
博士論文

骨形成性多孔質ハイブリッド膜の作製と評価

2011年

脇田 剛誌





目次

第1章 序論.……..…….…...….….….……….…….....…..……….…..…‥…….....……….…1

1.1 背景……‥……….……..…..…………‥….……………………..………..….…….….…....1

1.2 本研究の目的…....……..………...….…….…..…….……...…….…….….….….….….4

第2章 ケイ素含有バテライト(SiV)とポリ乳酸(PLA)の複合化および繊維化…11

2.1 緒言.…...………….…………..…..…‥…..…..…….…....….…..…….…......……‥……11

2.2 実験方法..……….…..………..…….…….………………….……..….….….…....…….12

2.2.1 SiVの作製……..…...….….…………….……...….….………..………‥…………12

2･2･2 SiVおよび･PLAにて構成された繊維の作製-･.･･--･---･-･-･--･ 12

2.2.3 PLAの分解性評価…………..……….……….…………….………………………13

2.2.4 SiVIPLA(M)､ (K)繊維奉面のアパタイトコーティング......…….........14

2.2.5 ケイ素およびカルシウム成分の溶出量の測定…‥.…‥…..…………..…..14

2.3 結果と考察….…….….……...……….….……..…‥…..….……...….……….…………15

2.4 まとめ…………….…….….…………..……….……………‥………‥………………..…25

第3章 ケイ素含有パテライト(SiV)-ポリ乳酸(PLA)複合体の不織布化.…….. 28

3.1 緒言..………….…….…..…….….……….…….…………………..………..….………….28

3.2 実験方法……………………….…….……..…….…..…….….…‥.….…………….……29

3.2.1 SiVの作製……….….….…….…….…….………………..….…..….…….…….…29

3.2.2 SiPVH不織布の作製.…‥...…….…...……………….……..……………………29

3.2.3 SiPVH不織布の繊維間隙狭小化…….…….……………….…..………..…… 30

3.2.4 アパタイト生成能評価‥.….….....…….….…….………….….…‥..………‥…30

1



3.2.5 細胞増殖性評価.…...….………...…..………..……....…….….…..…..………...30

3.3 結果と考察..…....………….………..…..….…‥‥…….…….…..…..…….…..………‥31

3.4 まとめ..…..…………….……….……………‥…..…‥.…..….…...…….…‥….………..40

第4章 GBR膜用途を目的とした骨形成性多孔質ハイブリッド膜作製と評価.42

4.1緒言…….……....…….…...………………...…….…………...……….…..….….…‥…..42

4.2 実験方法.…………….…....……..…………….…..………………..….….…..….………43

4.2.1 SiVの作製……‥.….…..….……….…‥.….………….…..….……‥…...…..…….43

4.2.2 不織布の作製……..….….…………..………..………..…………….………...……43

4.2.3 PLA不織布の繊維間隙狭小化….……..………..….………….….………….…43

4.2.4 ホットプレス法を用いたPIJAISiPVH膜(2層構造膜)の作製...........A4

4.2.5 アパタイト生成能評価.……….…….…..….…‥…..…‥..….………………..…45

4･2･6 2層構造膜の骨形成能評価･-･---･--･･-･･-･､--･-･･･-･-･･-･-･-45

4.3 結果と考察..……….………………………….……..…………….…‥...….……..….…..46

4.4 まとめ..…....……..………..……….…..….…‥..……‥….…….….……..…..………….53

第5章 総括.…….……….……....……….……………..…...……..……..….………………….56

ll



第1章 序論

1.1背景

インプラント治療とは失ってしまった自分の歯の替わりにインプラント(人

工歯根)を顎骨に埋め込み,その上に人工の歯を配置して噛み合わせを回復する

治療法である｡高齢化社会を迎えつつある現在､インプラント治療は一般化し

てきており､;安心して岨噂できることは高齢者のクオリティー･オブ･ライフ

(QOL)を向上するためにも重要な役割を担っている｡

従来､インプラントは顎骨の骨量が必要かつ十分な部位-移植することを前提

としており､骨量が不足している患者はその治療をあきらめざるを得なかった｡

しかし､近年では校合あるいは審美の観点から､理想の部位-移植することが求

められるようになり､骨量が不足している患者には骨量を早期に回復させる治療

が求められている｡

骨誘導再生法(Guided Bone Regeneration : GBR)は､口腔や顎顔面手術の分

野において広く利用される骨欠損修復方法のひとつで､骨再建を待つ間､骨欠

損部をバリアー膜で覆い､骨形成に寄与しない細胞や組織が侵入することを防

ぎ､骨組織のみの再生を促す方法である1,2)｡このときに使用されるバリアー膜

を骨再生誘導膜(GBR膜)と呼ぶ(Fig. 1.1.1)｡GBR膜に求められる性能は､軟組

織の侵入を抑制する機能､周辺組織と同化し定着(ティッシュインテグレーショ

ン)するための表面性状､骨欠損部の空間を保持できる強度および覆うことので

きる柔軟性､さらには骨形成促進機能である3･4)｡
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Fig.1.1.1 Schematic image of GBR treatment

GBR膜には非吸収性と吸収性のものがあるc 現在､最もよく使用されている

のは､非吸収性のポリテトラフルオロエチレン(PTFE)を延伸加工した

e-PTFE(Gore-Tex@)である5･9).しかし､非吸収性のため二次手術が必要であり､

患者-の負担は軽くない｡そのため､膜の除去手術を必要としない生体吸収悼

膜の開発が行われており 9-10)､ポリ乳酸･ポリグリコ-ル酸を主成分とする

Guido押7~8)､ Ⅵcryl⑧ 7,9,10)､ジーシーメンプレン㊥ 12)などが実用化されている｡

また､生物由来のコラーゲンを主成分とするBio-Gide⑧ 13･14)､ BioMend⑳ 14)も

実用化されているが､コラーゲンは生体親和性には優れている一方で､機械的

強度の不足や抗原性の問題がある｡これらの膜がGBR膜として実用化されて

いるが､全てバリアー膜としての機能を果たすのみであり､骨形成促進を望む

場合､自家骨あるいは他家骨の移植,または人工材料である骨充填材を併用す

ることが一般的である｡自家骨は自分の骨であるため､体に馴染むのはもちろ

んのこと､移植後に元の骨と同化していく性質を備えていることから最も効果

の望める治療法といわれているが､自分の身体の健全な部分から骨をとる手術

が不可欠で､身体-の負担が大きい｡一方､他家骨手術は他人の骨､主には亡

くなった人間の骨を使うため､倫理的な問題や感染症の心配もつきまとうo



GBR膜に骨欠損部のバリアー膜としての機能だけでなく､人工材料を用いた

骨形成促進機能を付与することができれば､これまでにない新たなGBR膜と

して期待できる｡その手法の一つとして､細胞成長因子を組み込むことが考え

られる｡現在､組織工学における細胞成長因子として､骨誘導タンパク(BMP)

やトランスフォーミング増殖因子(TGF)などのタンパク質が有名である｡しか

し､これらの成長因子は高価であり､大量生産することも困難である0

Henchら峠､極微量のSi4+イオンは細胞に遺伝子的に作用し､インシュリン

様成長因子IGF･Ⅱを増加させ､適量のCa2+イオンと作用して骨形成を促進す

ると報告している15-18)｡

生体吸収性材料である炭酸カルシウムはCa2+イオンの供給源として期待でき

る｡炭酸カルシウムには､カルサイト､アラゴナイト､バテライトと三つの結

晶形があり､それぞれ水-の溶解度(mg/100ml, 20℃)はカルサイト; (1.4)､ア

ラゴナイト; (1.5)､バテライト(2.4)である｡我々の研究グループは水-の溶解

度が最も高いパテライトにSi4+イオンを溶出させる機能を付与したケイ素含有

バテライト(SiV)の作製に成功した19,20)0 SiVは生体内でCa2+イオンだけでは

なく Si4+イオンを供給する新たな骨修復材料用フィラーとして期待できる｡さ

らに我々の研究グループはSiVとポリ乳酸(PLA)で構成されたフイルムがSi4+

イオンの徐放能を示し､このフイルム上でマウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)

