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第 1 章 序論 

 

1.1 背景 

整形外科領域では、骨腫瘍や骨折等の疾病、外傷の治療に骨移植が多く行わ

れている。骨移植は一般に自家骨移植 (患者自身から採取した移植骨)、同種骨

移植 (他人から採取した移植骨) および人工骨移植の 3 つに分類される。その

中で自家骨移植は免疫反応に問題がなく、しかも新生骨の形成能力が高いため、

ゴールデンスタンダードとして広く行われてきた。しかしながら、骨の採取量

に限界があり、新たに二次的な手術侵襲を加える必要があるため患者に対して

苦痛や負担が大きく、採骨による後遺症の可能性もありうる。また、高齢者に

おいては、その骨の強度が弱く、採取量が十分でない欠点がある。これらの問

題点を解決するために、欧米ではボーンバンク等を利用した同種骨移植が行わ

れているが、わが国においては、生活習慣や宗教的な理由などから社会的なコ

ンセンサスが得られておらず、また提供者の持っていた病原性のウイルス、細

菌などの感染、また拒絶反応などの免疫問題も抱えている 2-4)。 

このような状況の中で、人工骨移植は、供給量や形状に制限がなく、免疫の

問題もないため広く臨床応用されている。主な人工骨製品の形状と機能面から

の進歩についてまとめたものを Fig. 1-1 に示す。水酸アパタイト 
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(Ca10(PO4)6(OH)2: HAp) やβ-リン酸三カルシウム (Ca3(PO4)2: β-TCP) などのリ

ン酸カルシウムを主成分とする人工骨は、高い生体適合性および骨伝導能を有

することが多数報告されている 5-10)。HAp はヒトの生体硬組織の無機成分と近

い組成を有し、骨に隣接して埋入すると周囲に骨が形成され、優れた生体親和

性と骨伝導能を有している。HAp 製の人工骨は生体において非吸収性である

のに対し、β-TCP は生体吸収性であり、骨に置換する材料として顆粒状やブロ

ック状の製品が骨充填材として使用されている開発され臨床で使用されてい

る 11-20)。 

近年では、非晶性の HAp とコラーゲンの複合体 21-26)や生体吸収性のリン酸

八カルシウムとコラーゲンとの複合体 27-32)が開発され、コラーゲンによる形

態付与性と骨形成能を向上させたスポンジ製品が、整形外科や歯科口腔外科領

域にて使用されている。これらの人工骨材料は骨形成に有効で、かつハンドリ

ング性に優れた扱いやすい形態に進歩してきているが、より一層優れた骨形成

能力と容易な取り扱い性能を持った製品も期待されている。 

一部の金属イオンは、体内に必須微量元素として存在することが知られてい

る。これらのイオンの中には骨形成を促進するものが報告されており、特に、

微量のケイ素種イオンは骨形成細胞を刺激して骨形成と骨の石灰化を促進さ

せることが報告されている 33-40)。また、Ca2+イオンは骨の主成分であり、骨形
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成には必要不可欠な元素である。Ca2+イオンもケイ素種イオンと同様、骨芽細

胞様細胞の増殖、分化、石灰化を促進することが報告されている 41-44)。 

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

晶形がある。バテライトは天然にはほとんど存在せず、自然界から産出される

炭酸カルシウムは常温・常圧で安定に存在するカルサイトとアラゴナイトが大

半を占めている。これらの多形は、アモルファス炭酸カルシウム (ACC) 相を

前駆体として生成することが知られている 45)。我々の研究グループはバテラ

イトにケイ酸イオンを付与したケイ素含有バテライト (SiV) の作製に成功し

ている 46-48)。 

これまでの研究で、SiV とポリ (L-乳酸) (PLLA) からなる繊維状の複合体の

作製について報告されている 49,50)。エレクトロスピニングにより作製した綿形

状の複合材料は、直径 10 µm の繊維が絡み合った細胞侵入に有利な構造を有

しており、手術時の取扱いの容易さと優れた加工性を示した。また、マウスの

骨芽細胞様細胞を使用した細胞培養試験では、繊維構造中への良好な細胞侵入

が示された。優れたハンドリング性や加工性を有する繊維状の複合体において、

より高い骨形成能や骨形成を促進するイオンの優れた溶出性能付与すること

ができれば、新規な高性能複合材料として期待ができる。  
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Fig. 1.1 Progress in functions and forms of artificial bones. 

 
  



5 
 

1.2 本研究の目的 

本研究は、生体吸収性複合材料の骨形成促進機能を有する新たな複合材料の

作製とその性能評価を行った。骨形成促進機能の設計を①材料の形状、②分散粒

子のタンパク質吸着能、③微量無機イオンの供給機構の 3 つの観点から検討す

ることを目的とした。各章の要約を下記に記す。 

 

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 β-TCP と炭酸カルシウム粒子を含む綿形状生体吸収性骨充填材の作製 

第 2章では、形状の観点から骨形成を促進させるデザインを試みた。β-TCP、

SiV および PLLA からなる複合材料を綿形状に成形し、動物試験による骨形成

能の評価を行った。動物試験はウサギ大腿骨遠位端および脊椎への埋植を行い、

埋植 6 週および 12 週の時点で、マイクロＸ線 CT および組織学的分析から骨

形成能の評価を実施した。 

 

第 3 章 SiV 粒子におけるタンパク質吸着特性の評価 

第 3 章では、生体材料として重要なタンパク質の吸着能の観点に立ち、SiV

粒子における牛血清アルブミン（BSA）とリゾチウム（LSZ）の吸着特性につ
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いて調査した。 

酸性タンパク質は骨形成過程において、細胞接着に寄与し、また接着した細

胞を活性化させる骨形成タンパク質は塩基性に分類される。SiV 粒子を含む複

合材料におけるこれらのタンパク質の吸着特性を調査することで、新規な高性

能生体材料の設計に有用であるかを調査した。 

 

第 4 章 イオン溶出挙動を制御した生分解性ポリマー複合材料の作製 

これまでに、ケイ酸イオン、Mg2+イオンおよび Ca2+イオンなどの無機イオン

の組み合わせにより骨芽細胞様細胞に与える影響が調査されている 51-53）。

Mg2+イオンは細胞接着において重要な役割があること知られている。本研究

では、骨形成プロセスの初期段階で高濃度の Mg2+イオンを溶出し、ケイ酸イ

オンと Ca2+イオンを継続的に溶出する新しい複合材料を設計した。ケイ酸イ

オン、Mg2+イオンおよび Ca2+イオンの供給源として高い溶解性を示す 40SiO2-

40MgO-20Na2O ガラス (G) とバテライト相をベースとした炭酸カルシウム 

(V) を選択した。これらの粒子を、熱混練により 110℃でポリ乳酸-グリコール

酸共重合体 (PLGA) と混合し、複合材料 (G-V/PLGA, G/V/PLGA = 4/56/40 (重

量比)) を調製した。α-MEM 培地中での浸漬試験およびマウス骨芽細胞様細胞

の細胞培養試験の評価から新たな設計手法としての有用性を検討した。 
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第 5 章 総括 

