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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　カルトゲニン又はＳＡＧのいずれか又は両方と，
　ＩＴＳ，ＦＧＦ２，及びヒドロコルチゾンを含む軟骨細胞培養用の無血清培地。
【請求項２】
　請求項１に記載の培地であって，カルトゲニン及びＳＡＧの両方を含む培地。
【請求項３】
　請求項１に記載の培地であって，ＩＧＦ（インスリン様増殖因子）を更に含む培地。
【請求項４】
　請求項１に記載の培地であって，培養対象である軟骨細胞を更に含む培地。
【請求項５】
　請求項１に記載の培地と，アスコルビン酸剤及び脂肪酸剤を含む培地キットであって，
　前記アスコルビン酸剤は，アスコルビン酸，アスコルビン酸の塩又はアスコルビン酸の
溶媒和物を含み，
　前記脂肪酸剤は，脂肪酸，脂肪酸の塩，又は脂肪酸の溶媒和物を含む，
　培地キット。
【請求項６】
　ヒト軟骨細胞を含む組織を，コラゲナーゼで処理する酵素処理工程と，
　前記組織を無血清培地で培養する培養工程と，
　を，この順で含み，
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　前記無血清培地は，カルトゲニン又はＳＡＧのいずれか又は両方と，
　ＩＴＳ，ＦＧＦ２，及びヒドロコルチゾンを含む，
　軟骨細胞の無血清培養方法であって，
　前記培養工程は，
　培養開始から３日目から２８日目の期間にアスコルビン酸，アスコルビン酸の塩又はア
スコルビン酸の溶媒和物を前記無血清培地に添加し，
　培養開始から３日目から２８日目の期間に脂肪酸，脂肪酸の塩，又は脂肪酸の溶媒和物
を前記無血清に添加する工程を含む，
　方法。
【請求項７】
　請求項６の方法であって，前記酵素処理工程の後に，前記組織をコラゲナーゼ阻害剤で
処理する阻害剤処理工程を更に含む，方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は，無血清培養を行う前に細胞をタンパク質分解酵素で処理した軟骨細胞の培養
方法や，その方法に適した無血清培地に関する。
【背景技術】
【０００２】
　特開２００３－１２５７８７号公報には，軟骨細胞分化培養に用いられる無血清培地や
，その無血清培地を用いた軟骨細胞の培養方法が開示されている。
【０００３】
　特許第３６３８６１４号公報には，軟骨細胞培地及びその培地を用いた軟骨細胞の培養
方法が開示されている。また，この文献には，ＩＴＳが開示されている。
【０００４】
　特表２００２－５２９０７１号公報には，軟骨細胞様細胞のための無血清培地が開示さ
れている。
【０００５】
　特表２００９－５４０８２６号公報には，初代ヒト軟骨細胞を関節軟骨生検から単離し
，プロテアーゼ（ストレプトマイセス・グリセウス）を用いて１時間酵素的消化を行い，
その後，コラゲナーゼで酵素的消化を行なう軟骨細胞の培養方法が開示されている。この
文献では，コラゲナーゼが軟骨から軟骨細胞を剥離するために用いられている。コラゲナ
ーゼが過度に作用すると細胞を障害する。このため，細胞にコラゲナーゼが付着した状態
で無血清培養を行うと，軟骨細胞がうまく培養できない他，得られた軟骨細胞が移植等に
適さない場合がある。
【０００６】
　特表２０１５－５２２５９０公報の段落［０１４５］には，カルトゲニンが変形性関節
症の処置を助ける小分子であることが記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２００３－１２５７８７号公報
【特許文献２】特許第３６３８６１４号公報
【特許文献３】特表２００２－５２９０７１号公報
【特許文献４】特表２００９－５４０８２６号公報
【特許文献５】特表２０１５－５２２５９０公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
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　上記の培養方法では，軟骨が培養されるものの，実際に培養した軟骨を移植等しようと
した場合に，良好な結果が得られない場合があった。
【０００９】
　そこで，本発明は，効果的に培養でき，しかも良好な移植結果を得ることができる，軟
骨細胞の無血清培養方法や，その方法に用いることができる無血清培地を提供することを
目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の第１の側面は，軟骨細胞培養用の無血清培地に関する。この培地は，カルトゲ
ニン又はスムーズンドアゴニストであるＳＡＧのいずれか又は両方と，ＩＴＳ，ＦＧＦ２
，及びヒドロコルチゾンを含む。
【００１１】
　この培地は，カルトゲニン及びＳＡＧの両方を含むものが好ましい。
【００１２】
　この培地は，ＩＧＦ（インスリン様増殖因子）を更に含むものが好ましい。
【００１３】
　この培地は，培養対象である軟骨細胞を更に含むものが好ましい。