の増殖および石灰化が促進されることを報告してきた21)｡このフイルムは生分

解性であるPLAをメチレンクロライドに溶解し､ SiVを分散させた後､この分

散溶液をカバーガラスにディップコートすることで作製した｡しかし､このフ

イルムは非常に脆弱であった｡ SiVおよびPLAで構成され､柔軟性およびハン

ドリングに耐えうる機械的強度を有した膜が作製できれば､より進歩したGBR

膜､つまり骨形成促進機能を有した吸収性GBR膜としての応用が期待できる｡
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1.2 本研究の目的

GBR膜に必要不可欠な特性として､軟組織の侵入を防ぐバリアー膜としての

機能および様々な形状の治療患部に対応できる柔軟性およびハンドリングに耐

えうる機械的強度がある｡

エレクトロスピニング(電解紡糸)法はポリマーを簡便にマイクロあるいはナ

ノ繊維化でき､さらには紡糸された繊維を堆積させることで不織布化するため

の効果的な方法であるo骨形成に寄与する細胞の足場材を目的とし､細胞の進

入に有利な繊維間隙を有するSiVとPLAで構成された柔軟な不織布と､軟組

織など骨形成に寄与しない細胞の侵入を防ぐバリアー膜および機械的強度の付

与を目的とした繊維間隙の狭い柔軟なPLA不織布を合着し､柔軟性および機械

的強度を有する2層構造膜が作製できればト骨形成促進機能を有する新たな生

体吸収性GBR膜として期待できる(Fig.1.2.1)o

Fig.1.2.1 Schematic image of bi-layered membrane for GBR treatment



本研究では､まず､エレクトロスピニング法にてSiVとPLAで構成された繊

維の作製および不織布化を試みた｡さらには､得られたSiVとPLAで構成さ

れた不織布とPLAの不織布を合着することで2層構造膜を作製し､ GBR膜と

しての有効性を動物実験にて評価した｡以下に本論文の内容を記す｡

第1章 序論

本研究の背景および目的について述べた｡

第2章 ケイ素含有パテライト(SiⅥとポリ乳酸(PI.A)の複合化および繊維化

SiVおよびPLAで構成され､柔軟性を示す不織布が作製できれば､骨形成に

寄与する細胞の足場材としてGBR膜-の応用が期待できる｡

ここでは､作製方法の異なる2種類の紡糸溶液を用い､エレクトロスピニン

グ法にてSiVおよびPLAで構成された繊維の作製を試みた｡得られた繊維の

形態､化学的構造､生分解性､イオン溶出挙動を評価することで､ SiVおよび

PLAで構成されGBR膜に骨形成促進機能を付与する材料として期待できる柔

軟な繊維を見出した｡

第3章 ケイ素含有バテライト(SiV)-ポリ乳酸(PLA)複合体の不織布化

第2章にて SiV と PLAを加熱混合することで作製した複合体(SiPVH

(Siloxane･Poly(lactic acid)-Vaterite Hybrid))を用い､エレクトロスピニング法に

て作製した繊維はGBR膜に骨形成促進機能を付与する材料として期待できるこ

とが見出された｡エレクトロスピニング法は紡糸された繊維を堆積させることで

不織布化することが可能である｡ここでは､エレクトロスピニング法にてSiPVH

の不織布化を試みた｡また､繊維間隙の異なるSiPVH不織布を作製し､それぞ
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れの不織布繊維表面に細胞親和性を向上させることを目的としたアパタイトを

析出させた｡得られた繊維間隙の異なるアパタイト被覆SiPVH不織布

(SiPVH/HA不織布)にてマウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)の増殖性を確認し､

骨形成を促進する足場材料としての繊維間隙の有効性を評価した｡その結果､広

い繊維間隙を有するSiPVH/HA不織布がGBR膜に骨形成促進機能を付与する3

次元足場材料として期待できることを示した｡

第4章 GBR膜-の応用を目的とした2層構造膜の作製

第3章にてエレクトロスピニング法にて作製された広い繊維間隙を有するア

パタイト被覆SiPVH不織布が骨形成促進機能を有する足場材料として期待で

きることが示された｡

ここでは､ GBR膜としての応用を期待し､広い繊維間隙を有するSiPVⅢ不

織布と､軟組織など骨形成に寄与しない細胞の侵入を抑制する機能および機械

的強度の付与を目的とした繊維間隙の狭いPLA不織布を局所的なホットプレ

スにて合着し､ 2層構造膜の作製を試みた｡さらには､細胞親和性を向上させ

るために2層構造膜をSBFに浸漬することでSiPVH不織布層の繊維表面にア

パタイトを析出させ､この膜を用いて動物実験を行った｡その結果から､本研

究にて作製した2層構造膜がバリアー膜としての機能だけではなく､骨形成促

進機能を併せ持っ新たなGBR膜としての可能性を秘めた材料として期待でき

ることを示した｡

第5章 総括

第5章は総括であり､本研究で明らかになった主な成果をまとめた｡
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第2章 ケイ素含有バテライト(SiV)とポリ乳酸(Pu)の複合化および繊維化

2.1緒言

我々の研究グループはPLAをメチレンクロライドに溶解し､ SiVを分散させ

た溶液をカバーガラスにディップコートすることで作製したフイルムがSi4･イ

オンの徐放能を示し､このフイルム上でマウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)の

増殖および石灰化が促進されることを報告してきた1)｡しかし､このフイルム

は非常に脆弱であった｡ SiVおよびPIJAで構成され､柔軟性を示す膜が作製で

きれば､骨形成に寄与する細胞の足場材としてGBR膜-の応用が期待できる｡

エレクトロスピニング(電解紡糸)法はポリマーをマイクロあるいはナノ繊維

化､さらには紡糸された繊維を堆積させることで不織布化するための効果的な

方法である｡

本章ではSiVおよびPIJAで構成された繊維の作製をエレクトロスピニング法

にて試みた｡紡糸溶液として､ SiVを分散させたクロロホルムにPLAを溶解し

た溶液と､ SiVとPLAを加熱混合することで作製した複合体をクロロホルムで

溶解した溶液を用意した｡それぞれの紡糸溶液をェレクトロスピニング法にて

繊維化し､ SiVとPLAの混合方法が繊維の形態､化学的構造､生分解性､イオ

ン溶出挙動に与える影響を評価することで､ SiVおよびPIJAで構成され骨形成

促進機能を付与する材料として期待できる繊維を見出した｡
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2.2 実験方法

2.2.1 SiVの作製

メタノールを用いた炭酸ガス法にてSiVを作製した1･2)0

150 gのCa(OH)2に60 mlのアミノプロピルトリエトキシシラン仏pTES)

