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研究成果の概要（和文）：生体組織を再生するための材料としての応用を見据え、生体内で分解する機能と細胞
との親和性を兼ね揃えた、有機無機ハイブリッド不織布を開発した。この不織布は、水を用いて合成することが
できるため、優れた安全性を示し、タンパク質などを変性や失活させることなく内部に保持できた。例えば、酵
素タンパク質を不織布に導入しても酵素活性能は維持でき、さらに、不織布を構成するハイブリッドの網目構造
が、酵素タンパク質を材料周囲に存在する阻害物質から保護するといった特異的な機能も示した。

研究成果の概要（英文）：Organic/inorganic hybrid fibre mats which have biodegradability and cell 
compatibility were developed for the use in tissue regeneration. The fibre mats were synthesized 
using water as a solvent, which can contribute to their eco-friendly synthesis, excellent safety for
 application to biomaterials, and original ability of encapsulating proteins and drugs without their
 denaturation. For example, the enzymic proteins which are encapsulated in the fibres could exhibit 
their enzymic activity and are protected from denaturation or degradation by protease in 
surroundings since they exist inside of the fibres and hybrid structures of the fibres keep such 
protease away from them. This is because molecule penetration into the hybrid structures possesses 
molecular-size dependence; no big molecules, such as proteases, can migrate into inside of the 
fibres. 

研究分野： 生体材料

キーワード： バイオマテリアル　有機無機ハイブリッド　不織布　生分解性　タンパク質担持

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 病気や怪我によって損傷した生体組織を
再生すべく、組織工学を中心とした様々な技
術が開発、応用されている。とくに、身体が
本来保持する組織の再生機能が、病気や加齢
により衰えている場合、再生を促進するため
に成長因子や薬剤などが利用される。 
生体組織の再生を促す成長因子・タンパク

質は生物学的活性が非常に短く不安定であ
り、単に生理食塩水などに溶解して生体の任
意の部位に注入するだけでは、投与部位から
の拡散や酵素分解により速やかにその活性
を失ってしまう。そのため、ポリカプロラク
トンなどの生分解性ポリエステルやコラー
ゲンなどと複合化する技術が数多く報告さ
れている。 
しかし、各材料へ成長因子を導入し固定さ

せる際の化学架橋を形成させるための化学
的処理や、ポリエステルを溶解するのに使用
した有機溶剤の使用により成長因子の失活
を招く。さらに、担持させた成長因子が徐々
に溶出せず、初期のバースト現象を起こすこ
とが問題となっている。つまり、成長因子や
薬剤を単に担持させる機能を有するだけで
なく、それらの失活やバーストを抑制し、か
つ生体組織との親和性に優れたマテリアル
の開発が求められる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ポリ γ-グルタミン酸（PGA）
とシリカのハイブリッド体不織布を母材と
し、安全性と安定性の高い成長因子の担持機
能を付与した粘着性のあるフィルム（バイオ
シール）を開発することを目的とする。シー
ルとして設計することで、将来的には『生体
の任意の部位にペタリと貼り付け可能』とい
う優れた利便性を実現する。また、既存のバ
イオマテリアルと組み合わせることも容易
となる。 

PGA は生分解性と生体親和性、さらには粘
着性と非常に優れた吸水性（自重の 5,000 倍
を吸収）を示すことから生体用糊として活用
される。しかし生理環境下での安定性が乏し
く、またバルク体は脆性を示すため操作性は
良くない。一方でカチオン配位型 PGA は水
溶性であり、シランカップリング剤とのハイ
ブリッド化によりシリカ相がポリマーチェ
ーン同士をクロスリンキングしたハイブリ
ッド構造を構築できることが報告されてい
る。 
我々の研究グループではこれまでに、生分

