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論文内容の要旨

(目的)

軟骨細胞を適当な培地を用いて単層培養を行うと，細胞は球状あるいはpolygonalな形態を示し，軟骨

特有のtype n コラーゲンやプロテオグリカンの合成を行う乙とが知られている。しかし分裂増殖ととも

に細胞は次第に、脱分化'し，合成されるマトリックス高分子も軟骨の特徴を失ったものになってしま

う口この軟骨細胞がin vitroで=分化した状態を保つためには， cell-cell contact , cell--matrix interacｭ

tionなどが重要と考えられ，種々の培養条件が検討されてきた口我々は軟骨細胞の分化状態 Cchondro­

genic phenotype) の維持には，合成されたマトリックス成分が効率よく細胞周囲に蓄積できるような，

なんらかのframeworkを与えてやることがより重要と考え，細胞をコラーゲンのゲル内に埋め込んで長

期培養を行い，この培養法の有用性について組織学的，生化学的に検討を加えた。

c:方法〕

1. コラーゲン・ゲ、ル内培養

13日鶏腔胸骨より 0.1 % trypsin-0.25 箔 collagenaseを用いてi軟骨細胞を分離した。 0.3 %コラーゲ

ン C 0.001 M酢酸溶液中) 9 vo l., 2 倍濃度のHam's F-12培地 9 vol.，牛胎児血清 1 vol.，軟骨細胞浮遊

液 1 vol.を氷上で=静かに混和し，径16mmのmultiwell plate!乙分注後すみやかにCOz incubator 内にて

370Cに保温すると数分後にはコラーゲンはゲル化し， single cellがきれいに分散された状態で埋め込ま

れた C 3 x 105cells/ m1, final 0.135 % collagen) 口このゲ、jレを径60mmのシャーレに移し， 3 日ごと

に培地交換を行い，長期培養を行った。なお対照として，同じ細胞密度で通常の単層培養を行った。

2. 形態学的検討
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経時的に位相差顕微鏡とH-E, tol uidine bl ue染色により培養細胞の観察を行った。

3. 軟骨基質の分析

軟骨分化の量的指標として細胞を35S-sulfateにてラベノレし，硫酸化ムコ多糖の合成を測定した。さら

に蓄積したムコ多糖をセルロースアセテート膜による 2 次元電気泳動を用いて分析した。次に軟骨のも

う 1 つのマトリックス成分であるコラーゲンについて. 14C-prolineで、ラベ lレ後得られたコラーゲンを

SDSーポリアクリノレアミドゲ〉レ電気泳動，フルオログラフィーにより分析した。

(成績)

1. 形態学的検討

コラーゲン・ゲソレ内に埋め込まれた直後の軟骨細胞は 球状の形態を示し，単一の細胞が分散された

状態で埋めこまれていた。これらの細胞は球状の形態を保ったまま次第に分裂増殖し，培養 6 週におい

てもrnetachrornasiaを呈し， lacunaeを有する軟骨様組織として認められた。一方通常の単層培養では，

細胞は次第にfibroblasticな形態となり. rnetachrornatic rnatrixの蓄積も次第に減少した。

2. 酸性ムコ多糖の分析

次に硫酸化ムコ多糖合成を. cell-Iayer と rnediurn fractionl乙分けて分析し，コラーゲン・ゲル内培養

法と単層培養法で比較した。コラーゲン・ゲノレ内培養では，ムコ多糖合成は培養日数とともに軽度の低

下傾向はあるものの長期にわたり安定しており，またそのほとんどがrnediuin 中へreleaseされる乙とな

く， cell-Iayer中に蓄積していた。一方通常の単層培養ではムコ多糖合成は培養10日以降より急速に低

下し，またその大部分がmedium中へreleaseされてしまっていた。

培養 6 週後までに蓄積したムコ多糖を 2 次元電気泳動にて分析すると，コラーゲン・ゲル内培養法で

はコンドロイチン硫酸に一致する rnain spotと，ごく少量 (5 %以下)のヒアノレロン酸のみを認めた。 乙

れは鶏座胸骨より直接抽出したムコ多糖の泳動パターンと同じであった。一方単層培養法ではヒアノレロ

ン酸の蓄積が明白で，約12%を占めた。

3. 産生コラーゲンの分析

培養 4 日目では，コラーゲン・ゲノレ内培養法，単層培養法ともに軟骨特異的なtypell コラーゲンの産

生が主であった。しかしながら培養 6 週後の比較では，通常の単層培養では細胞に脱分化がおこり type

I コラーゲンの産生が主体になるのに対し，コラーゲン・ゲ)レ内培養ではtypell コラーゲンの産生が維

持されていた。

これらの結果は，軟骨細胞がコラーゲン・ゲ〉レ内で長期にわたりその分化状態を維持し得る乙とを示

している。

(総括)

1. 軟骨細胞をコラーゲン・ゲノレ内で培養することにより. in vitroで、軟骨様組織の形成が可能であっ

た。 2.軟骨細胞はコラーゲン・ゲ)レのframeworkの中に埋め込まれた状態で，球状の形態を保ちながら

その周囲に効率よくマトリックス高分子を蓄積した。 3.乙のようにマトリックスの蓄積を促すような frarne­

worklL.とり固まれた状態は，軟骨細胞にとって分化状態を維持するに適した微小環境であると考えられ

た。 4. 乙の培養法では個々の軟骨細胞が互いに離れて分散した状態でも活発にrnetachrornatic rnatrix 
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を形成することができ，いわゆる cell-cell contactは軟骨細胞の分化状態の維持には重要とは考えられ

なかった。

論文の審査結果の要旨

本論文は軟骨細胞の分化状態をin vitroで、保つために 新たな培養法の開発を目的としたものである。

軟骨細胞をコラーゲンのゲソレの中に埋め込んで培養するという方法を用いることにより，分化状態の維

持が可能かどうか，産生される酸性ムコ多糖，コラーゲンの分析などにより検討したものである。その

結果，従来の方法とは異なり，乙のコラーゲンゲ、ノレ内培養法を用いる乙とにより，軟骨細胞は長期にわ

たりムコ多糖合成を維持し，また産生されるコラーゲンも軟骨特異的な E型コラーゲンであることが認

められた。本研究は 軟骨組織欠損に対する同種培養軟骨細胞移植の可能性を聞くものであり，学位論

文にふさわしいと考えられる。
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