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研究成果の概要（和文）：チタン繊維を素材とし、常温で圧縮荷重とせん断荷重を同時に付加し、繊維形状を残
したまま板状に成形させたチタンペーパーは、骨と同等の弾性率と、骨形成に適している多孔性構造をもつ。こ
のチタンペーパーに、骨髄間葉系幹細胞から分化させた骨芽細胞を複合し、ラットの骨欠損部に留置すると、従
来のチタンプレートを用いるより高い骨組織修復能を示すことを明らかにした。長期間骨と密着して使用するこ
とが可能で、更に骨修復を促進することができるチタンプレートの用途は広く、骨折治療や骨再生医療など、今
後ますます増加する骨疾患の臨床に大きく貢献することが期待できる。

研究成果の概要（英文）：Titanium fiber paper, which is prepared by molding titanium fibers into 
plates by simultaneously applying compression and shear stress at normal room temperature to retain 
the original fiber shape, can exhibit an elastic modulus similar to that of bone cortex and form a 
porous structure suitable for cell adhesion. We combined titanium fiber paper with osteoblasts 
differentiated from bone marrow mesenchymal stem cells and showed that the paper was better able to 
facilitate bone tissue repair than conventional titanium plates when implanted into rat bone 
defects. Also capable of being used in close contact with bone for long periods of time and 
promoting bone repair, titanium fiber paper has a wide range of potential applications and is 
expected to make great contributions to the clinical management of bone diseases, including bone 
fracture repair and bone regenerative medicine.

研究分野： 生体医工学、生体適合システム学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
チタンは強度が高く一定の骨親和性を有す
るため、整形外科領域における骨接合手術の
プレートやスクリュー、人工関節ステム、脊
椎固定インプラント等に頻用され、その有効
性と安全性が臨床で実証されている生体材
料である。しかしこれまでチタンは、その強
度を前提として用いられてきたため、長期間
接触している骨の脆弱化等の変化は避けら
れないと考えられてきた。このため、骨と長
期間共存することを目的としたチタンの開
発研究は、国内・国外とも極めて少ない。 
研究代表者らは、これまでの常識を打ち破る
“骨との共存”を前提とした、薄くて軽い紙
のようなチタン繊維薄板（チタンペーパー）
を開発した。このチタンペーパーは骨皮質と
同等の弾性率をもつために、長期間骨と接触
していても骨の脆弱化を生じない。更に骨と
高い結合性を示す多孔構造をもつ。このため、
骨と長期間共存する、骨形成を促進する等の
特性をもつ。また、骨形成の最適な足場材に
なる。これらの特性を最大限に活用したチタ
ンペーパーの用途は、これまでのチタンと全
く異なるため、整形外科の治療を大きく変え
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
新規チタンペーパーの整形外科治療におけ
る以下の 5 つの用途の有用性と、それぞれに
適切なチタンペーパーの性状を探究する。①
粉砕骨折や指骨等の骨折で、微小な骨片を母
床の骨に固定する。②骨欠損修復において、
チップ状の骨や海綿骨の移植、顆粒状ハイド
ロキシアパタイト(HA)の充填した欠損部を
カバーする。③in vivo の骨再生医療におい
て、多孔性足場材として骨形成タンパク
(BMP)を複合し、必要部位に添付する。④in 
vitro の骨再生医療において、チタンペーパ
ー上で骨形成細胞を増殖した新しい細胞シ
ートを開発し、骨再生部位に移植する。⑤外
傷や人工関節手術などで必要となるエンテ
ーシス(腱と骨の付着部)の再建において、チ
タンペーパーでオーバーラップして縫合す
ることにより、腱と骨の組織が入り込み結合
を誘導する。 
試作したチタンペーパーを用いて、生物学

的実験を医学系が行い、結果を工学系にフィ
ードバックする。試作と実験を繰り返し、目
的に最適なチタンペーパーを開発する。研究
期間内にそれぞれの用途の実現可能性を示
し、臨床応用のプロトタイプを作製すること
を目標とする。 
本研究で検証するチタンペーパーの 5 つ

の用途は、全て現在の整形外科治療における
重要な課題を解決する。①粉砕骨折や②骨欠
損修復への応用は実現性が高く、早期に整形
外科手術への導入が期待できる。③in vivo 
の骨再生医療は現在一般臨床に普及してい
ないが、本研究により高い有効性を認められ
れば、その普及に貢献する。④in vitro の骨

