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論文の内容の要旨
（目的）

　関節を中心として，軟骨が損傷される疾患は多岐にわたり患者数も多く，罹患者のクオリティーオブライ

フを著しく損ねている。障害軟骨の局所再生を促す治療法の確立が望まれるが，軟骨組織は自己修復能が低

く，損傷軟骨を完全に回復することは困難である。本研究は，軟骨再生治療の臨床応用にむけて，吸収性合

成高分子とコラーゲンから成る複合型生分解性多孔質複合担体を用いた軟骨再生の可能性について基礎検討

することを目的とした。

（対象と方法）

1）生体内培養

　PoIyL－1actic　acid（PL岨）sp㎝ge担体と，この孔内にコラーゲン小胞を複合化してPLLko孤age　sponge

複合担体を作成した。幼牛の関節軟骨細胞を両担体に播種し，！週間の生体外培養後，ヌードマウスの背側

皮下に移植した。移植後2，4，8週問後に各移植片を摘出し，ヘマトキシリン・エオジン（H／E）染色，サ

フラニンO染色，U型コラーゲン特異抗体を用いた免疫染色にて軟骨組織の分化を評価した。

2）播種効率測定

　担体上で効率のよい軟骨組織形成条件を決定するために，厚さ約200㎜mのpo且yD口actic－co－g玉yco丑ic＆dd

（PLGA）mesh材料にコラーゲン小胞を複合化してPLGんco脆ge独㎜esh複合担体を作成した。幼牛の関

節軟骨細胞から濃度O．4，1．O，2．O，5．0xl06ce孤s／㎜1の細胞懸濁液を作成し，PLGAmesh担体及びPLGん

co脆gen鵬sh複合担体に播種した。2雀時問後の接着細胞数をDNA量測定により算出し，播種細胞数によ

る接着細胞数の商を播種効率として評価した。

3）脱分化軟骨細胞形質発現解析

　担体上で再生した軟骨細胞の分化について検討するために，幼牛の関節軟骨細胞を単層培養した。2継代

後5．Ox106ce1至s／㎜1の細胞懸濁液を作成し，PLGんco脆ge独㎜esh複合担体に播種し培養した。0，2，逸，12

週培養後の担体からtota王RNAを抽出し，I型1型コラーゲン及びアグリカン㎜RNAの発現をNo曲em
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b皿ot液で検討した。また，培養後の担体を走査電子顕微鏡と組織学的及び免疫組織学的染色法で観察した。

（結果）

1）生体内培養

　PLLAspo荻geでは細胞播種前に湿潤を要したが，PLLA－co脆geむsp㎝geは懸濁液の滴下のみで容易に細胞

播種できた。播種後，担体は形態を維持して白色組織を形成した。組織学的には軟骨細胞に類似した小円形

細胞とサフラニンO及び抗u型コラーゲン抗体に陽性の均質な細胞外基質を認めた。これらの染色陽性な

細胞外基質の領域は両担体ともに経時的に増加したが，PLLA－co孤ageηsponge内でより広範囲であった。

2）播種効率測定

　細胞播種効率はPLGA㎜esh（28～51％）より，PLGんco且王昭en㎜esh（50～79％）と高く，かつ均

一に分布した。両担体とも播種効率は播種細胞濃度に相関した。DNA量による各濃度での播種効率は，

0．4x106ce且玉s／㎜1を除きPLGA㎜eshよりもPLGんco脆ge荻meshが統計学的有意差をもって大きかった。

3）脱分化軟骨細胞形質発現解析

　Northem　b丑ot法で，単層培養下の細胞は急速に亘型コラーゲン及びアグリカンmRNAの発現が減少し，

I型コラーゲンの発現が増加して軟骨細胞の脱分化が示唆されたが，2回継代培養後既Gんco1玉agen㎜esh

担体内で培養された細胞は担体内培養期問の増加につれてn型コラーゲン及びアグリカン鮎NAの発現が

増加しI型コラーゲンの発現が減少した。走査電子顕微鏡観察では培養後4週の時点で担体内のコラーゲン

小腔は播種細胞が形成した組織によって満たされていた。組織学的及び免疫組織学的観察では担体内に軟骨

細胞様の小円形細胞とサフラニンO及び抗n型コラーゲン抗体に陽性の均質な細胞外基質を有する細胞形

成を認めた。

（考察）

　軟骨細胞を播種したPLLA－co肱ge　spo荻ge複合担体は，生体内で形態を維持し，内部にPL岨spoΩge担体

より広範囲に軟骨様組織を形成した。これは複合担体が手術操作や生体内培養に耐えうる機械的強度と軟骨

組織の形成性を有することを示し，複合化により高強度で細胞親和性が高いという両者の利点が担体に備え

られたと考える。

　また，PLGんco孤age独meshは約80％と，PLGA㎜eshより有意に高い播種効率を示した。これは複合化に

より播種効率を増加し得るというもうひとつの重要な利点が加わったことを示している。さらに，脱分化軟

骨組織を播種し生体外培養したPLGんco玉1age巫meshの細胞形質発現解析において，脱分化軟骨細胞が分化

形質を再獲得し，軟骨様組織を再生することを示している。

　以上から，本複合担体により限られた量の自己軟骨細胞を単層培養で増加させた後，複合担体内で再分化

させて効率よく分化軟骨細胞を再生することが可能であることが明らかとなった。

審査の結果の要旨

　本研究は，合成高分子とコラーゲンから成る複合担体という新しい素材を用いて，生体内軟骨再生の臨

床応用の可能性を検討した。本研究から，PL岨一co且丑＆gen　sp㎝ge複合担体は生体内培養において形状を保つ

に足る機械的強度を有し，この担体を用いた軟骨細胞の生体内培養において軟骨様組織が形成されることを

示した。さらに，PLGんco1丑agen　mesh複合担体は軟骨細胞生体外培養において播種効率を有意に増加させ，

脱分化した軟骨細胞の再分化を促進させることを明らかにした。これらの結果は，この新しい複合担体が軟

骨組織再生の臨床応用に有用であることを示し，これまでの類似の研究からさらに臨床応用に近づける大変

意義のあるものと考える。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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