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【目的】
現在、臨床 に用 い られる 多 くの 人工 肺は人工 材料で構成 され て い る 。それ ゆ え、
血栓 形成、生体適合性、炎症反応等 の ような問題が ある 。そこ で エ レ ク トロ ス

ピ ＝ ン グ法 を用い て 細胞の 足場 を構築 し、細胞 に よ る生 体組織 を模擬 したハ イ

ブ リ ッ ド型 人 工 肺 を構築す る こ とで こ れ らの 問題 を解決 で きる と考えて い る。
本研 究で は 、繊維性 ス キ ャ フ ォ ル ドと細胞 を用 い たハ イブ リ ッ ド型 人工 肺の 開

発 を 目的 と した 。
【方法

・
結 果】

繊維性 ス キ ャ フ ォ ル ドは、医療用材料 と して広 く用 い られ て い る セ グ メ ン ト化
ポ リウ レ タ ン （SPU）を用い て エ レ ク トロ ス ピ ニ ン グ 法に よ り繊維性ス キ ャ フ ォ

ル ドの シ
ー

トを作製 した。また、繊維性 ス キ ャ フ ォ ル ド上 で細胞を培養 しガ ス

交換 能 を測定 した。光 造形機を用い て 血液とパ ーフ ル オ ロ カーボ ン （PFC） を

流す ための 二 つ の 流路 を有する チ ャ ン バ ーを作製 した．繊維性ス キ ャ ブ t ル ド

の シ
ー

トに 細胞を培養 した後、作製し たチ ャ ン バ ーに細胞培養 した ス キ ャ フ ォ

ル ドの シ
ー

トをセ ッ トし、繊維性 ス キ ャ フ ォ ル ドと細胞に よ る ハ イ ブ リ ッ ド型

人工 肺 ガ ス 交換 能 につ い て 検討を行 っ た。

【目的】放射線照射に よ る高分子の 架橋は電線被覆材料の 改 良な ど産業的 に利用

され て い る 。酸性条件下 で 抽出 され た コ ラーゲ ン の 溶液に ガ ン マ 線を照射す る

と分子間 が 架橋 され 比較的柔軟で 透明 なゲ ル を作製する こ とが で きる 。 我 々 は

こ れ まで に ガ ン マ 線 架橋 ゲ ル の 力学 的特性や 細 胞接着性に つ い て 研 究 して き

た。本研 究で は、ガ ン マ 線架僑ゲ ル の 細胞親和性 を確認す るた め に ラ ッ ト骨髄

由来の 間葉系幹細胞 （rMSC ）を用い て ガ ン マ 線架橋ゲ ル ．b．へ の 接着と分化挙動
を解析 した。
【方法・結果】ガ ン マ 線架橋 コ ラ ーゲ ンゲ ル は 5％ 1型 コ ラ ーゲ ン溶液に 5kGy
の ガ ン マ 線照射後、MEM 培地 中に 2 日 間浸す こ と に よ っ て 調製 した。細胞 は 37
℃、CO ．5％条件 下で 10％ FBS を含む MEM 培 地中で培 養 した rMSC を用 い た。実
験 に は 対照 と して細胞培 養用ポ リス チ レ ン 面、5％ r型コ ラ

ー
ゲ ン 溶液 を中和す

る こ と に よ っ て 得 られる線維化 コ ラ
ー

ゲ ン ゲル 、ガ ン マ 線架橋 コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル

を調 製 し、それ らの 材料 ヒへ rMSC を播種後、骨及 び脂肪細胞への 分化誘導 を

行 っ た。分化誘導後 の 細胞 をア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ
ーゼ 染色、ア リザ リン レ ッ

ド染色 に よ っ て 骨分 化 を、オイル レ ッ ド染 色 によ っ て脂 肪分 化 を評 価 した。
rMSC は 播種後、ガ ン マ 線架橋ゲ ル上 に接着 し伸 展 した。骨分化、脂肪 分化誘

導共 に ポ リスチ レ ン 表面 よ りはガ ン マ 線 架橋 コ ラ
ー

ゲ ン ゲル の 方が分化誘導 さ

れた細胞 の 割合 は高かったが、線維 化コ ラ
ー

ゲ ン ゲル と比べ る と低い 傾向がみ

られ た。
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1目的】間 葉系幹細胞 〔MSC ） を用 い た 関 節軟骨 の 再 生 医療 研 究 の 中で も、ス

