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    学位論文題名

Development of mature cartilage constructs using

    novel three－dimens10nalporouSSCad．・．01dSfor

    enhanCedrepalrofOSteOChondraldefeCtS

（キトサンーヒアルロン酸ハイブリット繊維を用いて作製した

  成熟軟骨様組織の家兎膝関節骨軟骨欠損修復への応用）

学位論文内容の要旨

  関節軟骨は自己修復能カに乏しく、特に広範囲欠損においては硝子軟骨での修復は期待できない。これ

までのdrillingやmicrofractureといった方法では繊維軟骨での修復しか得られないのに対し、組織工学的

手法を用いた関節軟骨欠損に対する治療は関節軟骨本来の硝子軟骨での修復が期待される方法である。し

かし最近のprospectiveな臨床研究において、従来の方法と比べその臨床成績は変わらないという報告も散

見される。

  Tissueen出neeringのtriadとして、細胞や成長因子とともに細胞の足場となる8caa、：01dの重要性が唱

えられている。特に軟骨再生に用いるscaffoldにはそのカ学的強度と軟骨細胞の形質を保持する生物学的

特性も要求される。軟骨再生に用いるsca丑、01dに関する報告は数多くあるが、この2点を満たすsca飾ld

は少ない。我々はscaa、：01dに着目し、共同研究者の山根らは天然高分子のーっであるキトサンに、関節軟

骨の主要な構成体のーつであり、様カな生理機能を有するヒアルロン酸を導入した繊維から独自の3次元

8caa．：01dを開発した。繊維を直交する様に編み込み1枚のシートを作製し、さらにそのシートを6枚重ね

ることで作製した3次元8caffoldは軟骨細胞の接着性や増殖性、軟骨性プロテオグリカンであるアグリカ

ンの産生に優れていた。

  このscaffoldの臨床応用を考慮すると、炎症反応や分解過程でのカ学的強度減少を抑えることが重要で

あると考えた。8caffoldのvolumeを抑えながらも十分なカ学的強度を持つ成熟軟骨様組織を作製するこ

とがその鍵となると考えた。本研究の目的は、1）キトサンヒアルロン酸ハイブリッド繊維からv01ume

を抑えたsca丑bldを作成すること、2）invitroで作製した軟骨様組織を生化学的・組織学的・力学的に評

価すること、3）この成熟軟骨様組織を家兎の骨軟骨欠損部に移植し、再生組織を評価することである。

  軟骨形成に適した400pmのpore8izeをもっシートと繊維から2種類のsca伍）ldを作製した。一っは2

層のシートとその内部を充填している繊維からなるCushion状の8mm四方のsca脇ldである。もう一方

は1枚qシートを円簡状に丸め内部を繊維で充填した直径6mm、高さ10mmのCylinder状の8ca丑．oldで

ある。これらのsca脇1dは繊維のvolumeを最小限にしながらも動的培養環境に耐えうるカ学的強度を保

っている。8週齢の日本白色家兎より酵素処理により単離した軟骨細胞を1基材あたりCushion状の

sca£foldには3X105個、Cyhnder状のscaff01dには7X105個播種し1週間静置培養した。無重力環境を
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模 倣 した バ イ オ リ アク タ ーに移 しさら に4ないし 7週 培養し た。 これら のscaff01dか ら作 製され た軟骨 様