【００１４】
　この培地の好ましい利用態様は，この培地と，アスコルビン酸剤及び脂肪酸剤を含む培
地キットであって，アスコルビン酸剤は，アスコルビン酸，アスコルビン酸の塩又はアス
コルビン酸の溶媒和物を含み，脂肪酸剤は，脂肪酸，脂肪酸の塩，又は脂肪酸の溶媒和物
を含むものが好ましい。
【００１５】
　本発明の第２の側面は，軟骨細胞の無血清培養方法に関する。この方法は，
　ヒト軟骨細胞を含む組織を，コラゲナーゼで処理する酵素処理工程と，
　組織を無血清培地で培養する培養工程と，
　を，この順で含み，
　無血清培地は，カルトゲニン又はＳＡＧのいずれか又は両方と，
　ＩＴＳ，ＦＧＦ２，及びヒドロコルチゾンを含む，
　軟骨細胞の無血清培養方法であって，
　培養工程は，
　培養開始から３日目から２８日目の期間にアスコルビン酸，アスコルビン酸の塩又はア
スコルビン酸の溶媒和物を無血清培地に添加し，
　培養開始から３日目から２８日目の期間に脂肪酸，脂肪酸の塩，又は脂肪酸の溶媒和物
を無血清に添加する工程を含む，
　方法である。
【００１６】
　この方法は，好ましくは，酵素処理工程の後に，組織をコラゲナーゼ阻害剤で処理する
阻害剤処理工程を更に含む。
【発明の効果】
【００１７】
　効果的に培養でき，しかも良好な移植結果を得ることができる，軟骨細胞の無血清培養
方法や，その方法に用いることができる無血清培地を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は，実施例１における培養０日目から１６日目までの培養軟骨細胞を示す図
面に替わる写真である。
【図２】図２は，実施例１における培養１９日目から４１日目までの培養軟骨細胞を示す
図面に替わる写真である。
【図３】図３は，比較例１における培養１日目から５日目までの培養軟骨細胞を示す図面
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に替わる写真である。
【図４】図４は，実施例２（継代培養）における培養１日目から１３日目までの培養軟骨
細胞を示す図面に替わる写真である。
【図５】図５は，実施例２における培養１８日目から２８日目までの培養軟骨細胞を示す
図面に替わる写真である。
【図６】図６は，培養２９日目から５２日目までの培養軟骨細胞を示す図面に替わる写真
である。
【図７】図７は，比較例２における培養１日目から１３日目までの培養軟骨細胞を示す図
面に替わる写真である。この例では，ＳＡＧを含まないＤＭＥＭ培地を用いた以外は実施
例２と同様にして軟骨を培養した。
【図８】図８は，無血清培地で培養したヒト耳介軟骨をヌードマウスの背部に移植し，6
ヶ月後に軟骨が形成された様子を示す図面に替わる写真である。
【図９】図９は，ヌードマウスの背部に形成された軟骨を摘出した標本を示す図面に替わ
る写真である。
【図１０】図１０は，無血清培地（ＳＡＧ＋ＩＴＳ）で培養したヒト耳介軟骨をヌードマ
ウス背部に移植し，形成された軟骨の切片をトルイジンブルー，アリシアンブルーまたは
ＥＶＧ（Ｅｌａｓｔｉｃａ　Ｖａｎｇｅｓｏｎ）にて染色した結果を示す図面に替わる写
真である。
【図１１】図１１は，無血清培地（Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ＋ＩＴＳ）で培養したヒト耳介
軟骨をヌードマウス背部に移植し，形成された軟骨の切片をトルイジンブルー，アリシア
ンブルーまたはＥＶＧを用いて染色した結果を示す図面に替わる写真である。
【図１２】図１２は，ＳＡＧ濃度と培養軟骨細胞の増殖との関係を示すグラフである。
【図１３】図１３は，ＩＴＳとＳＡＧを培地に添加した場合における，ＳＡＧ濃度と培養
軟骨細胞の増殖との関係を示すグラフである。
【図１４】図１４は，ＩＴＳとＳＡＧを培地に添加した場合における，ＳＡＧ濃度と培養
軟骨細胞の増殖との関係を示す別のグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下，図面を用いて本発明を実施するための形態について説明する。本発明は，以下に
説明する形態に限定されるものではなく，以下の形態から当業者が自明な範囲で適宜修正
したものも含む。
【００２０】
　本発明は，軟骨細胞の無血清培養方法に関する。この方法は，酵素処理工程と，培養工
程とを含む。この方法は，阻害剤処理工程を含んでも良い。
【００２１】
　酵素処理工程は，ヒト軟骨細胞を含む組織を，タンパク質分解酵素で処理する工程であ
る。具体的に説明すると，ヒト軟骨細胞を含む組織とタンパク質分解酵素とを接触させ，
ヒト軟骨細胞を含む組織に含まれるタンパク質をタンパク質分解酵素により分解させる工
程である。タンパク質分解酵素で処理すること自体は既に知られているため，既に知られ
ている方法に基づいてこの工程を行えばよい。
【００２２】
　ヒト軟骨細胞の例は，耳介軟骨，鼻中隔軟骨，肋軟骨，関節軟骨，脊間軟骨，気管軟骨
，喉頭蓋から採取される軟骨細胞や，ヒト遺伝子から培養されたヒト軟骨細胞である。ヒ