解性ポリエステルとセラミックス粒子の複
合体を用いて、エレクトロスピニング法（電
界紡糸法）により不織布や綿状構造体を作製
することに成功している。作製した不織布は
細胞親和性に優れ、骨形成を促すことを見出
している。不織布は比表面積が非常に大きい
ため、ドラッグデリバリーシステム用材料と
して有用と期待されている。また、ファイバ
ー内にてポリマーチェーンが一軸方向に配

向した構造をもち柔軟性に優れる。よって、
PGA ハイブリッド材料を不織布化すること
が有効と考えた。 
 
３．研究の方法 

PGA-シリカハイブリッド不織布は、以下の
手順で作製した。所定量のプロトネートタイ
プの PGA（和光純薬工業）、Ca(OH)2 または
Mg(OH)2（キシダ化学）および超純水をテフ
ロンビーカー内にてスターラーで 30 分間混
合 し 、 そ の 溶 液 に glycidoxypropyl 
trimethoxysilane (GPTMS)（シグマアルドリッ
チ）を添加し、さらに 3 時間混合した。得ら
れた溶液を用いて、エレクトロスピニング法
により不織布化した。不織布サンプルについ
て、諸分光法により化学構造を解析し、緩衝
溶液中への浸漬実験により化学的耐久性を
調査した。 
上記のように作製された不織布サンプル

について、タンパク質担持機能を調査した。
スピニングの 30 分前に担持させる物質を溶
液に混合し、これを不織布化させることで、
タンパク質担持不織布サンプルを作製した。
得られた不織布サンプルについて、担持した
物質の放出挙動、担持したタンパク質の活性
評価を行った。 
不織布サンプルの細胞との親和性を評価

す べ く 、 マ ウ ス 由 来 骨 芽 細 胞 様 細 胞
(MC3T3-E1 cells)を用いた培養試験を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）ハイブリッド不織布の化学構造解析お

よび機械物性評価 
エレクトロスピニング時の条件を最適化

することで、直径が約 200 nm 径に揃った繊
維からなる不織布を作製することに成功し
た。フーリエ変換赤外分光法と核磁気共鳴分
光法によって解析したところ、PGA のポリマ

 

図 1. 作製した不織布の単繊維の電子顕微
鏡画像(a)および元素マッピングイメージ
(b-d). 窒素(a), カルシウム(c)およびケイ素
(d). 



ー鎖が GPTMS 由来のシリカ相を介してクロ
スリンクされたハイブリッド構造を有して
いることがわかった。透過型電子顕微鏡によ
る観察および元素マッピングを行ったとこ
ろ、単繊維中にてポリマーとシリカ相が均一
に分散しており、さらにポリマー鎖が繊維の
長鎖方向へ配向していることがわかった（図
1 参照）。このような均一なハイブリッド構造
を得た結果、繊維は新たに塑性変形を示し、
かつ引張強度は上昇した（図 2 参照）。よっ
て、操作性に優れた不織布を得ることに成功
した。 

 
（２）不織布のタンパク質担持機能および担

持されたタンパク質の活性評価 
 不織布サンプルにおけるタンパク質担持
機能を評価すべく、まずは、緑色蛍光タンパ
ク質（green fluorescent protein: GFP）を用いて、
繊維内部におけるタンパク質の構造変化の
有無について調査した。タンパク質の構造変
化は、そのタンパク質がもつ活性機能の損失
（失活）に繋がる。この構造変化を観察する
ためのモデルタンパク質として GFP を用い
た。GFP の構造が変化した場合、GFP が示す
蛍光の波長ピーク位置に変化が現れること
がわかっている。よって、不織布サンプル内
部に担持された GFP と、対照群として緩衝溶
液中へ分散させた GFP の蛍光ピークを比較
することで、担持された GFP の構造変化の有
無がわかる。その結果、ピーク位置にほぼ変
化がないことを見出した（図 3 参照）。つま
り、不織布サンプルに担持されたタンパク質
は、ほぼ構造上の変化が起きておらず、その
活性を維持していることが示唆された。よっ
て、本不織布サンプルは、タンパク質担持体
として有用であると判断した。 
 次に、酵素タンパク質である α-キモトリプ
シンの加水分解機能が、不織布内部に担持さ
れた状態でも発揮できるかどうかを評価し