再生医療は新規性が高く、再生医療のイノベ
ーションを生み出す可能性がある。⑤エンテ
ーシス再建は整形外科の多分野における古
くからの課題であり、チタンペーパーにより
強固な結合が実現すれば、大きな意義がある。 
工学系の技術シーズと医学系の臨床ニーズ
が合致し、整形外科治療に有用な全く新しい
チタンペーパーを着想した。このチタンペー
パーは骨皮質と同等の弾性率と約 3 倍の強
度をもち、小骨を保持し長期間母床の骨と共
存することに適している。また、骨と高い結
合性を示す多孔構造を合わせ持つため、骨形
成を促進することができる。これらの特性を
生かして、小骨片の母床骨への固定・骨移植
部のカバー・骨再生の足場材・エンテーシス
再建の足場材等、多彩な用途をもつ世界初の
チタンペーパーを開発する。 
 
３．研究の方法 
チタンペーパーの技術開発を信州大学工学
部が行い、試作されたチタンペーパーの生物
学的評価を信州大学医学部が行う。得られた
結果を、随時フィードバックし、さらに実効 
性の高い機能性チタンペーパーを開発して
いく。このように医学と工学がそれぞれの専
門知識と実験技術を動員・統合して、横断的
な新知見を獲得していく。研究終了時の目標
は、それぞれの用途の実現可能性を示し、最
適なチタンペーパーのプロトタイプを完成
させることである。 
① チタンペーパーの試作 
金属金型の間にチタン繊維を充填し、圧縮荷
重とせん断荷重を同時に負荷させることで
チタン繊維を薄板状に成形する（常温圧縮せ
ん断法）。成形に用いるチタン繊維のアスペ
クト比（繊維の直径と長さの比）・成形時の
圧縮荷重・せん断荷重・成形温度を変化させ、
常温圧縮せん断法により整形外科治療の用
途に最適なチタンペーパーを試作する。チタ
ンペーパーは、純チタン及びチタン合金
(Ti-6Al-4V)の 2 種類で、それぞれ厚さ 100
μm-1mm で変化させる。多孔構造は等方的で
均一であり、porosity は 30-40％である。 
② 細胞培養試験 
チタンペーパーの基本的な生物学的反応と
して、骨芽細胞・破骨細胞・線維芽細胞を表
面で培養する。分化・増殖能を調べ、各細胞
に特徴的な遺伝子発現・タンパク誘導を解析
する。先行試験として、直径 9.0mm の円形サ
ンプル上に骨芽細胞を 3500cells/cm2 播種
し、1，3，24，72，168 時間での細胞数を計
測したところ、骨芽細胞が経時的に増加した。 
③ 正常骨の反応評価 
チタンペーパーを実験動物の正常な長管骨
に縫い付け、経時的に摘出して骨組織の反応
を形態学的に観察する。また、チタンペーパ
ーと骨界面及び周囲組織での遺伝子の発現
とその機能を解析する。コントロール群はチ
タン圧延材とし、処置をしない反対側を比較
対象とする。 