キャ ブ t
一

ル ドフ リー組織作製法が 注 目され て い る 。我 々 は 隔膜 培 養器 で あ る

セ ル カ ル チ ャ
ーイン サ ート内で MSC を培 養す る こ と に よ りス キ ャ フ ォ

ール ド

フ リ ー軟 骨様細胞 シートを作製す る方法 を報 告 した が、培養 中に細胞 シ ートが

収縮 する こ とが あ り、今回 収縮 を起 こ さ ない シ ート培 養 法 を検討 した。さ ら に

培 養工 程 で 動物 由来成分 を除去 した 方法で の 軟骨 様細 胞 シート作 製 も検 討 し

た。
【方法1通常 の 増殖 培地 （10％ FCS ） また は無血 清増 殖 培地 で 増 殖 させ た ヒ ト骨

髄 MSC を、　 TGF一β3、　 IGF−1 な どを含む無血 清軟 骨分 化培地 や 、これ ら を基 本

とす る種 々 の 改変培 地を用い て 、セ ル カ ル チ ャ
ーイ ン サ ート （O．3cm2、孔径 0．4

尸
m ）に 播種 し、37℃、5％ CO ＄ 囲気下 で 3週間 静置培養 を行 っ た 。
【結果 と考察】無血 清軟 骨分化培 地で 培養する と培養 7日 目まで に細胞 シ ートが

収縮 し球状 に なった 。また、増殖培地を用い た場合、収縮は しない が 、シート

が 0．且mm 以 下 と薄い た め、シ
ー

トを膜か ら回収で きなか っ た。一方、無 血 清軟

骨分化培地 と増 殖培 地を 1：1で 含 む混合培地 で培養す る と収縮せ ず、直径 約6．4
mm 、厚 さ約 0．6　mm の 円盤状 の 軟骨様細胞 シートを回収で きた 。また、　FCS を

ヒ ト血 清 に変 えた混合培 地を用 い た場合で も、軟骨特異的遺伝子 の 良好 な発 現

が 認め られ、ア ル シ ア ン ブ ル
ー

陽性 の 軟骨様細胞 シートを回 収で きた 。

【目的】関節軟 骨欠損の 再生 治療 に 関 して 、間葉系幹細胞 （MSC ）を用 い た ス

キ ャ フ ォ
ー

ル ドフ リー軟骨様 シートの 生 着改善 を 目指 し、軟骨 様シートに β・
TCP （β

一tricatcium 　phosphate ）ブ ロ ッ クを組み合わせ た骨軟骨様構造体の 作製法
を検 討す る こ と を目的と した。
【方法】軟骨分化用培地 を用 い 、ヒ ト骨髄 由来 MSC をセ ル カ ル チ ャ

ーイ ン サ ー
ト （O．3　cm2 、孔径 ：0．4　pm ） に 入れ 、37℃、5％ CO2 雰囲気

．
Fで シ ート培養を開

始 し た。1 日後に β
一TCP （OSferione、才 リン パ ス ）を シ

ー
ト上 に載せ て さ らに

21 日間 まで 培養 した 。培養後、骨軟骨構 造体 の 切 片 を作成 し、厚 み測 定とア ル

シ ア ン ブ ル ー
染 色 を 行った。

【結 果 と考察】得 られ た骨軟骨様構造体の β
一TCP ブ ロ ッ ク外 の 軟骨 層が 薄か っ た

（0．Bmm ） た め 、細 胞数を 2 倍 （37．2xlO5 　cel ］s ）に 増加 させ て 21 日間培 養 した

結 果 、ブ ロ ッ ク 内の 軟骨層の 厚み が 増加 した。しか し、ブ ロ ッ ク外 の 厚 み が増

加 し なか っ た た め、MSC シ ートに β
一TCP ブ ロ ッ ク を載せ て 14 日間培 養後、培 養

開始 一日後 の 別 の MSC シートを 積層 させ て さらに 7 日間培 養 した結果、細 胞
シート同 十 が 結 合 し、β

一TCP ブ ロ ッ ク外の 軟骨層の 厚み が積層無 しの 場合 に比
べ て 約 3．95 倍 に増加 した 。これ らの 結果 よ り、β

一TCP ブ ロ ッ ク内、ブ ロ ッ ク外
の 両 方の 軟骨層 の 厚み を増大 させ 得 る可能性が示 され た。
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