及び2000mlのメタノールを添加し､ 2000ml/minでCO2ガスを投入しながら

75分間撹拝した｡得られたスラリーを110℃で乾燥し､粒子径約1 〃mの球

状SiVを得た｡蛍光Ⅹ線分析の結果､ SiVのケイ素含有量は-2wt%であった｡

2.2.2 SiVおよびPIJAにて構成された繊維の作製

PIJAはメディカルグレード品(PURASORB⑧,'molecular weight 200･300

kDa, PURAC, Gorinchem, The Netherlands)を用いた｡

PLAとSiVの混合溶液はSiVを分散させたクロロホルムにPLAを溶解する

ことで作製した｡微少量真空乳化機(T.K. AGI HOMO MIXER⑧; 2M･03,

PRIMIX, Osaka, Japan)を用いてSiVをクロロホルムに分散させた｡この分散

液の混合比はSiV/クロロホルム=1/6(重量比)とした｡この分散液にPLAが

SiV/PIJA=3/2となるように溶解し､紡糸溶液とした｡この紡糸溶液の混合比は

SiV/PIJjVクロロホルム=3/2/18 であった｡ (これ以降､この紡糸溶液を

SiVPLA(M)溶液と記す)0

一方､ PIJAとSiVをニーダーを用いて加熱混練した試料も作製した｡混合比

はSiⅥPLA=3/2(重量比)とした｡ 28gのPLAと42gのSiVを200 ℃で10分

間混練した｡これをSiV･PIJA(M)溶液と同様にSiV/PIJA/クロロホルム=3/2/18

となるようクロロホルム溶媒に溶解し､紡糸溶液とした(これ以降､この紡糸溶

液をSiV･PLA(K)溶液と記す)0

作製した2種類の紡糸溶液を用いてエレクトロスピニング法にて繊維の作製
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を行った｡紡糸条件は室温にて印加電圧20 kV､吐出速度o.o5 m〟min､吐出

口とコレクター間の距離は150mmとした. SiV･PLA(M)､ (K)溶液から作製し

た繊維をそれぞれSiV･PLA(M)､ (K)繊維と記す｡

得られた繊維の形態観察を走査型電子顕微鏡(SEM)(VE･8800, Keyence,

Osaka, Japan)を用いて行った｡また､これらの繊維を構成するPLAの結晶化

度を算出するために､示差走査熱量計(DSC)(DSC･8230, Rigaku, Tokyo, Japan)

にて測定を行った｡測定温度50-200 ℃､昇温速度10 ℃/min､結晶化度(Ⅹc)

は式1で算出した｡ 93.7J/gはPLAの結晶化度が100%である場合の融点のエ

ンタルピーである｡ △Hfは融点､ △Hcは再結晶化点のエンタルピーであり､

得られたDSC曲線の融点および再結晶化点のピーク面積より算出した3)0

Ⅹc=(AHf-AHc)/93.7[J/g] ×100%
･･･ (式1)

得られた繊維の構造解析は13C CP/MS･NMR(UNITY plus, Varian, Palo

Alto, CA, USA)およびFT-IR(FT/IR･4100, Jasco, Tokyo, Japan)を用いて行っ

た｡ 13C CP仇4AS-NMR測定はVarian400を用いて標準物質をアダマンタンと

し､観測核パルス幅が4.7 〃s､繰り返し時間8.Osec､スピンスピード5.OkHz､

積算回数1000回にて行った｡

2.2.3 PLAの分解性評価

SiVIPLA(M)､ (K)繊維のPIJA分解性をPIJAの分子量変化を測定することで

調べた｡分解の要因である加水分解を加速させるために､それぞれの繊維を5

mmol/LNaOH水溶液に浸漬した｡ PLAの分子量測定をゲル浸透クロマトグラ

フィー(GPC)(LC･20, Shimadzu, Kyoto, Japan)にて2種類のカラム(Shodex⑧;

KF･604, KF1606M, Showa Denko, Tokyo, Japan)を用いて測定した.濃度は

5mlのクロロホルムにPLA成分が10mg溶解するようそれぞれの繊維を溶解
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し､ SiVを除去するために渡過した｡測定は流速o.6ml/min｡カラム温度40 ℃

にて行った｡校正曲線を得るためにポリスチレン(Shodex⑧; SM･105, Showa

Denko, Tokyo, Japan)標準試料として用いた｡

2.2.4 SiVPLA(M)､ (K)繊維表面のアパタイトコーティング

擬似体液(SBF)に浸漬し､材料表面に骨類似アパタイトを生成させることで､

材料の細胞親和性が向上されることが報告されている4)｡そこで､ SiVPLA(M)､

(K)繊維をSBFに37 ℃､ 24時間浸漬することで繊維表面のアパタイト被覆を

行った｡ SBFはアパタイト生成を促進させるために通常の1.5倍濃度の無機イ

オン量を含有する物を用いた｡即ち､ 3.75mMのCa2+, 213.OmMのNa+, 2.25

mMのMg2+, 7.5 mMのK', 223.2 mMのCl', 6.3 mMのHCO3･, 1.5m Mの

HPO421, 0･75
mMのSO42~,串よび(CH20H)3CNH2, HClを含むpHを7.4に調

整した溶液である｡浸漬後の試験片は蒸留水で洗浄し､室温で乾燥させた｡ア

パタイト被覆後のSiV･PLA(M)､ (K)繊維をそれぞれSiV-PIJA(M)/HA繊維およ

びSiV-PIJA(K)/HA繊維と記す｡

2.2.5 ケイ素およびカルシウム成分の溶出量の測定

3.7mgのSiV･PIJA(M)/HA繊維およびSiV･PLA(K)/HA繊維を10 %ウシ胎

児血清を含む培養液(α-MEM)に浸漬し､ 37 ℃で95%空気､ 5%CO2環境で5

日間保持した｡培養液は1, 3日後に交換した｡ケイ素およびカルシウム成分の

培養液-の溶出量を誘導結合高周波プラズマ発光分析(ICP-AES)(ICPS･500,

Shimadzu, Kyoto, Japan)にて測定したo
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2.3 結果と考察

エレクトロスピニング法にて紡糸を行う間､ SiVPLA(M)溶液の吐出は断続的

であったが､ SiV･PIJA(K)溶液の吐出は連続的であった｡ SiVIPLA(M)繊維は直

径10-40〃m程度の不均一な繊維であり､柔軟性は乏しく､非常に脆かった｡

一方､ SiV-PIJA(K)繊維は直径約10FL mの均一な繊維であり､柔軟性を示した｡

SiVIPLA(M)およびSiVIPIJA(K)繊維の表面および断面のSEM写真をそれぞ

れFig. 2.3.1､ Fig. 2.3.2に示す｡ SiV･PLA(M)繊維表面のPIJAには多数の穴が

あり､ SiVが露出していた(Fig. 2.3.1 (a))｡また､繊維断面はSiV凝集体が存在

し､不均一であった(Fig. 2.3.1 (b))｡一方､ SiV･PIJA(K)繊維表面はPIJAの薄い

膜で完全に覆われており(Fig. 2.3.2 (a))､繊維断面は粒子が均一に分散していた

(Fig. 2.3.2 (b))0
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Fig･ 2･3･11 SEM micrographs of SiV-PLA(M) fiber: (a)surface and (b) fracture face

of the fiber.
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Fig･ 2･3･21 SEM micrographs of SjVIPLA(K) fiber: (a)surface and (b)fracture face

of the fiber.
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Fig. 2.3.3はSiV･PIJA(M)およびSiV･PIJA(K)繊維の13C CP仙IAS･NMRスペク

トルであり､カルポキシ基に帰属される170ppm付近のピークを示す｡ 2価のイ

オンがカルポキシ基に配位すると､新たなピークがカルポキシ基を示すバンドの

低磁場側に現れることが報告されている5)｡また､ Maedaらは炭酸カルシウムの

多形体の1つであるバテライトとPLAの複合体にてバテライトに由来するCa2･

とPIJAのカルポキシ基の配位を示すピークが172ppm付近に現れると報告して

いる6)｡ここでは､ Ca2+とPLAの配位を示す172ppm付近のピークの有無に着

目し､ピーク分離を行い､それぞれ2つのピークに分離した｡それぞれの繊維の

スペクトルに存在する172 ppm付近のピークはSiVPLA(M)繊維で大きかった｡

エレクトロスピニングに使用したSiVIPIJA(M)溶熟まSiVをクロロホルムに分散
il

させ､その後､ PLAを添加して作製した｡このときSiVからシロキサンが遊離

し､バテライトが露出したためにPLAのカルポキシ基とバテライトに由来する

Ca2+の結合が生じたと推測される｡一般的に､シランカップリング剤のシラノ-

ル基は材料表面の水酸基と脱水縮合することで共有結合を生成し､固定化される｡

また､この反応と並行してシラノ-ル基同士が縮合し､シロキサンオリゴマ-を

生成することもある｡この脱水縮合反応は副産物として生じる水､アルコールな

どを加熱あるいは乾燥することで系外に除くことで促進される7)｡この時､シラ

ノ-ル基(Si･OH)と材料表面の水酸基がメタロキサン結合(Si･0･M; Mは金属元

秦)を形成し化学的に結合されていると考えられている8)0 SiV-PIJA(K)EまSiVと

PLAを200 ℃で10分間加熱混練することで作製した｡この加熱混練でSiVは

加熱され､ SiVに含まれるシロキサンとパテライト間で脱水縮合が促進された結

果､バテライト表面はシロキサンと結合して覆われた｡結果として､ SiVPLA(K)

繊維はPLAのカルポキシ基とバテライトに由来するCa2+の配位が非常に少なく､

172ppm付近のピークが小さいと考えられる｡
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Fig･ 2･3･31 13c cp/MAS-NMR spectra of (a)SiVIPLA(M) and (b)SiV-PLA(K) fibers

and their deconvoluted resuJts.

