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研究成果の概要（和文）：生体親和性の高い足場材と血管内皮細胞と骨芽細胞からなる骨膜様シートと複合化
し、三次元的な構造を有する骨様組織を構築することを本研究の目的とした。タンパク質吸着能と大きな気孔構
造を有する足場材へ血管新生能の発現するタンパク質を担持させ、その有効性を調査した。その結果、細胞―細
胞間の相互作用と細胞―足場材料間の相互作用を介し、細胞の接着、生存、骨芽細胞の分化、血管内皮細胞の管
腔形成などの細胞の機能を高められることを示した。さらに、材料の特異な構造は細胞の増殖や酸素や栄養素の
循環に適した環境を提供することを証明した。本研究で得られた知見は、血管構造を有する組織再生に有用な技
術となると期待できる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to construct bone-like tissue with 
three-dimensional structure by combination with biocompatible scaffold and periosteum-like sheet 
consisting of vascular endothelial cells and osteoblasts. The angiogenic proteins-loaded materials 
could enhance the cellular attachment through interaction with integrin and promote actin 
cytoskeletal reorganization. In the case of co-culture of osteoblasts and endothelial cells on a 
microfiber biomaterial, osteoblasts and endothelial cells could enhance and improve each other’s 
function such as osteoblastic differentiation and endothelial cell tube formation. These results 
were supported by the properties of the scaffold such as the fibrous and topological structures. 
This approach can provide the evidences for the effectiveness of the tissue-engineered bone with 
vascular networks by crosstalk between osteoblasts and endothelial cells and interaction between 
these cells and the scaffold.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 骨再生　血管新生　バイオマテリアル　スキャフォルド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会を迎えた我が国において、骨組織をはじめとする生体組織の再生はiPS細胞を含む幹細胞による生体
の構築に大きく貢献することができる。将来的にはそれらの技術は国民の生活の質の向上に寄与することが期待
できる。本研究では、組織再生において重要と位置付けられる血管構造を有する骨膜様組織の構築に成功した。
ネットワーク構造を有する足場材料は、再生組織を構築する細胞と血管形成に必要な細胞が相互作用し得る環境
を提供し、血管網を備えた機能的で移植可能なサイズを持つ骨膜様組織の作出を実現した。この技術は、骨折な
どを含む硬組織の再生に大きく貢献し得ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
再生医療」は先天的、または事故や疾患によって後天的に失われた組織や器官を再生する医療と

