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研究成果の概要（和文）：撥水性表面に固着させた氷微粒子とフリーの氷微粒子を鋳型として用い、開いた表面
空孔と連通する内部空孔を有するPLGA-コラーゲン多孔質足場材料を開発した。本多孔質材料にウシ関節軟骨細
胞を播種したところ、細胞は開いた表面孔を通じて内部空孔に侵入し、多孔質足場材料全体に均一に分布して増
殖した。細胞は丸い形態を有し、軟骨細胞特異的な遺伝子を発現して豊富な軟骨細胞外マトリックスを産生し、
均一な軟骨様組織を再生することができた。以上の結果から、開発した多孔質足場材料は均一な軟骨組織の再生
に有効であることが示された。

研究成果の概要（英文）：PLGA-collagen porous scaffolds were prepared by using a template with 
embossing ice particulates on a hydrophobic surface and free ice particulates. The porous scaffolds 
had open surface pore structure, which was controlled by the embossing ice particulates, and 
interconnected bulk pore structure, which was controlled by the free ice particulates. The porous 
scaffolds were used for three-dimensional culture of bovine articular chondrocytes. The cells 
penetrated into the interconnected pores and showed homogeneous distribution throughout the 
scaffolds. The cells in the scaffolds showed round morphology, proliferated with culture time, 
expressed chondrogenic genes and secreted cartilaginous matrices. Cartilage-like tissue with 
homogeneous distribution of chondrocytes and cartilaginous matrices was regenerated. The results 
indicated that the interconnected porous scaffolds should be used for cartilage tissue engineering.

研究分野： 生体材料
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１． 研究開始当初の背景 
組織再生のための多孔質足場材料は、細胞

の分布や接着、増殖、分化などを制御し、組
織を再生するうえで重要な役割を果たす。細
胞を多孔質足場材料に三次元的に分布させ
るためには、多孔質足場材料の表面付近の空
孔が外部に対して開いていること、材料内部
の空孔が互いにつながっていることが必要
で、これらの構造を制御することが求められ
る。しかしながら、従来の多孔質足場材料で
は、表面の開いた空孔は一部しかなく、しか
も内部の空孔は孤立しているという問題が
あった。そのため、細胞を足場材料全体に均
一に分布させるのは困難で、播いた細胞の大
部分は足場材料の表面付近に偏って存在す
ることになる。このような場合では、足場材
料の表面付近には組織は再生されるが、材料
内部は組織が再生されず欠陥となってしま
い、大きな機能性組織を再生することはでき
ない。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、氷の微粒子を結晶核として氷

の結晶成長を制御し、形成させた氷晶のネッ
トワークを空孔のテンプレートとして用い
ることにより、生体組織をより効率よく再生
できる、連通性に富んだ空孔構造を有するコ
ラーゲン多孔質足場材料の開発を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）氷微粒子の作製 
まず、純水を液体窒素中に噴霧し、氷微粒

子を作製した。この氷微粒子を－15℃の低温
チャンバーに移し、目の大きさが 425 と 500 
μmの篩でふるい分け、粒径が 425～500 μm
のフリーの氷微粒子を得た。 
また、撥水性フィルムで包んだガラス板に

厚みが２mmのシリコンフレームを載せ、これ
を超音波式加湿器に６分置くことにより、撥
水性フィルム表面上に微小な水滴を形成さ
せた。これを－80°Cで凍結することにより、
撥水性フィルム表面に形成させた氷微粒子
の鋳型を作製した。 
 
（２）多孔質足場材料の作製 
まず、ブタタイプⅠコラーゲンをエタノー

ルと酢酸水溶液の混合溶媒に溶かし、２％の
コラーゲン溶液を調製した。調製したコラー
ゲン溶液及び上記のフリーの氷微粒子と氷
微粒子鋳型を－５°C の低温チャンバー内で
温度平衡化した。続いて上記のコラーゲン溶
液と氷微粒子を 50/50（体積/重量）の比率で
混合し、氷微粒子とコラーゲン溶液の混合ス
ラリーを調製した。この混合スラリーを（１）
の氷微粒子固着ガラス板（2 枚）の間に充填
し、その真ん中に乳酸とグリコール酸の共重
合ポリマー（PLGA）のニットメッシュを配置
した。つづいて、－５°Cで４時間、－８０°C
で６時間凍結した。さらに、この凍結物を凍