組 織 の生 化 学 的 評 価と し て 、 培 養 後5週 お よ び8週の 軟骨様 組織の 湿重量 、DNA量、 蛋白量 をそれ ぞれ測

定 し 、組 織 学 的 評 価と し て 培 養 後 8週 の 軟 骨 様 組織 の HEなら び に サ フラ ニンO染色 を、免 疫組織 化学的

評 価 と し て 抗 I、 H、 X型 コ ラ ー ゲ ン 染 色 を 、 力 学 的 評 価 と し て 弾 性 係 数 を 求 め た 。

  動物 モ デ ル と して 、 約 20週齢 の 日 本 白 色家 兎 21羽 42膝 を 使 用し た 。関 節切開 し大腿 骨滑 車部に 電動

ド リ ルを 用 い て 直 径5mm、 深 さ2mmの 骨軟 骨 欠 損 を 作 成し た 。 7羽 は特 に 処 置 せ ず欠 損 放 置 群とし た。

生 体 外で 8週 培 養 した 2種類 のscaff01dからで きた軟 骨様 組織を 欠損部 の大き さに合 わせ トリミ ングし 、

同 部位に プレス フイッ トに移 植し た各7羽を 移植群 とした 。術後 12週で 屠殺し 、片方 を肉 眼的・ 組織学 的

評 価に、 もう片 方をカ 学的評 価に 使用し た。Wayneら の評価 法を使 用し再 生組織 の肉 眼的・ 組織学 的評価

を 行 い、 さ ら に 再 生組 織 の 免 疫 組 織化 学 的 評 価とし て抗 I、u、X型コ ラーゲ ン染色 を、 力学的 評価と し

て弾 性係数 を求め た。

  いず れのscaa．：。 ldも湿 重量、 DNA量 、蛋白 量、 弾性係 数のいずれも培養期間5週から8週にかけて有意

に増 加した が、8週の Cushion状のscaa・：oldの弾性係数がCylinder状のscafピ01dに比べ優位に増加してい

た以 外には 両群間 には 有意差 が見ら れなか った。 組織 学的に はいず れのscaffoldも全体に均一な軟骨様組

織 が 分布 し 、 サ フ ラニ ン O染 色で異 染性を 示し、 H型 コラー ゲン 優位の 基質の 産生か らも 、良好 な軟骨 様

組織 の構築 が示唆 され た。

  肉眼 所見の スコ アは両 移植群 と欠損 放置 群の間 に有意 差はな かった が、 組織学 所見のスコアは両移植群

が欠 損放置 群に比 べ有 意に高 値であ った。 また、 移植 群の再 生組織 の弾性 係数 は正常関節軟骨とほば同等

であ った。 代表的 な組 織学所 見とし て、欠 損放置 群の 再生組 織表面 は不整 で一 部に軟骨様組織も認めるも

ほ とんど が繊維 軟骨で あり、 サフ ラニン O染 色でも 異染性 を示さ なか った。 一方移 植群で は表面 はほ ば平

滑 で、再 生組織 の大部 分を硝 子軟 骨様組 織が占 め、サ フラ ニンO染色 でも隣 接する 正常軟 骨と同 等の 異染

性 を示し た。免 疫染色 でも、 移植 群の再 生組織 は抗I型コ ラーゲ ン抗 体に陰 性、抗 ロ型コ ラーゲ ン抗 体に

強陽 性な硝 子軟骨 様組 織であ った。

  当初 6層 の シ ート か ら な っ てい た 我 々 独 自の scaff01dを 、軟 骨 分 化 に 最適 な 形 状 で volumeを抑 えた

scaa、 ：01dへ改良 した。 新規の scaff01dは8週間の動的培養環境に耐えうる強度を持ちながら、軟骨細胞の

増 殖や豊 富なグ リコサ ミノグ リカ ンやn型コ ラーゲ ンとい った軟 骨基 質の産 生に優 れ、十 分なカ 学的 強度

を獲 得して おり、 正常 硝子軟 骨と同 等の軟 骨様組 織を 作製可 能であ った。 過度 にストレスのかかる軟骨欠

損部 への移 植に際 しカ 学的強 度に優 れた軟 骨様組 織を 移植す ること が重要 とい う仮説は、欠損放置群に比

ベ移 植群に おいて 骨軟 骨欠損 の修復 を促進 する結 果に より証 明され た。ま た、 力学的強度に優れた軟骨様

組織 は取り 扱いが 容易 でプレ スフイ ットに 移植す るこ とが可 能であ り、培 養軟 骨細胞移植術などの従来の

治 療法で 必要と される 骨膜で の被 覆を必 要とし ない。 さら にCushion状の sca£ bldは 広範囲 の軟骨 欠損へ

の応 用が考 えられ 、cylinder状のscaff01dはm08aicplastyの代 替治療 として の可 能性ももっなど、容易に

形状 を変更 できる こと もこの sca飾 1dの利点 のー っであ る。

  臨床 応用に 向け た今後 の展望 として 、成 長因子 などの 使用で 培養期 間の 短縮を 図ること、大動物での実

験や さらに 長期間 の経 過観察 を要す ること が課題 とし て考え られた 。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Development of mature cartilage constructs using
    novel three－dimens10nalporouSSCaff’01dSfor
    enhanCedrepalrofOSteOChondraldefeCtS

