拌技術は軟骨組織の酵素消化（細胞の単離）に有効な撹拌技術であることが実証された。

SOX9
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旋回自公転

形態観察

移植手術
（切開手術）

・脛骨より骨膜
採取

・培養軟骨片を
骨膜で被覆（縫合）

＜実験操作＞

RNA抽出 & cDNA合成

遺伝子発現解析（RT-PCR）

撮像 & 輝度解析（ImageJ）

PCR後、ゲル電気泳動

組織計量後,
撹拌方式別に
組織消化

（コラゲナーゼ, 4h）

初代培養

ラット肋軟骨表面をトリプシン処理後、
硝子軟骨を細断

約1～1mm角の 軟骨片
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残存組織計量
及び

細胞計数
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＜実験操作＞

播種条件；
2.0×104 cells/cm2

（各wellは3.8 cm2）

旋回振とうで得た
軟骨細胞

自公転式撹拌で得た
軟骨細胞

37℃, 5% CO2 条件下で3日間

基礎培地；
10% FBS, DMEM/F12
+ ITS（ｲﾝｽﾘﾝ/ﾄﾗﾝｽﾌｪﾘﾝ/ｾﾚﾝ酸）

評価（１） 評価（２）

形態観察（撮像）

DNA抽出（ライゼート調製）

PicoGreen法で定量

細胞増殖性（DNA定量）
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