して近年、注目を集めている。iPS (induced pluripotent stem cell)細胞の樹立により、再生

医療の可能性は飛躍的に高められ、国内外を問わず、競争の激しい研究分野の一つと言える。組

織工学・再生医療の研究には、細胞・増殖因子・足場材料(スキャフォルド)と呼ばれる三要素が

提唱されている。より生体に類似した構造を持つ組織再生を実現するためには、優れた「三次元

培養基材の開発」が強く求められている。また、幹細胞の基礎研究が進展し、iPS 細胞を含む幹

細胞による臓器構築技術には期待が寄せられているが、幹細胞の多分化能に関する研究の多く

が二次元培養による成果であり、現段階では幹細胞から移植可能な三次元的な構造をもった再

生臓器の構築は実現されていない。細胞・増殖因子、そして足場材料を利用して如何に三次元的

な構造を有する臓器構築を試みるかが課題である。 

 三次元組織構築の技術的な手法は主に、トップダウンに基づく方法とボトムアップによる方

法の二つに分けることができる。我々はこれまで足場材へ細胞を播種するようなトップダウン

の方法により三次元的な構造を有する骨組織を構築することに注力してきた。しかし、トップダ

ウンプロセスによるアプローチでは、材料内部への細胞侵入に限界があり、さらに、酸素の拡散

範囲という制限により材料表層部においてのみ組織形成が行われ、マクロな三次元組織再生の

実現には新たなアプローチを開発する必要性が生じた。 

 
２．研究の目的 
本研究ではマクロな立体構造を有する生体硬組織の再生を実現させるために、既存の基盤技術

を応用し、生体親和性の高いスキャフォルドと血管内皮細胞と骨芽細胞からなる骨膜様シート

と複合化し、さらに、ボトムアップアプローチにより三次元的な構造を有する骨様組織を構築す

ることを目指した。なお、骨再生過程における血管新生制御の重要性に注目し、血管新生能を有

するタンパク質(periostin, connective tissue growth factor; CCN2/CTGF)を担持させた材料

も創製することで、血管誘導能を有する材料を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
足場材には、アパタイトファイバースキャフォルド（AFS）、NEOBONE（Alimedic MMT）、不織布状

足場材料を利用した。均一沈殿法により合成されたアパタイトファイバー(AF)スラリーとエタ

ノールを 1/1[v/v]で混合スラリーを作製し、粒径 150 m および 20 m のカーボンビーズを 50 

mass%-50 mass%の割合で、AF の質量に対して 3, 5 倍量添加し、成形圧 30 MPa で一軸加圧成形

し、1300 ºC, 5 h, 5 ºC·min-1、水蒸気雰囲気下で焼成して得た。本実験では気孔率が 88%と 93%

の 2種類のを用いた。不織布状足場材料は、40 mass%の-Tricalcium Phosphate（-TCP），30 

masst%の Poly (Lactic-co-Glycolic) Acid（PLGA），30 mass%の Silicon-coped Vaterite（SiV）