た。α-キモトリプシンを担持した不織布サン
プルを、指示薬である p-nitrophenyl acetate 
(p-NAc)溶液に浸漬し、加水分解反応による生
成物の量を測定した。その結果、α-キモトリ
プシンは不織布内部においても、加水分解機
能を発揮した。さらに興味深いことに、この
溶液に分子量の大きい阻害物質と小さい阻
害物質を混合させた際、小さい阻害物質が共
存した場合のみ、加水分解機能が低下した。
つまり、小さい阻害物質のみ、不織布内部に
担持された α-キモトリプシンの機能を阻害
した。 
この結果より、以下の重要な２点が判明し

た。１つ目は、担持された α-キモトリプシン
の多くは、単繊維の内部に存在しており、ほ
とんど繊維表面には露出していないという
こと。２つ目は、単繊維の内外の物質移動に
おいては、分子サイズ依存性があり、小さい
分子のみ繊維内部まで進入し、α-キモトリプ
シンと反応ができたということである。 
 上述したような、繊維内外の物質移動にお
ける分子サイズ依存性を、より詳細に検討す
べく、サイズの異なる 4 種類の蛍光分子を用
いてさらに検討した。各蛍光分子を担持した
不織布サンプルを作製し、緩衝溶液へ浸漬し
た際の蛍光分子の溶出量を測定した。その結
果、分子サイズが小さいほど溶出量は大きか
った。例えば、分子量が 229 の蛍光分子の溶
出割合は約 80%であるのに対し、分子量が
2388 のもので約 10%であった。以上の結果よ
り、やはり繊維内外の物質移動には分子サイ
ズ依存性があることが確認された。 
 このサイズ依存性は、不織布を構成するハ
イブリッド構造に由来すると推測する。PGA
と GPTMS 由来のシリカ相は、あたかも網目
のような構造を形成していると予想される。
よって PGA が本来持つ水を取り込む膨潤機
能は、ハイブリッド組成によって制御される。
膨潤過程において繊維内外の物質移動が起
こることから、つまり、ハイブリッド組成を
変化させると、組成由来の水和性変化などを
介して、このサイズ依存性のサイズ範囲も変
化が生じる。実際に、組成を変化させること
で、担持物質の徐放挙動を制御可能であるこ
とも見出している。 

 
図 3. GFP を内包した不織布サンプルの共
焦点レーザー顕微鏡観察像 (405nm 励
起)(a), 蛍光スペクトルの比較(b).  

図 2. 作製した不織布の引張強度試験結果. 
ハイブリッド体のサンプル(6Ca2G, 9Ca2G, 
6Ca4G, 9Ca4G)は、ハイブリッド構造を持た
ないサンプル(6Ca, 9Ca)よりも高い引張強
度と塑性変形を示した. 



以上のことから、本不織布サンプルは、身
体内に存在するタンパク質分解酵素や阻害
物質による攻撃から、繊維内に担持したタン
パク質を保護し、その活性機能を維持させる
といった優れた機能を付与することがわか
った。つまり、本不織布サンプルは、単にタ
ンパク質を内包して担持できるだけでなく、
周辺の物質からタンパク質の機能を保護す
るといった、独創的な担持システムをもった
マテリアルであると言える。 
上述したようなタンパク質の他に、機能性

核酸の担持にも成功している。DNA や RNA
からなる核酸アプタマーは、ポリメラーゼ連
鎖反応などの分子生物学的手法と組み合わ
せた高速スクリーニング法により、様々な生
体分子に選択的に結合し、ホルモン様の生理
活性を示すものを取得可能である。そのため、
細胞機能操作を可能とする生体分子として
興味深い。しかし、生体内には DNA や RNA
を加水分解する酵素が普遍的に存在するた
め、身体内にて核酸アプタマーを利用するの
は非常に難しかった。そこで、本研究課題に
て開発された不織布サンプルへの担持を検
討した。 
検討するにあたり、モデル物質として酵素

