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【目的】軟骨再生 を目指 し 、関節初代軟骨 細胞 の 三 次元培養方法 を確立す る。
【方法】ブ タ大腿骨 関節 か ら分離 した初代軟骨細胞 を、ウシ胎仔血 清、ア ス

コ ル ビ ン 酸 りん酸 エ ス テ ル を 含む MEM 培地 を用い て 培養 した 。す な わ ち 、
生体 吸収性 ポ リマ

ー
で あ る PLGA メ ッ シ ュ を厚 さ 2mm と な る よ うに 96

マ ル チウェル （O．S2　cm2 ）中に重 ねて入 れ、軟骨細胞を含ん だア テ ロ コ ラ
ー

ゲン 65 μ1を注人 し、S7°C で SO分 間ゲル 化 させ た後．培地 を 26〔）μ1重層
し 、S7 ℃ 、5％ GO2 雰囲気下で 培養 を 開始 した。比 較対照 と して ．5．OxlO5

cells ／ml の 細胞懸濁液 0．5　ml を 9DO 　rpm 、5 分遠心 した 後、そ の まま 培養

す る ペ レ ッ ト培養 を行 っ た。培養 中、グル コース が 枯渇 しない よ うに 培地

交換 した。ゲル や ペ レ ッ トを、酵素処理 した後 トリパ ン ブ ル
ー

で 細胞 を計

数す る とともに、切片 をサフ ラニン 0 によ り染色 した。
【結果】軟骨細胞包埋ゲル を含有 した PLGA メ ッ シ ュに対 して 重層す る培

地 を 260 μ
1 か ら 1，800 μ

1 に増やす こ とに よ り、細胞 に よる グル コース 消

費 速度が 約 2 倍に 増大 し、ア グ リカ ン 蓄積量 も増加す る傾 向が あ る こ とが

明 らか とな っ た．この 原 因 は 、重層培地が多い 方が PLGA 分解物がゲル 内

に 蓄積 しに くい こ とで ある と考え られ た。また、包埋す る軟骨細胞密度 を

1．Oxlo7 匸ells〆ml ゲル か ら 1．OxlOS　cells 〜ml ゲル ’丶上げた り、培養期間を 2
週 間 か ら 4 週 間 に延 ばす こ とに よ っ て も ．ア グリ カ ン蓄積量が増加す る傾

向 が 認め られ た。

【口的1移植を前提 とした S 次元培養軟骨組織で は，非破壊，無襲撃 によ

る組織形 成邇 程の把握が 困難 で ある ．患者 か ら採 取可能 な細胞数の 制 限に

よ り，特 に 低 い播 種 密度 で の 培養 にお け る組織形 成過程 の 解明が 必要 で あ

る と考え られ る．そ こで本 研 究で は ，3 次 元培養組織 内の 細胞集塊形成過

程 の 解 析を 目的 とす る ，
【方法及 び 結果 】2．4％ の ア テ ロ コ ラーゲ ン ゲ ル に ウサギ硝子 軟骨 細胞 を

種 々 の 播種 密 度で 接種 し培 養 した ．そ の 結 果，播 種密 度の 低 下に伴い ，ゲ

ル 内 の 細 胞 集塊 が 大 き くな る こ とが示 され た ．そ こで ，既 存の S次元 増殖

シ ミ t・，レ
ータ で 計算を 行 っ た と ころ ，細胞 集 塊 形 成過 程 を 良好 に表現 出来

る こ とが 分か っ た ．一方、播種 密度の 差異に よ る 細胞外 マ トリッ ク ス 生成

分布に つ い て も検討を行 っ た ．集塊の 大き な部分ほ ど 高生成 とな り，そ の

結果，培養軟骨組織 と して の 品 質が 異 な る こ とが 示 さ れ た ．今後 ，細 胞集

塊形成が 増殖 や マ トリ ッ クス 生 成 に及 ぼす 影 響 を 表現 す る シ ミ＝レ
ー

タ を

構築す る予定で あ る．
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【N 的 】神 経 幹 細 胞 （NSG ） を 用 い た 中枢 神 経 系 の 再 生医 療の 実現 に は ヒ