から構成されたシート状足場材料（ORTHO ReBIRTH）を 15 mm 角にカットし，γ線滅菌したもの

を用いた。 

材料へ血管新生誘導性を付与させるために、periostin または CTGF をそれぞれ担持させた。 

細胞培養は EGM2 を用いて MG-63 と HUVEC を 1:4 で懸濁した 2.0 × 105 cells·cm–3の細胞懸濁液

を 1 cm3ずつ 24-well plate に播種し，37°C，5% CO2雰囲気下で 24 時間培養した。その後、

37°C，5% CO2雰囲気下で最大 21日間培養した。培地交換は 2日毎に行った。 

骨分化レベルの調査には、ALP 活性染色及び ALP 活性測定を用いた。また、血管新生の評価には、

免疫蛍光染色を実施した。 

なお、生体内反応を調査する際には、ラットの背部皮下モデルもしくはラット頭蓋冠欠損モデル



を利用し、血管新生能と骨形成能について評価した。全ての実験は明治大学理工学部動物実験委

員会の承認の下実施した。なお、一定期間飼育したラットを犠牲にし、脱灰研磨標本を作製する

ことにより、組織適合性を含め、血管新生、骨形成に関連するタンパク質を免疫染色することで

評価を行った。 

 
４．研究成果 

In vitro におけるスキャフォルド（AFS）への細胞の侵入性と骨分化能について、気孔率が高く、

また、血管新生能を有する CTGF を担持させた場合、培養日数の経過とともにスキャフォルド表

面における細胞増殖は観察されたが、内部での ingrowth はあまり見られなかった。一方、骨分

化能を骨分化関連マーカー遺伝子の発現を調査することによって調べた結果、高い気孔率を有

するサンプルにおいて、マーカー遺伝子の発現が増加する傾向が認められた。 

また、ラット背部皮下埋入したサンプルとその周囲の組織を観察した結果、CTGF 存在下におい

ては、足場材周辺組織に血管を呼び集めているだけではなく、周囲に小さな内腔構造、AFS 内部

には微小血管様を構築していることが明らかになった。この結果は、足場材に用いた水酸アパタ

イト(HAp)のタンパク質吸着能とそのイオン交換能に由来すると考えられる。HAp へ吸着した

CTGF は細胞の侵入性や接着性を向上させ、またリリースされた CTGF は血管内皮細胞をはじめと

する細胞を足場材内部へと誘導することが可能になったと考えられる。 

さらに骨芽細胞と血管内皮細胞からなる骨膜様組織の構築に関しては、当初細胞のみで組織化

を検討していたが、新たにスキャフォルド自体をシート化することについても本研究では検討

した。 

骨の代表的な無機成分であるリン酸カルシウムを主成分とし、優れた生体吸収性と骨伝導能を

兼ね備えた不織布状足場材料を利用することで、骨膜様組織形成を試みた。本研究で用いた不織

布状足場材料は，多数のマイクロファイバーによる大きな気孔を有している。この足場材料は平

均直径 10–30 µmの繊維がランダムに配置されている．また，立体的な構造を有することから，

細胞の増殖や血管網の形成に適していると考えられる。 

実際、足場材において骨芽細胞と血管内皮細胞を共培養した結果，細胞―細胞間の相互作用と細

胞―足場材料間の相互作用を介し，細胞の接着，生存，骨芽細胞の分化，血管内皮細胞の管腔形

成などの細胞の機能が高められることが示された。さらに、本材料の特異な構造は細胞の増殖や

酸素や栄養素の循環に適した環境を提供することが証明された。前述の通り、我々は、細胞単体

で骨膜様シートを作製することを想定していたが、本材料を用いることで安定的に血管網を備

えた移植可能なサイズを持つ骨膜様組織を構築できることを明らかにした。本材料は、その組成

を変更することにより、柔軟性や気孔率を制御することができ、これは、血管形成や骨形成をは

じめとする細胞の特性をトポロジカルに制御できる可能性を示唆している。 

そこで、この不織布状足場材料へ血管新生や骨形成に関与することが報告されている periostin

を担持させ、ラット頭蓋冠における組織再生能についても検証した。はじめに、材料周辺部を含

めた細胞の分布について調べた結果、periostin を担持させた材料は担持させていないコントロ

ールに比べ、細胞数が有意に増加していることが明らかになった。これは periostin の特性の一

つである細胞の遊走性への寄与によるものだと推測される。シートから徐放された periostin が

欠損部周りの骨や組織に存在する骨芽細胞や骨芽前駆細胞などの骨形成に関わる細胞に作用し

て遊走性を高めることで、それらの欠損部への移動を促したのだと考えられる。さらに、

periostin は細胞の接着性を高めることでも知られているため、この働きにより欠損部に留まる

細胞数が増加したことが考えられる。また、血管新生について調査するために、血管内皮増殖因



子（VEGF）,-smooth muscle actin (-SMA)および CD31 をマーカーとして、その発現量につい

ても調査した。その結果、periostin を担持することにより各種マーカーの発現が増加する傾向

が認められた。 

 

ラットの頭蓋欠損に埋入した足場材から periostin が体内に放出され、その periostin が欠損

部周りの細胞やニッチ内の骨芽前駆細胞に作用し、FAK シグナル伝達経路を活性化させることで

欠損部位への移動および欠損部内での細胞の接着を促進させた結果、細胞数が増加したと考え

られる。また、in vitro における検証においても確認されたが、血管新生に積極的に働きかけ

る成長因子の一つである VEGF は骨芽細胞において非常に多量に分泌されることが明らかになっ

ている。すなわち、periostin によって直接的に血管内皮細胞の増殖や管腔形成が促進された、

もしくは活性化された骨芽細胞によって産生された VEGF などにより間接的に周辺の血管内皮細

胞が影響を受けた可能性が考えられる。血管形成は生体内の様々な組織に酸素や栄養分を運搬

する重要な役割を担っており、本研究で確認された現象は、血管構造を有する組織再生に有用で

あると考える。 

本研究で作製した血管網を有する骨様シート自体を積層化する、または、構築した骨膜様構造体

と既存の生体材料との複合化などにより、新規な構造を有する骨様組織の構築を実現できる可

能性が高められたと考えられる。 
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