本研究の主要な成果を述べた。 
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第 2 章 β-TCP と炭酸カルシウム粒子を含む綿形状生体吸収性骨充填材の作製 

 

2.1 緒言 

筆者らの研究グループでは、SiV と PLLA からなる繊維状の複合体の作製

について報告している 1)。繊維状の複合体は混練により SiV と PLLA を混合

し、エレクトロスピニングにより繊維化して作製した。この材料において骨

芽細胞様細胞の良好な増殖が観察された。PLLA は繊維を構成するマトリッ

クスとして機能し、無機イオンの溶解速度の制御に関与させ、SiV はカルシ

ウムおよびケイ酸イオンの供給源として使用した。これまでの研究に基づい

て、我々は β-TCP 粒子を含む新しいタイプの綿形状骨充填材を開発するこ

とを目的とした。β-TCP 粒子は SiV に比べて体内で非常にゆっくりと溶解す

るため、移植後の比較的長い期間の骨形成を確保するために使用した。この

綿形状材料の骨形成能と生体適合性を評価した。 

 

2.2 実験方法 

2.2.1 SiV 粒子の作製 

SiV は、以前の報告に基づいて、炭酸化プロセスによって作製した 2)。水

酸化カルシウム (Ca(OH)2)とアミノプロピルトリエトキシシラン (APTES) 

をメタノールで混合し、続いて 2 L/min の速度で撹拌しながら 75 分間 CO2
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ガスを添加した。得られたスラリーを 110℃で乾燥させ、平均粒径が 1〜2 

μm の SiV 粒子を調製した。SiV には、2.5〜3 wt％のケイ素が含まれるよう

調整した。 

 

2.2.2 綿形状骨充填材の作製 

β-TCPは平均粒子サイズが1 μmの粉体（太平化学産業株式会社）を使用

した。β-TCP、SiVおよびPLLA（Purasorb®, PURAC）を180°Cでニーダーを

用いて熱混練し、β-TCPおよびSiVをそれぞれ40 wt％、30 wt％含むPLLA複

合材料を作製した。繊維化はエレクトロスピニング法によった。混練物中

のPLLA濃度が8wt％になるようにクロロホルムを加えて溶解し、スピニン

グ用の溶液とした。調製した溶液をシリンジポンプに充填し、接地板をエ

タノールに浸した容器に入れ1)、針と接地板の間の距離を350 mmに調整し

た。エレクトロスピニングは、室温および相対湿度50％未満の環境下で行

い、印加電圧25 kVおよびポンプの押出速度を15 mL·h–1に設定して実施し

た。得られた繊維を走査型電子顕微鏡 (SEM) (JSM-6390LA, 日本電子) で

観察した。 

 

2.2.3 動物実験 (大腿骨遠位端モデル) 

体重が 3.5 kg 以上のオスの骨格が成熟したニュージーランドホワイト種
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のウサギを使用して動物実験を実施した。 

海綿骨に欠損 (直径 6 mm、深さ 10 mm) を作製した。同年齢以下の動物

での大腿骨遠位端におけるこのサイズの欠損は (深さ 4〜6 mm および 10 

mm) は重要であると報告されている 3-9)。欠損はインジケータで用いて 6 

mm ドリルにて作製した。欠損は滅菌生理食塩水で洗い流し、残留してい

る骨片を除去した。シリンジを使用して末梢血を採取し、1.0 ml の材料を

体積比 1：1 となるようにすぐに混合した。血液との混合は埋植前に実施

し、混合後の材料を欠損部に埋植した。埋植 6 週と 12 週後にマイクロ X

線 CT と組織学的分析により評価した。組織学的評価に使用するために採

取した大腿骨は、リン酸緩衝ホルマリンに 48 時間浸漬して組織を固定した

後に、PMMA 処理を行った。その後大腿骨標本は、メタクリル酸メチル 

(MMA) の浸漬と PMMA への重合の前に、各濃度のエタノール溶液 (70、

80、90、95、100％) に浸漬させて段階的に脱水処理を行った。PMMA ブロ

ックは、ミクロトーム (SP1600, Lecia) を使用して前内側で切断し、各部位

の欠損に対して垂直に切断し厚さ 20 µm で 3 枚の切片を作製した。各切片

はメチレンブルー塩基性フクシンで染色し、染色された切片を光学顕微鏡 

(オリンパス) により観察した。 
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2.2.4 動物実験 (脊椎後側方固定モデル) 

本材料を使用して横突起および椎体に近接した後側方固定術を、腰椎の

両側で実施した。脛骨から骨髄穿刺液 (BMA) を採取し、1.0 ml の BMA と

本材料を移植前に混合した。その後は、腸骨から採取した自家骨片 1.0 ml 

(0.8 g) と混合し埋植した。移植片は椎体に隣接し、正中線の外側 10 mm の

横突起間に埋植した。埋植の 12 週間後の時点で、マイクロ X 線 CT および

組織学的分析により評価した。埋植 12 週間後に移植部位の高解像度画像を

取得するために、マイクロ X 線 CT (Inveon, Siemens Medical) を使用した。

組織学的評価用の標本は、リン酸緩衝ホルマリン溶液で 48 時間固定後、椎

体の中央を通るように矢状面で切断された。その後室温で 10％ギ酸-リン

酸緩衝ホルマリン溶液で脱灰し、その後正中線から矢状面で切断して標本

を作製した。パラフィン処理を行い、包埋ブロックを作製後、5 µm の厚さ

に切断し、ヘマトキシリンエオシン (HE) で染色した。 

 

2.3 結果と考察 

作製した繊維表面と断面のSEM画像をFig. 2.1とFig 2.2にそれぞれ示す。繊

維は幅50〜150 µm、厚さ10〜30 µmであり、それらの繊維が絡み合った構造

を有していた。β-TCPおよびSiV粒子は繊維の表面上でPLLAにコーティング
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され、さらに繊維内部に充填されていた。さらに、繊維は2本の繊維が結合

