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本研究は ､ 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 ､ 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 ､

L 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

を検討して ､ 下記の 結果を得て い る.

1 . ア テ ロ ペ プチ ドコ ラ
ー ゲン

､
ア ル ジネ -

ト､
P u r a M a t r i x

T N
の 各種 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 mR N A め発現が増加 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 ラ
ー ゲン では ⅠⅠ 型 コ ラ - ゲ

ンが
､

ア ル ジネ - トで は グリ コ サミ ノ ダリカ ン が顕著に集積 した.
ア テ ロ ペ プチ ドコ

ラ
ー

ゲ ン中の 軟骨細胞で は ､ β1 イ ン チ 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 .
P u r aM a t r i x

T 斑
中で の基質合成は他 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 ､ また組織欠披補填剤 として の 臨床実績を考慮する と ､

現時点で は ハ イ ドロ ゲル 型足場素材 と して は､ ア テ ロ ペ プチ ドコ ラ ー ゲン が第
一

選択

と考えられた ｡

2 . アテ ロ ペ プチ ドコ ラ ー 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 7 0 % ま で収縮し､ ア テ ロ ペ プチ ド コ ラ - 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 o 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 ｡

3 , 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.
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 5 0 - 6 0 % に縮′卜して しま い ､ 初期形態 を保 つ こ とが

困難で あ っ た o

- 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 は ､
コ ラ

ー ゲン ス ポ ン ジお よび PL L 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｡ 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 メタク ロ マ ジ ー

が観察され ､ また PLL A で は ､ 他 の 多孔体

饗足 場に 比 べ
､ 最も豊富なメ タ タ ロ マ ジ - が観察され た o

一 方 ､
P (L A / C L) 5 0 : 50 ,

P (L A /C L) 75 : 2 5 で い ずれも辺綾部の み にメ タタ 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, 多孔体内部に粘調な細胞 ･ ア テ ロ コ ラ
ー ゲ ン 混和物を

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 p L L A

多孔体が有利で あ っ たと思われ る｡ 培養や移植 の間に受ける外力に抗するために は十

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 00 p m 程度 の 十分に大きな孔径を有す る剛体 の 多孔体が必

要で あると考えられ た｡

以上､ 本論文 は､ 軟骨再生医療 の適応を拡大する上 で必要なイ ン プ ラ ン ト型再生軟骨

を作製するための 足場素材に つ い て ､ 素材と構造と い う点か ら検討を加 え, 最適化を

図っ たo 本研究は､ 系統的に検討されて い なか っ た軟骨再生用 の 足場素材に科学的な

洞察をあたえ､ 軟骨再生医療学の 発展に貴重な貢献 をなす と考えられ ､ 学位 の授与 に

催するもの と考えられる ｡