④ 微小骨片の固定 
実験動物の長管骨に粉砕骨折を作製し、チタ
ンペーパーでカバーして固定する。コントロ
ール群は通常のチタン圧延材とする。骨癒合
を動物用 CT で継時的に評価し、一定期間後
に骨を摘出して評価する。3 月の短期群と 12 
月の長期群を設け、組織学的検査及び骨量検
査を行う。 
⑤ 移植骨または HA による骨欠損修復 
実験動物に自然修復しない骨欠損を作製し、
腸骨から採取したチップ状の骨を移植して、
チタンペーパーでカバーする。コントロール
群は通常のチタン圧延材とする。また、骨移
植を行わないでチタンペーパーのカバーの
みをする群も設ける。骨欠損の修復を動物用
CT で継時的に評価し、一定期間後に骨を摘
出して評価する。3 月の短期群と 12 月の長
期群を設け、組織学的検査及び骨量検査を行
う。全く同じ実験を、骨移植ではなく HA 顆
粒を充填して行う。 
⑥ in vivo の骨再生試験 
チタンペーパーの小円形ペレットを作製し、
多孔構造に rhBMP-2 を複合して実験動物に
移植する。筋膜下に埋植して経時的に摘出し、
骨形成を X 線像と組織像で評価すると共に
骨塩量を計測する。コントロール群はゴール
ドスタンダードである同形のコラーゲンシ
ートを用いる。次に実験動物に骨欠損を作製
し、同じ rhBMP-2 を複合したチタンペーパー
またはコラーゲンシートでカバーする。骨欠
損の修復を動物用 CT で継時的に観察し、一
定期間後に骨を摘出して評価する。3 月の短
期群と 12 月の長期群を設け、組織的検査及
び骨量検査を行う。以上の実験において、チ
タンペーパーの厚さと多孔構造を変化させ
て比較し、最適な条件を決定し、新しい骨再
生用足場材を開発する。 
⑦ in vitro の骨再生試験 
実験動物から骨髄細胞を採取してチタンペ
ーパー上で培養し、同じ個体の筋膜下組織に
移植する。経時的に摘出し、骨形成を画像と
組織像で確認する。次に実験動物に骨欠損を
作製し、同じ手技で培養した自家骨髄細胞を
複合したチタンペーパーでカバーする。骨欠
損の修復を動物用 CT で継時的に評価し、一
定期間後に骨を摘出して評価する。3 月の短
期群と 12 月の長期群を設け、組織学的検査
及び骨量検査を行う。以上の実験で最適な条
件を決定し、チタンペーパー上で骨形成細胞
を増殖した新しい細胞シートを開発する。 
骨髄細胞と成長因子を用いて、チタンペーパ
ー上での新生骨形成に挑戦する。骨再生研究
者の夢である培養液中で 1 辺 1cm 以上の骨
形成を達成するために、様々な成長因子を利
用し、チタンペーパーによる立体形状構築を
工夫する。 
⑧ エンテーシスの再建 
実験動物の長管骨から腱を切離し、一定期間
経過してから縫合する。この際に、そのまま
縫合する群と、チタンペーパーでカバーし腱

と骨の両方とオーバーラップして縫合する
群を作製する。継時的に摘出して、組織像で
接合部を評価する。また、一部の検体は機械
的な引き抜き強度試験を実施する。 
⑨ 複合研究 
⑥と⑦の試験結果から新規開発した骨再生 
用足場材および細胞シートを用いて、④と⑤
の微小骨片の固定試験および骨欠損修復試
験を行う。さらに⑧のエンテーシス再建にも
応用する。チタンペーパー単独と比較して、
より良好な結果が得られることが期待でき
る。 
⑩ 臨床応用のためのチタンペーパーのプロ
トタイプの作製 
以上の医学系の培養実験および動物実験の
結果を、常に工学系のチタンペーパーの設
計・作製にフィードバックし、反復しながら
適切な条件を見出す。最終的にはそれぞれの
用途に最適なチタンペーパーのプロトタイ
プを完成させることを目標とする。 
 
４．研究成果 
H27 年度から H29 年度まで「小骨固定・骨移
植・骨再生・エンテーシス再建のためのチタ
ンペーパーの開発」というテーマで研究を行
った。この中で「小骨固定」「骨再生」につ
いて論文報告をした（Takizawa T, Saito N, 
et al, Titanium fiber plates for bone 
tissue repair, Advanced Materials, 2018 
Jan;30(4)。以下にその成果内容を示す。 
 Titanium fiber plate（TFP）は純度 99%、
繊維直径は約 20μm、繊維長は約 500μmの繊
維状のチタンを圧縮加工したペーパー状構
造で、骨皮質に近い強度と弾性率を有しスト
レスシールディングの影響なく長期間骨と
共存できる利点を有する。さらに TFP の有す
る多孔性構造が、細胞の接着保持や欠損骨修
復の足場に適しており、また形状を母床の骨
形状に自在に調節できるため粉砕骨折の小
骨片固定にも有用と考えられる。 
今回我々は TFP が従来のチタンプレート
（Conventional titanium plate；CTP）と比
較して骨再生の足場材（scaffold）になり得
るか検討するため、同サイズの形状に揃えて
in vitro 及び in vivo で比較した。 
in vitro で各 Scaffold 上にマウス前骨芽細
胞（MC3T3-E1 細胞）を播種し、顕微鏡観察に
よる細胞接着形態と蛍光強度の比較で細胞
増殖能を評価した．また、ラット大腿骨から
採取した間葉系骨髄細胞をリコンビナント
ヒト BMP-2（rh-BMP2）を用いて 7日間骨芽細
胞に分化誘導した細胞を各 Scaffold 上に播
種し、細胞接着形態を走査型電子顕微鏡
（SEM）と共焦点レーザー顕微鏡（LSM）を使
って観察し、定量 PCR を用いて細胞接着関連
遺伝子の発現比を比較評価した。in vivo で
ウサギの尺骨骨幹部中央に小骨片を含む粉
砕骨折を作製し、長方形の TFP とステンレス
製のミニスクリューを用いて両端をプレー
ト様に固定、術後 4週で単純レントゲンとμ



