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研究成果の概要（和文）：　前十字靭帯再建術の一法として、自家腱とポリエチレンテレフタレート(PET)繊維
人工靭帯を接続し、移植腱として用いる再建術がひろく行われている。人工靭帯の生体親和性を高めることが可
能であれば、移植腱と周囲骨孔との早期固着、さらには臨床成績の向上が期待できる。本研究では骨細胞外基質
構成成分であるハイドロキシアパタイトのカルシウムをストロンチウムに置換、リン酸イオンをケイ酸イオンに
置換しケイ酸ストロンチウムアパタイト(SrSiP)としPET繊維人工靭帯上にナノ粒子コーティング、ラット骨髄間
葉系細胞の骨分化能への影響等を検討した。SrSiPが骨髄間葉系細胞の骨形成能を促進する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Anterior cruciate ligament reconstruction (ACLR) using autologous tendon and
 polyethylene terephthalate (PET) artificial ligaments are widely performed.　In previous reports, 
hydroxyapatite (HAP) was coated on the surface of the artificial ligament to improve 
biocompatibility and osteogenic ability. As for the component of HAP, calcium can be substituted 
with strontium, and phosphate ion with silicate ions (SrSiP).  In this study, the osteogenic 
abilities of rat bone marrow stromal cells (BMSCs) cultured on the surfaces of SrSiP nano coated PET
 film and artificial ligament were evaluated. BMSCs cultured on the SrSiP nano coated PET film and 
artificial ligament showed the highr osteogenic abilities. These findings indicate that PET 
artificial ligaments coated with SrSiP may be one of the future options to improve the clinical 
results of ACLR.

研究分野：整形外科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膝前十字靱帯損傷は最も頻度の高いスポーツ外傷のひとつであり、靭帯再建術においては移植材料と骨孔との早
期固着を要し、整形外科分野において重要な課題である。本研究のSrSiPナノコーティング法により、人工靭帯
のような耐熱性の低く、表面形状が複雑な材料の表面性状の改変が可能となり、人工靭帯周囲の骨誘導促進が期
待できる。さらに本研究は前十字靭帯再建術のみならず、人工靭帯以外の医療材料への応用が可能であると考え
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膝前十字靱帯損傷は最も頻度の高いスポーツ外傷のひとつであり、一旦損傷した前十字靭帯
の自然治癒は望めないため、膝屈筋腱や膝蓋腱などの自家腱を用いた再建術が行われている。
前十字靭帯再建術の一法として、膝屈筋腱とポリエチレンテレフタレート(PET)繊維人工靭帯
を直列接続し、移植腱として用いる再建術がひろく行われている。靭帯再建術においては移植
材料と骨孔との早期固着が必要であり、整形外科・スポーツ医学分野において重要な課題であ
る。一方、人工靭帯そのものには骨伝導能、骨形成能はなく、人工関節のようにハイドロキシ
アパタイトなど材料表面の修飾によって生体親和性および骨分化誘導能を高めることが可能で
あれば、移植腱と周囲骨孔との早期固着が期待できる。しかし、これまで PET のような耐熱
性の低い材料へのコーティングは困難であった。さらに人工靭帯など複雑な形状をした材料へ
は表面への薄く均一なコーティングが求められる。 
 骨細胞外基質の主要構成成分であるハイドロキシアパタイトは、カルシウムとリン酸で構成
され、カルシウムをストロンチウムに置換、リン酸イオンをケイ酸イオンに置換しケイ酸スト
ロンチウムアパタイト(SrSiP)とすることが可能である。これまでストロンロンチウムやケイ素
は骨形成促進および骨吸収抑制作用を持つことが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はアパタイト構成成分をストロンチウム、ケイ酸イオンに置換し、PET繊維人
工靭帯上にナノ粒子コーティングすることにより、人工靭帯周囲の骨形成能が向上できるか、
検討することである。 
 
３．研究の方法 
⑴. SrSiP の合成およびナノ粒子コーティング 
アパタイト原料をジルコニアビーズと混合し、アセトニトリルを加え、さらに分散剤として
ポリ乳酸(PDLLA)を添加して溶解し、湿式分散装置を用いて湿式分散処理にてナノ粒子化を行っ
た。作製したアパタイト分散液に PET フィルムを浸漬ののち、乾燥後、12ｍｍ径の円形に裁断
し、以後の実験に使用した。同様にして幅 10mm の人工靭帯にもコーティングを施行し、長さ
10mm として 10mm 角に裁断して以後の実験に使用した。走査型電子顕微鏡による表面観察およ
び元素分析を行った。 
 
⑵. SrSiP コーティング PET フィルム上でのラット骨髄間葉系細胞骨分化誘導 
 7 週齢の F344 ラット（オス）の両大腿骨から骨髄を採取し、フラスコを使用して初期培養を
行い、約 2週後培養皿に付着・増殖した細胞を骨髄間葉系細胞として、トリプシン EDTA で処理
し採取した。本実験では、15％ウシ胎児血清と抗生剤含有 Minimal essential medium（MEM）
を標準培養液とし、5％CO２の培養器を使用して 37℃で細胞培養を行った。24 wells プレート
上に静置したナノコーティングPETフィルム上に1.0×104/cm2の密度で骨髄間葉系細胞を播種
した。培養液は、上記標準培養液に、デキサメサゾン 10nM、アスコルビン酸 0.28mM、βグリセ
ロリン酸 10mM よりなる骨形成培地にて行った。14 日目培養上清より ELISA 法にてオステオカ
ルシン(OC)濃度を測定した。さらにアリザリンレッド染色にて染色性を評価した 
 
