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研究成果の概要（和文）：本研究では、灰化ウシ海綿骨を使った再生骨用担体に対し生体骨並みの力学的特性を
持たせることを目標とし、以下の成果を得た。灰化ウシ海綿骨をナノ粒子化し、それとアルギン酸を混合した複
合材を作製した。同複合材は、生体緻密骨並みの力学的剛性を有しており、さらにアルギン酸をシアノ―ル架橋
することで疑似体液中での力学的安定性を確保することができた。加えて、ランダムパルス電磁場刺激とRGDSペ
プチド表面修飾を併用することにより担体内での骨芽細胞による基質産生と石灰化が促進されることがマイクロ
CT計測により確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to give the mechano-compatibility to the scaffold 
for regenerated bone made of calcined bovine cancellous bone. The following results were obtained. 
Calcined bovine cancellous bone was nanoparticulated and mixed with alginic acid. The composite has 
mechanical properties close to those of a living compact bone. Furthermore, silanol crosslinking of 
the alginic acid made the composite mechanically-stable in simulated body fluid. In addition, 
Micro-CT imaging technique confirmed that the combination of random pulse electromagnetic field 
stimulation and surface modification with RGDS peptide promotes bone matrix production and 
calcification by osteoblasts in the scaffold.

研究分野：生体医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、灰化処理した動物骨とアルギン酸といういずれも安価な生体由来の材料を使い、高い力学的適合性を
有する再生骨用担体が作製可能であることをはじめて示した。また、担体内での骨組織再生がRGDSペプチド修飾
と電磁場刺激の相乗効果により促進され得ることを明らかにしている。本研究成果から、急増する高齢者の骨粗
鬆症において、安価で再手術不要な骨置換治療が可能となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）高齢者の半数以上が罹患する骨粗鬆症では，骨密度低下により容易に骨折が生じる．現
在，骨折治療に用いられている人工骨は金属製やセラミック製であるが，硬質で高剛性な力学
的特性により生体骨との界面で摩耗や応力遮蔽による骨吸収が生じ，長期使用に耐えられない．
そこで我々は，患者自身の細胞により作られる再生骨に着目した．再生骨の構成要素は生体骨
とほぼ同じであるため，患者の骨組織と同質ものを作製できる可能性がある．これにより力学
的特性の違いにより生じる上記問題を解決できると考えた． 
 
（２）再生骨用担体には，生体適合性，力学的適合性，生体吸収性，多孔質構造，骨伝導性（骨
との結合性），骨誘導性，低コストが求められるが，これら全ての条件を満たす担体素材は開発
されていない．そこで本研究では，上記条件のほとんどを満たす可能性を有する灰化動物骨を
担体素材として利用するに着目した．しかしながら，一方で，灰化処理により弾性率や圧縮強
度などの力学的特性が大きく減少することが分かっており，力学的適合性の改善が最大の課題
である． 
 
２．研究の目的 
次の三つのアプローチにより灰化ウシ海綿骨
担体自身，または，それを用いた再生骨の力学
的強度の向上させることを目的とした．（１）
電磁場刺激により再生骨内の骨芽細胞の石灰
化作用が促進させ，再生骨の力学特性を向上さ
せる．（２）アルギン酸を用いた繊維強化によ
り灰化ウシ海綿骨担体の力学的特性が向上さ
せる．（３）灰化骨担体表面に接着認識ペプチ
ドを修飾し，骨芽細胞の接着と新生骨基質産生
を促進させる．さらに，上記の異なる二つの方
法の併用効果についても調査を行った． 
 
３．研究の方法 
（１）灰化ウシ海綿骨担体を用いた再生骨への
電磁場刺激：ウシ大腿骨の遠位端から採取した
海綿骨より作製した灰化海綿骨担体を用いて
作製した再生骨に対し電磁場刺激を与え，刺激
に対する再生骨内の骨芽細胞の石灰化反応を
確認した．細胞は，骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1
を使用し，骨形成促進因子が含まれた培地で培
養した．骨芽細胞をⅠ型コラーゲンゲル溶液に
分散させ，灰化ウシ海綿骨担体に浸透させるこ
とで再生骨を構築した．電磁場刺激には，ソレ
ノイドコイル型刺激装置（図１）を用いて， 1
日 20 分間の刺激を 21 日間再生骨に与えた．パ
ルス列波形として，500Hz の繰り返し周波数を有
する周期的パルス列（PrPT）と幾何確率分布に従
って 50～500 Hz までの繰り返し周波数でパルスが
出現するランダムパルス列（RdPT）の 2 種類を
用いた（図２）．マイクロ CT 撮影および三次元
骨形態計測ソフトを使い再生骨への電磁場刺
激の効果を調べた（図３）． 
 
