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論文内容の要旨

肋軟骨および鼻中隔軟骨は小耳主主手術における耳介7レームの材料として使用されるが、硝子軟骨であるため再建耳介は

柔軟性に欠ける。しかしながら、縫側耳介軟骨から採取できる弾性軟骨の還には限界がある。いずれにしても自家軟骨採取

iま侵績が少なくはなく、また、再建した耳介形態を長期間維持することは依然として密難である。最近の研究では、多くの

tt:体綿織は頼織幹満駆細胞を含み、これらの細胞がそれぞれの綴織の積常性に関与していると考えられている。そこで、現

状を打破するためのアプ口一チとして、弾性軟'腎の再生医療において;耳介軟骨膜が有用な曲11SOUI'，曲として利用できるか検

討した。

4遡齢臼本白ウサギiこBrdUを連続5日間皮下注射し4週間後lこ染色したところ、 long-胞玄盟 label-問 tainin宮cellが耳介

軟骨践に認められ、組織幹府守駆細胞を含むことが示唆されたο そこで、単一細胞の分裂能力を詐価するため、 4適齢日本自

ウサギ耳介軟骨および軟骨膜から単離した初代細胞を4週間培養し、コロニーサイズを計測したと ζろ、軟骨膜級胞のみ?が

よ坦大きなコロニーを形成した。長期培養においても、軟d骨膜細胞は有意に優れた増癒能を示した。 RT♂CRでI;j;，軟骨縮

胞はtype1I四Uagenおよび時'grecanの発現は3継代田で完全に消失した。一方、軟骨膜細胞ではtype1I colla酔Eの発

現は 3継代田で完全に消失したが、 aggrecanはやや減少しながらも 7継代目まで発現が認められた。多分化能安調べるた

め、分化誘導培地を使用しで分化実験を行ったところ、軟骨細胞および軟骨糠細胞のいずれも脂肪および骨への分化が認め

られた。

次に、人工真皮として臨床使用されているものと同じコラーゲンスポンジに、 3、阜、羽織代目軟骨膜翻胞を議積し、イン

キュベーターにて一晩培養後、ヌードマウス背部皮下に埋入した。 4週間後にハーベストしたところ、句peIl冊註agenお

よびa富grecanの発現が低下していた 5、10継代隠軟骨膜細胞擦穏群と比較して、強発現していた3継代目軟骨膜細胞播穣

群は有意に大きく、いずれの蒋生組織も表面平清白色光沢で弾性のある軟J胃様組織であった。この結果から 3継代田軟骨膜

細胞播纏群を3継代目軟骨綴胞播種群と比較したところ、いずれの群もほぼ同様の組織を再生し、質盤lこ有意差は認められ

なかった(以後、軟骨組胞および軟骨膜細胞を搭議した再生軟骨組織をそれぞれ CSC.、PCSC.とする)。それぞれ組織染

色したところ、いずれも軟骨に特徴的な染色畿を示したが、各群において差は認められなかった。石灰化もしくは骨化は認

められなかった。 RT-PCRではいずれの群も type1I colla喜朗および喝容ecanは正常軟骨組織と間程度の発現を認めた。

一方、匂1'"X曲Ila酔温はC日C.では強い発現を認めたが、 PCSC.ではほとんど発現は認められなかった。このことか品、

C盟C.においては軟骨縦胞が肥大軟骨細胞化していることが示唆語れた。更に、ウサギ骨髄問葉系幹細胞との比較実験を施

行したところ、骨髄閉ま富系幹細目缶掃事重群の再生軟骨はPCSC.よちも有意に小さかった。

成体耳介軟骨膜に軟骨前駆締約が存在することを初めて明らかにした。軟骨膜細胞からは軟骨細胞よちも正常軟骨により

近い軟骨組織が再生可能であった。軟骨撲はドナーの変形を伴うことなく採取可能であり、骨髄間葉系幹細胞よ与も軟骨再

生能に優れ、分化誘導の手間やコストも必要ないことから軟脅再生の医療において有用であると考えられるc
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論文審査の結果の要望言

臨床において鋒紋可能な弾性軟骨は阪ちれているため、小3年症治療において弾性軟骨による茸介再建は詰困難である。そと

で再生医療において耳介軟骨膜に着目し、 4適齢日本ウサギを使服して Brdむ Labelin罫を施行したところLon砂ter臨

Lahel-聞出品時間llsの符在を認めた。軟骨膜細胞は長期培養およびコロニーアッセイにで高増殖能告示し、分化誘導で軟

骨以外に脂肪や骨になることから、成体耳介軟骨膜における軟骨必F問伊盟加r田lls必存在が初めて示された。

次iこ、コラーゲンスポンジiこ軟骨膜細胞と軟骨細胞告播種し、ヌードマウスに移植して軟骨再生態を比較した(軟骨膜綴

胞、軟骨細胞を媛積した群を各々PCSC.，CSC.とする)04灘間後、いずれも軟骨再lf'.を認めたが RT-PCRIこて CSC.は

肥大軟骨細胞化が示唆され、 1畠週間後では CSC.は縮小が著しく質量量に有意差をさ長じたc

更に、骨髄間葉系幹細胞と軟骨線細胞の軟骨再生能を比較した。前者は播務後2週間盟問肱oで軟骨分化誘導してヌード

マウスiこ移植した。 4週隠後、 PCSC.Iま骨髄間葉系幹細胞播種群と比較して有意に大きかった。

以上の結果から軟骨の p開酔田.tor田 I誌を含む耳介軟骨膜締約は軟骨再生において有用であり、この研究は軟骨再生の臨床

応用への可能性を示しており、今後の治療法進歩に寄与するところが多いロしたがって、本論文は博1:(医学〉の学位論文

として価値のあるものと認める。

なお、本学位授与申請者は、平成20年1月23日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもので

ある。




