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研究成果の概要（和文）：　今回、将来的な臨床応用の為に、サンゴ外骨格と培養細胞（特に毛細血管に対す
る）の親和性を調べた。実験はin vivoで行い、生化学的および形態学的手法を用いられた。非添加のグループ
と比較してサンゴ外骨格を添加して培養したヒト正常皮膚線維芽細胞では細胞増殖とコラーゲン線維産生の亢進
を認めた。また、ヒト正常皮膚線維芽細胞およびヒト血管由来血管内皮細胞の共培養にサンゴ外骨格を添加した
グループではサンゴ周囲に豊富な毛細血管の形成を認めた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined the affinity of the coral exoskeleton and 
cultured cells (especially for capillaries) for future clinical application. The experiments were 
performed in vitro and used biochemical and morphological techniques. Compared to the non-added 
group, human normal dermal fibroblasts cultured with the addition of the coral exoskeleton showed 
enhanced cell proliferation and collagen fiber production. On the other hand, in the group in which 
the coral exoskeleton skeleton was added to coculture of normal human dermal skin fibroblasts and 
human umbilical vein endothelial cells, formation of abundant capillaries around coral was observed.

研究分野：再生歯科医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究では、サンゴ外骨格と肉芽組織形成に必要な線維芽細胞、毛細血管の親和性を認める研究成果を認め
た。骨欠損部に骨補填材としてサンゴ外骨格を移植した際、毛細血管の足場としてコラーゲン線維が形成され、
続いて毛細血管が形成される。in vitroで毛細血管の外骨格を覆い、外骨格の内腔内に侵入する過程を形態学的
に確認できたことは、サンゴ外骨格が骨補填材として臨床応用されることへの一助となる意義がある。
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１．研究開始当初の背景 
細胞培養を単層で⾏う⼆次元培養は in vitro での因⼦、細胞、薬剤などとの相互作⽤の観察や

研究に便利な⽅法であるが、in vivo での細胞増殖とは異なる。実際の⽣体内においては、細胞
は 三次元的に増殖して組織や臓器を形成する。そのため⽣体内に近い培養環境を実現するため
に、⼆次元培養から三次元培養にパラダイムシフトがおこっている。三次元培養に⽋かせない⾜
場材料は培養する組織によって異なり、培養組織は 材料特性および⾜場特性によって制御され
る。細胞を in vitro で培養後移植して患者の失われた組織、臓器、特に⾻を補填するとういう臨
床応⽤の実現のためには、物理的強度を有す⼤規模な⾜場材料(スキャフォールド)を⽤いた三
次元培養が必要である。⼀⽅で、三次元培養は培養組織サイズが⼤きくなるにつれて、循環系を
もたないため、⽼廃物の 蓄積により中⼼部が壊死するという問題を抱える。そのため⾜場材料
には 1 多孔性 2 連通性 3 気孔率 4 露出表⾯積 5 物理的強度といった性質が求められる。培養組
織中⼼部に液体培地を浸透させるためには⽑細⾎管の形成が重要である。三次元培養組織に⽑
細⾎管が形成できれば、中⼼部壊死という問題を改善できる可能性がある。 
 
２．研究の⽬的 
既存の⾎管からの⾎管新⽣は、組織⼯学における重要なプロセスである。近年、臓器が⼤きな⾯
積を損傷した場合、創傷治癒期間を促進するために、⾝体の外側に形成される組織⼯学⾎管移 
植⽚(TEVG)が注⽬を集めている。本研究の⽬的は、移植前に、サンゴ外⾻格を⽤いて TEVG を
作成することである。 
 