ト軟骨細胞を採取する方法は，公知である。すなわち外科的に患者からヒト軟骨細胞を採
取すればよい。また，本発明は，軟骨細胞に分化しうる細胞を適宜用いて，ヒト軟骨細胞
を得てもよい。ヒトや温血動物の骨髄由来の細胞，関節軟骨由来の細胞，皮膚由来の細胞
，胚細胞，胎児由来細胞を用いてもよい，軟骨細胞に分化しうる細胞の例は，ヒト間葉系
幹細胞，脱分化した軟骨細胞（例，脱分化したヒト正常軟骨細胞）である。
【００２３】
　そして，本発明は，ヒト軟骨組織と集合軟骨細胞を単細胞(ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ)に
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するためにタンパク質分解酵素で処理する。この工程は，ヒト軟骨組織や集合細胞に含ま
れるタンパク質の一部をタンパク質分解酵素で分解する消化工程である。タンパク質分解
酵素の例は，トリプシン又はコラゲナーゼである。コラゲナーゼは，例えば，特許第４７
６４００６号公報や，特許第５３２２６３７号，及び特表２００９－５４０８２６号公報
に開示される通り，公知の化合物である。コラゲナーゼは，動物由来の成分を含まないコ
ラゲナーゼが好ましい。そのようなコラゲナーゼは市販されているため，動物由来の成分
を含まないコラゲナーゼを購入すればよい。この溶液には，たとえば，ペニシリンやスト
レプトマイシンといった公知の抗生物質を適宜含んでもよい。酵素処理工程は，たとえば
，タンパク質分解酵素を含む溶液を用意し，この溶液にヒト軟骨細胞を浸漬すればよい。
このようにして，ヒト軟骨細胞に含まれるタンパク質の一部をタンパク質分解酵素で分解
することができる。もっとも，コラゲナーゼなどのタンパク質分解酵素は，ヒト軟骨細胞
を完全には分解しない程度にヒト軟骨細胞と作用させることが好ましい。このため，タン
パク質分解酵素は，溶液中に，０．０１重量％以上１重量％以下（又は０．１重量％以上
０．５重量％以下）含まれるものが好ましい。そして，浸漬時間は，例えば，３時間以上
２４時間以下のように調整することが好ましい。
【００２４】
　阻害剤処理工程は，酵素処理工程の後に，組織をタンパク質分解酵素の阻害剤で処理す
る工程である。この工程は，タンパク質分解酵素で処理された組織にタンパク質分解酵素
の阻害剤を接触させ，タンパク質分解酵素の機能を阻害する処理を行う工程である。阻害
剤の例は，トリプシン阻害剤又はコラゲナーゼ阻害剤である。トリプシン阻害剤及びコラ
ゲナーゼ阻害剤の例は，大豆由来タンパク分解酵素阻害剤である。コラゲナーゼ阻害剤の
他の例は，特許第５０４４０７１号公報に開示されるレチノール酸や，特開平５－９７６
７４号公報に開示される８－ヒドロキシキノリン誘導体である。レチノール酸は，塩や溶
媒和物の形で用意されてもよい。塩や溶媒和物については，後述する通りである。この阻
害剤処理工程も先の酵素処理工程と同様にして行うことができる。阻害剤処理工程は，た
とえば，タンパク質分解酵素の阻害剤を含む溶液を用意し，この溶液にヒト軟骨細胞を浸
漬すればよい。このようにして，ヒト軟骨細胞に含まれるタンパク質分解酵素の機能を阻
害することができる。このように阻害剤処理工程を含むことで，本発明は効果的に良好な
軟骨細胞を培養できる。
【００２５】
　つまり，軟骨細胞を培養するとコラーゲンが発現する。このため通常であれば，採取し
た軟骨細胞をコラゲナーゼで処理しようとは思わない。軟骨細胞は，軟骨組織中ではコラ
ーゲンなどの細胞外マトリクス（ｍａｔｒｉｘ）に取り囲まれている。従って軟骨細胞を
マトリクス（ｍａｔｒｉｘ）から取り出すために，本発明ではあえて，採取した軟骨細胞
をコラゲナーゼやトリプシンで処理し，軟骨細胞の培養や移植後にふさわしくない成分を
分解する。一方，トリプシンが機能を発揮し続けると，軟細胞が傷害されて，軟骨細胞の
培養が進まない。そのため，本発明は，阻害剤処理工程で，トリプシンなどのタンパク質
分解酵素の機能を阻害する。血清中にはタンパク分解酵素阻害剤様成分が存在するので，
血清を用いた培地にはタンパク分解酵素阻害剤の添加は必要ない。一方，無血清培地には
酵素阻害剤様成分がないので，タンパク質分解酵素の機能を阻害するために酵素阻害剤様
成分を添加する。なお，コラゲナーゼを用いた場合もコラゲナーゼ阻害剤を用いてもよい
が，コラゲナーゼの作用は強くないので，コラゲナーゼ阻害剤を用いなくてもよい。
【００２６】
　培養工程は，阻害剤処理工程の後に，組織を無血清培地で培養する工程である。軟骨細
胞の無血清培養は上記のとおりすでに知られている。したがって，本発明においても公知
の培養方法を適宜採用すればよい。一方，本発明は，無血清培地がスムーズンドアゴニス
トを含むことが好ましい。スムーズンド又はスムーズンド受容体は，例えば，特許第５２
７０３６２号公報や，特許第５４２４９２３号公報において紹介されている通り，ソニッ
クヘッジホッグ（Ｓｈｈ）を活性化させるタンパク質である。そして，スムーズンド（ｓ
