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緒　言

　 我 々 は， 気 管 狭 窄 症 の 治 療 を 再 生 医 療 で 治 療
す る た め の 研 究 を 行 っ て い る．気 道 再 生 の 研 究 は，
1994 年　Vacanti Cらが，牛軟骨の細胞から管状の再生
軟骨チューブを無胸腺ラットの頸部気管へ移植したのが
最初である 1)．気道の最も重要な機能は，呼吸する為の
開存性である，そこで我々は気道のフレームとなる軟骨再
生の研究を中心に行ってきた．軟骨細胞を足場に播種し，
生体へ移植して再生した軟骨は，6 週で気管軟骨と同じ
力学的強度になることを証明した 3)．この基礎的研究から，
ステント系足場を開発し，家兎の気管前壁欠損モデルで，
軟骨細胞増殖因子を徐放化し再生軟骨パッチが実現するこ
とを実証した 4)．また，粘膜上皮は，足場内面をコラーゲン
コートすることで，自律再生することを確認している 4)．
　2012 年には，既に気管狭窄症の患児に，死体気管由来
のマトリックスと骨髄細胞を用いた臨床応用例が報告
されている 2)．また，Macchiarini Pらが 14 例の円柱状
の人工再生気管を移植しているが，半数の症例が 3 か
月以内に死亡しており，長期生存例にはステント挿入が
必要と報告されている 5)．我々は，より生体に近い材料で
分化・成熟の可能性の高いシリンダー型の再生気道である
BIO-AIR-TUBEを共同研究者らと開発した（特願 2013-
1773289）．膜様部と輪状靭帯に相当する部分は，BIO-
TUBEによって再生させ，軟骨輪は足場材料に軟骨細胞を
播種させて軟骨輪を再生させている．このBIO-AIR-TUBE
には，再生軟骨輪の形状の足場を使用する必要がある．
本研究の最終的な目標は，3Dプリンターで造形したポリ
乳酸多孔体による足場を用いて再生軟骨輪を得ることで
ある．このポリ乳酸の足場は，共同研究者らが鼻尖部軟骨
の臨床研究で使用した材料であり生体への安全性が確認
されている．従来，ポリ乳酸多孔体の足場材料は金型を
つくり造形されている．この造型法では，時間を要し複雑
な形状を造形することが技術的に困難である．しかし，3D
プリンターを用いて，ポリ乳酸による足場を造形できれ
ば，複雑な形状の足場を立体的に造形することが容易と
なる．本研究では，まず，3Dプリンターで造形したポリ乳

酸の足場によって，軟骨再生が可能であるか検討すること
を目的とした．

材料と方法

　以前，報告した方法 3, 4, 6)に準拠して，豚耳介軟骨
から軟骨細胞を分離・培養した．耳介軟骨組織の周囲線維
性組織を鈍的鋭的に除去し軟骨の小片を 1 mm3 サイズ
まで細切した．細切した軟骨小片は，50 mlコニカル型
遠 沈 管 内 の 0.3%コ ラ ゲ ナ ー ゼ タ イ プ 2（Worthington, 
Freehold, NJ）内に入れ，37℃恒温槽内で強振盪 40 分間
反応させた．酵素処理後の懸濁液を 100 µmのナイロン製
セル･ストレイナー（BD Falcon, Bedford, MA）にて濾過
し，430G 5 分 4℃で遠心分離した．遠心後のPelletをPBS

（phosphate-buffered saline）（和光製薬，大阪）で洗浄し
単離した細胞は，1 型コラーゲンコーティングされた培養
皿（アサヒ硝子，船橋）に，細胞密度 6400 cells/cm2 で
単 層 培 養 し た．培 地 はDMEM/F12（Dulbecco’s modified 
Eagle medium/f12）（Sigma Chemical Co., St. Louis, MO）
に 5%FBS（Fetal Bovine Serum）（Sigma），濃度 100 ng/ml
のFGF-2（fibroblast growth factor-2）（科研製薬株式会社，
東京），5 µg/mlインスリン（Sigma）を加えたもので行った．
培養液は，週に 2 回交換した．1 継代した軟骨細胞を足場
材料に播種した．
　 生 分 解 性 ポ リ 乳 酸 に よ る 足 場 は，SCOOVO C170

（アビー株式会社，横浜）によって作成した．ポリ乳酸に
よる 0.5x0.5x0.5 mmの柱を 0.5 mm間隔に配置した格子を
作成した．これを 2 層に重ねて足場材料とした（図 1）．
　軟骨細胞の播種は，1％アテロコラーゲンゲル（株式
会社高研，東京）300 µL中に1.5x107個の細胞を懸濁させた
ものを 3Dプリンターで造形した足場に播種して 37 ℃で
2 時間インキュベートした（図 2）．
　この移植片を無胸腺マウス（n=4）の皮下に移植し，移植
4 週後に移植片を摘出した．

結　果

　移植 4 週後に摘出した移植片は，乳白色の組織が再生
されていた（図 3）．足場材料は，再生組織内に透見され
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ており，残存していた．足場材料の周囲には，軟骨様の
組織が認められており，軟骨と同等の弾性硬の硬さを有し
ていた．

考　察

　本研究によって，3Dプリンターで作成された立方体の
ポリ乳酸による足場材料で軟骨再生が確認された．
　組織は，足場材料，細胞，そして成長因子の3因子を用い
て再生される 7)．必要な組織の大きさと形状は，足場の
造形によって調整することが可能である．今回の研究で，
3Dプリンターで再生された足場材料によって，足場と
ほぼ同じ大きさで形状の軟骨が再生されたことから，再生
組織の大きさと形状を 3Dプリンターによる足場で自由に
調整することができると考えている．
　最終的には，軟骨輪様組織，膜様部・輪状靭帯様組織
の足場を 3Dプリンターで造形し，それぞれの細胞をリク

ルートあるいは播種することで気管を再生することが可能
と考えている．CTあるいはMRI検査から得られた患者
3D画像データから，3Dプリンターを使用して個々の症例
に必要な気道長・径をオーダーメイドで作製することが
可能となる．つまり，必要な気道を病態にあわせて再生
することができる．また，足場材料を造型するための金型
を作成する必要がなくなり，短期間の造型が可能となり，
再生医療の問題点であるコストの削減という観点からも
有用と思われる．治療が必要となった場合，短期間で足場
材料が造型されるということは，臨床応用する上では重要
なことである．
　生分解性のプラスチックとともに組織学的検討をさら
に追加する必要があるが，肉眼所見，触診所見は軟骨組織
であった．3Dプリンターの性能あるいは樹脂の改良に
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よって，さらに微細構造の造型が可能となれば，海綿状
の足場が造形されることで軟骨組織の再生が促進され，
軟骨基質の産生効率も向上するものと考えられる．また，
本研究では，ポリ乳酸による足場造型を行ったが，その
他の生分解性ポリマー，コラーゲンなどの材料を用いて
プリントアウトが可能となれば，再生組織の種類によって
有用なそれぞれの足場造型が可能となる．
　本研究によって，3Dプリンターによって造型した
生分解性の足場材料を用いて，軟骨様組織の再生を得る
ことが可能であった．3Dプリンターによる足場の造型
は，組織工学的手法を用いた再生医療を臨床応用するうえ
で基盤技術となり得るものと考えている．3Dプリンター
の性能改善が，今後さらに期待される．また，組織再生
を行う上で，その他の生分解性材料による造型技術が，
次世代の組織再生技術になり得るものと考えられる．
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