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［目的］ヒ ト骨芽細胞 の培養系にコ ラーゲン合成阻害剤 を共存 させる

とアス コ ル ビン酸による細胞増殖および分化促進作用が阻害される事

か ら （rakamizawa　et　al，　Cell　Bid．　lnt　in　Fxess）、増殖分化 に関与す

るコ ラーゲン分 子種を検索した。［対象ならび方法］ヒ ト骨芽細胞様細

胞 鵬 一63 を用い、ア ス コ ル ビン酸 と して は活性持 続型 ビタ ミン C

（Asc2P）を用いた。　Asc2 −P による細胞増殖促進作用が認められな

い添加 24 時間後と促進作用が認められる 4 日後に誘導される遺伝子

を解析するため に cDNA マ イク ロア レイ （TaKaRa ヒ トキャンサーチ

ッ プ）を用いた。また、変化 した遺伝子の発現量 を経時的にノ
ー
ザン

プロ ッ ト法 にて 定量評価 した。 さ らにコ ラーゲ ン分 子種の合成量の変

化は放射線ラベ ル した後、S［］）S−PAGE にて分離測定した。また、培養

液中の 血清とは別の増殖因子 と して EGF （上皮増殖因子）を作用 させ

細胞増殖促進を誘導させ た上で遺伝子の発現変化をノ
ー
ザンプロ ッ ト

法 にて解析 した。［結果］  の NA マ イクロ ア レイの 解析結果か ら

ASc2P の 細胞増殖促進 作用時 に 2倍以 上 に発 現 が促進 された遺伝子

は COL3A　1 の みであっ た。  Asc2−P 非添加で も細胞の 増殖と共に

COL3A　1 の 発現量が」：昇するが、　Asc2−P を添加すると GOL3A　1 の

発現量およびlll型コ ラ
ー
ゲン¢冶成量が2倍以上に促進された。  EGF

による細胞増殖促進時にも COL3A　1 の発現力s有意に促進して いた。

［結論］ ヒ ト骨 芽細胞の増殖に対し III型コ ラーゲンの発i肋 S密接な 関

係がある こ とが 明らか に な っ た。骨折の 治癒過 程の 初期や、頭蓋骨骨

縫合部に拡ガ 証 力を加えた際に III型 コ ラーゲンの殖 肋 鰻進される

事から、骨基質にわずか に存在してい る lll型コラ
ー
ゲンは骨形成時お

よび再 に必顔 である事 が示された。
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【目的】組織工学の技術が発展し様々 な細胞の 足場 （scaf剛 d）が開

発され て きたが、加重や力旺 に 充分に 耐え られ る靭帯や腱などの 結合

組織を再構築する決定的な方法は開発されて いない 。 1型 コ ラ
ーゲ ン

ゲJHま線 維芽細 胞の 良好な足場 になる こ とが、一方、繭糸は古くよ り

手術用縫合糸として使用され優れた強度と安全性を有 してい る こ とが

知られてい るe しかし、充分に強度の ある結合組織を再構築するため

には、1型 コ ラーゲンゲル には強度の向上が、また 繭糸には組織の 鋳

型とな るよ うな形伏力肛 が必要と考えられた。そ こ で、これ らを改善

した新 しい 培養担体を開発 し、さ らに線維芽細胞を三次 元培養する こ

とで強度のある結合組織の再構築を検討した。

【対象な らび に方法】 1型 コ ラーゲンゲルの 物性改変は、卵白の ガラ

ス化技術 （乾燥 により自由水と結合水を除去 して透明性のある固い物

質へ 変換する）を応用 した後に再水和しta また、繭糸の 平面形状へ

の加 工は、水分 を付与 した後 に加熱プレス す るこ とで繭糸構成蛋 自質

のセリシ ンを再膠着させて 平面絹を作製した 。 平面絹を包埋 した 1型

コ ラーゲ ンゲ ル にガラス 化 技術 を応用 して新 しい培養担体を開発 し

た。こ の培養担体の 両面 に ヒ ト真皮由来線維芽細胞をヨ 欠元培養する

こ とで結合組織を再構築 して、その経 時的な組織形態と強度恃性を解

析 した。【結果】 1型コ ラーゲンゲルは、ガラス化技術を応用して再水

和する こ とで 透明性と強度を向上 したゲル 薄膜 へ 物性 を改変で きた。

平面絹 の引 っ 張 りと押 しに耐える強度は綿製ガ
ー
ゼの約 5倍であっ

た。線維芽細胞は 2 − 3週間の培養で、平面絹含有コ ラ
ー
ゲンゲル薄

膜 担体の 周囲に厚み 0．5mm 以上の結合組織 様の再構築体を 形成 し

た。再 構築 した結合組織は、平面絹の弓鍍 を維持していた。【結論】 1

型 コラ
ー
ゲンゲル の物性と繭糸の形状を改善 した新 しい培養担体 を開

発して、強度のある結合組織を再構築する技術を開発した
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