ト NSC を 臨 床 移植 用細 胞 と して の 安定供 給 体 制 の確立 が必 須 で あ る．我々

は ヒ ト NSC の 大量 ・安定 ・安全培養法の 開発 に 着手 したn
【方 法掴 立 大 阪 病院お よび テ ィ ッ シ ＝・」＝ ン ジ ニ ア リン グ研究セ ン タ

ー
医 の

倫 理 委 員 会 承 認 の元 、7 〜1（］週 齢 の ヒ ト中 絶胎児の 脳 及 び脊 髄 よ リ ヒ ト

NSC の 分離
・
培養 を行 い 、増 殖 速度 の測 定や レ チ ノイ ン酸の 分 化 誘導効果

を検討 した．
【結果、考察】現在まで 且2 例の 提供を受け、脳 及 び 脊髄か らお の お の 複数

の ヒ ト NSC の 分離 を行 い、最 長 で 1 年 以 上 の 長 期培 養に成功 して い る

NSG は 、浮 遊性 の 細胞 塊 （n じurosphere ） を形 成 し増 殖す るた め 、細胞数

の 計 測 に よ る増殖 過 程 の 追 跡 が 困 難 で あ る e そ こ で neurosphere 法 に て 培

養を した前脳 由来 ヒ ト NSC を用 い て、細胞増殖測定 法と して WST ・8、ATP
法お よ び BrdU 法 な どの 各 種 non −RI法 に よる ヒ トNSG の 増殖速度評価法

を検討 し、細 胞 の 倍加 時間 （D 、T ）を 求め た と ころ 、ほ ぼ
一

致 した D．T の

値 が得 られ た．Non −RI 法 を用 い て ヒ ト NS〔：の D．T の 簡便 な評 価が 可 能

とな り、今 後 の移植 用 ヒ 「・NSC の 大量 培 養技 術開 発 への応用 が 期待 され

る．ま た 、齧歯類 の 神経幹細胞 にお い て は分化誘導時 に神経細胞への 分化

誘 導 効 率 を 上昇 させ る こ とが 報告 され て い る all−trans レ チ ノイ ン 酸 （RA ）

の効 果 を検 討 した。前脳 由来 ヒ ト NSG の神経細胞生成比 率 は、1％FBS 単

独 で は 約 20％ で あ っ た が、RA 同 時投与で は 約 跚 ％ ま で 有意に増加 した。
現状で は 、基礎的研究開発 を行 える程度の 細胞増 幅が可 能に な りつ つ ある．

【目的 】マ イ ク P 化 学分析 シ ス テ ム や 再生 医療 工学 など にお い て細胞 を培養

する の に使用 され る 基板 を開発す るた め に，微細加 工 技術を用 い て 特定の

パ タ
ー

ン に表面加 工 した基板 ヒで 細胞や蛋 白質な どを 固定化す る技術や，
基板 に よ る細抱の 高次機 龍の 制御 が 可能 に な る人 工材 料の 開 発が 求 め られ

て い る 。本研 究で は，金 薄膜 上 に ア ル カ ン チ オール を用 い て 自 己組 織化単

分子 膜 〔SAM 〕 を構築 し，　 SAM 一ヒで ，また は 蛋 白質で 修飾 した SAM ．ヒで

神 経 細胞を 培養 し，基板 の 安定性 と細胞 の 長期培養が 可能 か ど うか に つ い

て検 討 した、
【方法及び 結果 】パ タ

ー
ン 化の た め に金 属 メッ シ ュを シ ャ

ー
レ に の せ て 金 を

蒸着 し，金薄膜に 各種ア ル カ ン チ オール の SAM を形成 させ ，そ の 上 に神

経細胞を 培養 し神 経線維 の 伸長 を倒立 顕微鏡 で 観 察 し た。ま た ，SAM 上 に

数種の 蛋 白質を固定化 し，神経細胞 を培 養 し神 経線維 の伸長 を観察した 。
そ の 結果，SAM 上 に NGF を 固定化 した 基板 にお い て ，培地 に NGF を添

加 した場合 と同様 に神経 細胞 の 固定化 と神経線 維 の 伸 長が 観 察 され た u

フ ィ プ ロ ネ クチ ン を固定 し た 場合 には 多 くの グ リア 細 胞 の 接着 が 見 られ

た。
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