ｍｏｏｔｈｅｎｅｄ）アゴニストは，ＳＡＧ又はＳＡＧ１．１であることが好ましい。Ｓ
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ＡＧは，ＣＡＳ番号３６４５９０－６３－６で知られ，化学物質名がＮ－メチル－Ｎ’－
（３－ピリジニルベンジル）－Ｎ’－（３－クロロベンゾ［ｂ］チオフェン－２－カルボ
ニル）－１，４－ジアミノシクロヘキサン（Ｎ－Ｍｅｔｈｙｌ－Ｎ’－（３－ｐｙｒｉｄ
ｉｎｙｌｂｅｎｚｙｌ）－Ｎ’－（３－ｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｏ［ｂ］ｔｈｉｏｐｈｅｎ
ｅ－２－ｃａｒｂｏｎｙｌ）－１,４－ｄｉａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ）である
化合物である。ＳＡＧは，国際公開ＷＯ２０１４－０８４０８５号パンフレットに開示さ
れる通り，ソニックヘッジホッグ（Ｓｈｈ）を活性化させるタンパク質である。ＳＡＧ１
．１は，化学物質名がＮ－メチル－Ｎ’－（３－（４－ベンゾニトリル）－４－メトキシ
ベンジル）－Ｎ－（３－クロロベンゾ［ｂ］チオフェン－２－カルボニル）－１，４－ジ
アミノシクロヘキサン（Ｎ－Ｍｅｔｈｙｌ－Ｎ－（３－（４－ｂｅｎｚｏｎｉｔｒｉｌｅ
）－４－ｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｙｌ）－Ｎ’－（３－ｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｏ［ｂ］ｔ
ｈｉｏｐｈｅｎｅ－2－ｃａｒｂｏｎｙｌ）－１,４－ｄｉａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｈｅｘａ
ｎｅ））である。ＳＡＧについては文献Ｓｉｎｈａ Ｓ, Ｃｈｅｎ ＪＫ. Ｎａｔ Ｃｈｅ
ｍ Ｂｉｏｌ. ２００６ Ｊａｎ;２（１）：２９－３０.及びＣｈｅｎ ＪＫ, Ｔａｉｐａ
ｌｅ Ｊ, Ｙｏｕｎｇ ＫＥ, Ｍａｉｔｉ Ｔ, Ｂｅａｃｈｙ ＰＡ. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ
ｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ. ２００２ Ｏｃｔ ２９；９９（２２）：１４０７１－６.に詳
しい。同様に，ＳＡＧ1.1については文献Ｃｈｅｎ, Ｗ., Ｒｅｎ, Ｘ. Ｒ., Ｎｅｌｓｏ
ｎ, Ｃ. Ｄ., Ｂａｒａｋ, Ｌ. Ｓ., Ｃｈｅｎ, Ｊ. Ｋ., Ｂｅａｃｈｙ, Ｐ. Ａ.,ｄｅ 
Ｓａｕｖａｇｅ, Ｆ. ＆ Ｌｅｆｋｏｗｉｔｚ, Ｒ. Ｊ. (２００４) Ｓｃｉｅｎｃｅ ３
０６,（５７０５） ２２５７－２２６０に詳しい。
【００２７】
　軟骨細胞を培養する方法は，通常の経験や知見に基づいて適宜行えばよい。無血清培地
として，基本培地に適宜試薬を添加したものを用いればよい。試薬の量は，公知の量を適
宜修正して用いればよい。
【００２８】
　本発明は，無血清培地をも提供する。この無血清培地は，スムーズンドアゴニスト（た
とえば，ＳＡＧ）を含むことが好ましい。そして，この培地は，軟骨細胞の培養に好まし
く用いられる。このため，この無血清培地は，培養時において，軟骨細胞を含む無血清培
地である。
【００２９】
　本発明の培地は，好ましくは，カルトゲニン（Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ）を含む。カルト
ゲニンは，物質名が，２－［（ビフェニル－４－イル）カルバモイル］ベンゼン酸（２－
［（Ｂｉｐｈｅｎｙｌ－４－ｙｌ）ｃａｒｂａｍｏｙｌ］ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ）で
あり，市販されている。本発明の培地は，カルトゲニン及びＳＡＧのいずれか又は両方を
含むことが好ましく，カルトゲニンのみを含むものであっても，ＳＡＧのみを含むもので
あってもよいし，カルトゲニンとＳＡＧを両方含むものであっても良い。
【００３０】
　本発明の無血清培地は，基本培地に適宜必要な要素を添加すればよい。基本培地の例は
，イーグル基礎培地，及びＤＭＥＭである。試薬は，培地に用いる公知のものを適宜添加
すればよい。試薬の例は，上記したＳＡＧ（又はＳＡＧ１．１），ＦＧＦ２（ビーズ），
ＩＧＦ（インスリン様増殖因子），インスリン，ＨＣ（ヒドロコルチゾン）などのステロ
イド，ＰＤＧＦ（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ），Ａ
ＣＴＨ（副腎皮質刺激ホルモン），ＬＩＦ（白血病阻害因子），ＴＧＦβ，ＢＭＰ，ステ
ロイド，脂肪酸，大豆トリプシン阻害剤，アスコルビン酸，ヒアルロン酸，プロリン，デ
キサメタゾン，インスリン，トランスフェリン，亜セレン酸である。アスコルビン酸など
を培地に添加する場合，２－リン酸塩など塩の形のものを添加してもよい。