３．研究の⽅法 
サンゴ外⾻格は琉球⼤学理学部から提供された Montipora digitate(エダコモンサンゴ)を 2 規定
⽔酸化ナトリウムと次亜塩素酸ナトリウムで細胞成分を含めた徐タンパク処置を施した後⼗分
に⽔洗した外⾻格を⾼圧蒸気滅菌したものを⽤いた。 
（１)サンゴ外⾻格の微細構造：⾛査型電⼦顕微鏡(SEM)で観察。 
（２）Montipora digitata とヒト正常⽪膚線維芽細胞（NHDF）およびヒト⻭根膜線維芽細胞
（HPLF）との親和性：MTT 法を⽤いてサンゴ外⾻格上で増殖した細胞(NHDF;ヒト正常⽪膚
線維芽細胞および HPLF;ヒト⻭根膜線維芽細胞)、の細胞増殖能を培養後 1,3,7 ⽇後に測定。 
（３）サンゴ外⾻格が線維芽細胞のコラーゲン産⽣能に与える影響：サンゴ外⾻格を添加して
NHDF を培養しヒドロキシプロリン分析を⽤いて定量して培養後 28 ⽇に測定。SEM によって
サンゴ外⾻格上で増殖する細胞とコラーゲン線維を培養後 1,7,14,21 ⽇後に観察。 
（４）サンゴ外⾻格とヒト⽑細⾎管の親和性：ヒト正常⽪膚線維芽細胞およびヒト由来⾎管内⽪
細胞の共培養にサンゴ外⾻格を添加し 21 ⽇後に 14 ⽇後に蛍光免疫染⾊法でサンゴ周囲に形成
された⽑細⾎管を観察。 
 
４．研究成果 
（１）サンゴ外⾻格の微細構造 
Montipora digitata:エダコモンサンゴ (Fig. 1)を⾛査型電⼦顕微鏡（SEM)で微細構造を観察し

た(Fig. 2)。孔径およそ 200 µm、多孔性で連通性である構造が観察された。 
 

 
 
（２）Montipora digitata とヒト正常⽪膚線維芽細胞（NHDF）およびヒト⻭根膜線維芽細胞
（HPLF）との親和性 
サンゴを⾻補填材として⾻⽋損部に填⼊した後、⽑細⾎管新⽣の⾜場となる NHDF および

HPLF の細胞増殖（Fig. 3, 4）を観察した。MTT 法ではサンゴ外⾻格を添加して培養すること
で⾮添加の培養に⽐べて細胞増殖が亢進することが推察された。 
 
 
 

Fig. 1 肉眼像  

 
Fig. 2 SEM像 

 

Fig. 3 Montipora digitataを添加した NHDF

および HPLFの細胞増殖能の変化 

 



 
 
（３）サンゴ外⾻格が線維芽細胞のコラーゲン産⽣能に与える影響 
コラーゲン線維の産⽣量（Fig 5）を SEM で観察した。培養 1-7 ⽇⽇後ではサンゴ外⾻格表⾯

および内腔に細胞が増殖する様⼦を観察した。培養 14-21 ⽇後ではサンゴ外⾻格表⾯に増殖し
た細胞とサンゴ外⾻格をコラーゲン線維が覆う様⼦を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NHDF および HPLF のどちらも Montipora digitata 顆粒を添加した群で⾮添加群に⽐べてコラ

ーゲン産⽣量が亢進することが推察された。 
（４）サンゴ外⾻格とヒト⽑細⾎管の親和性 
ヒト正常⽪膚線維芽細胞とヒト由来⾎管内⽪細胞を共培養してサンゴを添加 21 ⽇後にサンゴ外
⾻格周囲にネットワークを伴う⽑細⾎管形成を免疫蛍光染⾊法で観察した(Fig. 6)。形成された
⽑細⾎管の最⼤幅径は幅径(table 1)は、サンゴ外⾻格を⾮添加群に⽐べておよそ 3 倍⼤きい値を
⽰し、サンゴ外⾻格の添加が⽑細⾎管の成熟に関連する可能性が⽰唆された(table 1)。 
 
 
 
table 1 

  Minimum (µm) Maximum (µm) Mean (µm) 

Control 1.3 20.95 10.79 ± 5.49 

Coral 1.3 67.19 12.52 ± 9.91 
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Fig. 6 サンゴ外骨格周囲に形成されたヒト毛細血管 
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