（２）接着認識ペプチド（RGDS）の灰化ウシ
海綿担体表面への修飾：骨芽細胞を担体表面に
誘導させ，表面での骨基質産生を促すために灰
化ウシ海綿骨表面に骨芽細胞の接着タンパク
認識配列（RGDS）配列ペプチドをコーティング
した．RGDS ペプチド粉末を，生理食塩水（PBS）
に 1mg/ml の濃度となるように溶解し，担体を
この溶液に 30 分間浸漬させることで担体表面
へのRGDSペプチドの修飾を行った．その後， 余
分な溶液を担体から除去し， 24 時間の自然乾
燥を行った後，培養実験に供した．マイクロ CT
撮影および三次元骨形態計測ソフトを使い再
生骨へのRGDSペプチド修飾の効果を調べた（図
３）． 

図 1電磁界（EMF）刺激装置． 4つの培養再生
骨を同時に刺激することができる． 

図２ 電磁界（EMF）波形 ．（a）周期的 EMF パ
ルス列（PrPT）．(b)ランダムＥＭＦパルス列
（RdPT）． 
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図３ 灰化ウシ海綿骨担体を使った再生骨の
マイクロ CT分析 
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（３）骨パウダー／アルギン酸複合体の作
製：灰化処理したウシ海綿骨パウダーをアル
ギン酸と混合することで繊維強化複合体を形
成した．さらに，同パウダーをナノ粒子化す
るとともに，アルギン酸を架橋することで力
学特性の向上と疑似体液中での安定性の確保
をした．灰化したウシ海綿骨をボールミルで
粉砕し，さらに湿式プラズマ処理によりナノ
粒子化した．一方，アルギン酸は，3-アミノ
プロピルトリメトキシシランおよび架橋促進
剤とともに混合することでシラノール基架橋
を施した①．これを上記骨パウダーと混合し，
円柱状に成形することで複合体を得た
（B/A-Si）．加えて，B/A-Si に対してアルギ
ン酸を 5倍，10 倍，25 倍，または 50 倍にし
た複合体 (各 B/A5-Si，B/A10-Si，B/A25-Si，
B/A50－Si，図４）を作製し，準静的圧縮試験
により力学的特性を比較することで最適なア
ルギン酸含有量の調査を行った． 
 
４．研究成果 
 （１）電磁場刺激および RGDS ペプチド表面
修飾の効果：ランダムパルス電磁場刺激
（RdPT）と RGDS ペプチド表面修飾の相乗効果
により新生基質が産生され，且つ石灰化
（nBMD）が促進されることが培養実験により
確認された．PrPT+RGDS では，新生骨基質の
ミネラル量および体積は Control よりも小さ
く，密度では高い値を示したものの有意な差
ではなかった．一方，RdPT+RGDS でも新生骨
基質のミネラル量および体積において
Control との有意差は見られないものの，密
度において全実験群に対し有意に高い値を示
した（図５）．  
 
（２）骨パウダー／アルギン酸複合体の力学
的特性評価：骨パウダー/シラノール基修飾ア
ルギン酸複合体は，生体緻密骨並みの力学的
剛性を有していたものの，生体への移植を想
定した疑似体液浸漬実験を行ったところ，膨
潤化し力学的特性が著しく低下する問題が生
じていた．シアノ―ル架橋を施すことにより，
疑似体液中における力学特性低下が防げるこ
とが分かった（図６）．また，力学的特性の程
度も生体海綿骨と同等であった．  
一方，灰化骨パウダー/シラノール基架橋ア
ルギン酸のアルギン酸量の力学的特性へ与え
る影響を調べた結果，アルギン酸の量を従来
比で 10 倍することで，最大応力を約 8.2 倍，
弾性率を約 2.3 倍にすることができた（図７）． 
以上の結果より，本複合材は，これまでにな
い高い力学適合性を備えた再生骨担体材料と
して期待できる．今後，緻密骨と同等の力学
的特性を実現するための改良を加えるととも
に，同複合体の多孔質化，電磁場刺激付与，
RGDS 表面修飾を導入し，再生骨としの高性能
化を図る予定である． 
 
＜引用文献＞ 
① Hosoya, K., et a., A novel covalently crosslinked gel of alginate and silane with the ability to form 
bone-like apatite, J. Biomed. Mater. Res. A, Vol. 71, No. 4, 2004, pp. 596-601 
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図５ 再生骨内部新生骨基質の密度．*p < 
0.05 vs BL-Control, Control, PrPT, RdPT 
and PrPT+RGDS 

図７ 骨パウダー/アルギン酸複合体の力
学的特性の比較． 
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図４ 骨パウダー/シアノ―ル架橋アルギン酸
複合体 

図６ 骨パウダー/アルギン酸複合体の疑似体
液中での力学的特性の変化．nB/A（シアノ―ル
架橋なし），B/A-Si：シアノ―ル架橋あり） 
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