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研究成果の概要（和文）： 
 骨組織の再生治療に用いる細胞培養のための多孔体(scaffold)として強化構造を導入したポリ
L 乳酸 PLLA 系 scaffold を開発した．2 種類のシェル構造（緻密体と多孔体）とビーム構造を
強化材とし多孔質コア部と組み合わせることで，圧縮弾性率や強度等の力学特性を大幅に向上
することに成功した．さらに，骨再生能に優れるハイドロキシアパタイトや-TCP 等の生体活
性リン酸カルシウム系セラミックス微粒子を PLLA に分散させることで，細胞増殖能や ALP 活
性および力学特性が大幅に向上することを見出した． PLLA 系 scaffold より力学特性は劣るが，
より生体適合性に優れる生体ポリマーのコラーゲンを基材とした scaffold と-TCP を複合化し
た scaffold を開発し，間葉系幹細胞とのハイブリッド化による人工骨組織形成実験を行ったと
ころ，複合化による細胞増殖能，骨芽細胞への分化能，力学特性の向上等を達成することがで
きた．また，細胞培養中に圧縮力学刺激を加えることで，細胞増殖能や ALP 活性等をさらに向
上させることが可能であることを明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 PLLA based scaffolds with reinforced structures have been developed for bone tissue regeneration. 
Four different kinds of reinforcements, dense shell, porous shell, one beam and two beams, have been 
introduced and it was found that the compressive modulus and strength are dramatically improved. It 
was also found that addition of bioactive ceramics such as HA and -TCP into the PLLA matrix greatly 
improve the cell proliferation and ALP activity of the scaffold. Collagen/-TCP scaffold has also been 
developed to improve bioactivity. This composite scaffold hybridized with stem cells was found to show 
better cell proliferation and differentiation behavior and have higher mechanical property than pure 
collagen scaffold with stem cells. It was also clarified that compressive mechanical stimulus can 
improve the cell proliferation and ALP activity within scaffolds.  
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１．研究開始当初の背景 
ポリ L乳酸(PLLA)に代表される生分解性樹

脂は，生体内での安全性も高く，代謝等によ
り自然に吸収されるため，医療用材料として
広く利用されている．たとえば，整形外科や
口腔外科の分野においては，抜去のための再
手術の必要がない骨折用の骨固定材として
活発に利用されている．最近では，骨親和性
を高めるために，骨の主成分である無機材料
ハイドロキシアパタイト(HA)の微粒子を
PLLAに分散させた複合材料HA/PLLAが開発さ
れ実用化が進んでいる． 

一方，生体組織や臓器を再生する再生医療
に対する期待はますます高まってきており，
細胞を播種し増殖させるための足場材
(scaffold)として吸収性材料の使用が期待
されている．骨組織の再生については，主に 
ハイドロキシアパタイト(HA)やβ-TCP など
の生体活性セラミックスが検討されている
が，これらの無機材料は，優れた骨伝導能を
示すものの，脆性的であり破壊エネルギーが
低いため，治癒中に荷重の作用が予測される
ような箇所での使用は難しい．また，骨再生
用材料としては，細胞の活動を助け組織の成
長を促す必要があるため多孔質構造を形成
することが重要であり，無機材料や有機材料
に対して多孔質構造化が検討されているが，
未だ力学的適合性に優れる材料は開発され
ておらず，また，力学的観点からの生体材料
研究も少ないのが現状である． 
 一例として骨再生治療について考えてみ
ると，たとえば，骨組織欠損部に人工的に構
築した組織（scaffold と細胞を組み合わせた
人工再生組織）を充填することが考えられる．
もし骨損傷部が皮質骨と海綿骨の両方を含
む部位で生じている場合には，骨再生用
scaffold も皮質骨と海綿骨の両方の構造を
有するものが力学的・生物学的適合性に優れ
ており，工学的には，いわゆる傾斜機能的な
構造を持つ人工材料の作製が考えられる．さ
らに，力学的特性と生物学的適合性を最適化
するような多孔質構造体の構築が重要であ
ろう． 
 
２．研究の目的 
前述の研究背景と本研究代表者のこれま

での研究成果を踏まえて，本研究課題では，
骨欠損部位に応じて必要とされる力学特性
を発現できる新規骨組織再生用多孔質材料
の創製を目指した．力学特性に加えて細胞増
殖能についても検討し，材料力学と生物学の

両面から新規材料について検討を行った．検
討する材料としては，有機・無機系多孔質複
合材料を提案し，強化構造を導入することで，
力学特性を発現させることを検討した． 
具体的には，強化構造を導入した生分解性

ポリマーscaffold の作製，生体活性セラミッ
クスとの複合化による生体適合性の向上の
試み，3 次元有限要素法による変形メカニズ
ムの解明を目的とした．次に，生分解性ポリ
マーに比べると力学特性には劣るが生体適
合性に優れる生体ポリマーであるコラーゲ
ンを用いて，生体活性セラミックスとの複合
材料を作製し，間葉系幹細胞とのハイブリッ
ド化による人工骨組織再生の基礎研究を行
うことを目的とした．さらに，細胞増殖能を
向上させるために圧縮刺激の影響について
検討した．  
 