したような形になっていることが観察された。針の先端から落ちた溶液は正

の電荷を帯びており、飛行中に帯電した繊維は枝分かれする。枝分かれした

繊維の1つがエタノールに付着するとすぐに接地されるが、別の繊維はまだ

電荷を持っているため、接地した繊維と接触し、その結果、2本の繊維が接

着した偏平な繊維が形成されたと考えられる。偏平な繊維は表面積が増加す

るため、より良い細胞の付着と増殖を示すことが期待される。 

この綿形状の繊維構造は、大きなサイズの高度に連通した空間を保持する

ため、細胞侵入と新生骨の形成に適しており、さらに柔軟性と優れた成形性

を示した。 

Fig. 2.3に大腿骨遠位端に埋植後 6および 12週後のメチレンブルー塩基性

フクシン染色の結果を示す。組織学的評価から、欠損部の中心付近において

も活発な骨形成が観察されたことが示された。6 週目に新生骨の形成が観察

され、12 週目においては材料の吸収が見られた。また埋植 6〜12 週間の間

に骨形成が進行していることが観察された。これまでの in vitro での溶解試

験の結果から、SiV 粒子は埋植の初期段階 (〜1 ヶ月以内) でほぼ溶解する

と考えられるため、埋植の後期段階において、β-TCP からのカルシウムおよ

びリン酸イオンの溶出が骨形成に影響与えた可能性が考えられる。マイクロ



20 
 

X 線 CT の結果は、12 週目の組織学的評価と同様に、欠損部への新生骨の形

成を示した。 

Fig. 2.4 に後側方固定モデルでの埋植 12 週後のマイクロ X線 CT画像を示

す。埋植した横突起間において、新生骨がつながりあうことで融合している

ことが確認された。Fig. 2.5 に埋植 12 週後の矢状面での HE 染色の結果を示

す。繊維の周辺に新生骨の形成が観察され、組織学的評価での残存した材料

に結果は、それらの放射線透過性の領域に関する矢状面と冠状面のマイクロ

X 線 CT の結果と一致した。材料と生体との界面での反応は、大腿骨遠位端

モデルで観察されたものと同じであった。脊椎固定術の結果からは、材料が

BMA と自家骨と組み合わせて使用した際に、良好な骨形成が見られた一方

で、組織学評価から埋植 12 週目において完全な融合は達成されなかった。 
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Fig. 2.1 SEM images of the surface of cotton-wool-like bone void fillers: 
(a) low and (b) high magnification images. 
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Fig. 2.2 SEM images of the cross section of cotton-wool-like bone void fillers: 
(a) low and (b) high magnification images. 
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Fig. 2.3 Methylene blue - basic fuchsin staining of the distal femur at 6 and 12 weeks: 
(a, a') 6 weeks (b, b') 12 weeks. The dotted line: the defect, the yellow star: new bone, 

the yellow square: the residual graft. 
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Fig. 2.4 Micro X-ray CT image at week 12. The yellow circle: implantation area. 
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Fig. 2.5 HE staining of the spine at 12 weeks. The yellow arrow: the transverse process, 
and the green arrow: the autologous bone fragment. 
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2.4 まとめ 

作製した綿形状骨充填材は、BMA および自家骨と容易に混合でき、綿形

状により手術中の取り扱いに優れていたことを示した。ウサギを用いた in 

vivo 試験では、良好な生体適合性と優れた骨形成能が示された。本材料は

ReBOSSIS®と名付けられ、2014 年に FDA によって承認された。 
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第 3 章 SiV 粒子におけるタンパク質吸着特性の評価 

3.1 緒言 

人工骨材料に求められる特性として、生体適合性、骨伝導性、生体吸収性

等が挙げられる。カルシウムイオンや微量のケイ酸イオンは骨形成の過程に

おいて重要な役割を示すことが知られている 1)。当研究グループでは、カル

シウムおよびケイ酸イオンの徐放担体としてシロキサン含有バテライト 

(SiV) 粒子を開発している 2)。SiV 粒子では、溶出したカルシウムおよびケ

イ酸イオンにより骨芽細胞の増殖、分化の促進が報告されている 3)。 

今後懸念される超高齢社会に対応していくためには、より骨修復材料の骨

形成能を高めることが期待される。そこで近年では一つの手法として FGF 

(線維芽細胞増殖因子) や BMP (骨形成タンパク質) などの成長因子の導入

が考えられている 4)。材料に組み込むことで、タンパク質の持つ骨誘導能に

より細胞が活性化され、骨粗鬆症や、骨折の早期治療が期待される。こうし

た成長因子の使用により、骨折治癒等の早期治療が期待される一方で、BMP-

2 の半減期が短いことや、材料への不適切な固定化による失活が懸念されて

おり、依然として担持方法の調査が必要となっている 5)。 

生体材料とタンパク質の相互作用はこれまでに化学組成、表面の親水性、

表面電荷等が寄与することが報告されている。生体材料へのタンパク質吸着
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に関して、HAp やチタンに関する報告例は多い一方で 6, 7)、炭酸カルシウム

材料、特にバテライトに関する報告は少ない。 

当研究グループは β-TCP や SiV をポリマー繊維に埋め込んだ複合材料を

綿形状に成形した骨充填剤を開発した 8)。綿形状材料の繊維の絡み合った構

造は、繊維間の大きな連通構造を有しており、細胞の侵入と増殖に有利であ

ると考えられる。また柔軟性とハンドリング性を有しており、様々な形に加

工が可能である。SiVは骨形成を促進するケイ酸イオンとカルシウムイオン

の徐放担体として機能し、β-TCP はより長期的なカルシウム源と骨形成に寄

与し、また繊維構造のマトリックスとして PLGA がこれら無機フィラーの溶

解を制御している。 

タンパク質は分子鎖に含まれるカルボン酸やアミンの数により等電点が

それぞれ異なり、水溶液中では電荷を帯びることが知られている 9)。酸性タ

ンパク質は骨形成過程において、細胞接着に寄与するため、生体材料と酸性

タンパク質の親和性は骨形成の初期において重要である。また、接着した細

胞を活性化させる骨形成タンパク質は塩基性に分類される。BMP は強い骨

誘導能を持つことが知られており、BMP の材料への導入は骨形成能を高め

る方法として有効である。 

そこで本章では生体材料として重要なタンパク質の吸着能の観点に立ち、
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SiV 粒子における牛血清アルブミン（BSA）とリゾチウム（LSZ）の吸着特

性について調べることを目的とする。 

 

3.2 実験方法 

3.2.1 バテライト粒子の作製 

タンパク質吸着試験にはバテライト粒子、シロキサン含有バテライト粒子

を用い、比較試料としてカルサイト（キシダ化学、特級）およびβ-TCP（太

平化学、β-TCP100-pulverized）粒子を用いた。サンプル名はそれぞれ V、SiV、

C、TCP とした。V および SiV は既報に従ってメタノール中での水酸化カル

シウムの炭酸化プロセスにて合成した 2, 3)。SiV を作製する際には、アミノ

プロピルトリエトキシシラン（APTES, 信越化学）を上記の水酸化カルシウ

ムスラリーにケイ素が 2 wt%となるように混合した。走査型電子顕微鏡によ

り測定した V と SiV 粒子の粒子径はそれぞれ約 0.7、1µm であり、窒素ガス

吸着による比表面積はそれぞれ 66、49 m2/g であった。X 線回折分析 (CuKα, 

45 kV, 40 mA; X’pert-MPD, Malvern Panalytical) にて、V と SiV の炭酸カルシ

ウム結晶相はバテライトであることを確認した。また、V と SiV 粒子にはア

モルファス炭酸カルシウム相 (ACC) が含まれることが知られており 2)、SiV

中には、アミノ基を含むシロキサンの形でバテライト結晶とカルバメートを
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形成して弱く結合していることがわかっている 10)。C と β-TCP の比表面積