結乾燥し、50 mM の 1-エチル 3-(3-ジメチル
アミノプロピル)カルボジイミド、20 mM の
N-ヒドロキシスクシンイミドを用いてコラ
ーゲン分子を架橋した。その後、純水で洗浄
し、凍結乾燥することにより、開いた表面空
孔構造と連通する内部空孔構造を有する
PLGA-コラーゲン多孔質材料を作製した。 
作製した PLGA-コラーゲン多孔質材料のキ

ャラクタリゼーションを行った。具体的には、
多孔質足場材料の表面及び断面を走査型電
子顕微鏡で観察した。また、引張試験により、
PLGA-コラーゲン多孔質材料の引張強度を測
定した。 
 
（３）多孔質材料での軟骨細胞培養 
ウシ膝関節から単離した軟骨細胞を二回

継代培養した後、多孔質材料に播種した。
PLGA-コラーゲン多孔質材料を高さ６ mm、直
径 4 mm の円柱状にくり抜き、エチレンオキ
シドガスで滅菌した後、細胞培養に用いた。 
細胞密度が 2.5×107 cells/mL の軟骨細胞の
懸濁液 100μL ずつ多孔質材料の上面と下面
に播いて、増殖培地でゆっくり振動しながら
１週間培養した。 
１日間培養した細胞/多孔質材料をリン酸

緩衝液で洗浄した後、10%中性緩衝ホルマリ
ン溶液で固定化した。固定化した細胞/多孔
質 材 料 を 薄 切 し 、 細 胞 核を 蛍 光 色 素
（4',6-diamidino-2-phenylindole; DAPI 試
薬）で染色し、蛍光顕微鏡で細胞の分布を観
察した。 
１週間培養した細胞/多孔質材料をヌード

マウスの背中皮下に８週間埋植した。その後、
移植物を回収し、その外観を観察した。 

 
（４）再生組織の評価 
一部の移植物を 10%中性緩衝ホルマリン溶

液で固定化し、パラフィンに包埋し、組織染
色用に薄切した。この切片をヘマトトキシン
/エオジン、サフラニンＯで染色した。また
II 型コラーゲンの抗体を用いた免疫染色を
行った。 
軟骨組織の再生を定量的に評価するため、

回収した移植物の一部を用いて、再生された
組織に含まれるDNAの定量及び細胞外マトリ
ックスタンパク質であるグリコサミノグリ
カンの定量を行った。さらに、リアルタイム
定量 PCR 法による II 型コラーゲンとアグリ
カンの遺伝子発現解析も行った。 
 
４． 研究成果 
（１） 多孔質構造を制御した多孔質材料 
作製したフリーの氷微粒子は球状で、粒径

が 425～500 μm であった（図１a）。また、
撥水性フィルム表面に形成させた氷微粒子
の平均粒径は 442 ± 10 μmであった（図１
b）。作製した PLGA-コラーゲン多孔質材料の
上面及び横断面の外観写真を図１c に示す。
PLGA ニットメッシュはコラーゲン多孔質体
の真中に配置されていることが分かった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．(a)フリーの氷微粒子の光学顕微鏡の
写真、(b)疎水性フィルム表面に固着した氷
微粒子の光学顕微鏡の写真、(c)作製した
PLGA-コラーゲン多孔質材料の上面（上）及
び横断面（下）の外観写真。 
 
PLGA-コラーゲン多孔質材料の表面及び断

面を走査型電子顕微鏡で観察した。多孔質材
料外表面に大きな空孔が多く観察され、これ
らは内部の空孔と連通していることが分か
った（図２a）。多孔質材料の表面にある大き
な空孔は、疎水性フィルム表面の氷微粒子の
鋳型によって形成され、連通孔はコラーゲン
溶液が凍結した際に氷微粒子の表面から成
長した氷の結晶によると考えられる。 
また、横断面及び縦断面の走査電子顕微鏡