3． 研究の方法 
(1) 強化構造を有するscaffold 

① 材料作製方法 
原料は生分解性ポリマーのポリL乳酸

(PLLA)であり，固液相分離法と凍結乾燥法を

応用して多孔質構造を作製した．溶媒には

1,4-ジオキサンを用いた．強化構造としては

，緻密なフィルム状シェル，多孔質状シェル

，緻密なビーム構造の3種類であり，ビームと

しては1本と2本構造を導入した． 
次に，生体適合性と剛性を向上するために

生体活性セラミックスのひとつであり臨床応

用もされている-TCP微粒子を分散させたコ

ア・シェル型scaffoldを作製した． 
  

② 微視構造と力学特性評価 
電界放射形走査型電子顕微鏡(FE-SEM)を

用いて表面を観察し，微視構造について調査
した．次に圧縮試験を行い弾性率と強度を測
定した．  

 
③ FEAによる変形メカニズムの解析 
 コア・シェル型scaffoldの変形メカニズムを
コンピュータ上で再現し，特に多孔質コア部
の力学状態を調べるために，scaffoldの単純化
した3次元モデルを作製し，有限要素解析(FE
A)法により数値解析を行った． 
 

(2) 無機材料添加による細胞増殖性向上 

① 試験片の準備 
 3種類の生体活性セラミックス，ハイドロキ
シアパタイト(HA)，-TCPおよび-TCPの微粒



子をPLLA中に分散させたscaffoldを作製した．
溶媒であるジオキサン中にPLLAを溶解させセ
ラミックス粒子を加えてよく撹拌し分散させ
た後，固液相分離法と凍結乾燥法により多孔
質体を作製した．また，比較のためにPLLA単
体のscaffoldも作製した． 
 
② 細胞培養実験 

マウス骨芽細胞様細胞MC3T3-E1をscaffold
中に播種し，適切な培地中で一定期間培養し
増殖させ，細胞数，ALP活性およびカルシウム
量の計測，およびFE-SEMによる構造観察を行
い，細胞増殖性や活性度に及ぼす生体活性セ
ラミックスの影響について評価した． 
 

(3) コラーゲン/無機複合系scaffold 

① 材料作製 
 I型コラーゲン水溶液に-TCP微粒子を分散
させて，固液相分離法と凍結乾燥法により多
孔質体を作製した．また，比較のためにコラ
ーゲン単体の多孔質体を作製した． 
 
② 細胞培養実験と評価 
 ラット間葉系幹細胞をscaffoldに播種後，
骨芽細胞分化誘導剤を加えて一定期間培養し，
細胞数，ALP活性について評価した．また，圧
縮試験を行い圧縮弾性率に及ぼす細胞の増殖
と細胞外マトリックスの影響について検討し
た．また，scaffoldの微視構造，細胞外マト
リックスの形成挙動を調べるためにFE-SEMに
よる観察を行った． 
 
(4) 圧縮力学刺激の影響 
① 材料作製 
 使用した scaffoldはコラーゲン製であり，
多孔質構造を一方向に配向させたハニカム
構造型の市販の材料を使用した．また，細胞
活性を向上させるために，-TCP 微粒子を培
地に混合し scaffold と共に一定時間撹拌す
ることで，scaffold 表面に-TCP を付着させ
て分散させた材料を作製した． 
 
② 細胞培養実験と評価 
 自家製の圧縮負荷装置を使用し，scaffold
に直接繰り返し圧縮刺激を加えながら培養
を行い，細胞数と ALP活性を評価した．また，
圧縮試験を行い弾性率を評価し，細胞培養の
影響について検討した． 
 