⑶. SrSiP コーティング PET 人工靭帯上でのラット骨髄間葉系細胞骨分化誘導 
 次に 24 wells プレート上に静置したナノコーティング人工靭帯上に 1.0×105/cm2の密度で 
骨髄間葉系細胞を播種した。人工靭帯は繊維状であるため、人工靭帯に付着せず、プレート底
面に付着するため、フィルム実験系より細胞数は高密度とした。プレート底面に付着した細胞
の影響を除くために、翌日には新しいプレートに人工靭帯を移して、以後の実験を継続した。
培養は上記骨形成培地にて行った。8, 10, 12, 14 日目培養上清より ELISA 法にて OC 濃度およ
び市販のメチルキシレノールブルー吸光度法キット用いて、カルシウム濃度を測定した。これ
は骨組織形成にともなってカルシウムが消費されることに着目し、骨形成能を評価するもので
あ る 。 ま た 14 日 間 培 養 終 了 後 の 細 胞 よ り 、 mRNA を 抽 出 し 、 qPCR に よ り
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)で標準化し OC、アルカリフォスファター
ゼ(ALP)、Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP2), and Runt-related transcription factor 2 
(Runx2)発現量を評価した。 
 
⑷. SrSiP コーティング PET 人工靭帯の家兎脛骨移植実験 
 細胞培養での実験系にてSrSiPコーティングPET人工靭帯の骨分化誘導効果を確認したのち、 
ニュージーランド白色家兎脛骨近位に 3.2mm 径の骨孔を作成し、移植実験を行った(奈良県立医
科大学動物実験施設審査承認済)。ヘマトキキシリン・エオジン(HE)染色により組織学的検討お
よび引張試験により力学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
⑴. SrSiP コーティングアパタイトの合成およびナノ粒子コーティング 
 走査型電子顕微鏡による SrSiP コーティングのフィルムおよび人工靭帯表面の観察では表面
が SrSiP により均一にコーティングされており、元素分析にてもストロンチウム、ケイ素の存



在が確認された。 
 
⑵. SrSiP コーティング PET フィルム上でのラット骨髄間葉系細胞骨分化誘導 
 SrSiP コーティング PET フィルム上でラット骨髄間葉系細胞を骨分化誘導培地で培養し、14
日目培養上清より ELISA 法にて OC濃度を測定したところ、コーティングなし群と比較して、有
意差をもってコーティング群が高値であった。さらにアリザリンレッド染色による染色性評価
でも、コーティング群が強い染色性を示した。 
 
⑶. SrSiP コーティング PET 人工靭帯上でのラット骨髄間葉系細胞骨分化誘導 
 SrSiP コーティング PET 人工靭帯上でのラット骨髄間葉系細胞を骨分化誘導培地で培養し、
8, 10, 12, 14 日目培養上清より ELISA 法での OC 濃度では 14 日目培養上清で、コーティング
なし群と比較して、有意差をもってコーティング群が高値であった。また 12 日目培養上清でも
コーティング群が高い傾向であった。8, 10, 12, 14 日目培養上清よりメチルキシレノールブ
ルー吸光度法でのカルシウム濃度では、8, 10, 12, 14 日目すべての培養上清において、コー
ティングなし群と比較して、有意差をもってコーティング群が低値であった。14日間培養終了
後の細胞の qPCR では、OC, ALP, BMP2, Runx2 いずれにおいても、コーティングなし群と比較
して、有意差をもってコーティング群が高い発現量を示した。 
 
⑷. SrSiP コーティング PET 人工靭帯の家兎脛骨移植実験 
SrSiP コーティング PET 人工靭帯のニュージーランド白色家兎脛骨近位への移植試験では、
HE 染色による組織学的検討においてコーティング人工靭帯周囲に骨形成を認めた。一方、コー
ティングなし人工靭帯群では骨形成を認めなかった。引張試験による力学的検討で、破断強度
はコーティング群(48.0 ± 25.4N)、コーティングなし群(52.2 ± 29.3N)であり、二群間に有
意差は認めなかった。本引張試験では破断強度のばらつきが大きく、結論を得るには不十分な
結果であった。 
 
以上より、本研究では、SrSiP アパタイトを合成したのちナノ粒子化して既存の PET 人工靭
帯にコーティングし、ラットの骨髄間葉系細胞を用いて骨分化能への影響を検討したところ、
SrSiP が骨髄間葉系細胞の骨形成能を促進する可能性が示唆された。一方、SrSiP コーティング
PET 人工靭帯のニュージーランド白色家兎脛骨近位への移植試験では、コーティング人工靭帯
周囲に骨形成を認めたが、引張試験にてコーティング群の優位性を示すにはいたらなかった。 
 しかしながら、本ナノコーティング技術を人工靱帯など人工材料表面の改質へ応用すること
で、骨形成能の高い新たな生体材料の開発につながると考えられ、さらなる研究をすすめてい
く予定である。 
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