写真から、多孔質材料の内部には氷微粒子と
同程度の大きさの空孔は密に存在し、互いに
連通していることが分かった（図２b, c）。
さらに、縦断面像から、コラーゲン多孔質体
は PLGA ニットメッシュと絡み合っているこ
とが分かった（図２c）。多孔質材料の内部の
大きな空孔はコラーゲン水溶液と混合した
フリーの氷微粒子によるもので、連通孔はコ
ラーゲン溶液が凍結した際に新しく形成し
た氷の結晶によると考えられる。氷の新しい
結晶はフリーの氷微粒子表面から成長して
互いに繋がったことで、多孔質材料に高い連
通性をもたらしたと考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. PLGA-コラーゲン多孔質材料の上面（a）、
横断面(b)及び縦断面（下）の走査電子顕微
鏡写真（右）。 
 
力学試験の結果、PLGA-コラーゲン多孔質

材料は乾燥状態でも湿潤状態でもコラーゲ

ン多孔質体より高い引張強度を示した。 
（２）多孔質材料を用いた軟骨組織の再生 

PLGA-コラーゲン多孔質材料でウシ関節軟
骨細胞を培養し、1日間培養した細胞を DAPI
により細胞核を染色し、細胞の分布を観察し
た。PLGA-コラーゲン多孔質材料の上面から
下面まで軟骨細胞は均一に分布しているこ
とが分かった。PLGA-コラーゲン多孔質材料
は開いた表面構造と連通した内部空孔を有
するため、播種した軟骨細胞は開いた表面構
造を通し、連通した空孔に行きわたり、多孔
質材料に均一に播種することができた。 
１週間培養した細胞/多孔質材料をヌード

マウスの背中皮下に８週間埋植したところ、
再生した組織は乳白色の表面光沢を示した
（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. 再生した軟骨組織の外観 
 
（３）再生組織の構造 

再生組織の切片をヘマトトキシン/エオジ
ン染色により、軟骨細胞は丸い形態を有した
（図４の左の染色像）。サフラニンＯ染色に
より、グリコサミノグリカンの細胞外マトリ
ックスは染色された（図４の右）。関節軟骨
に特異的なタイプ II を確認するために、抗−
タイプ II コラーゲン抗体による免疫染色を
行った。その結果、再生組織全体にタイプ II
コラーゲンが検出された（図５）。これらの
結果より、軟骨細胞は丸い形態を有し、軟骨
細胞外マトリックスを産生すること、また、
軟骨細胞と細胞外マトリックスが多孔質足
場材料に均一に分布していることが分かっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. 再生した軟骨組織のヘマトトキシン/
エオジン染色（左）とサフラニンＯ染色（右） 
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図５. 再生した軟骨組織のⅡ型コラーゲン

による免疫染色 
 
In vitro で１週間培養した細胞/多孔質材

料の構造体及び８週間移植の再生組織に含
まれるDNAとグリコサミノグリカンの定量を
行った。その結果、in vitro で１週間培養す
ることにより、DNA とグリコサミノグリカン
の含量はともに増加した。８週間移植するこ
とにより、DNA とグリコサミノグリカンの含
量はさらに増加した。これらの結果により、
培養及び移植により、軟骨細胞は多孔質材料
中で増殖し、軟骨細胞の細胞外マトリックス
を産生したことが分かった。 
また、リアルタイム定量 PCR 法により、軟

骨細胞のマーカー遺伝子である II 型コラー
ゲンとアグリカンの遺伝子発現レベルを解
析した。その結果、PLGA-コラーゲン多孔質
材料で再生した組織は II 型コラーゲンとア
グリカンを高発現したことが分かった。 
以上の結果より、撥水性フィルム表面に固

着させた氷微粒子及びフリーの氷微粒子を
用いることにより、開いた表面空孔及び連通
した内部空孔を有する多孔質材料を作製で
きた。この多孔質材料を用いて培養した軟骨
細胞は多孔質材料中で均一に分布して増殖
し、丸い形態を有し、軟骨細胞外マトリック
スの遺伝子を発現し、豊富なマトリックスを
産生し、均一な軟骨組織を再生することに成
功した。 
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