４．研究成果 

(1) 強化構造を有するscaffold 

強化構造を導入した4種類のscaffoldのう

ち，コア・シェル型scaffoldの微視構造を図1

に示す．シェル構造（外層）は緻密で厚さ約

200mのフィルム状層であり，内側のコア層は

多孔質構造を形成しており，細胞の増殖と細

胞外マトリックス形成を意図している． 

4種類の強化型scaffoldと強化構造を持た

ない通常のPLLA scaffoldの圧縮弾性率と強

度を図2に示す．圧縮力学特性は，多孔質シェ

ル，緻密シェル，１ビーム，2ビームを有する

scaffoldの順に大きくなっていることがわか

る．弾性率を比較すると，多孔質シェルで3.5

倍程度，2ビームで7倍程度にまで上昇してお

り，強化構造の導入が力学特性の向上に有効

であることが理解できる． 

コア・シェル構造のscaffoldに対して-TCP
粒子を分散させた3種類のscaffoldとPLLAの

みのscaffoldの圧縮弾性率を比較した結果を

図3に示す．シェル層への粒子添加，コア層へ

の粒子添加，両層への粒子添加の順に弾性率

は上昇しており，両層への粒子添加により

PLLAのみの場合に比べ弾性率は3倍近くにま

で増加している．なお，圧縮強度についても

同様の増加挙動が観察された．このように，

-TCP粒子の添加は生体活性の向上に加えて

力学特性の向上にも効果的であることがわか

った． 

 座屈解析を導入した3D-FEAの結果（変位分

布）を図4に示す．シェル層はうねる様な波状

の座屈変形を示しており，コア・シェル型

scaffoldの主要な変形挙動がシェル層の座屈

変形であることが理解できる．シェルは変形

しているもののコア層の変形は小さく，シェ

ル層が存在することでコア層は多孔質構造を

維持できることが示唆される．このことは，

コア層での細胞の増殖および組織形成が

scaffoldに対する負荷で妨げられないことを

意味しており，コア・シェル型scaffoldの有

用性を示している． 

 
図1 コア・シェル型scaffold 

 
図2 強化型scaffold 



 
図3 複合系コア・シェル型scaffoldの弾性率の比較 

 
図4 FEAによる圧縮変形挙動解析結果 

 

(2) 無機材料添加による細胞増殖性向上 

3種類のリン酸カルシウム系セラミックス

の微粒子をPLLAに分散させたscaffoldとPLLA

単体のscaffoldにおけるALP活性の培養に伴

う変化を図5に示す．ALP活性とは骨芽細胞が

行う石灰化の活性度を示す指標のひとつであ

る．PLLA単体に比べると3種類の生体活性セラ

ミックスを複合化することでALP活性は著し

い上昇を示し，これらセラミックス粒子分散

がPLLA系scaffoldの生体活性向上に効果的で

あることが明らかになった． 

 

 

図5 ALP活性に及ぼすバイオセラミックスの影響 

 

(3) コラーゲン/無機複合系scaffold 

コラーゲン/-TCPとコラーゲン単体の

scaffoldのみ（図中ではcontrolと表記），そ

れらのscaffoldに間葉系幹細胞を播種したも

の計4種類の試料の圧縮弾性率の変化を図5に

示す．まずコラーゲン単体のscaffoldの場合

，細胞を播種しても培養日数の増加と共に弾

性率は減少する傾向にある．細胞を播種した

ものは14日以降若干の回復を示していること

がわかる．一方，-TCPを分散させたscaffold

の場合，細胞を播種していないものでも7日後

には弾性率は増加しており，その後，28日ま

ではほぼ一定の値を示している．細胞を播種

したものは，7日間で増加した後，21日までは

ほぼ一定の値を示すが，その後28日までは再

度増加する傾向を示す．以上の結果は，-TCP
が構造安定性をもたらし弾性率を増大させる

こと，さらに細胞を播種することで増殖に伴

い細胞外マトリックスが形成され構造が強化

されることで弾性率が上昇することが示唆さ

れた． 

複合系scaffoldとコラーゲン単体scaffold

について培養に伴う細胞数の変化を図7に示

す．コラーゲンのみの場合，細胞数は14日ま

では増加するがその後一定を示している．一

方，-TCPを複合化することで28日まで細胞数

は単調に増加している．このことは，-TCP
が幹細胞の増殖に有効であることを示してい

る． 

図8に28日培養したときのコラーゲン

/-TCPでの幹細胞の細胞外マトリックス形成

状態を示す．幹細胞は線維状コラーゲンを生

成するとともに微小なナノサイズの基質小胞

を形成している．さらに，基質小胞中でアパ

タイトが形成されることで石灰化が生じた石

灰化球の存在が確認できる．このような細胞

外マトリックスの形成がscaffoldにとっては

強化構造となり弾性率の上昇をもたらしたこ

とが理解できる． 
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図6 培養に伴う弾性率の変化 



 

図7 培養に伴う細胞数の変化 

 

 

図8 幹細胞による細胞外マトリックス形成 

 

(4) 圧縮力学刺激の影響 

コラーゲンscaffold（ハニカム構造）と

-TCP付着型コラーゲンscaffoldの2種類，お

よび静置培養と圧縮負荷下培養の2種類の計4
種類での培養条件での細胞数の変化を図9に
示す．圧縮負荷と-TCP微粒子の分散はとも

に細胞増殖に効果的であり，圧縮刺激と

-TCPの両方を導入した培養が最も効果的で

あった．しかし，刺激のみと-TCPのみを導

入した培養条件との差は小さく，細胞の増殖

がある程度飽和状態に達していることが示唆

される．ただし，FE-SEM観察の結果，圧縮

刺激と-TCPの両方を導入した系において石

灰化が最も進んでおり，細胞外マトリックス

の形成には両方の導入が有効であることが示

された． 

 

図 9 細胞数に及ぼす圧縮刺激の影響 
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