はともに約 11 m2/g であった。 

各試料のゼータ電位を Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd.) により

測定した。溶媒には Tris-HCl 緩衝溶液 (0.05 M) を用い、固体/液体比が 1 

mg/mL となるように試料を加えた。 

 

3.2.2 タンパク質吸着試験 

次に各タンパク質の吸着試験を実施した。タンパク質は、BSA (ウシ血清

由来コーンフラクション V, Wako) および LSZ (卵白由来リゾチーム, Wako)

を用いた。溶媒には 0.05 M の Tris-HCl 緩衝溶液 (TBS) を用いた。pH 7.4 の

Tris-HCl 緩衝溶液 0.05 M をビーカーで撹拌し、タンパク質濃度が 1.0 mg/mL

となるように各タンパク質を加え、調製した。完全に溶解させた後、遠沈管

に移しとった。検量線作成用のタンパク質溶液は TBS で各濃度に希釈して

作製した。マルチモードプレートリーダー (EnSpire, Perkin Elmer Life ＆ 

Analytical Sciences) を用いて、波長 280 nm の吸光度を測定し、検量線を作

成した。 

40 mL のタンパク質溶液に無機粒子を 400 mg 加え、37 ℃で振とう速度は

約 120 rpm でインキュベーションした。その後、浸漬溶液から 200 µL 採取
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し、10000 rpm で 10 min 遠心分離を行った。遠心分離後の上澄み溶液中から

100 µL を採取し、低吸光 96 well plate (UV-Flat-Bottom, Microtiter plates, Thermo 

Electron Corporation) に滴下した。そして、マルチモードプレートリーダーに

より波長 280 nm の吸光度を測定した。SiV および V 粒子については、浸漬

後のタンパク質吸着の挙動を考察するために XRD 測定を行った。 

 

3.3 結果と考察 

ゼータ電位の測定結果を Table 3.1 に示す。SiV のみがプラスの値を示し、

C、V および TCP の他の粒子ではマイナスの値を示した。SiV がプラスの値

を示した理由として、SiV 粒子のケイ素源として使用している APTES は分

子末端にアミノ基を有しており、そのアミノ基が粒子表面に存在するためと

考えられる。C 粒子は含有する炭酸基の影響によりマイナスの値を示したと

考えらえる。V 粒子は TBS に浸漬すると 1 時間でカルサイトに転移するこ

とがわかっており 2)、浸漬後すぐに転移が始まり、V 粒子はカルサイトに転

移したことでマイナスの値を示したと思われる。 

BSA と LSZ の吸着試験結果を Fig. 3.1 と Fig. 3.2 に示す。C と TCP 粒子で

は BSA の吸着がほとんど確認されなかった。今回の測定方法の精度はそれ

ほど高くはないが、それを考慮しても、マイナスに帯電した粒子表面が吸着
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に影響したと考えてよいと思われる。V および SiV 粒子においては、浸漬

直後から BSA の吸着が確認されたが、V 粒子では浸漬時間の増加に伴い吸

着量が減少することが確認された。一方、すべての試料において LSZ の吸

着が確認された。 

BSA および LSZ 浸漬 48ｈ後の SiV および V 粒子の XRD パターンを Fig. 

3.3 に示す。BSA を含んだ TBS への浸漬 48ｈ後には、V 粒子はカルサイト

に完全に転移していたが、SiV 粒子では徐々に転移しており、浸漬 48ｈ後に

おいてもバテライト相のピークが確認された。BSA は SiV 中のシロキサン

末端の NH3+基と高い溶解性を示す ACC 相に吸着すると考えられるが、ACC

相を多く含む SiV では浸漬直後に BSA が吸着したことでこれらの溶解が遅

れ、その結果バテライト相の一部が残存したと考えられる。一方 SiV 粒子よ

りも ACC 相の少ない V 粒子では、急速にカルサイトへの転移が進み、それ

に伴いタンパク質が次第に脱離したと考えられる。 

TCP 粒子への LSZ の吸着はリン酸基との結合によるものと考えられる。

Fig. 3.3 に示した通り V および SiV 粒子は、LSZ を含んだ TBS への浸漬 48

ｈ後にカルサイト相に転移しており、ACC 相とシロキサンは溶出したと思

われる。浸漬直後の SiV 粒子の LSZ 吸着量は他の粒子よりも少なかった。

このことから ACC 相とシロキサンの溶解に伴い、SiV はカルサイトへ相転
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移し、マイナスチャージのカルサイト表面に LSZが吸着したと考えられる。 

SiV 粒子は酸性タンパク質である BSA に対して、高い吸着特性を示すこと

が明らかとなった。SiV 粒子を含む材料では、生体内に埋入後に酸性タンパ

ク質の吸着により、細胞接着性が向上することが期待できる。一方、塩基性

タンパク質では全ての粒子で高い吸着特性が得られた。これらの粒子は

BMP の吸着も期待できる。SiV 粒子は酸性および塩基性タンパク質の両方

の吸着特性が高いことから、新規な生体材料への応用が効果的であると考え

られる。 

 
 
 
 
 
 

Table 3.1 Zeta potential values of SiV, V, C, and TCP particles (n=3) 
 

Sample code Zeta potential (mV) 
SiV 44 
V -24 
C -20 

TCP -25 
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Fig. 3.1 Amounts of BSA adsorption on particles of V (black), SiV (cyan), C (green) 
and TCP (orange) (n=3) 
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Fig. 3.2 Amounts of LSZ adsorption on particles of V (black), SiV (cyan), C (green) and 

TCP (orange) (n=3) 
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Fig. 3.3 XRD patterns of SiV and V particles after being soaked in BSA and LSZ 
solution for 48 h. 
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3.4 まとめ 

SiV 粒子は酸性タンパク質である BSA と塩基性タンパク質の LSZ の両方

を吸着することがわかった。トリス緩衝液への浸漬 2 週間において、プラス

に帯電している SiV 粒子は約 40 mg/g の BSA 吸着を示し、同様に LSZ は約

14 mg/g の吸着が確認された。LSZ の吸着は、バテライト相からカルサイト

相への急速な転移に起因すると考えられる。 
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第 4 章 イオン溶出挙動を制御した生分解性ポリマー複合材料の作製 