CT にて骨折治癒を評価した。また、rh-BMP2
を添加した各 Scaffold をマウス背筋内に移
植して、術後 3週間で組織を摘出しµCTと骨
組織像で骨再生を比較評価した。また、ラッ
ト間葉系骨髄細胞をrh-BMP2を用いて骨芽細
胞系細胞に分化誘導した細胞を各 Scaffold
上に播種し、5 ㎜の骨欠損部を作製したラッ
ト頭蓋骨にこれを移植し、8 週後の骨組織像
により骨再生の比較評価を行った。 
(1)MC3T3-E1 細胞の TFP 上での接着と増殖 
マウス前骨芽細胞である MC3T3-E1 細胞を、
直径 5 mm の円盤状に成形した各 Scaffold に
初期細胞濃度 1.0×105 cells/plate で播種
した。 
24 時間後に MC3T3-E1 細胞の細胞核を
Bisbenzimide H33342（以下 H33342）で染色
し蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、両群
ともで辺縁まで良好な細胞接着が認められ
た。2 日後と 5 日後に Alamar blue assay で
細胞増殖を測定した。 
TFP、CTP、Cell culture plate ともに、2日
後より 5 日後の細胞が有意に増殖した
（p<0.01）。5日後では TFP は CTP と比べて同
等の増殖能を示し(p=0.45)、両群とも cell 
culture plate よりも有意に高い細胞増殖能
を示した。 
(2)分化誘導ラット骨髄間葉系細胞による
TFP 評価 
10 週齢のオス Wistar ラットの大腿骨から採
取した骨髄間葉系幹細胞を 10cm dish を用い
て培養した。 
骨芽細胞分化を100ng/mlrh-BMP2で培養液に
加えて 7日間培養して行った。分化した骨芽
細胞を各 Scaffold に播種した。播種後 1 日
目の Scaffold 上の骨芽細胞の核を H33342 で、
アクチン繊維を Phalloidin-FITC で染色し、
LSM にて観察したところ、骨芽細胞に分化さ
せた細胞の接着形態はどちらも細胞突起の
拡がりが観察された。TFP 上では、骨芽細胞
がチタン繊維に沿って接着していた。SEM に
よる観察において、細胞突起がチタン繊維に
絡むように接着していた。 
遺伝子発現解析は 1.0×10⁵個のラット骨髄
間葉系細胞を、rhBMP-2 を用いて 7 日間骨芽
細胞に分化誘導させ、各 Scaffold に播種し
１日後にトータル RNA を採取し、cDNA を合成
後 Adherens Junctions 用の RT2 Profiler PCR 
Array を用いて、細胞接着関連遺伝子の発現
量の比を評価した(n=3)。TFP 群が CTP 群より
も有意に高い発現をしている遺伝子は、84 種
類中 8種類であった。特に Dsp は遺伝子発現
量が 69.7 倍，Dsc3 は 22.2 倍，Ppap2b は 8.7
倍，Dsc2 は 5.3 倍と CTP に対して高値を示し
た(p<0.01)。一方、CTP 群の方が有意に高い
発現をしている遺伝子は 9種類であった。特
に Cdh は 13.6 倍，Dlg5 は 10.6 倍と TFP に対
して高値を示した(p<0.01)。骨芽細胞の接着
様式が遺伝子レベルでそれぞれ異なった。 
(3)TFP を用いたウサギの粉砕骨折治癒 
6 週齢雄の Japan White ウサギの尺骨骨幹部 