Fig. 2.3.4はSiV-PLA(M)およびSiV･PLA(K)繊維のFT-IRスペクトルを示す｡

それぞれのスペクトルには､Obataら9)が示すようにわずかであるが1650cm･1

付近にアミド結合に起因するピークが存在した｡これは､ SiVから遊離した

APTESのアミノ基およびSiVに残存するAPTESのアミノ基とPLAのカルポ

キシ基の間にアミド結合が生じるためと推測される｡ SiV･PIJA(K)繊維のアミド

結合はバテライトを覆うシロキサンのアミノ基とPLAのカルポキシ基の間に

アミド結合が生じたと考えられる｡
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Fig･ 2･3･4･ FTIR spectra of (a)SiV-PLA(M) and (b)SiV-PLA(K) fibers.

DSC曲線より算出したSiVIPIJA(M)およびSiV･PLA(K)繊維を構成するPIJA

の結晶化度はそれぞれ､ 19 %および16 %であり､ほぼ同等であった｡このと

き､ SiVPVH(M)繊維のPLAの重量平均分子量: Mw､数平均分子量: Mn､多

分散度: Mw/Mnは､それぞれ310 kDa(Mw)､ 211 kDa(Mn)､ 1.5(Mw/Mn)で

あった｡一方､ SiV･PLA(K)繊維のPLAのそれらはそれぞれ265 kDa(Mw)､ 145

kDa(Mn)､ 1.8(Mw/Mn)であり､ SiVPVH(M)繊維と比較してPLAの分子量が

低下していた｡

Fig. 2.3.5にSiV-PIJA(M)およびSiV･PLA(K)繊維の5 mmol/L NaOH水溶液

浸漬後のPLA分子量変化を示す｡ SiVPI.A(M)繊維のPLA分子量は浸漬後の

変化が少なく､ 28 日後にもほとんど変化がなかった.一方､ SiV･PLA(K)繊維

のPLA分子量は浸漬後5日までに急激に分子量が低下し､その後､徐々に減少

した｡ SiV-PIJA(K)繊維はSiV-PIJA(M)繊維と比較して分解性が高いことを示し
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た｡本研究にて応用を期待しているGBR膜など､体内に埋入して骨再生を促

進させる材料は骨再生後には生体に吸収され､消滅する材料が望ましい｡

SiV･PIJA(K)繊維には生分解性による吸収が期待できるとともに分子量を制御

することで吸収期間を制御できる可能性がある｡

Fig. 2.3.6はSiV-PIJA(M)/HAおよびSiV･PI.A(K)/HA繊維から培養液-溶出

されたCa2+イオン とSi4+イオンの溶出量を示す｡ SiV･PIJA(M)/HA繊維からの

Ca2+イオン溶出量は培養液浸漬1日間で40mg/L溶出した後､約20mg/L/day

溶出し続けた｡ SiVIPIJA(K)/HA 繊維からの Ca2+イオン溶出量は

SiVPLA(M)/HA繊維よりも少なく､培養液浸漬1日間で35 mg/L溶出した後､

約12 mg/L/dayで溶出し続けた｡ SiVPI.A(M)旧A繊維からのSi4+イオン溶出

量は､培養液浸漬1日間で3.7mg/L溶出した後､およそ1.7mg/L/day溶出し

続けた｡一方､ SiVPLA(K)/HA繊維からのSi4+イオン溶出量はSiVPLA(M)/HA

繊維と比較して1/5から1/8であり､培養液浸漬1日間で0.68 mg/L溶出した

後､約0.2mg/L/dayで溶出し続けた｡ SiVPLA(M)/HA繊維から培養液-溶出

されたイオンの量は､ Ca2+イオン､ Siヰ+イオンともにSiV-PIJA(K)/HA繊維より

も多かった｡ SiVPLA(M)繊維では13C CP/MÅs-NMRスペクトルからシロキサ

ンの遊離およびバテライトの露出が予想されている｡また､ SiVPLA(M)繊維で

はFig. 2.3.1で示すように露出したSiVが多量に存在していることに加え､遊

離したシロキサンに由来するSi4+イオンの溶出とともにSiVから露出したバテ

ライトのCa2+イオンが溶出した結果と考えられる｡

SiV･PIJA(K)繊維はSiVIPLA(M)繊維と比較して分解性が高く､生分解性によ

る吸収が期待でき､PLAの分解とともに継続的なSi4+イオンおよびCa2+イオン

の徐放が期待できる｡このSi4+イオン徐放量は､細胞の増殖性と分化の促進に

十分な効果があることがこれまでにわかっている1)0
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2.4 まとめ

エレクトロスピニング法にて､ SiVを分散させたクロロホルムにPLAを溶解

させたSiVPLA(M)溶液を用いて作製したSiVPLA(M)繊維は多くのSiVが露

出し､不均質で､非常に脆い繊維であった｡一方､ SiVとPIJAを加熱混練して

作製した複合体をクロロホルムに溶解させたSiV･PIJA(K)溶液を用いて作製し

たSiVIPIJA(K)繊維はSiVがPIJAに完全に覆われた均質な繊維であり､柔軟性

を示した｡ SiVとPIJAは溶媒を用いて混合するよりもニーダーを用いて加熱混

合することで均質に混合されることが示された｡

また､ニーダーを用いて加熱混合することでSiV-PLA(K)繊維はマトリックス

であるPLAの分子量が低下しており､分解性を示した｡ PLAの分解とともに

骨再生を促進すると報告されているSi4+イオンおよびCa2+イオンの過剰な溶出

がコントロールされ､かつ､継続的に徐放される｡柔軟なSiV-PIJA(K)/HA績

維は骨形成促進機能を有し､将来的には生体に吸収される材料して期待できる

ことを示した｡
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第3章 ケイ素含有パテライト(SiV)-ポリ乳酸(PI.A)複合体の不織布化