4.1 緒言 

近年、細胞、足場材料、成長因子という 3 つの要素を組み合わせた組織工

学により、怪我や病気によって損傷した組織を修復する方法として注目され

ている 1)。成長因子の例には、骨形成タンパク質 (BMP) に代表されるタン

パク質やアミノ酸、無機イオンなどが挙げられる。これらのタンパク質やア

ミノ酸には、活性効果を損失することなく担持・徐放する必要があることな

どの多くの課題が挙げられる 2)。一方無機イオンは材料合成による変性がな

いため注目されている。ケイ酸イオンは、骨形成に関与する代謝プロセスに

必須な要素として知られており 3)、さらにケイ酸イオンは、骨芽細胞様細胞

の増殖、分化、石灰化を促進することが報告されている 4-10)。 Ca2+イオンは

骨の主成分であり、骨形成には必要不可欠な元素である。 Ca2+イオンについ

ても、骨芽細胞様細胞の増殖、分化、石灰化を促進することが報告されてい

る 11, 12)。 

ポリ (L-乳酸) (PLLA) は、生分解性ポリマーとして骨修復用材料を目的と

した多くの研究がこれまでに報告されてきた 13-15)。当研究室のグループでは、

ケイ酸イオンとカルシウムイオンに着目し、これらのイオンを溶出するシロ

キサン含有バテライト (SiV) を作製した 16)。SiV を含む PLLA 複合材料は
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骨形成を促進することが報告されており 17)、これをエレクトロスピニングに

より綿形状に成形することにも成功している 18)。この綿形状材料では、繊維

が交わる点の周辺で骨芽細胞様細胞が接着し、さらに細胞が繊維間に入り込

むことがわかっている 19)。我々のグループは、SiV と β-リン酸三カルシウム 

(β-TCP) 粒子を含む新しい綿形状材料も開発した。この材料は、ニュージー

ランドホワイト種のウサギを使用した in vivo 試験において、優れた骨形成

能を示した 20)。PLLA は繊維のマトリックス相として存在しており、表面の

SiV は初期の段階で溶解し、カルシウムおよびケイ酸イオンを溶出する。一

方 β-TCP 粒子は体内でゆっくりと溶解し、埋植後の比較的長い期間におい

て有効に働くと予想した。それら粒子の溶解は PLLA マトリックスの分解に

よって制御され、比較的ゆっくりとしたイオン溶出挙動となった。また急速

に分解しない PLLA により、骨の再生期間において繊維形状を維持できるこ

とを確認した。 

ポリマーマトリックスの分解速度は、ポリ (乳酸-グリコール酸) 共重合体

(PLGA) の乳酸とグリコール酸の比率を変えることにより制御できる 21)。

PLGA は基本的に疎水性であるが、水に入れた際の膨潤性が高く、高い分解

性示す 22, 23)。著者らのグループは、炭酸カルシウム粒子を含む PLGA 複合

材料がカルシウムイオンを連続的な溶出を示すことを報告した 24)。PLGA を
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無機材料と混合すると、PLGA の急速な加水分解により、Ca2+イオンやケイ

酸イオンなどが効果的に溶出することが期待できる。PLGA はより高い骨形

成促進効果を持つ複合材料を作製するための優れたポリマーマトリックス

になると期待できる。 

Mg2+イオンも骨代謝に必須の元素であり 25)、骨芽細胞様細胞の石灰化プ

ロセスの中で、骨芽細胞のインテグリンに作用することで細胞の接着におい

て重要な役割を果たすことが報告されている 25)。さらに近年では、イオン単

体だけでなく複数のイオンの組み合わせによる細胞の挙動に与える影響が

調査されており 26-28)、当グループでは、Ca2+、ケイ酸、Mg2+イオンを増加さ

せた培地を用いて骨芽細胞様細胞を培養したところ、それらの増殖、分化お

よび石灰化が促進される結果を得た 29-31)。石灰化を高めるための理想の濃度

として、ここでは Ca: 140 ppm、Si: 58 ppm、Mg: 71 ppm、P: 36 ppm (コント

ロールとしての α-MEM 通常培地では、Ca: 78 ppm, Si: 0 ppm, Mg: 28 ppm, P: 

40 ppm) のイオン濃度の培地を用いた。 

我々は、骨芽細胞活性を活性化する材料設計として、Mg2+イオンを継続的

に供給し、初期段階でケイ酸イオンを、また Ca2+イオンは材料の埋入後に大

量に供給するデザインが必要であると考えた。PLGA を使用した複合材料は、

治療に有効的なイオン溶出性能の達成するための重要な鍵となるかもしれ
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ない。 

我々のグループは、これまでに PLGA と SiV を使用して複合材料を作製

し、そのイオン放出挙動を調査している 32)。SiV/PLGA からの長期間にわた

る連続的なカルシウムイオンの溶出が観察されたが、一方でケイ酸イオンの

大部分は 1 日以内に溶出した。これは PLGA の膨潤性がイオンの溶出経路

を確保しているのではないかと考えられ 24)、ケイ酸イオンが溶出しやすい理

由のひとつは、バテライトの一次粒子の周辺にアモルファスのシロキサンが

弱く結合して分散されており、これが水溶液中で容易に乖離するため、PLGA

が膨潤すると急速に伴い溶出してしまうと考えられる 32, 33)。 

Hench により開発された Bioglass® (45S5, 46.1SiO2-26.9CaO-24.4Na2O-

2.6P2O5 mol％34-36)) は、体内への埋植後に体液と接触すると、カルシウムイ

オンとナトリウムイオンが水中のプロトンとイオン交換して、シラノール基

を形成し、表面付近でアルカリ性となる。その結果、Si(OH)4 の形となり可

溶性のシリカが生成する。その一部が再び縮合してシリカゲル相を形成する

が、可溶性シリカの一部は連続的に溶出され、これによりゆっくりとしたケ

イ酸イオンの徐放が達成される。MgO を含むケイ酸ガラスは、ケイ酸およ

びマグネシウムイオンの溶出の有効な供給源であると考えられる。 

この研究では、骨形成の促進する無機イオンの溶出を制御するために、
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SiO2-MgO-Na2Oガラスと炭酸カルシウム (バテライト) 粒子を PLGAマトリ

ックスと混合し、複合材料を作製した。目的は、作製した複合材料のイオン

放出挙動と細胞増殖を調査することで、新たな骨再生材料としての可能性に

ついて評価することを目的とした。 

 

4.2 実験方法 

4.2.1 SiO2-MgO-Na2O ガラスの作製 

試薬グレードの SiO2、MgO および Na2CO3（キシダ化学）を使用して、

40SiO2-40MgO-20Na2O 組成のバッチ混合物を調製した。白金坩堝に作製した

バッチ混合物を入れ、大気雰囲気下において 1500 ℃で 30 min 溶融した。溶

融後、ステンレス板に流し出し、アイロンプレスによって急冷し、板状のガ

ラスを作製した。作製したガラスをアルミナ乳鉢で粉砕後、ボールミルに 3.0 

mmΦジルコニアボール 400 g、ガラス試料 30 g、メタノール 100ml を入れ、

24h 粉砕した。得られたガラスを G と表記した。粉砕後のガラスを走査型電

子顕微鏡 (SEM: JSM-6301F, JEOL) を用いて観察した結果を Fig. 4.1 (a) に示

す。観察前の導電コーティング処理はオスミウムコーター (Neoc ネオオス

ミウムコーター, メイワフォーシス株式会社) を用いて行った。ガラス粒子

は約 1 μm 以下に粉砕されていた。Fig. 4.1 (b) に示すように、粒子のハロー
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ピークが X 線回折 (XRD, X’pert, Philips: CuKα, 45 kV, 40 mA) パターンで観

