
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年４月５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ウレアーゼ酵素の反応生成物であるアンモニアを無機材料の沈殿剤と

して用いることにより、生体材料としての用途に適した形態と機能を持つ無機材料を迅速かつ

効率的に作製することに成功した。本研究の結果、ドラッグデリバリーシステムのキャリアと

しての水酸アパタイト中空粒子、深部癌の温熱治療用材料としての中空マグネタイト粒子、骨

誘導再生用メンブレンとしての PET／ゼラチン／リン酸カルシウムシートおよび早期治療を可

能にするチタン／ゼラチン／リン酸カルシウムインプラントが作製された。 
 
研究成果の概要（英文）：Inorganic materials with suitable morphology and functionality 
for biomedical applications were successfully prepared by employing 
enzymatically-derived precipitant in the synthesis of the materials.   This project 
succeeded in preparing hollow hydroxyapatite microspheres for drug delivery, hollow 
magnetite microspheres for hyperthermia of cancer, PET/gelatin/calcium phosphate sheet 
for GBR membrane, and Ti/gelatin/calcium phosphate dental implants enabling osteogenesis 
and promoting osseointegration. 
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１．研究開始当初の背景 
請者は 1997 年から酵素反応の生成物をセラ
ミックスの合成試薬として用いる研究を継
続している。酵素反応は、①常温・常圧で反
応が進行すること、②速度を任意に制御可能
なこと、③酵素をテンプレートに固定化する
ことが可能なこと、などの特徴をもつ。これ
まで、上記の方法を用いることによって、水

溶液からアルミナ前駆体・酸化スズ・水酸ア
パタイトなど各種セラミックスを中空粒子、
多孔質体、コーティング、単分散粒子、短繊
維、ウィスカー、有機物とのコンポジットな
ど、さまざまな形態で迅速に合成できること
を明らかにしてきた。そこで、酵素反応を有
効に利用すれば、医療用生体材料として望ま
れつつも、製造が困難であったために実現し
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ていない多くの材料の合成が可能になるは
ずであると考え、本申請を行うに至った 
 
２．研究の目的 
 本研究では、他の方法では作製が困難ない
し不可能な、次の二つの材料を、酵素反応の
利点を活かして作製し、その性質を評価する
ことを目的とする。すなわち、(1)癌治療用
の無機中空粒子、および(2)骨形成の促進が
可能な、金属（ポリマー）／ゼラチン／リン
酸カルシウムハイブリッド材料である。 
 
３．研究の方法 
(1)癌治療用無機中空粒子：直径 20～30μm、
比重 2.0 未満の、Fe3O4および Y2O3中空粒子、
また同程度のサイズの水酸アパタイト粒子
の合成は、図 1のような、ウレアーゼを内包
したテンプレートビーズを作製し、テンプレ
ートビーズの周囲に目的とする物質の前駆
体（水酸化物など）を析出させた後に、加熱
焼成してテンプレートビーズを除去すると
いう方法で行う。 

 図 1 中空粒子合成過程の模式図 
 
(2)骨形成の促進が可能な、金属（ポリマー）
／ゼラチン／リン酸カルシウムハイブリッ
ド材料は、チタンまたは PET フィルムのゼラ
チンを共有結合したものを作製し、そのゼラ
チン上にウレアーゼを固定化し、そこにリン
酸カルシウムを析出させる方法で行う。 
 
(3)生体材料としての評価：上記のうち、金
属（ポリマー）／ゼラチン／リン酸カルシウ
ムハイブリッド材料については、生体材料と
しての性能を細胞培養試験および動物埋入
試験で評価した。 
 
４．研究成果 
(1)癌治療用無機中空粒子 
 図 2に、水酸アパタイト粒子の断面(a)、中
空マグネタイト粒子(b)および中空 Y2O3 粒子
の電子顕微鏡写真を示す。いずれも、目的の
粒径と、中空の内部構造を有していることが
わかる。 
 これまで作製されてきた無機中空粒子は、
直径 1μm以下または直径 100μm以上のもの
に限られていたが、体内の毛細血管内部に留
まることのできる20～30μmの中空粒子の合
成例は本研究が初めてである。 
 なお、中空マグネタイト粒子の合成に関す

る学術論文は、2009 年日本セラミックス協会
学術論文誌優秀論文賞を受賞した。 

 
図 2 (a)水酸アパタイト、(b)マグネタイトお
よび(c)Y2O3中空粒子の顕微鏡写真 
 
(2) 金属（ポリマー）／ゼラチン／リン酸カ
ルシウムハイブリッド材料 
①PET／ゼラチン／リン酸カルシウム系 GBR
メンブレン 
 得られたメンブレンの写真を図 3に示す。 