3.1緒言

第2章にてエレクトロスピニング法にてケイ素含有パテライト(SiⅥとポリ乳

酸(PLA)で構成された繊維を作製するとき､あらかじめSiVとPI,Aを加熱混合

することで複合体を作製し､得られた複合体をクロロホルムにて溶解した溶液

を紡糸溶液と;して作製した繊維が均質で柔軟性を有することを示した｡これ以

降､ SiV と PIA を加熱混合するこ とで作製した複合体を

SiPVH(Siloxane-Poly(lactic acid)･Vaterite Hybrid)と表記し､ SiPVHを用いて

作製した繊維をSiPVH繊維と表記する｡ SiPVH繊維は分解性を示し､繊維表

面に細胞親和性の向上を目的とした骨類似アパタイト(HA)を析出させた､ HA

被覆SiPVH繊維(SiPVH/HA繊維)は骨形成を促進すると報告されているSi4･

イオンおよびCa2+イオンを継続的に徐放することが示された｡ SiPVH/HA繊維

で構成された膜を作製することができればGBR膜に骨形成促進機能を付与す

る材料として期待できる｡

エレクトロスピニング法はポリマーを繊維化するだけでなく､紡糸された繊

維を堆積させることで不織布化するための効果的な方法である｡ SiPVH/HA績

維にて構成され､繊維間隙を有する不織布は､骨形成に寄与する細胞の膜内部

に進入および定着を可能とした3次元的足場材料として期待できる｡

本章では､まず､エレクトロスピニング法にてSiPVHの不織布化を試みた｡

また､ SiPVH不織布をSBFに浸漬し､繊維表面のHA生成能を評価するとと

もに､不織布構造-の影響を調査した｡また､繊維間隙の異なるSiPVH不織

布作製し､ HA被覆後､マウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)の増殖性を確認する

ことで､繊維間隙の有効性を評価した｡
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3.2 実験方法

3.2.1 SiVの作製

メタノールを用いた炭酸ガス法にてSiVを作製した1,2)｡

150gのCa(OH)2に60mlのアミノプロピルトリエトキシシラン仏pTES)及

び2000mlのメタノールを添加し､2000m〟minでCO2ガスを投入しながら75

分間撹拝した｡

得られたスラリーを110 ℃で乾燥し､粒子径約1 〃mの球状SiVを得た｡

蛍光Ⅹ線分析の結果､ SiVのケイ素含有量は-2wt%であった｡

3.2.2 SiPVH不織布の作製

PLAはメディカルグレード晶(PURASORB㊥; molecular weight 200･300

kDa, PURAC, Gorinchem, The Netherlands)を用いた｡

PLAとSiVをニーダーを用いてSiⅥPLA=3/2(重量比)となるように加熱混練

し､ SiPVHを作製した｡ 28 gの.PIJAと42 gのSiVを200 ℃で10分間混練

した｡これをSiⅥPI.〟クロロホルム=3/2/18となるようクロロホルムに溶解し､

紡糸溶液とした｡これ以降､この紡糸溶液をSiPVH溶液と記す｡

SiPVH溶液を用いてエレクトロスピニング法にて不織布の作製を行った｡紡

糸条件は室温にて印加電圧20 kV､吐出速度o.o5 ml/min､吐出口とコレクタ

ー間の距離は150 mmとした｡これ以降､ SiPVH溶液から作製した不織布を

SiPVH不織布と記す｡

得られたSiPVH不織布の形態観察を走査型電子顕微鏡(SEM)(VE･8800,

Keyence, Osaka, Japan)を用いて行った｡
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3.2.3 SiPVH不織布の繊維間隙狭小化

繊維間隙の異なるSiPVH不織布を作製するために､作製したSiPVH不織布

を室温にて約20MPaでプレスし､繊維間隙を狭小化した｡これ以降､プレス

済みSiPVH不織布をpressed-SiPVH不織布と記す｡

3.2.4 アパタイト生成能評価

擬似体液(SBF)に浸漬し､材料表面に骨類似アパタイトを生成させることで､

材料の細胞親和性が向上されることが報告されている3)｡そこで､ SiPVH不織

布およびpressed-SiPVH不織布をSBFに37℃､ 24時間浸漬することで繊維

表面のアパタイト被覆を行った｡ SBFはアパタイト生成を促進させるために通

常の1.5倍濃度の無機イオン量を含有する溶液､即ち､ 3.75mMのCa2+, 213.0

mMのNa+, 2.25 mMのMg2+, 7.5 mMのK+, 223.2 mMのCl~, 6.3 mMの

HCO3-, 1.5 mMのHPO42-, 0.75
mMのSO42-,および(CH20H)3CNH2, HClを

含むpHを7.4に調整した溶液を用いた｡浸漬後の試験片は蒸留水で洗浄し､

室温で乾燥させた｡これ以降､アパタイトコーティング後のSiPVH不織布お

よび pressed･SiPVH 不織布をそれぞれ SiPVH/HA 不織布および

pressed-SiPVH/HA不織布と記す｡ SBF浸漬後の繊維表面の状態を走査型電子

顕微鏡(SEM)(JSM-6301F, JEOL, Tokyo, Japan)を用いて観察した｡

3.2.5 細胞増殖性評価

マウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)の増殖性をSiPVⅢ/HA不織布および

pressed･SiPVH/HA不織布上にて評価した｡

エチレンオキサイドガスを用いて滅菌したそれぞれの不織布を24 wellプレ

ートに入れ､ MC3T3･El懸濁液(3×104個/well)を播種し､所定時間(1､ 3､ 5､
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7日間)培養しキ｡培養は､インキュベータ内にて5%CO2､ 37 ℃環境下にて行

った｡培地は10 % FBS(Foetal Bovine Serum)を含むα-MEM(Minimum

Essential Medium Alpha Medium)を用い､播種1日後以降は毎日交換した｡

試料に接着した細胞数の評価は反応試薬Cell CountingKit･8(Dojindo, Japan)

にて処理し､吸光マイクロプレートリーダーにて吸光度450 nmにて測定する

ことで行った｡

試料に接着した細胞の観察は走査型電子顕微鏡(SEM)(JSM16301F, JEOL,

Tokyo, Japan)を用いて観察した｡細胞は2.5 %グルタルアルデヒド溶液を用い

て固定し､エタノールを用いて脱水後,最後に-キサメチルシラザンを用いて

乾燥させた｡この試料にオスミウムを蒸着し観察試料とした｡

3.3 結果と考察

本研究では直径約10〝 mの太い繊維で構成された不織布の作製を目標に作製

条件を選んだ｡これは細胞がファイバー上に接着､増殖できること､また､進

入するための大きな繊維間空隙を作るためである｡断面方向の繊維間隙の大き

さは繊維の太さによってある程度決定される｡

Fig. 3.3.1はSiPVH不織布の表面および断面のSEM写真を示す｡得られた

SiPVH不織布は約10〃m繊維にて構成され､膜厚は約200〃mであった｡絡

み合った繊維にて構成される数十〃m-百〟mの繊維間隙が無数に存在してい

た｡この膜はある程度の柔軟性を有していたが､手で引っ張ることで容易に破

れた｡
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Fig1 313･1･ SEM micrographs of the SiPVH nonwoven fabric. (a)surface paralrel to

the collector, (b) cross-sectional view perpendicular to the co"ector.
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Fig. 3.3.2は擬似体液(1.5 SBF)に浸漬したSiPVH不織布の表面のSEM写真

を示す｡浸漬5hでは結晶の析出は確認できなかった｡浸漬10､ 15､ 24bで

は､ SiPVH不織布の繊維表面に花びら状の結晶が生成し､その析出量は浸漬時

間が長くなるにつれて増加し､浸漬24hでは繊維表面全面に隙間なく析出して

いた｡この花びら状の結晶はⅩ線回折からアパタイトであった(Fig.3.3.3)｡こ

のアパタイト生成による繊維径や繊維間隙に大きな変化はみられなかった｡こ

の結晶の厚さは繊維径から判断し､ 1〃m以下と推測された｡
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Fig. 3.3.2. SEM micrographs of the Si-PVH/HA nonwoven fabric after soaking 1.5

SBF.