中央に 3×3×3mm の粉砕骨折を作製した。こ
の粉砕骨折に対して 5mm×20mm の長方形の
TFP を圧着させて、ステンレス製のミニスク
リュー2 本を用いて尺骨に固定した。コント
ロール群は、同様の粉砕骨折を作製して、そ
のまま固定を行わなかった。3 匹ずつ 2 群の
骨折治癒について、4 週後に単純レントゲン
像及び micro-computed tomography（µCT）像
を用いて評価した。両群とも骨片の転位を認
めず、TFP 群ではインプラントの折損を認め
なかった。TFP で固定した群は充分な骨修復
を認め全周性に骨癒合していた。 
一方、コントロール群は骨修復が不十分で、
骨の連続性がない部分が認められた。 
(4)TFPを用いたrhBMP-2によるマウスでの異
所性骨形成  
5μg の rhBMP-2 を円盤状の各 Scaffold に付
着させ、6 週齢の雄 ddY マウスの背筋内に 4
匹ずつ埋植した。術後 3週でマウスを犠牲に
し、μCT を用いて背筋部を撮影した。μCT
像で、各 Scaffold ともに明瞭な異所性骨形
成を認めた。                           
各マウスで形成された異所性骨の Bone 
Volume/ Tissue Volume(BV/TV)(cm³)を算出
した。また平均 CT 値を計測することから総
骨質量を算出して比較した。骨形成体積は
TFP 群が 0.56±0.02 cm3、CTP 群が 0.53±0.2 
cm3 で有意差を認めなかった(p=0.83)。また
総骨質量も、TFP 群が 347.4±59.5 mg、CTP
群が 364.5±145.4mg で有意差を認めな 
かった(p=0.73)。μCT 撮影後に各 Scaffold
を周囲の軟部組織とともに取り出し、組織標
本を作製して光学顕微鏡で観察した。 
両群ともプレートを取り囲むように異所性
骨形成を認め、TFP では繊維間の内部にも骨
組織の形成が認められた。  
(5)TFP と骨芽細胞によるラットの骨欠損部
の骨再生 
10 週齢の雄 Wistar Rat の大腿骨から採取し
た骨髄間葉系幹細胞を 7日間 rhBMP-2 を含む
α-MEM 培地中で培養し ALP assay を行った。
rhBMP-2 を含まない培地で培養した細胞と比
較し、rhBMP-2 を含む培地で培養した細胞で
は、ALP activity が有意に増加しており
(BMP+; 1.825±0.415mol/g vs BMP-; 1.052
±0.067mol/g、p=0.001)、骨芽細胞に分化し
ていることが確認された。TFPまたはCTPに、
それぞれ 1.0x105 cells を播種し、一晩培養
し接着させた。10 週齢の雄 Wistar Rat の頭
蓋骨中央部に 5㎜欠損孔を１箇所作製し、細
胞を接着させた TFP と CTP を、頭蓋骨欠損部
に設置した(n=5)。8週後にラットを犠牲にし
て、頭蓋骨の組織標本を作製し、骨再生能を
評価した。両群共に頭蓋骨欠損部両端から中
央部にかけて、骨髄組織を伴う骨梁構造が認
められた。 
TFP 群ではプレートを取り囲むように骨組織
が形成され良好な骨再生が観察された。しか
し、CTP 群ではプレートの一部にのみ骨組織
が形成され欠損部の再生は不十分であった。



プレートと骨組織の接触率（再生骨組織とプ
レートの接触長/プレートの全長）を計測す
ると、TFP 群が 72.0±27.1%であるのに対し
CTP 群は 25.4±17.7%であり、TFP 群が約 2.8
倍で、有意に高かった（p=0.012）。 
TFP と CTP で細胞接着形態が同じであったが
両群とも良好な細胞接着を示した点、細胞接
着遺伝子では TFPは CPT と異なる発現遺伝子
を持っていた点、同所性骨修復実験では TFP
の方が骨修復にCTPよりも有利な組織接触率
を示した点と併せると、総合的に TFP は CPT
より細胞接着保持性が高く骨修復能が高い
ことが示唆された。その理由の１つとして、
scaffold 表面の立体的繊維構造が大きく寄
与していると考えられる。 
TFP は CTP に比べて骨形成細胞及び再生組織
との接着率が高く骨欠損を修復する能力が
高かった．骨と密着して骨修復を促進できる
TFP の用途は広く，骨疾患の臨床に大きく貢
献することが期待できる。 
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