【００３１】
　例えば，特許５２２８１８７号には，グルクロン酸を含むことを特徴とする軟骨細胞培
養用培地組成物が開示されている。本発明においても，例えば，この公報に記載されてい
る培地の添加物を適宜用いればよい。



(7) JP 6533234 B2 2019.6.19

10

20

30

40

50

【００３２】
　インスリンは，ＩＴＳとして添加されるものが好ましい。ＩＴＳは，インスリン，トラ
ンスフェリン，及び亜セレン酸ナトリウムを含む試薬であり，その組成例は，インスリン
５μｇ／ｍｌ，トランスフェリン５μｇ／ｍｌ，及び亜セレン酸ナトリウム５ｎｇ／ｍｌ
である。ＩＴＳは，市販されているので，市販されているものを適宜用いればよい。ＩＴ
Ｓは，動物由来の成分を含まないアニマルフリーのものが好ましい。なお，本発明におい
ては，基本的に動物由来の成分を含まない原料を用いることが好ましい。
【００３３】
　ＳＡＧ，カルトゲニン，ＦＧＦ２，ＩＧＦ（インスリン様増殖因子），インスリン，ヒ
ドロコルチゾンなどのステロイド，ＰＤＧＦ，ＡＣＴＨ（副腎皮質刺激ホルモン），ＬＩ
Ｆ（白血病阻害因子），ＴＧＦβ，ＢＭＰ，ステロイド，及びＩＴＳは，たとえば，それ
ぞれ培地に０．１ｎｇ／ｍＬ以上２０μｇ／ｍＬ以下（又は０．２ｎｇ／ｍＬ以上１０μ
ｇ／ｍＬ以下）となるように添加すればよい。これらは精製の程度や必要量に応じて適宜
調整して添加すればよい。試行錯誤の結果，無血清培地は，基本培地に，ＳＡＧ（たとえ
ば，０．０５以上５μＭ以下，好ましくは０．１μＭ以上２μＭ以下，好ましくは０．２
μＭ以上１μＭ以下），ＦＧＦ２（たとえば，１ｎｇ／ｍＬ以上１μｇ／ｍＬ以下），Ｉ
ＧＦ（たとえば，１ｎｇ／ｍＬ以上５０μｇ／ｍＬ以下），及びＨＣ（たとえば，１ｎｇ
／ＭＬ以上μｇ／ｍＬ以下）を添加したものをベースとしたものが好ましいことが分かっ
た。
【００３４】
　上記の細胞を通常の培養条件（例えば３７℃，５％ＣＯ２）で培養・増殖させる。細胞
量は１０％前後から１００％コンフルエントな状態まで可能であり，また，１００％コン
フルエントを超えるような高密度，重層状態での培養も可能である。移植後すぐに，ある
いはしばらく静置した後，低酸素状態に移行させてもよい。低酸素培養は，例えば市販の
窒素ガスなどを混合し，酸素分圧を低下させるタイプの低酸素インキュベーターを用いる
こともできるし，適当な空間に窒素ガスなどを吹き込んで酸素分圧を下げるなどして培養
してもよい。
【００３５】
　実施例において行った培養工程は，以下のとおりである。すなわち，上記のＳＡＧを培
地に添加した。培地にアスコルビン酸や脂肪酸を適宜添加する。実験を繰り返した結果，
アスコルビン酸や脂肪酸を培養開始から含めた場合，軟骨細胞がうまく増殖しなかった。
一方，アスコルビン酸や脂肪酸を，培養開始後所定期間が経た後に添加すると軟骨細胞が
顕著に増加した。よって，培養開始後３日から２８日目の期間にアスコルビン酸，アスコ
ルビン酸の塩又はアスコルビン酸の溶媒和物を無血清培地に添加することが好ましい。ア
スコルビン酸の添加時期は，培養開始から５日目から２５日目までの期間であってもよい
し，１０日目から２２日目の期間であってもよいし，１４日から２１日目の期間であって
もよい。また，これらの期間を適宜短縮又は延長した期間であってもよい。また，培養開
始から３日目から２８日目の期間に脂肪酸，脂肪酸の塩，又は脂肪酸の溶媒和物を無血清
培地に添加することが好ましい。脂肪酸等の添加時期は，培養開始から５日目～２ヶ月目
までの期間からであってもよいし，１０日目から４０日目までの期間からであってもよい
し，１９日目から２５日目であってもよい。このような培養を行うことで，対照に比べて
圧倒的に効果的に軟骨細胞を培養できた。
【００３６】
　本発明の方法で製造された軟骨細胞または軟骨は，例えば，関節疾患（例，整形外科領
域における骨折，再骨折，骨変形・変形脊椎症，骨肉腫，骨髄腫，骨形成不全，側弯症等
の非代謝性骨疾患；骨欠損，骨粗鬆症，骨軟化症，くる病，線維性骨炎，腎性骨異栄養症
，骨ぺーチェット病，硬直性脊髄炎等の代謝性骨疾患；変形性関節炎，慢性関節リウマチ
などの軟骨疾患）などにおいて，軟骨を修復するための外科的手法として行われる軟骨移
植に使用することが可能である。軟骨移植方法は常套手段を用いて行うことができる。し
たがって，本発明の方法で製造された軟骨細胞または軟骨は，上記関節疾患に対する安全
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で低毒性な予防・治療剤として使用することができる。また，本培養系を用いて軟骨分化
に関わる遺伝子の探索や，医薬品の探索も可能である。
【００３７】
　培養細胞の回収
　上記のようにして培養された軟骨細胞は，細胞が積み重なってできた集合体を形成して
いる。そのため，例えば，培養後，培地に横方向から棒を挿入し，その棒を上方へ引き上
げると，軟骨組織の培養物を効果的に回収することができる。通常であれば，培養細胞を