活性を保持する一本鎖核酸である DNAzyme
を使用するのが有効と考え、本研究では
DNA/ヘミン /ストレプトアビジン複合体
(DNA 複合体)を用いた。担持させた DNA 複
合体は、水溶液中に浸漬しても 5 時間以上は
溶出せず、不織布の繊維内部に保持されてい
ることがわかった。繊維内部においても DNA
複合体の本来持つ機能が維持されているか
どうかを確認すべく、酵素活性を評価したと
ころ、酵素活性を維持していることがわかっ
た。 
さらに、核酸加水分解酵素から、繊維内部

に担持された DNA 複合体が保護されるかど
うか確認すべく反応試験を行った。比較とし
て、単純に水溶性中に DNA 複合体を分散さ
せた系を作製し、これに活性機能を測定した
ところ、核酸加水分解酵素が添加されること
で 42%の減少が見られた。これに対し不織布
の繊維に担持されたDNA複合体においては、
ほぼ減少しないことを見出した。前述したよ
うに、繊維内外における物質移動において、
分子サイズ依存性が存在するためと考える。
核酸加水分解酵素はサイズが大きすぎたた
め、繊維内へ浸透せず、繊維内の DNA 複合
体が保護された結果と考える（図 4 参照）。 
 
（３）不織布サンプルの細胞親和性 
これまでの実験においては、カチオン種は

カルシウムのみを用いてきたが、生分解性お
よび細胞親和性を制御すべく、カルシウムイ
オンに加えマグネシウムイオンにも着目し
検討を行った。 
マグネシウムイオンはカルシウムイオン

よりも置換不活性であり、そのためハイブリ
ッド構造の化学的安定性を高めると予想し

た。また、材料から溶出するカチオン種によ
って細胞の生物機能が変化することが、申請
者らのグループを含め数多く報告されてい
る。よって、この二種のカチオン種を用いて
比較を行った。さらに、骨芽細胞の生物機能
に作用すると報告のあるデキサメタゾンを
ハイブリッド不織布に担持させ、細胞応答性
を評価した。 

Ca-不織布および Mg-不織布を作製し、緩衝
溶液等の中での化学的安定性を評価した。そ
の結果、Mg-不織布は分解速度が小さく、繊
維構造をより長期間維持できることがわか
った。よって、想定していた通り、カチオン
種を Ca から Mg に置換することで、ハイブ
リッド体の水溶液中における耐久性を、向上
させることに成功した。 

MC3T3-E1 細胞を用いた培養試験結果より、
両不織布上にて細胞は良好な接着と増殖能
を示した（図 5 参照）。両者を比較すると、
Mg-不織布上において細胞がより高い接着率
を示した。さらに、デキサメタゾンを導入し
た各不織布上にて、骨芽細胞様細胞の増殖性
が促進されることも見出した。また、デキサ
メタゾンの有無に関係なく、Ca-不織布よりも
Mg-不織布が高い増殖性を示した。上記（２）
での検討結果より、デキサメタゾンはその分
子量から、各不織布から溶出していることが
想定される。よって、この溶出したデキサメ
タゾンが細胞に有効に作用したと予想する。 
以上より、本不織布サンプルは細胞を活性

化させる物質を担持可能であり、かつ生分解
性の制御性や操作性を兼ね揃えているとわ
かった。様々なタンパク質や薬剤を担持でき

 

図 4. DNA/ヘミン/ストレプトアビジン複
合体担持不織布における活性反応の予想
図. 

 

図 5. 各不織布上で培養した細胞の走査型
電子顕微鏡画像. 



るバイオシールとしての応用が期待できる。 
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