34



一ー･ヽ

●

=‡

fdヽ､■-一′

>ヽ
I-∫
I: =~

(〟
⊂

也)
■--1

⊂
I-

20 25 30 35

Diffraction AngJe. 2 0
I/o (CuKa/)

Fig. 3.3.3. XRD patterns of the SトPVH/HA nonwoven fabrics before and after 24h

of soaking in 1.5 SBF.
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Fig･ 3･3･4はSiPVH/HA不織布およびpressed･ SiPVH/HA不織布のSEM写

真を示す｡アパタイトコーティング前に室温でプレスすることで繊維間隙は明

らかに狭小化された｡

Fig･ 3･3･5はSiPVH/HA不織布およびpressed･SiPVH/HA不織布上での

MC3T3-El細胞の増殖性を示す｡培養期間は7 日間である｡この期間で

MC3T3･El細胞は順調に増殖し､培養5､ 7日目ではSiPVH/HA不織布で有意

に増加していた｡このとき細胞数の差はt検定にて統計的有意差p<o.o5であ

った｡

Fig. 3.3.6は培養3日目のSiPVH/HA不織布およびpressed-SiPVH/HA不織

布のSEM写真を示す｡どちらの不織布においても､細胞は繊維表面に接着し

ていた｡繊維間隙の広いSiPVH/HA不織布では､細胞は不織布表面だけではな

く､内部にまで進入し､接着していた｡一方､繊維間隙の狭いpressed･SiPVH/HA

不織布では細胞の接着は不織布表面のみであった｡
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Fig･ 3･3･4･ SEM micrographs of the nonwoven fabrics after soaking 1,5 SBF. (a)

the SiPVH/HA and (b)the pressed SiPVH/HA.
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Fig. 3.3.5. Numbers of MC3T3-EI ce‖s cultured on the SiPVH/HA nonwoven

fabric and the pressed SiPVH/HA fabric for 7days. (～:p<0.05)
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Fig1 3･3･61 SEM micrographs of (a) the Si-PVH/HA fabric and (b) the

pressed-SiPVH/HA after 3 days of curtunng. Arrows indicate the cells.
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第2章にて､アパタイト被覆後のSiPVH繊維が骨芽細胞の働きを活性化させ

ると報告されているSi4+イオンおよびCa2+イオンを継続的に徐放することが示

されている｡また､我々研究グループのこれまでの成果にて, MC3T3･El細胞

がSiPVHフイルム上で活発に分化･増殖することを報告してきた4)0

繊維間隙の広いSiPVH/HA不織布の構造はMC3T3-El細胞の膜内部-の進

入に有利であり､膜内部に進入し､定着したMC3T3･El細胞はSiPVH/HA不

織布から徐放されたSi4+イオンおよびCa2+イオンの影響を受けることで活発に

増殖したと考えられる｡

SiPVH/HA不織布は骨形成に寄与する細胞がその繊維表面に定着して活発に

増殖することを可能とし､骨形成の促進に効果的な優れた3次元的足場材料と

して期待できる｡

3.4 まとめ

エレクトロスピニング法にて作製したSiPVH不織布の繊維表面に細胞適合

性の向上を目的としたアパタイトを析出させたSiPVH/HA不織布は骨形成に

寄与する細胞の進入に有利に働くと考えられる広い繊維間隙を有することが示

された｡

SiPVH/HA不織布を用いたMC3T3･El細胞の増殖性試験ではMC3T3･El細

胞は絶えず増殖し､また､不織布の表面だけではなく､不織布内部にまで侵入

して接着していることが確認された｡

骨芽細胞を活性化させると報告されているSi4+イオンおよびCa2+イオンを継

続的に徐放する SiPVH/HA繊維で構成された､広い繊維間隙を有する

SiPVH/HA不織布は骨形成促進機能を有する生体吸収性3次元足場材料として
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期待できることを示した｡
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第4章 GBR膜用途を目的とした骨形成性多孔質ハイブリッド膜作製と評価

4.1緒言

GBR膜に求められる性能は､軟組織の侵入を抑制する機能､周辺組織と同化

し定着(ティッシュインテグレーション)するための表面性状､骨欠損部の空間

を保持できる機械的強度および患部に適合する柔軟性､さらには骨形成の促進

機能である1,2)0

3章にてエレクトロスピニング法にて作製された広い繊維間隙を有する

SiPVH/HA不織布はGBR膜に骨形成促進機能を付与する3次元足場材料とし

て期待できることが示されたが､軟組織など骨形成に寄与しない細胞の侵入を

抑制する機能および機械的強度の付与が必要である｡

エレクトロスピニング法を用いたPIJA不織布に関しては多くの報告がされ

ている3,4)｡このPLA不織布はハンドリングに耐えうる機械的強度および柔軟

性を示し､骨形成の効果は期待できないが､気孔径をコントロールすることで

軟組織の侵入抑制機能を期待することができる｡

本章では､骨形成促進機能の付与を目的としたSiPVH/HA不織布と､軟組織

の侵入を抑制する機能および機械的強度の付与を目的としたPLA不織布を合

着し､ 2層構造膜とすることで新たなGBR膜の作製を試みた｡さらには､作製

した2層構造膜を用いて動物実験を行い､ GBR膜としての有効性を確認した｡
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4.2 実験方法

4.2.1 SiVの作製

メタノールを用いた炭酸ガス法にてSiVを作製した5,6)｡

150gのCa(OH)2に60mlのアミノプロピルトリエトキシシラン仏pTES)及

び2000mlのメタノールを添加し､2000ml/minでCO2ガスを投入しながら75

分間撹拝した｡

得られたスラリーを110 ℃で乾燥し､粒子径約1
〃mの球状SiVを得た｡

蛍光Ⅹ線分析の結果､ SiVのケイ素含有量は-2wt%であった｡

4.2.2 不織布の作製

PLAはメディカルグレード品(PURASORB㊥; molecular weight 200･300

kDa, PURAC, Gorincbem, The Netherlands)を用いた｡

PIJAとSiVをSi-V/PIJA=3/2(重量比)となるようニーダーを用いて200 ℃で

10分間混混合し､ SiPVHを作製した｡

SiPVHおよびPIJA不織布の作製はエレクトロスピニング法にて行った｡紡

糸条件は室温にて印加電圧20 kV､吐出速度o.o5 ml/min､吐出口とコレクタ

ー間の距離は150mmとした｡

紡糸溶液の溶媒はクロロホルムを用いた｡ SiPVH不織布用紡糸溶液のPIJA

濃度は10wt%､ PLA不織布用紡糸溶液のPLA濃度は9wt%とした｡

4.2.3 PIJA不織布の繊維間隙狭小化

繊維間隙の狭小化するために作製したPLA不織布を室温にて約20 MPaでプ

レスした｡これ以降､プレス済みPLA不織布をpressed･PLA不織布と記す｡

プレス処理前後の PLA不織布の表面性状は走査型電子顕微鏡
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(SEM)(JSM16301F, JEOL, Tokyo, Japan)を用いて観察したo

4.2.4 ホットプレス法を用いたPLA･SiPVH膜(2層構造膜)の作製

pressed･PIJA不織布と SiPVH不織布の合着はホットプレス法にて行った

(Fig.4.2.1)o15 mmX 15 mmのSiPVH不織布の上に同サイズのPLA不織布を

重ねあわせ､この上から150 ℃に加熱したステンレスメッシュ(目開き約400

pm)を用いて.7pレス圧約o.2MPaにて10秒間加圧し､2層構造膜を作製した｡

これ以降､ 2層構造膜のpressed･PLA不織布をpressed-PIJA層､ SiPVH不織

布をSiPVH層と記す｡

2層構造膜の表面性状と断面は走査型電子顕微鏡(SEM)(V甘8800, Keyence,

Osaka, Japan)を用いて観察した｡

FJ'g･4･2･1･ Schematic image of the preparation method to prepare a bi-layered

membrane by a local hot-press method.
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4.2.5 アパタイト生成能評価