察され、G はガラス粒子であると確認された。また 2 つのハローピークが示

され、このガラスには 2 つの異なるネットワークが含まれていると考えられ

る。 

作製したガラス試料の構造をレーザーラマン分光装置 (日本分光、NRS-

3300) を用いて、Nd: YAG レーザー (NRS-3300, 532 nm, JASCO Co.) により

測定した。またガラス試料中のケイ素の状態を調べるために、固体核磁気共

鳴 (29Si MAS-NMR: JEOL、JNM-ECA600Ⅱ) スペクトルを共鳴周波数 119.24 

MHz で測定した。29Si の基準物質は、4-ジメチル 4-シラペンタンスルホン酸

塩ナトリウム (1.534 ppm) とし、8 mm のジルコニアローターを用いて、8 

kHz の回転速度、パルス幅 5 μs、Recycle delay 120 s で測定した。 

 

4.2.2 バテライト粒子の作製 

バテライト相からなる炭酸カルシウムは、メタノール中の炭酸化プロセス

により調製した 37)。Pyrex ビーカーにメタノール 180ml との Ca(OH)2を 7.0g

入れ 0℃で混合し、その懸濁液に毎分 300ml の流量で CO2ガスを 3 時間吹き

込んだ。得られたスラリーを大気雰囲気下 70℃で乾燥させ、微細な粉体を得

た。Fig. 4.2にバテライト粒子の SEM画像を示す。窒素ガス収着分析により、



46 
 

得られた炭酸カルシウムの表面積は 40 m2/g であった。直径 0.5〜1 mm の二

次粒子が形成しており、直径 20〜100 nm の一次粒子の凝集が観察された。

XRD 分析 (CuKα, 45 kV, 40 mA) から、微量のカルサイトを含むバテライト

からなる炭酸カルシウムであることを示した。以下、バテライト粒子をＶと

表記する。 

 

4.2.3 PLGA 複合材料の作製 

G および V を含む複合材料には、平均分子量 (Mw) が 102 kDa の PLGA 

(75％ラクチド / 25％グリコライド) (PURASORB®、Corbion Purac) を使用し

ました。PLGA をニーダーで 135°C で溶融し、その後 G および V 粒子加え、

10 分間機械的に混合し、複合体の G-V/PLGA を作製した。比較のため、V と

PLGA (V/PLGA) および β-TCP と PLGA (TCP/PLGA) からなる複合体も、G-

V/PLGA と同じ手順で調製した。各サンプルの組成を Table 4.1 に示す。各複

合体の混練物をクロロホルムに溶解し、そのスラリーをテフロン容器に流し

込み、室温で乾燥させてフィルム状に成形した。フィルム状のサンプルは次

の溶出試験と細胞培養試験に使用し評価を行った。 

 

4.2.4 複合材料のイオン溶出試験 

G-V/PLGA フィルム (直径 14 mm, 厚さ 160±20μm, n=5) からの溶出イオ
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ン量を測定するために、10％ウシ胎児血清 (FBS) を含む 1 ml の培地 (α-

MEM) に浸漬し、5％CO2を含む 95％空気の加湿雰囲気下において 37℃で 7

日間インキュベートを行った。培地交換は浸漬 1 日後から 1 日おきに行っ

た。 

α-MEM 培地への浸漬前後の結晶相の変化を調べるために G-V/PLGA の

XRD 分析 (CuKα, 45 kV, 40 mA) を実施した。 

また浸漬後の上澄み液を蒸留水で 10 倍に希釈し、溶液中の各イオンの濃

度を誘導結合プラズマ発光分光分析 (ICP-AES) (ICPS-7000, 島津)を使用し

て測定した。 

さらに G-V/PLGA の浸漬後の複合材料中のイオン分布について考察する

ため、G-V/PLGA を培地に 7d 浸漬したものについて、集束イオンビーム加

工観察装置 (FIB: EM-9320FIB, JEOL) を用いて加工し、エネルギー分散型 X

線分光器 (EDS) 付の走査型透過電子顕微鏡 (STEM: JEM-2100F, JEOL) 観

察試料を作製した。この観察試料から試料断面の元素マッピング画像を得た。 

 

4.2.5 細胞培養試験 

細胞培養試験のために、直径 14 mm、厚さ 160±20μmの PLGA、G-V/PLGA、

V/PLGA、および TCP/PLGA フィルムを準備した (n=5)。それらのサンプル
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はエチレンオキサイドガスにより滅菌を行った。マウス骨芽細胞様細胞 

(MC3T3-E1 細胞 ) を 24 ウェルプレートに入れたフィルム上に 30,000 

cells/well となるように播種した。10％FBS を含む α-MEM を培地として使用

し、細胞を 37℃、5％CO2環境下で 7 日間培養を行った。培地は培養 1 日後

に交換し、その後は 1 日おきに交換した。 

MC3T3-E1 細胞数は、Cell Counting Kit-8 (同仁化学) による処理後に評価

した。キットで使用される試薬の 1 つは水溶性テトラゾリウム塩で、生細胞

中の脱水素酵素により還元されて水溶性のホルマザンを生成する。水溶性ホ

ルマザンは約 460 nm の波長で最大吸収を示すため、サンプル中の生細胞数

は、吸収マイクロプレートリーダー (Sunrise Remote, TECAN Japan) を使用

して、450 nm の波長で培地の吸光度を測定して算出した。また t 検定によっ

てサンプル間の差を評価し、p <0.05 において統計的に有意であると見なし

た。 
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Fig. 4.1 (a) SEM image and (b) XRD pattern of G particles 
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Fig. 4.2 SEM image of V particles. 
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4.3 結果 

Fig. 4.3 (a) に G 粒子のレーザーラマンスペクトルを示す。650 と 880 cm-1

付近に QSi
1, 650 と 970 cm-1付近に QSi

2, 1080 cm-1付近に QSi
3由来のピークが

確認された 38-40)。QSi
3のピークについては不明瞭であった。 

Fig. 4.3 (b) に 29Si MAS-NMR のスペクトルと、そのスペクトルを Gaussian 関

数を用いてフィッティングを行い、ピーク分離を行った結果を示す。-73 ppm

に QSi
1, -82 ppm に QSi

2, -91 ppm に QSi
3 に帰属するピークがみられた 39)。

QSi
1/QSi

2のピーク積分比は約 73/27 と推定され、その結果 G 粒子は QSi
1ユニ

ットが支配的な構造を示し、QSi
3 ユニットを全く含まないことがわかった。 

Fig. 4.4 に α-MEM 培地への浸漬前後の G-V/PLGA の XRD パターンを示

す。バテライトに由来するピーク、カルサイトに対応する弱いピークも確認

された。 

Fig. 4.5 は、α-MEM 培地中での G-V/PLGA からのイオン放出挙動の結果を

示す。培地中の Mg2+および Ca2+イオンは、それぞれ 28 および 160 ppm であ

り、ケイ酸イオンは浸漬 7 日間にわたり、約 70〜80 ppm の濃度で複合材料

から連続的に溶出された。Mg2+イオンの約 74％は浸漬 1日以内に溶出され、

約 90％は 3 日以内に溶出された。Ca2+イオンはケイ酸イオンと同様に浸漬 7

日間にわたり連続的に溶出された。 
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Fig. 4.6 は、浸漬 7 日前後の G-V PLGA の表面付近での断面の元素マッピ