回収するために，容器から軟骨組織をはがす必要がある。このため，通常の方法では，コ
ラゲナーゼやトリプシンといったタンパク質分解酵素を作用させて容器から軟骨細胞を剥
離していた。このため，培養して得られる軟骨組織は，ばらばらのものしか得られなかっ
た。本発明の培養方法では，軟骨細胞が積み重なってできた集合体が，容器から剥がれや
すい状態となっているため，上記の回収方法を用いるだけで，例えばシート状や塊状の軟
骨組織を容易に回収できる。
【実施例１】
【００３８】
　組織の消化－培養準備－
　初代ヒト軟骨細胞を関節軟骨生検から単離し，その試料を細分した。その後，０．１％
から０．３％コラゲナーゼ溶液に浸漬し，３７℃にて４から５時間酵素的消化を行なった
。得られた細胞を５分間，１，２００ｒｐｍで遠心分離して回収した。
【００３９】
　ＤＭＥＭ培地に，ＦＧＦ１００ｎｇ／ｍＬ，ＳＡＧ０．５μＭ，ＨＣ４００ｎｇ／ｍＬ
，ＩＧＦ５ｎｇ／ｍＬ及びインスリン５μｇ／ｍＬを添加したものを培地として用いた。
先に得られた培養細胞を，１０００細胞／ｃｍ２の密度で播種した。培養は，３７℃，５
％ＣＯ２の環境において行った。
【００４０】
　図１は，実施例１における培養０日目から１６日目までの培養軟骨細胞を示す図面に替
わる写真である。軟骨組織が徐々に増加したことがわかる。
【００４１】
　図２は，実施例１における培養１９日目から４１日目までの培養軟骨細胞を示す図面に
替わる写真である。培養１８日目に培地に５０μｇ／ｍＬのアスコルビン酸を添加した。
試行錯誤の結果，この程度の期間においてアスコルビン酸を添加することが，無血清培地
において軟骨細胞を培養するうえで非常に有効であることが分かった。培養３週間日目に
脂肪酸を１：１０００から１：５００で添加した。脂肪酸を加えたところ細胞数が増え，
培地の粘度が上がった。
【００４２】
　培養中に添加した脂肪酸及びコレステロールは，以下のとおりである。
【００４３】
　培養中に添加している脂肪酸及びコレステロール
                    濃度  ｍｇ／ｍＬ
　アラキドン酸　  　　　　　　２．０
　リノール酸　　　　　　　　１０．０
　リノレン酸　　　　　　　　１０．０
　ミリスチン酸　　　　　　　１０．０
　オレイン酸　　　　　　　　１０．０
　パルミチン酸　　　　　　　１０．０
　パルミトオレイン酸　　　　１０．０
　ステアリン酸　　　　　　　１０．０
　コレステロール　　　　　２２０．０
　ＤＬα酢酸トコフェロール（ビタミンＥ）　　７０．０
【００４４】
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　上記の添加量は±２００％，好ましくは±１００％の範囲で増減しても構わない。なお
，脂肪酸の範囲は１：５０から１：２０００の範囲であってもよい。
【００４５】
　継代培養の際は，コラゲナーゼに替えてトリプシンを用い，回収した細胞をトリプシン
阻害剤である大豆由来タンパク分解酵素阻害剤に浸漬した。
【００４６】
　［比較例１］
　図３は，比較例１における培養１日目から５日目までの培養軟骨細胞を示す図面に替わ
る写真である。この例では，ＳＡＧを含まないＤＭＥＭ培地を用いた以外は実施例１と同
様にして軟骨を培養した。図３に示されるとおり，ＳＡＧを含まない状態では，軟骨細胞
を効果的に培養できないことが示された。
【００４７】
　アスコルビン酸及び脂肪酸の添加時期の調整
　アスコルビン酸の添加を培養開始時，培養開始１時間後，３時間後，１２時間後，１日
後，２日後，３日後，５日後，１週間後，１０日後，２週間後，２０日後，３週間後，２
５日後，４週間後，３０日後，５週間後，４０日後，６週間後，４５日後，７週間後，５
０日後，８週間後，６０日後，９週間後，７０日後のそれぞれから開始した。アスコルビ
ン酸の添加は，定期的（例えば，１２時間毎，１日毎，２日毎）とした。
　脂肪酸の添加も，アスコルビン酸の添加と同様に調整した。
　その結果，培養開始からすぐにアスコルビン酸を添加するよりも，３日程度経過した後
からアスコルビン酸を添加することが望ましいことがわかった。
　脂肪酸の添加も，アスコルビン酸の添加と同様であったが，アスコルビン酸の添加を行
った後に，脂肪酸を添加したケースの方が望ましいことがわかった。
【実施例２】
【００４８】
　ＤＭＥＭ培地に，ＦＧＦ２を１００ｎｇ／ｍＬ，ＳＡＧ０．５μＭ，ＨＣ４００ｎｇ／
ｍＬ，ＩＧＦ５ｎｇ／ｍＬ及びインスリン５μｇ／ｍＬを添加したものを継代培養用の培
地として用いた。実施例１で培養細胞を，１００００細胞／ｃｍ２の密度で播種した。培
養は，３７℃，５％ＣＯ２の環境において行った。
【００４９】
　図４は，実施例２（継代培養）における培養１日目から１３日目までの培養軟骨細胞を
示す図面に替わる写真である。培養開始から１０日程度で，培地に粘性が見られ，吸引器
で培地を除去すると細い糸を引くことが観測された。１３日目から培地の粘度が上がって
いた。
【００５０】
