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IKIO−2 軟骨細胞三 次元 培 養 に お け る グ リ コ サ ミ ノ グ リカ

ン 関連糖の 添加効果
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【目的】軟骨組織 の 再生治療を 目指した 骨髄間葉系幹細胞 か ら分化 した 軟骨
細 胞 の三 次元培養 に おい て、II型 コ ラ ー

ゲン やア グ リカン な どの 細胞外マ

ト リ ッ ク ス の 蓄積量 を改善す る必 要が あ る 。そ こ で、1型 コ ラーゲ ン ゲ ル を
用 いた ブ タ初代軟骨細胞の 二 次 元培養 にお い て 、グル ク ロ ン 酸（GlcA ）、　 N一
ア セ チル ガ ラク トサ ミン （GalNAc＞、コ ン ドロ イチ ン 硫 酸 C（CSC ）な どの グ

リ コ サ ミ ノグ リカ ン 〔GAG ）関連糖が 細胞外マ トリッ ク ス の 生産 に 与え る 効
果 に

？
い て 検討 した。【方法】ブタ 大腿 骨関節 から 分 離 した初 代軟骨細胞（l

x10 ’
ceLls 〜ml ゲル ）をA む 1型ア テ ロ コ ラ

ー
ゲン を 96 マ ル チ ウ ェ ル 〔0．S2

cm2 ）中で ゲル 化 させ た後、　GlcA 、　GalNAc 、　GSC を添加 した MEM 培地 を
重 層 し、37℃、5％ CO2 雰囲気下で三 次元培養 を開姶 した 。24時間後、ゲ
ル を 24 マ ル チウェル （1．8cm2 ＞ に移 し、培地 1．8ml を加 えて 、さ らに 3週
間培養 したn培地 は 1週間毎 に全量交換 し、培 養終 了 後、細胞密度 （トリ
パ ン ブル

ー
法）、ア グ リカ ン 蓄積量 （DMMB 法 ）、11 型 コ ラーゲン 蓄積量

（ELISA 法）、　 II 型 コ ラ
ー
ゲ ン とア グリカ ンの mRNA 発現量 （定量 的 RT

PCR ） を測定 した n

【結果】GAG 関連糖の 添加 はア グ リカ ンの 蓄積に はほ とん ど影響を 及 ぼさ

なか っ たが 、II型 コ ラ
ー
ゲ ン 蓄積量 は顕 著 に増大 し、　GkA （50、500　mgto

お よび GalNAc （5、　iコ0　nlgti ）で 約 6 倍 とな っ た。さ らに II 型 コ ラ
ー一

ゲン の

mRNA 発現は GlcA 、　 GalNAc 、　CSC の添 加 に よ り 明らか に 促進 され て い た 。
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IKIO−3 　間葉系幹細胞か ら 軟骨細 胞 へ の 分化誘 導に お け る

　播 種 細 胞密度 の 影 響
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【目的 】骨 髄間葉系幹細胞 （MSG ）か ら軟 骨細胞 へ の 分化培養 に お け る 分
化の 短 時間化 を目指 して 、播種細 胞 密 度 の 影響 を検討す る こ とを 目的 と し

た 。【方法】 骨髄液か ら得 られ た ヒ トMSC を6 穴マ ル チブ レートに種 々 の

細 胞 密度で播 種 し、37 ℃、5％CO2 雰囲 気下 24 時間イン キ ュベ ート して接
着 さ せ た 後、IG％ FCS を含む DMEM −LG 培地 に分化誘導因 子 と し てIGF −1、
TGF −B3、デ キ サメ タゾン など を添加 し た分化用培地 へ 交換 し、分 化 誘 導

培養を行 っ た 。培養 後、細胞 密度 （ト リパ ン ブル ー
法） 及び軟骨 細胞 特有

に産 生 さ れ る細胞外 マ トリク ス で あ る ア グ リカ ン の 遺伝 子発現量 （定 量 的
RT−PGR 法） を測定 した．
【結果 と考察】5 種類 の 播種 密度 で 7 口間 分化 培養 した 結果、播種密度が 高
い ぼ ど ア グ リカ ン 遺伝f の発現が 早 期 に増大す る傾向が認め られ た 。次 に、
高密 度 〔0．3x104 　cells ！⊂ m2 ）及 び低 密 度 （0、OS　x 　104　cells ？cm2 ）で 播種 し

7日間 分 化 誘導培養 して 得 られた培養上 清 を用い 、播種密度0．3x104 　ceTls ！

cm2 ）で 分化 誘導培養 をS 日間行 っ た結果 、高密度培養由来の培養 上清を用
い た 場 合 に ア グ リカ ン 遺伝了の 発現率が早 期に増 大 した。また、よ り長期

間 （］4Hua ）の 分化誘導培養 にお い て も、播種密度が 高い （O、3 × 104　cells ／

cm2 ）培 養の 方が 低い 〔O．05　x　104　cells ！　crnE ）培 養に 比 べ て ア グ リカ ン遺

伝 子 の 発現 が 高い レ ベ ル で推移 す る こ とが 確認 さ れた．
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