ング画像を示す。浸漬前の画像では、V 粒子由来の Ca と G 粒子由来の Si が

観察された。G 粒子の含有量はわずか 4％であり、G 粒子は PLGA マトリッ

クスにまばらに存在していることが見られた。浸漬 7 日後の画像では、V 粒

子由来の Ca がはっきりと観察され、浸漬の前後での分布状態の変化はほと

んど観察されなかった。対照的に、浸漬 7 日後に材料内部に G 粒子は観察

されず、Si と P は V粒子の表面付近に存在している様子が見られた。 

Fig. 4.7 は、PLGA、TCP/PLGA、V/PLGA、および G-V/PLGA 上での 7 日

間培養後の MC3T3-E1 細胞数を示す。すべてのサンプルで、細胞数の増加が

観察され、G-V/PLGA は PLGA と比較して細胞数に有意な差が見られた。 

Fig. 4.8 は、培養後の TCP/PLGA、V/PLGA、および G-V/PLGA から α-MEM

培地に溶出したイオン量を示している。TCP/PLGA において、培養後の培地

中のMg2+および Ca2+イオン量にほとんど変化は見られなかった。V/PLGAに

おいては、培養 1 日以内に多くの Ca2+イオンの溶出が観察され、溶出量は培

養時間の増加とともに減少した。G-V/PLGA の場合、Fig. 4.5 に示した結果と

同様に、Mg2+イオンのほとんどが 3 日以内に溶出し、ケイ酸と Ca2+イオンは

連続的に溶出された。 
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Fig. 4.3 (a) Laser Raman spectrum of G particles. 
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Fig. 4.3 (b) 29Si MAS-NMR spectrum of G particles. 
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Fig. 4.4 XRD patterns of G-V/PLGA before and after immersion in α-MEM. 
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Fig. 4.5 Ion-release amounts from G-V/PLGA in α-MEM. An immersion time 
of “1” means “0–1” day, whereas “3,” “5,” and “7” indicate “2–3,” “4–5,” and 

“6–7” days, respectively. 
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Fig. 4.6 Element mapping images of cross-sectional G-V/PLGA before and after 7 days 
of immersion in α-MEM. The samples were prepared by a FIB processing after being 

embedded in “Resin”. The arrow indicates the surface of the composite. 
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Fig. 4.7 Numbers of MC3T3-E1 cells after culturing on PLGA, TCP/PLGA, V/PLGA, 

and G-V/PLGA for 7 days. 
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Fig. 4.8 Ion-release behaviors after being cell-cultured in α-MEM from (a) 
TCP/PLGA, (b) V/PLGA, and (c) G-V/PLGA. A culture time of “1” indicates 

“0–1” day, and “3,” “5,” and “7” indicate “2–3,” “4–5,” and “6–7” days, 
respectively. 
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4.4 考察 

G粒子には約 70％のQSi
1のと約 30％のQSi

2が含まれていた。一般に、QSi
2、

QSi
3、QSi

4 をほとんど含まないガラスを調製することは困難である。Fig. 4.1 

(b) は、ガラスに 2 種類のネットワーク構造があることを示しており、

49.5SiO2-1.1P2O5-23.0MgO-26.4Na2O ガラスでは、MgO の約 85％がネットワ

ーク修飾因子として作用し、約 15％が MgO4ユニットとしてネットワークを

形成することが報告されている 41)。中間酸化物である MgO が多量に含まれ

ていることから、それらの一部はガラス化を促進するガラスネットワーク形

成剤の一つとして作用すると考えられる。 

QSi
1 の Si-O-Si 結合は、加水分解により容易に切断され、可溶性のシラノ

ール基を生成するため、このガラスは、Mg2+およびケイ酸イオンの溶出源と

して有効であると期待できる。 

Fig. 4.8 (c) に示したように、G-V/ PLGA 上での細胞培養後、G 粒子中のほ

とんどすべての Mg2+イオンが 5 日以内に溶出し、ケイ酸イオンは 30〜40 

ppm /日、Ca2+イオンは一日目の初期バーストを除いて約 50 ppm /日の連続的

な溶出が見られた。これらのイオン放出挙動には次の 3 つの要因があると考

えられる。 

最初の要因は、QSi
1 (73％) と QSi

2 (27％) 構造からなるガラス粒子の溶解
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度の影響が考えられる。短鎖構造は、Bioglass®表面の反応に似たメカニズム

により、H2O によって簡単に壊れることが知られている 42)。表面上にシラノ

ール基を形成するために、ガラスは培地中のプロトン (または H3O+) との交

換により Mg2+および Na+イオンを溶出し、Si(OH)4中の可溶性シリカが失わ

れる。Fig. 4.6 から、G-V/PLGA では培地に浸漬後に G 粒子が溶解し、複合

材料表面に薄い Si リッチな層が形成されることを示しており、この層はシ

ラノールの縮合と再重合によって形成されるシリカのゲル層である。また

Fig. 4.6 に示すように、リン酸イオンは α-MEM に浸漬後、サンプル表面の近

くに見られ、シリカゲル層はサンプル表面のリン酸カルシウム相の形成を増

進させると考えられる。Fig. 4.8 に見られた G-V/PLGA と V/PLGA のイオン

溶出挙動の違いは、シリカ層の形成により V/PLGA からの Ca2+イオンの初

期バーストが抑制されたためと思われる。 

2 番目の要因は、PLGA の高い含水性の影響が考えられる。ポリグリコー

ル酸を 20％含む PLGA をリン酸緩衝液に浸漬した場合、PLLA よりもはる

かに高い吸水能力を示すことが報告されている 23）。PLGA の高い含水性によ

り、材料内部に侵入した水とガラス粒子が接触することで溶解する。そして

この取り込まれた水によって、イオンが溶出する経路が作られるその結果、

Mg2+および Na+イオンが急速に溶出されると考えられる。ただし、ケイ酸塩
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イオンは溶解度が低いためゆっくりと溶出し、一部は複合材の表面に残ると