　図５は，実施例２における培養１８日目から２８日目までの培養軟骨細胞を示す図面に
替わる写真である。培養１８日目に培地に５０μｇ／ｍＬのアスコルビン酸を添加した。
試行錯誤の結果，この程度の期間においてアスコルビン酸を添加することが，無血清培地
において軟骨細胞を培養するうえで非常に有効であることが分かった。培養３週間日目に
脂肪酸を１：１０００から１：５００で添加した。脂肪酸を加えたところ細胞数が増え，
培地の粘度が上がった。
【００５１】
　図６は，培養２９日目から５２日目までの培養軟骨細胞を示す図面に替わる写真である
。吸引器で培地を除去すると太い糸を引いた。図に示される通り，無血清培地を用いた軟
骨細胞の培養により，効果的に軟骨細胞を培養できることが示された。
【００５２】
　培養中に添加した脂肪酸及びコレステロールは，以下のとおりである。
【００５３】
　培養中に添加している脂肪酸及びコレステロール
                    濃度  ｍｇ／ＭＬ
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　アラキドン酸　  　　　　　　２．０
　リノール酸　　　　　　　　１０．０
　リノレン酸　　　　　　　　１０．０
　ミリスチン酸　　　　　　　１０．０
　オレイン酸　　　　　　　　１０．０
　パルミチン酸　　　　　　　１０．０
　パルミトオレイン酸　　　　１０．０
　ステアリン酸　　　　　　　１０．０
　コレステロール　　　　　２２０．０
　ＤＬα酢酸トコフェロール（ビタミンＥ）　　７０．０
【００５４】
　　上記の添加量は±２００％，好ましくは±１００％の範囲で増減しても構わない。な
お，脂肪酸の範囲は１：５０から１：２０００の範囲であってもよい。
【００５５】
　［比較例２］
　図７は，比較例２における培養１日目から１３日目までの培養軟骨細胞を示す図面に替
わる写真である。この例では，ＳＡＧを含まないＤＭＥＭ培地を用いた以外は実施例２と
同様にして軟骨を培養した。図７に示されるとおり，ＳＡＧを含まない状態では，軟骨細
胞を効果的に培養できないことが示された。
【実施例３】
【００５６】
　本発明の無血清培地で培養した軟骨細胞が，移植に適した細胞であることを確認するた
め，ヌードマウスに移植し，生体内で軟骨が形成されるかを調査した。
　まず，ヒト耳介軟骨由来の軟骨細胞を，実施例１で述べた手順に従って準備し，本発明
の無血清培地で培養した。培養後の軟骨細胞をコラーゲンの綿に浸漬させ，次いで，この
綿と共にヌードマウスの背部の２か所に移植した。移植手術およびヌードマウスの管理は
，公知の方法に従って行った。移植の６ヶ月後，ヌードマウスの背部を切開し，移植部位
に細胞が定着し，軟骨が形成されているか否かを確認した。
【００５７】
　図８は，移植の６ヶ月後に，ヌードマウスの背部を切開した様子を示した写真である。
培養した軟骨細胞を移植した部位（左右の背部）に，大きな白い軟骨（Ａ－２，Ｂ－２）
が確認できた。よって，培養細胞が移植部位に定着して増殖し，軟骨を形成したこと考え
られた。
【００５８】
　図９は，ヌードマウスの背部に形成された軟骨を摘出した様子を示している。Ａ１は，
下記の培養条件（Ａ）（ＳＡＧ＋ＩＴＳ）で培養した軟骨細胞を移植したヌードマウスに
形成された軟骨を示している。ＩＴＳは，アニマルフリーのものを用いた。
【００５９】
　培養条件（Ａ）
ＤＭＥ（Ｈ）:Ｆ―１２＝１：１
ＳＡＧ　０．１ｕＭ
ＦＧＦ　５０ｎｇ／ｍＬ
ＨＣ　４００ｎｇ／ｍＬ
ＩＴＳ　×１
培養８日目からアスコルビン酸　５０ｕｇ／ｍＬ，脂肪酸　１：５００を添加
【００６０】
　一方，Ｃ１は，下記の培養条件（Ｃ）（Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ＋ＩＴＧ）で培養した，
培地が分離しがちで一番粘度が低かった軟骨細胞を移植したヌードマウスに形成された軟
骨を示している。
【００６１】
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　培養条件（Ｃ）
ＤＭＥ（Ｈ）：Ｆ―１２＝１：１
Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ　１ｕＭ
ＦＧＦ　５０ｎｇ／ｍＬ
ＨＣ　４００ｎｇ／ｍＬ
ＩＴＳ　×１
培養８日目からアスコルビン酸　５０ｕｇ／ｍＬ，脂肪酸　１：５００を添加
【００６２】
　培養条件（Ａ）で培養した軟骨細胞は，培養条件（Ｃ）で培養した軟骨細胞よりも，大
きな軟骨を形成していた。また，コラーゲンの綿のみを移植したヌードマウス（ネガティ
ブコントロール）では，軟骨が形成されなかった（Ｄ２およびＤ３）。
【００６３】
　次に，培養細胞の移植部位に形成された軟骨が，軟骨であることを組織学的に調査した
。具体的には，摘出した軟骨（Ａ１，Ｃ１）の切片を作成し，軟骨を特異的に染色するト
ルイジンブルーやアルシアンブルーを用いて染色した。また，弾性軟骨を特異的に染色す
るＥＶＧ（Ｅｌａｓｔｉｃａ　Ｖａｎｇｅｓｏｎ）を用いて染色を行った。結果を図１０
