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目的

再生医療は各臓器 で近年盛ん に研究されて い るが ､ なか でも軟骨再生 の 分野は 比較

的臨床応用が進ん で い る｡ 現在 ､ 軟骨欠損部にゲル 状の 自家軟骨細胞塊を投卑する治

療浜が ､ 美容外科ある い はス ポ ー ツ外傷外科などにおい て ､ す で に臨床応用され て い

るo しか し､ 適応できる疾患は限られ てお り , 主要な軟骨疾患で ある小 耳症､ 口 唇 口

蓋裂 ､ 変形性関節症な どの 治療に軟骨再生 医療 を適応するために 臥 力学的強度を有

し ､ 三次元形態を呈するイ ン プラ ン ト型 の 再生軟骨を開発する必要が ある｡

一 方､ イ ン プラ ン ト型再生軟骨を作製する ために 臥 播種する細胞 の 機能を高め ､

か つ 組織全体の 肉眼形状を支持できる , 臨床 に応用可能な足場素材 シ ス テ ム を構築す

る こ とが 要件で ある｡ 現在まで ､ 軟骨再生医療にお い て は2 種類 の 足場素材 を使用 す

る試みが行われ て きた｡ 第1 は ハ イ ドロ ゲル型 の 足場素材で ある ｡
ハ イ ドロ ゲル 型足

場素材は ､ 細胞との 混和が可能であり , 軟骨細胞に特有な三次元環境 を提供 できる点

で ､ 利点がある｡ しか し､
ハ イ ドロ ゲル 自体は力学的強度を欠くた め ､

ハ イ ドロ ゲル
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に 三次元的な形状を付与する こ とは困難で ある｡ もうひ と つ は多孔体型足場素材 で あ

る｡ 多孔体型 の 足場 は ､ 再生組織 - の 力学的強度や形状 の付与 に お い て は優れて い る

が ､ 気孔 の サイ ズ が小さく なるほ ど､ 細胞懸濁液 の 足場内 - の 浸潤 が困難に な り ､ 反

対に ､ 気孔サイ ズが大きくなる と､ 軟骨細胞は気孔 内壁 に付着する の み で 理想的な三

次元環境 を成さな い な どの 欠点があるo

本研究で は ､ 臨床に応用可能なイ ンプラ ン ト型再生軟骨用足場素材シ ス テ ム を構築

する こ とを目的と して , まず, 軟骨細胞 に 三次元環境を提供 できる ハ イ ドロ ゲ ル 型足

場素材 につ い て ､ 現在 ､ または近い 将来に臨床的に利用可能な材料を比較検討 し ､ さ

らに ､
ハ イ ドロ ゲ ル を用 い た ペ レ ッ ト型再生軟骨に 三 次元 形状を付与する 目的で 多孔

体型足場素材 との 併用 を試み ､ そ の有用性と ハ イ ドロ ゲル と併用する多孔体足場素材

の 条件を検討した｡

方汝

ヒ ト耳介軟骨より単離した軟骨細胞を実験に供 した｡
ハ イ ドロ ゲル 型の 足場素材 は ､

それぞれ ､ 動物 ､ 植物 ､ 合成 ペ プチ ド由来の もの と して ､ アテ ロ ペ プチ ド コ ラ ー ゲ ン ､

ア ル ジネ -

ト､ P u r aM a t ri x
T H

を選択し､
ペ レ ッ ト型再生軟骨(2 Ⅹ 10

B
細胞/ 2 0 p 1 0 . 5%

ゲル) を作製した｡ 対照として は ハ イ ドロ ゲル を用 い ずに ､ 同数 の 軟骨細胞を凝集 さ

せ たもの を用 い た o

ペ レ ッ ト型再生軟骨は 基礎培地(DM E M / F 12) あるいはそれ に ､ B M P
-

2

お よび i n s ul i n を添加 した培地で培養 し､ それ ぞれ の 特性 を､ 分子 生物学的 ､ 生化学

的､ 組織学的に評価 した. さらに ､
ペ レ ッ ト型再生軟骨 の形状保持 の た めに多孔体型

足場素材 を併用 した｡ 多孔体に は ､ 骨接合具の原料 であるポリ乳酸(PL L A) を多孔化 し

たもの (孔径約 5 0 0 p n) ､ 現在医療用材料と して供給され て い る コ ラ ー ゲン ス ポ ン ジ

( 孔径約 1 0 0 岬1) ､ 乳酸カ プ ロ ラ ク トン共重合体(p ( LA / CL)) 5 0 : 5 0 多孔体 (孔径約

5 0 p m) ､ 乳酸カ プ ロ ラク トン共重合体(p(L A / C L)) 75 :2 5 多孔体 ( 孔径約50 p m) を用

い たo 多孔体に ､ 軟骨細胞(10
6
細胞) とアテ ロ ペ プチ ドコ ラ

ー

ゲ ン(1 0 0 p l) ある い は

同体横 の基礎培地(D 肥M) の 混和物を投与 し､ イ ン プラ ン ト型再生軟骨 を作製したo 作

製したイ ン プラ ン ト型再生軟骨の i n vi t r o で の形態変化を評価すると ともに ､ ヌ -

ドマ ウス の 背部皮下 に移植 し､ i n vi v o で の 形状変化 ､ 生化学的､ 組織学的特性を評

価 した｡

鈷果と考奏

それ ぞれ の ハ イ ドロ ゲル 中で軟骨細胞 の 高密度培養 を行 い
､

ペ レ ッ ト型再生軟骨を

作製 したと こ ろ ､
ハ イ ドロ ゲル を使用 しない ペ レ ッ ト型再生軟骨と比較 して ､ い ずれ

の ハ イ ドロ ゲル で もⅠⅠ型 コ ラ
ー ゲン の m R N A の発現が増加 したo さらに i n s u l i n お よ

び B 肝 - 2 の 刺激により軟骨細胞の基質産生を促進させた とこ ろ､ ア テ ロ ペ プチ ドコ テ
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- ゲ ン では ⅠⅠ 型 コ ラ
ー ゲン が ､ ア ル ジネ -