擬似体液(SBF)に浸漬し､材料表面に骨類似アパタイトを生成させることで､

材料の細胞親和性が向上すると報告されている7)0

そこで､作製した2層構造膜をSBFに37 ℃､ 24時間浸漬し､骨形成促進

機能を期待するSiPVH層繊維表面のアパタイト被覆を行った｡ SBFはアパタ

イト生成を促進させるために通常の1.5倍濃度の無機イオン量を含有する物を

用いた｡即ち､ 3.75mMのCa2+､ 213.OmMのNa+､ 2.25mMのMg2+､ 7.5mM

のK+､ 223.2 mMのCl-､ 6.3mMのHCO3~､ 1.5mMのHPO42-､ 0.75mMの

SO42-､および(CH20H)3CNH2､ HClを含むpHを7.4に調整した溶液である｡

浸漬後の試験片は蒸留水で洗浄し､室温で乾燥させた｡これ以降､ SBF浸漬後

のSiPVⅢ層をSiPVH/HA層と記す｡

SBF浸漬後の2層構造膜の表面性状を走査型電子顕微鏡(SEM)(JSM･6301F,

JEOL,Japan)を用いて観察した｡

4.2.6 2層構造膜の骨形成能評価

SBF浸漬後の2層構造膜を用い､ウサギを用いた動物実験にて骨形成能の評

価を行った｡動物実験はハムリー株式会社にて行った｡

14週齢の雄のニュージーランド白色種ウサギ(Kbl:NZW)15匹を北山ラベス

株式会社より入手した｡入手時の体重は2.50-3.20 kgであった｡動物は温度

23士3 ℃､湿度50土20%､換気回数約12回/時間および照明時間12時間/日に

設定された環境にて飼育した｡

骨欠損部は動物の頭蓋骨にボーンカッター(BL･30 2A, Osada Electric Co.,

Ltd., Japan)で直径8 mmゐ大きさの孔を開けて作製した｡作製した骨欠損部

にEOガス滅菌処理を施した10mmXIOmmの2層構造膜をSiPVH/HA層が
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骨と､ plleSSed･PLA層が皮膚と接触するよう埋入した(Fig.4.2.2).埋入した2

層構造膜と骨の固定は行わず､筋膜および結合組織,さらには皮膚を縫合した｡

埋入した2層構造膜は4､ 8､ 12週経過後に周辺組織とともに摘出した｡摘出

した試料は脱水後､メタクリル酸メチル(MMA)樹脂に包埋し､厚さ約20 1Lm

に切断し, VillanuevaGoldner典色を行うことで組織観察標本とした｡組織観

察は光学顕微鏡(CH-2, Olympus, Japan)を用いて行ったo

Fig･4･2･2･ Photos of (a) the bone defectswith 8mm in diameter drilled in calvarja

of 14 weeks old rabbit and (b) the bi-layered membrane covered on the bone

defects.

4.3 結果と考察

Fig.4.3.1はエレクトロスピニング法にて作製したPLA不織布および室温に

てpl･eSSed･PIJA不織布のSEM写真を示すoプレスによって膜厚は200 ′上n

から約80 〃mとなり､繊維形状を保持したまま繊維密度は増加し､繊維間隙

を狭小化することができた｡この膜は柔軟性を有し､手で引っ張ることで絡み

合った繊維の伸びに起因する変形は確認されたが､容易に破れることは無かっ

た｡
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Fig･4･3･1･ SEM micrographs of the PLA nonwoven fabric (a) before and (b) a冊er

the presslng.
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Fig.4.3.2はpressed･PIJA不織布とSiPVH不織布をホットプレス法にて合着

した2層構造膜の様子を示すD FigA.3.2 (a)は2層構造膜の外観､ Fig.4.3.2 (b)

はこの2層構造膜をピンセットで曲げたときの様子, Fig.4.3.2 (c)(d)は2層構

造膜の表面､ Fig.4.3.2 (e)(i)Eま2層構造膜の断面のSEM写真を示すo得られた

2層構造膜の厚さは約250 〃mであった｡ステンレスメッシュ形状のくぼみが

示す合着点を除き､ pressed･PIJA不織布､ SiPVH不織布の繊維形状,繊維間隙

は保持されて.いた.合着点の断面図からはpressed-PIA層とSiPVH層の明瞭

な境界は観察されず,互いの繊維が複雑に絡み合い､溶解し合着していた

(Fig.4.3.2(ど))oこの2層構造膜はピンセットで容易に曲げられるほどの柔軟性

を示し､手で引っ張ることで二層が剥離することはなく､また破れることは無

かった｡また, 2層構造膜を37 ℃の蒸留水に4ケ月間浸漬したところ､剥離､

破損は無く､形状を維持していた｡
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Fig･4･3･2･ Photos of the bi-layered membrane consisting of the SiPVH and PLA

nonwoven fabrics. (a, b); Appearances of (a) the bi-layered membrane and (b)

the bending test using tweezers. (c-f);SEM micrographs of (c) the PLA fabric

surface, (d) the SiPVH fabric surface and (e, f, g) the crossISeCtjon around the

bonded portion･ Arrows indicate the bonded ponions in the bi-Iayered membrane.
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Fig.4.3.3は擬似体熱こ24時間浸漬した2層構造膜のSiPVH層の繊維表面写

真である｡繊維表面は鱗片状アパタイト析出物にて完全に覆われていた｡この

アパタイト析出物の厚さは繊維の太さから見積もり､ 1
〝m程度と思われる｡

なお､ pressed-PLA層にはアパタイトの生成は確認されなかった｡

Fig.4.3.3. SEM micrograph ofthelSjPVH fiber after soaking in SBF for 24 h.

Fig.4.3.4は動物実験にて得られた組織観察写真を示すo ここで作製した直径

8
mmの骨欠損は,通常､自然治癒によって再生しないo そこで､直径8 mm

の骨欠損中央部の骨形成状態を観察することで､ 2層構造膜の骨形成効果を確

認したo 2層構造膜埋入4週目に新たな石灰化組織が膜内部､特に2層構造膜

の合着点周辺にて生じていたo埋入8週目には石灰化組織の範囲がSiPV召/HA

層にて拡大し､埋入12週後には石灰化組織はSiPVH/HA層のほぼ全域にて観

察されたo新たな石灰化組織は骨欠損部の辺縁部からではなく､ SiPVH/HA牌

層の内部､特に合着点付近から始まっていたo 骨芽細胞の石灰化作用が2層構

造膜の合着点､つまり繊維密度の高い部分を基点として誘発されたようにも考
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えられる｡これは非常に興味深い現象ではあるが､現段階にて詳細は明白では

ない｡

また､ pressed-PIJA層に軟組織など骨形成に寄与しない組織の侵入は確認さ

れなかった｡プレスされ､繊維間隙が狭小化されたpressed･PLA層が軟組織の

侵入抑制効果を示したと考えられる｡加えて､この動物実験の期間で埋入され

た2層構造膜の変形､崩壊などは観察されなかった｡

骨形成促進機能を目的としたSiPVH/HA層と機械的強度の付与および軟組織

など骨形成に寄与しない細胞の侵入抑制機能を目的としたpressed･PLA層で

構成された2層構造膜は､ 12週の動物実験期間内にて骨再生のためのバリアー

膜およびスペースメイキング効果を示し､骨形成を促進する足場材としての効

果を示した｡
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Fig1413･41 Histological observation around the bi-layered membrane after

12-week jmplantation (Virlanueva Goldner stain).Arrows indicate the bonded

portions in the bi-layered membrane. Asterisks indicate mjnerarized tissues. Bars

indicate the mesh area.
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4.4 まとめ

骨形成を促進する足場材料として骨形成に寄与する細胞の進入に有利に働く

と考えられる広い繊維間隙を有し､骨芽細胞を活性化させると報告されている

Si4+およびCa2+イオンの徐放性を示すSiPVH不織布と､機械的強度および軟

組織など骨形成に寄与しない細胞の侵入抑制するバリアー膜機能を目的とした

繊維間隙の狭いPIJA不織布を合着した新たな2層構造膜をステンレスメッシュ

を用いた局所的なホットプレスにて作製した｡この2層膜は合着部を除き､そ

れぞれの不織布の繊維間隙は維持され､ハンドリング可能な柔軟性および機械

的強度を有していた｡

細胞親和性を向上させるためにSiPVH層をアパタイト被覆した2層構造膜を

用い､動物実験にて骨形成能を評価した結果､ SiPVH/HA層内にて石灰化組織

は増加し､骨欠損部-の軟組織など骨形成に寄与しない細胞の侵入は抑制され

ていた｡

作製した2層構造膜はバリアー膜としての機能だけではなく､骨形成促進機

能を併せ持つ新たなGBR膜として期待できる｡
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第5章 総括