思われる。さらに、取り込まれた水によって V 粒子も溶解しはじめ、Ca2+イ

オンの継続的な溶出が見られたと考えられる。 

3 番目の要因は G-V/PLGA に含有される 60 wt%の高いフィラー量の影響

が考えられる。先行研究では、SiV/PLLA 複合材料を作製し、SiV 含有量が

30 および 60 wt%の時の Tris 緩衝溶液中でのイオン溶出挙動を調査した 32)。

その結果、SiV 含有量 30 wt%では浸漬後 1d で約 60 %のケイ酸イオンが溶出

した一方で、SiV 含有量 60 wt%の場合 1d 以内にほぼ 100 %が溶出したと報

告している。SiV 含有量 60 wt%にてイオン溶出のバーストがみられた要因

の一つとして、SiV 粒子のパーコレーション効果による影響が考えられる。

G-V/PLGA においても材料中に 60 wt% (約 50 vol%) の多量のフィラーを含

有させたことで、各イオンの溶出が容易になっていると考えられる。 

これら 3 つの要因の組み合わせにより、G-V/PLGA に水が容易に浸透した

と思われる。ガラスの溶解度が高いことにより、わずか 4wt％のガラス含有

量であっても、取り込まれた水が Mg2+およびケイ酸イオンを容易に溶解さ

せたと思われる。50 wt％の大量の V 粒子は、Ca2+イオンの連続供給を可能

にし、G-V/PLGA での MC3T3-E1 の増殖が、各培養期間中において有意に高

い値を示した。Fig. 4.8 に示すように、V/PLGA からの Ca2+イオンの溶出、お
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よびG-V/PLGAからのケイ酸、Mg2+およびCa2+イオンの放出が観察された。 

 

4.5 まとめ 

本研究では、高い溶解性を示すガラス粒子と炭酸カルシウム粒子を使用し

て、ケイ酸、Mg2+および Ca2+イオンの溶出を制御する生分解性ポリマーを含

む複合材料の作製を目的とした。 

高い溶解性を示す 40SiO2-40MgO-20Na2O ガラスを、Mg2+およびケイ酸イ

オンの溶出源として新規に作製した。このガラスは主に QSi
1 構造から成り、

一部 QSi
2を含んでおり、この構造により、水溶液への溶解を容易にすること

が示された。 

4 wt％のガラス粒子と、微量のカルサイト相を含む 56 wt％の炭酸カルシウ

ム(バテライト) 粒子が PLGAマトリックス中に存在し、得られた複合材料は、

培地への浸漬直後の Mg2+イオンのバースト溶出と、Ca2+およびケイ酸塩イオ

ンの連続的な溶出というユニークなイオン溶出挙動を示した。 

このようなイオン溶出挙動は、次の 3 つの要因によって引き起こされると

考えられる： ①ガラスの高い溶解性、②PLGA の高い給水能力、③ポリマー

的リックス中に 60％含まれるフィラーによるパーコレーション効果。 

ケイ酸塩イオンの連続放出は、可溶性シリカの量とガラス粒子の加水分解に
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由来するゲル化とのバランスに起因すると考えられる。また Ca2+イオンの連

続溶解は、PLGA の含水能力に加えて、バテライトの高い溶解性と 60 wt％の

大量のフィラーによるパーコレーション効果に起因すると考えられる。 

少量のガラス粒子によるイオン溶出挙動の制御により、骨芽細胞様細胞の増

殖を促進する可能性が示された。 
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第 5 章 総括 

我々の研究グループでは、これまでにバテライトにケイ酸イオンを付与した

ケイ素含有バテライト (SiV) の作製し、さらに SiV と PLLA からなる繊維状の

複合体の作製に成功し報告してきた。エレクトロスピニングにより作製した綿

形状の複合材料は、直径 10 µm の繊維が絡み合った細胞侵入に有利な構造を有

しており、手術時の取扱いの容易さと優れた加工性を示した。また、マウスの骨

芽細胞様細胞を使用した細胞培養試験では、繊維構造中への良好な細胞侵入が

示された。 

本研究は、生体吸収性複合材料の骨形成促進機能を有する新たな複合材料の

作製とその性能評価を行った。骨形成促進機能の設計を①材料の形状、②分散粒

子のタンパク質吸着能、③微量無機イオンの供給機構の 3 つの観点から検討し

たものである。以下に各章の結果についてまとめた。 

 

第 2 章では、β-TCP、SiV および PLLA からなる綿形状生体吸収性骨充填材を

作製し、動物実験による骨形成能の評価を行った。綿形状複合材料は、エレクト

ロスピニング法により作製し、幅 50〜150 µm、厚さ 10〜30 µm の繊維が絡み合

った構造であった。機械的柔軟性と優れた成形性を有しているため、どのような

形の欠損部へも簡単に埋植できる特徴があることを示した。この材料の in vivo
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での性能は、ニュージーランドホワイト種のウサギ大腿骨遠位端および脊椎へ

の埋植試験により評価した。埋植 6 週および 12 週の時点で、マイクロ X 線 CT

および組織学的な評価を実施した。これらの分析から良好な骨形成が確認され、

本材料は生体適合性と優れた骨形成能を有していることが確認された。 

 

第 3 章では、SiV 粒子における BSA と LSZの吸着特性について調査した。 

SiV粒子は酸性タンパク質である BSAおよびに塩基性タンパク質の LSZの両方

に対して高い吸着特性を示した。トリス緩衝液への浸漬 2 週間において、プラ

スに帯電している SiV 粒子は約 40 mg/g の BSA 吸着を示し、同様に LSZ は約 14 

mg/g の吸着が確認された。SiV 粒子を含む複合材料では、生体内に埋入後に酸

性タンパク質の吸着による細胞接着性の向上と BMP の吸着が期待でき、新規な

生体材料への応用が効果的であると考えられる。 

 

第 4 章では、骨形成プロセスの初期段階で高濃度の Mg2+イオンを溶出し、ケ

イ酸イオンと Ca2+イオンを継続的に溶出する新しい複合材料を設計した。ケイ

酸イオン、Mg2+イオンおよび Ca2+イオンの供給源として高い溶解性を示す

40SiO2-40MgO-20Na2Oガラスとバテライト粒子を熱混練により 110°Cで PLGA

と混合し、複合材料 (G-V/PLGA, G/V/PLGA = 4/56/40 (重量比)) を調製した。浸

漬実験の結果、Mg2+イオンの大部分は、細胞接着に重要な段階である浸漬後 3 日
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以内に溶出し、ケイ酸イオンと Ca2+イオンは浸漬 7 日間に渡って継続的な溶出

を示した。MC3T3-E1 による細胞培養試験の結果、G 粒子を含む複合材料では含

まないものと比較して、G-V/PDLG 上では有意に高い増殖性を示した。わずかな

ガラス含有量で、ガラスの特性を活かしたイオン溶出挙動の制御が可能である

ことを示した。 

 

以上の結果から、材料を綿形状化することで多様な術式に対応させて骨形成

を促進させることができること、さらに SiV や 40SiO2-40MgO-20Na2O ガラスを

使用した複合材料することで、骨形成に有効なタンパク質吸着能と骨形成を促

進するイオン溶出能を持つ新規な人工骨材料を設計できると考えられる。 
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