トで は グリ コ サ ミ ノ グリカ ンが療著に集

積 したo アテ ロ ペ プチ ド コ ラ ー ゲ ン 中の 軟骨細胞 では ､ β1 イ ン テ グリ ン の 発現が増

加 して おり ､ 豊富な細胞基質 シ グナ ル伝達が示唆された o

一 方､ n
-

カ ド - リ ン の 発

現はア ル ジネ - トで は低く ､ 個々 の 細胞 の 孤立性が保たれ る こ とに よ り軟骨細胞 の活

性が維持され て い る可能性が示唆され たo P u r a M a t r i x
T H

中で の 基質合成畔地 と比較 し

て少 量で あり ､ ゲル 化後の ヤ ン グ率も最も低く ､ ゲル化能および細胞と基質の 支持能

に改善の 余地がある こ とが示唆され た｡ 基質産生能が高く ､ また組織欠損補填剤 と し

て の 臨床実練 を考慮すると ､ 現時点で は ハ イ ドロ ゲル型足場素材と して 娃､ ア テ ロ ペ

プチ ドコ ラ ー ゲ ン が第 一 選択と考 えられたo

しかし､ ア テ ロ ペ プチ ドコ ラ
← ゲン を用い た ペ レ ッ ト型再生軟骨を i n. v i t r o にお

い て培養すると､ 4 週間で約 70 % ま で収縮 し､ ア テ ロ ペ プチ ド コ ラ ー ゲ ン ゲル の み で

は形状保持が困難であるこ とが明らかとな っ た｡ そ の た め､ 細胞 ･ ア テ ロ ペ プチ ド コ

ラ
ー ゲン混和物を PLL A 多孔体型足場に投与し､ 形状変化を追跡 した と こ ろ ､ 長期に

わたり形状保持が良好で あ っ た ｡ そ の ため ､ 細胞 ･ ア テ ロ ペ プチ ドコ ラ
ー ゲン 混和物

を多孔体型足場 に投与 する こ とに よ りイ ン プラ ン ト型再生軟骨 の 作製が 可能 で あ る

と思われ た｡

さらに ､ 細胞 ･ ア テ ロ ペ

′

プチ ドコ ラ ー ゲ ン混和物と併用する際の 多孔体型足場素材

の 条件 を検討するため自作の PLL A に加え､ 現在医療用材料 と して 提供されて い る コ

ラ
ー ゲン ス ポ ン ジ

､
p(L A/ C L) 5 0 : 5 0 ､ P (L A /C L) 7 5 : 2 5 を使用 し､ イ ン プ ラ ン ト型再生

軟骨 を作製 したo
コ ラ

ー ゲン ス ポ ン ジは ､ 細胞やアテロ ペ プチ ド コ ラ ー ゲ ン の 投与 の

有無に関わらず ､ 液体に浸漬 しただけで 50 - 6 0 % に縮小 して しま い
､ 初期形態を保 つ

こ とが困難で あ っ たo

一 方 ､ p (L A/ C L) 5 0 : 5 0 ､ P (L A /C L) 7 5 :2 5 は い ずれ も ､ 移植後も

形状が保たれ てお り ､ ほ とん ど収縮は見られなか っ た.
p L L A も形状が保たれて お り ,

ほとん ど収縮は見られず ､ む しろ ､ P L L A に細胞 ･ アテ ロ ペ プチ ドコ ラ ー ゲン 混合物 を

投与 したもの は約5 % 微増 して い た. 生化学的に 臥 コ ラ
ー ゲ ン ス ポ ン ジおよび P LL A

によるイ ン プラ ン ト型再生軟骨で は､ グリ コ サミノ グリカ ン と ⅠⅠ 型 コ ラ ー ゲ ン の療

著な蓄積が見られ た｡ しか し､ P(L A /C L) 5 0 : 5 0 ､ P (L A/ C L) 75 :2 5 にお い て は ､ ほ とん

ど見 られなか っ たo また､ 組織学的に検討する と､
コ ラ ー

ゲ ン ス ポ ン ジはサイ ズ が保

たれ なか っ たもの の
､ 中心部まで メ タ タ ロ マ ジ ー が観察され ､ また PL L A で は ､ 他 の

多孔体型足場に比 べ
､ 最も豊富なメタク ロ マ ジ ー が観察されたo

一 方､ p (L A/ C L) 5 0 :5 0
､

P (L A /C L) 7 5 : 2 5 で い ずれも辺縁部の み にメタ ク ロ マ ジ ー

がみ られ ､ 軟骨細胞が辺綾部

に とどまり ､ 中心部まで十分に細胞が浸透 して い ない こ とが示 された ｡ イ ン プラ ン ト

型再生軟骨を作製する上で は ､ 多孔体内部に粘訴な細胞 ･ ア テ ロ コ ラ
-

ゲ ン飽和物を

浸透させ る こ とが必須 で ある . その ため ､ 孔径 の大き い コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジや pL L A

多孔体が有利で あっ たと思われる｡ 培養や移植の 閣に受ける外力に抗す るためには十
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分な剛性が必要 であるが
､ 剛性は逆に ､ 細胞 ･ ア テ ロ コ ラ ー ゲン 混和物 の 浸透を困難

に させ る o そ の た め にも 5 0 0 p m 程度 の 十分に 大きな孔径を有する剛体め多孔体が必

要 で あると思われた ｡
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