我々の研究グループは生体吸収性材料である炭酸カルシウム(パテライト)に

Si4+イオンを溶出させる機能を付与し､生体内でCa2+イオンだけではなくSi4十イ

オンを供給する新たな骨修復材料用フィラーとして期待できるケイ素含有パテ

ライト(SiV)を作製してきた1,2)｡さらには､ SiVと生分解性であるポリ乳酸(Pu)

を用いて作製したフイルムは柔軟性が無く､比較的脆いものであったが､このフ

イルム上でマウス骨芽細胞様細胞(MC3T3･El)の増殖および石灰化が促進される

ことを報告してきた3)｡

Henchらが､極微量のSi4+イオンは細胞に遺伝子的に作用し､インシュリン様

成長因子IGF-Ⅱを増加させ､適量のCa2+イオンと作用して骨形成を促進すると

報告していることと一致している4-7).siVとPIJAで構成された材料は生体吸収

性の骨形成促進材料として期待できる｡

現在､実用化されている骨再生誘`導膜(GBR膜)は全てバリアー膜としての機能

を果たすのみであり､骨形成促進を望む場合､自家骨あるいは他家骨の移植､ま

たは骨充填材を併用することが一般的である｡

本研究では､骨形成促進機能の付与を目的としたSiVとPLAで構成された柔

軟な不織布と､バリアー膜および機械的強度の付与を目的とした柔軟なPLA不

織布を作製し､これらの不織布を合着することで､骨形成促進機能を有する新た

な生体吸収性GBR膜の作製を試みた｡以下に各章の主要な結果あるいは成果に

ついてまとめた｡

第2章では､作製方法の異なる2種類の紡糸溶液を用い､エレクトロスピニン

グ法にてSiVおよびPLAで構成された繊維の作製を試み､得られた繊維の形態､
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化学的構造､生分解性､イオン溶出挙動を評価することで､ SiVおよびPLAで

構成され骨形成促進機能を付与する材料として期待できる繊維を見出した｡紡糸

溶液として､SiVを分散させたクロロホルムにPLAを溶解した溶液(SiVPLA(M)

溶液)と､ SiVとPLAを加熱混合することで作製した複合体をクロロホルムで溶

解した溶液(SiVIPLA(K)溶液)を用いた｡得られた結果および成果を以下に記す｡

･ SiVPLA(M)溶液で作製した繊維(SiVPLA(M)繊維)はSiVが繊維表面に露

出または繊維内で凝集した脆い繊維であった｡

･

SiVIPLA(K)溶液で作製した繊維(SiV･PIJA(K)繊維)は分散したSiVがPIJA

の薄い膜で完全に覆われた柔軟な繊維であった｡

･

SiVIPIJA(K)繊維およびSiV-PIJA(M)繊維を5 mmol/L NaOH水溶液に浸漬

し､ PLAの分子量変化を測定した結果､ I SiV-PIJA(K)繊維はSiV-PIJA(M)繊

維よりも高い分解性を有することが確認された｡

･材料表面に骨類似アパタイトを生成させることで､材料の細胞親和性が向

上されることが報告されている8)｡細胞親和性を向上させるために擬似体液

(SBF)浸漬することで繊維表面にアパタイトを析出させたSiVIPIJA(K)繊維

は骨形成を促進すると報告されているCa2+イオンおよびSi4.イオンの徐放

性を示した｡

以上の結果から､柔軟なSiVIPIJA(K)繊維はPLAの分解とともに骨再生を促進

すると報告されているSi4+イオンおよびC㌔+イオンを継続的に徐放し､将来的に

は生体に吸収される骨形成促進機能を有する材料して期待できる｡

これ以降､ SiVと PIJAを加熱混合することで作製した複合体をSiPVH

(Siloxane･Poly(lactic acid)･Vaterite Hybrid)､ SiPVHを用いて作製した繊維､つ

まりSiV･PIJA(K)繊維をSiPVH繊維と記す｡
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第3章では､骨形成を促進する3次元足場材料の作製を目的として､エレクト

ロスピニング法にてSiPVH繊維で構成された不織布(SiPVH不織布)の作製を試

みた｡材料の細胞親和性が向上させるために､ SiPVH不織布をSBFに浸漬し､

アパタイト生成能を観察すると同時に不織布構造-の影響を観察した｡さらには､

繊維間隙の異なるSiPVH不織布を作製し､ SBFに浸漬することで不織布繊維表

面にアパタイトを析出させた｡得られた繊維間隙の異なるアパタイト被覆SiPVH

不織布(SiPVH(HA不織布)を用いてマウス骨芽細胞様細胞(MC3T3-El)の増殖性

を確認し､骨形成を促進する足場材料としての繊維間隙の有効性を評価した｡得

られた結果および成果を以下に記す｡

･SiPVH不織布を通常の1.5倍濃度のSBFに24時間浸漬すると､ SiPVH不

織布の繊維表面は花びら状のアパタイト結晶にて完全に覆われた｡このアパ

タイト結晶の析出による繊維径や繊維間隙の変化はなかった｡

･繊維間隙の異なるSiPVH/HA不織布を用いて細胞増殖性評価試験を行った

結果､ MC3T3･El細胞は広い繊維間隙を有するSiPVH/HA不織布にて優位

に増殖した｡このとき､繊維間隙の広いSiPVH/HA不織布では､細胞は不

織布表面だけではなく､内部にまで進入し､接着していた｡一方､繊維間隙

の狭いSiPVH/HA不織布では細胞の接着は不織布表面のみであった｡

以上の結果から､骨形成を促進すると報告されている Ca2+イオンおよびSi4･

イオンの徐放性を示すSiPVH/HA繊維で構成された広い繊維間隙を有する

SiPVH/HA不織布は､骨形成促進機能を有する生体吸収性3次元足場材料として

期待できることを示した｡

第4章では､広い繊維間隙を有するSiPVH不織布と､軟組織など骨形成に寄

与しない細胞の侵入を抑制する機能および機械的強度の付与を目的とした繊維
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間隙の狭いPLA不織布を局所的なホットプレスにて合着し､2層構造膜とするこ

とで新たなGBR膜の作製を試みた｡さらには､細胞親和性を向上させるために

2層構造膜をSBFに浸漬することでSiPVH層の繊維表面にアパタイトを析出さ

せ､この膜を用いて動物実験を行い､ GBR膜としての有効性を評価した｡得ら

れた結果および成果を以下に記す｡

･繊維間隙の広いSiPVH不織布と繊維間隙の狭いPLA不織布を重ね合わせ､

ステンレスメッシュ(#40)を用いてホットプレスすることで､それぞれの不

織布は繊維間隙を保持したまま局所的に合着され､ 2層構造膜化することが

できた｡この2層構造膜はハンドリング可能な柔軟性および機械的強度を

有することを示した｡

･作製した2層構造膜をSBFに浸漬し､ SiPVH層の繊維表面にアパタイト

を析出させた膜を用い､動物実験にてGBR膜としての有効性を評価した結

果､骨欠損部-の軟組織など骨形成に寄与しない細胞の侵入は観察されなか

った｡また､繊維表面にアパタイトを析出させたSiPVH/HA層内にて石灰

化組織の増加が観察された｡

以上の結果から､作製した2層構造膜がバリアー膜としての機能だけではなく､

骨形成促進機能を併せ持っ新たなGBR膜として期待できることを示した｡
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