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漁 文 内 容 の 要 旨

生体組織に大きな欠損部が生じた場合,細胞,生体吸収性の生体材料からなる細胞の足場 (人工細胞外マトリックス),お

よび細胞増殖因子を用いて自己の生体組織を再生させ,その欠損を修復しようとする生体組織工学研究が広く行われてい

る｡しかしながら,この細胞増殖因子の生体内での安定性は悪く,単に水溶液状態で授与するだけでは,その生物作用は期

待できない｡そこで,その解決法として,細胞増殖因子の徐放化を行っている｡ すでに,コラーゲンをアルカリ処理するこ

とによって得られる等電点が5.0の酸性ゼラチンの-イドロゲルから,生物活性をもつ塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)

を徐放できることを確認している｡本論文は,この生体吸収性の-イドロゲルからのbFGFの徐放化のメカニズムに対する

基礎的な知見を得ることを目的として,水溶液あるいは-イドロゲル状態のゼラチンとbFGFとの相互作用について研究し

たものであり,緒言,本論6章,および総括から構成されている｡

第 1章では,bFGFとゼラチンとの間のポリイオンコンプレックス形成を水溶液状態で評価しているO酸性ゼラチンと

bFGFとの混合による溶液濁度の上昇,bFGFのヘパリンへのアフイニティの低下の程度が混合溶液のイオン強度の増加と

ともに低下することを兄い出した｡また,酸性ゼラチンとの混合により,bFGFの等電点が低下したことから,bFGFと酸性

ゼラチンとの間に静電的相互作用が働き,ポリイオンコンプレックスを形成していることを明らかにした｡

第2章では,bFGFとゼラチンとからなるポリイオンコンプレックスの電荷および分子サイズなどを調べている.酸性ゼ

ラチンとの混合によって,bFGFの正荷電が中和されること,酸性ゼラチンの見かけの分子サイズが増加することを明らか

にした｡

第3章では,ゼラチンとコンプレックスを形成 したbFGFの生物作用をinvitro細胞培養法によって評価 しているo

bFGFのBHK細胞に対する増殖促進活性は酸性ゼラチンとの混合により少し低下したが, トリプシン消化に対するbFGF

の抵抗性が上昇することを示したO

第4章では,酸性あるいは塩基性ゼラチンからなる-イドロゲル中のbFGFさらに等電点の異なる種々のタンパク質の透

過性を調べている｡タンパク質の透過性がタンパク質とゼラチンとの静電的相互作用の影響をうけることを明らかにした0

第5章では,ゼラチン-イドロゲルへのbFGFの収着と脱着挙動を調べている｡酸性ゼラチン-イドロゲル-bFGFが収

着され,その収着量が,ゼラチンのカルボキシル化により増加すること,溶液のイオン強度の上昇とともに低下することを

示した｡以上の結果より,bFGFの酸性ゼラチン-イドロゲルへの収着力が主に静電的相互作用カであることを明らかにし

た ｡

第6章では,bFGFの酸性ゼラチン-イドロゲル微粒子への収着と脱着挙動を評価し,さらにマウス皮下に埋め込むこと

でその血管新生作用を調べている｡bFGFの酸性ゼラチン微粒子への収着量が,液中のイオン強度の上昇にともなって低下

することを示した｡一方,微粒子が分解しないinvitroの条件ではbFGFが微粒子より放出しないことを示した｡微粒子が
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分解されるマウス皮下において血管新生が認められ,iniiivoにおいて生物活性をもつbFGFを徐放することに成功した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,ゼラチンハイドロゲルと塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)との複合体からのbFGFの徐放化に関する基礎

的な知見を得ることを目的として,ゼラチンとbFGFとの相互作用について研究したものであり,得られた主な成果は次の

通りである｡

1.bFGFを酸性ゼラチンと水溶液状態で混合すると混合溶液の海産は上昇するが,その程度は溶液のイオン強度の増加

とともに低下することを示した｡また,酸性ゼラチンとの混合がbFGFの正荷電を中和し,その等電点およびbFGFのヘパ

リン-の親和性を低下させることを示し,bFGFと酸性ゼラチンとが静電的に相互作用していることを明らかにした｡

2.bFGFが酸性ゼラチンと静電的に相互作用してコンプレックスを形成し,それらのコンプレックスが凝集することに

よってその分子サイズが増加することを明らかにした｡

3.酸性ゼラチンとポリイオンコンプレックスを形成したbFGFが細胞増殖促進作用を保持するとともに,酵素消化に対

する抵抗性の上昇することを,invitro細胞培養法を用いて明らかにした｡

4.bFGFは酸性ゼラチン-イドロゲルへ収着し,その収着量がゼラチンのカルボキシル化により増加した｡溶液のイオ

ン強度の増加とともに収着量が低下することから,bFGFとハイドロゲルとの間に主として静電的相互作用力の働いている

ことを明らかにした｡

5.酸性ゼラチン微粒子内へポリイオンコンプレックスの形成で固定化されたbFGFは,微粒子が分解されないinvitr10

の条件では放出されないことを示した｡bFGF含浸微粒子をマウス皮下に注射したところ,注射部位における血管新生が認

められ,生物活性をもつbFGFの徐放化に成功したO

以上,本論文は,ゼラチン-イドロゲルからのbFGFの徐放化のメカニズムを解明する上で重要な基礎的知見を得たもの

であり,学術上,実際上,寄与するところが少なくない O よって,本論文は博士 (工学)の学位論文として価値あるものと

認める｡また,平成12年 1月21日,論文内容とそれに関連した試問を行った結果,合格と認めたO
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