および図１１に示した。
【００６４】
　図１０は，Ａ１の軟骨の染色結果を示している。図１０（Ａ）は，トルイジンブルー染
色の結果であり，軟骨は紫色に染色された。図１０（Ｂ）は，アリシアンブルー染色の結
果であり，軟骨は青色に染色された。従って，Ａ１の軟骨は両染色について陽性であり，
軟骨としての特性を有していることが確認された。
　また，図１０（Ｃ）は，ＥＶＧ染色の結果を示しており，軟骨は褐色に染色された。従
って，弾性軟骨であることが証明され，耳介軟骨であることが同定された。
【００６５】
　図１１は，Ｃ１の軟骨の染色結果を示している。図１１（Ａ）は，トルイジンブルー染
色の結果であり，軟骨は紫色に染色された。図１１（Ｂ）は，アリシアンブルー染色の結
果であり，軟骨は青色に染色された。従って，Ｃ１の軟骨は両染色について陽性であり，
軟骨としての特性を有していることが確認された。
　また，図１１（Ｃ）は，ＥＶＧ染色の結果を示しており，軟骨は褐色に染色された。従
って，弾性軟骨であることが証明され，耳介軟骨であることが同定された。
【００６６】
　よって，本発明の無血清培地で培養した軟骨細胞は移植に適した細胞であり，ヌードマ
ウスに移植した場合には，移植部位に軟骨を形成できることが証明された。
【実施例４】
【００６７】
　培地に添加するＳＡＧの至適濃度を調査するために，無血清培地中のＳＡＧ濃度を０．
０５ｕＭ，０．０１ｕＭまたは，０．５ｕＭと変え，培養軟骨細胞の増殖に対する影響を
調べた。具体的には，実施例１と同様の手順で準備した軟骨細胞を，１００００個／Ｗｅ
ｌｌの密度で播種し，播種後４，７，１４，２１目の細胞数を計測した。結果を図１２に
示した。
　いずれのＳＡＧ濃度においても，培養１４日目まで細胞の増殖にほとんど差は見られず
，培養２１日目においても，想定したほどの顕著な差は見られなかった。
【００６８】
　ＳＡＧは非常に高価な試薬であるため，できるだけ低い濃度で使用できることが好まし
い。発明者らは，ＳＡＧとともにＩＴＳ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ－Ｓ
ｅｌｅｎｉｕｍ）を添加することで，低濃度のＳＡＧでも十分に軟骨細胞の増殖を促すこ
とができるという知見を得たため，これを確認した。具体的には，ＩＴＳを添加した無血
清培地のＳＡＧ濃度を０．０１ｕＭ，０．０５ｕＭ，０．１ｕＭまたは，０．５ｕＭと変
えて，培養軟骨細胞を培養し，播種後４，７，１４，２１目の細胞数を計測した。結果を
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【００６９】
　ＩＴＳもＳＡＧも添加しない場合には，軟骨細胞の増殖に対する顕著な効果は見られな
かった。一方，ＩＴＳともにＳＡＧを添加した場合には，０．０１ｕＭ～０．５ｕＭのい
ずれのＳＡＧ濃度においても，ほぼ同程度の軟骨細胞の増加が見られた。したがって，Ｉ
ＴＳと共に添加する場合には，０．０１ｕＭのＳＡＧでも充分な効果が得られることが明
らかとなった。
　また，ＳＡＧではなく，カルトゲニン（Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ）を添加した場合にも，
軟骨細胞の増殖に効果的であることが明らかとなった。
【００７０】
　軟骨細胞の増加に対するＩＴＳとＳＡＧの効果をさらに調べるため，ＩＴＳとＳＡＧの
両者を添加した処理区（ＩＴＳ＋　ＳＡＧ　０．０１ｕＭ，ＩＴＳ＋　ＳＡＧ　０．１ｕ
Ｍ），ＩＴＳを単独で添加した処理区（ＩＴＳ＋　ＳＡＧ－），ＩＴＳもＳＡＧも添加し
ない処理区（ＩＴＳ－　ＳＡＧ－）における，軟骨細胞の増加を調べた。結果を図１４に
示した。
【００７１】
　軟骨細胞の増殖に対する効果は，ＩＴＳもＳＡＧも添加しない処理区（ＩＴＳ－　ＳＡ
Ｇ－）においてもっとも低かった。ＩＴＳを単独で添加した処理区（ＩＴＳ＋　ＳＡＧ－
）では，わずかに増殖効果が見られた。しかし，ＩＴＳとＳＡＧの両者を添加した処理区
に比べるとその効果は小さかった。よって，軟骨細胞の増殖に対するＩＴＳの効果はあま
り強くなく，ＳＡＧと組み合わせることによって顕著な効果が得られるといえる。
　また，ＩＴＳとＫａｒｔｏｇｅｎｉｎを組み合わせた処理区（ＩＴＳ＋　Ｋａｒｔｏｇ
ｅｎｉｎ　１ｕＭ）でも，軟骨細胞の増殖効果が見られることが分かった。ただし，ＩＴ
ＧとＳＡＧの組み合わせた場合に比べると，その効果は小さかった。
【００７２】
　これらの結果より，軟骨細胞の増殖には，ＩＴＳと共にＳＡＧを添加することが有効で
あることが確認できた。また，ＩＴＳと共にＫａｒｔｏｇｅｎｉｎを添加することも有効
であることが確認できた。
【産業上の利用可能性】
【００７３】
　本発明の無血清培地や軟骨細胞の培養方法は，培養軟骨を製造するために用いることが
できる。このため，本発明や医薬産業の分野で利用されうる。
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