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【目的】我々が独自に開発したタブルネットワーク (D N ) 

ゲルは優れた力学物 性 と と も に 軟 骨 分 化 誘 導 能 を

有し ている 。臨床応用 に向けた新たな材料として、分

子ステ ント法によりコンドロイチン硫酸 (C S )と ヒ ア ル ロ

ン酸 (H A )の軟骨基質高分子を複合化した DN ゲル

(CS-DN、HA-DN)を開発した 。本研究の目的は、こ

れらのゲルの生体内における力学的および生物学的

特性に つ い て 評 価 す る とともに、 ATDC5 細胞の軟骨

分化に与える影 響 を検 討 す る こ と で あ る 。

【 方 法】本研究では 3つの実験を行った 。(実験 1 ) 

HA-DN、CS-DN の ex vivo 及び in v i v 0 における

力学強度および含水率を評価した 。それぞれのゲルを

直径 10mm、高さ 5mm の円板状に作成し、 ex V IVO  

では 37度 5% C 0 2 の培 養 器内で PB S 中に保存した 。

i n v i V 0 では日本白色家兎 10 羽 を 用 い 背 部 皮 下

組織に埋植した 。各群 において 6 週、 12週後に圧縮

破断試 験 (n = 7 )を 行い、破断強度および弾性率の

測定を行った 。また同 時 期 の 含 水 率 測定 (n = 3 )も施

行した 。(実験 2 )日本白色家兎 2 1 羽を用い、

1x1x10mmの直方体の CSー DN、HA-DN、陰性対照
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材料、 陽性対照材料を背部の傍脊柱筋肉に埋植

した 。埋植 1、4、6週後に n= 7ずつ筋組織ごと摘出し

組織学 的観察に加え、サンプル周囲の炎症領域幅

を計測した 。( 実 験 3)CS-DN、HA-DN、ポリスチレン

( P S )上で ATDC5細胞を 7日間培養し 2型コラーゲ

ン、アグリカン、 S0 X 9、10 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ru n X 2 の発現

解析およ び 2 型コラーゲンの免疫染色を行った 。統

計解析 に は 分 散 分 析を用いた 。

【結果】(実験 1)Ex vivo における HA-DN の破断強

度、初期弾性率は 7.90MPa、O.72MPa、CS-DN は

2.47MPa、O.35MPaであり HA-DNは有意に高い値を

示した 。また両ゲルともに PB S 保存期間における圧縮

破断強度、初期弾性率、含水率の変化は認めな

かった 。in v i v 0 におい て HA-DN の破断応力、初期

弾性率は埋植前と比べ有意に低下した 。一方

CS-DNでは埋植による破断応力、初期弾性率の有

意な変化を認めなかっ た 。埋植 1 2 週における両ゲル

の破断応力および初期 弾 性 率 に 有 意 差 は 認 め な か

った 。(実験 2)埋植 1週での CS-DN周囲の炎症領

域幅は HA-DN、陰性対照より有意に大きく、陽性
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対照より有意に小さかったが、 4、6 週では陰性対照

と有意差を認めなかった 。一方で HA-DN は全埋植

期間 において陰性対照群と比べ同程度の炎症反

応を惹起するのみであった 。(実験 3) HA-DN 、

CS-DN 上の ATDC5 細胞は細胞凝集塊を形成し、

蛍光免疫染色では PS に比べ 2 型コラーゲンの有意

な発現を認めた 。また リ ア ル タ イ ム PCR では PS ディッシ

ュと比較し 、HA-DN ゲル、 CS-DN ゲル培養で 2 型コ

ラーゲン とア グリ カンの有意な発現上昇を認めた 。

【考察および結論 ]HA-DN は CS-DN より高強度であ

るが 、生体内で HA-DN の破断強度および初期弾性

率は低下し、 CS-DN では不変であった 。CS-DN は埋

植 1 週目のみ陰性対象材料と比べ周囲組織の炎

症反応を認めた 。一方 HA-DN は陰性対象材料と

同程度の炎症反応の み惹起した 。CS-DN、HA-DN

は in vitro における高い軟骨分化能を持ち 、軟骨再

生誘 導 ゲル材料としての可能性を示した 。