 
図 3 PET／ゼラ
チン／リン酸カ
ルシウム系 GBR
メンブレン 
 
 

 ゼラチンは高温への耐久性がないため、そ
の上にリン酸カルシウム層を重ねるには本
研究の方法が有効である。 
 このメンブレンは、極めて生体内の骨と似
た表面層を有しているので、骨芽細胞様細胞
の増殖・分化・石灰化を促すものと期待され
る。骨芽細胞様細胞の２ヶ月培養の結果を図
4に示す。 
 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 の 2 カ月培

養後の組織写真(a)未処理PET、(b)PET／ゼラチン、

(c)PET／ゼラチン／リン酸カルシウム 
図 4(a)は未処理 PET であり、PET 表面の疎水
性を反映して、細胞は全く接着していない。
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また、このことは、疎水性の PET 面が細菌に
よる感染を起こしにくいことにもつながる。 
図 4(b)は、ゼラチンのみをコートした PET 表
面での２ヶ月間培養の結果である。ゼラチン
が細胞増殖の足場を提供しているために、旺
盛な細胞増殖が認められる。しかし、von 
Kossa 染色の結果、石灰化は起こっていない
ことがわかった。 
図 4(c)は、ゼラチン／リン酸カルシウムをコ
ートしたメンブレン表面での２ヶ月間培養
の結果である。ゼラチンのみの場合よりもさ
らに細胞が増殖している様子がわかる。また、
von Kossa 染色で黒色に染色される部分は石
灰化が起こっていることを示しており、この
ことは本メンブレンが骨形成を積極的に促
すものであることを示している。 
 
 図 5は、下顎の歯を６本抜歯し、左側には
本メンブレン、右側には市販のメンブレン
（cytoplast）をもちいて抜歯窩を覆い、歯
槽骨の再生の様子の違いを見るために行っ
た実験である。動物埋入は１０月中旬に行い、
１２月上旬に安楽死させて解剖を行い、現在
組織切片の作製を依頼しているところであ
る。動物実験は、仙台市の古澤利武歯科医に
依頼した。現在まで、組織切片が完成してお
らず、その写真は掲載できないが、本メンブ
レンは感染・炎症を示さず良好に歯槽骨を再
生させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 本メンブレンと市販メンブレンの動物
埋入実験の様子 
 
 
②チタン／ゼラチン／リン酸カルシウムハ
イブリッド材料 
 これは、歯科の人工歯根（インプラント）
への応用を念頭に置いたものである。比較対
象として市販のリン酸カルシウムコートチ
タンを選び、本研究のハイブリッド材料を用
いて骨芽細胞様細胞の培養試験と、糖尿病ラ
ットの頭蓋骨への埋入試験を行った。 
 図 6は、骨芽細胞様細胞の40日間の培養試験
結果である。(a)は比較材料、(b)は本研究のハ
イブリッド材料である。本研究の材料では、骨
芽細胞の石灰化によって生成した粒子が一面に
見られるのに対し、比較材料ではほとんど石灰
化の進行が見られない。特に顕著なのは、本ハ 
図 6 (a)市販材料および(b)本研究のハイブリ
ッド材料での 40 日間の骨芽細胞様細胞培養

試験結果 
 
イブリッド材料では明確な厚みを持った石灰化
層（モノクロの写真）が見られることである。 
 
 図 7 は、直径 4.0mm、厚さ 2.0mm に成形し
たチタンから、(a)何も処理しないもの、(b)
ゼラチンを被覆したもの、(c)ゼラチンとリ
ン酸カルシウムを被覆した本研究のハイブ
リッド材料を作り、それらを糖尿病ラットの
頭蓋骨に形成した直径4.3mmの欠損に埋入し、
4週間後に作製した組織切片写真である。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 ラット頭
蓋骨に(a)未
処理チタン、

(b)ゼラチン被覆チタン、(c)ゼラチン／リン
酸カルシウム被覆チタンを 40 日間埋入した
後の組織写真 
糖尿病ラットは骨形成に障害を持つラット
であるため。通常であれば骨と癒着できるチ
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タン（未処理チタン、(a)）も骨と癒着せず、
骨とチタンのすき間が繊維性組織で埋めら
れている。ゼラチンで被覆したチタン(b)は、
新生骨の形成を促すが、さらにリン酸カルシ
ウムで被覆したチタン(c)は、新生骨の成熟
と新生血管の形成も促している。このことか
ら、本研究で開発したハイブリッド材料は、
歯科インプラントに適用した場合に、オッセ
オインテグレーションを強く促して治療期
間を短縮しうる材料であると考えられる。 
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