（キトサンーヒアルロン酸ハイブリット繊維を用いて作製した

  成熟軟骨様組織の家兎膝関節骨軟骨欠損修復への応用）

  天然高分子のーつであるキトサンに、関節軟骨の主要な構成体のーつであり、様々な生

理機能を有するヒアルロン酸を導入した繊維から独自の3次元scaffoldを開発し、in vitro

での有用性を報告してきた。このscaffoldの臨床応用を考慮すると、炎症反応や分解過程

でのカ学的強度減少を抑えることが重要であり、scaffoldのvolumeを抑えながらも十分な

カ学的強度を持つ成熟軟骨様組織を作製することがその鍵となると考えた。本研究におい

て、1）キトサンヒアルロン酸ハイプリッド繊維からvolumeを抑えたscaffoldを作製し、

2）in vitroで作製した軟骨様組織を生化学的・組織学的・力学的に評価し、3）この成熟

軟骨様組織を家兎の骨軟骨欠損部に移植し、再生組織を評価した。当初6層のシートから

なっていた我々独自のscaffoldを、軟骨分化に最適な形状でvolumeを抑えたscafl、・，oldへ改

良した。新規のscaf．foldは8週間の動的培養環境に耐えうる強度を持ちながら、軟骨細胞

の増殖や豊富なグリコサミノグリカンやn型コラーゲンといった軟骨基質の産生に優れ、

十分なカ学的強度を獲得しており、正常硝子軟骨と同等の軟骨様組織を作製可能であった。

過度にストレスのかかる軟骨欠損部への移植に際しカ学的強度に優れた軟骨様組織を移植

することが重要という仮説は、欠損放置群に比ベ移植群において骨軟骨欠損の修復を促進

する結果により証明された。また、力学的強度に優れた軟骨様組織は取り扱レゝが容易でプ

レスフイットに移植することが可能であり、培養軟骨細胞移植術などの従来の治療法で必

要とされる骨膜での被覆を必要としない。さらにCu8hion状の8caa、．．01dは広範囲の軟骨欠

損への応用が考えられ、cyhnder状のscaffoldはmosaicplastyの代替治療としての可能性

ももっなど、容易に形状を変更できることもこの8ca丑、・01dの利点のーつである。臨床応用

に向けた今後の展望として、成長因子などの使用で培養期間の短縮を図ること、大動物で

の 実 験 や さ ら に 長 期 間 の 経 過 観 察 を 要 す る こ と が 課 題 と し て 考え ら れ た。

    －424－

則
男
平

和
明
有

田
浪
本

安
三
山

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



  審査に当たり、山本教授から、scaffoldの形状をcushion状．cylinder状にした理由と臨

床応用とその形状の関係について、弾性係数が2つのscaffoldで大きく違った理由につい

て、硝子軟骨様組織作製の成功の鍵はscaffoldにあったか・サイトカイン等の特別なもの

は使用したかについて、弾性軟骨への応用は可能かについて質問があった。安田教授から

は、バイオリアクターの選択に際し無重力環境を模倣したものを選んだ理由について、他

のメカニカルストレスを選択しなかった理由について、力学試験の結果でin vitroでの値が

in vivoで減少する原因について、力学試験の詳細について、長期経過により移植部で骨化

が進行しないかについての質問があった。三浪教授からは、サイトカイン等を使用し培養

期間の短縮を図る考えはないかについて、成熟様軟骨組織の移植により骨化の問題が起き

る可能性があり未成熟な細胞や組織の移植を考慮するかについての質問があり、これらの

質 問に対し今 回行った実 験結果と過 去の文献を 引用し、適 切に回答した。

  この論文は、組織工学的手法を用いた軟骨再生におしゝてマテリアルの量を減量しながら

も長期の培養環境に耐えるscaffoldから成熟軟骨様組織ができること、移植に際しこの成

熟組織が再生組織の修復に重要であることが示唆され、今後の軟骨再生において重要な情

報を提供できる可能性があると考えられた。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。


