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研究成果の概要：本研究では、機能性と生体適合性に優れるスキャフォールド体を作製するた
め、凍結乾燥法を応用してポリ乳酸（PLA）ファイバーとハイドロキシアパタイト（HAp）の
複合体（PLA / HAp複合体）を作製した。また作製した PLA / HAp複合体について in vitroにお
ける挙動などを評価・検討した結果、アパタイト生成能や細胞接着性に優れることから、新規
スキャフォールド体として有用であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
一般的に、骨の支持や欠損補填、骨形成を
促進するための人工組織再生用足場
（Scaffold：スキャフォールド）材料として、
ハイドロキシアパタイト[Ca10(PO4)6(OH)2]や
第三リン酸カルシウム[Ca3(PO4)2]などのリン
酸カルシウム系セラミックス材料が用いら
れている。 
従来、リン酸カルシウム系セラミックス材

料をスキャフォールド材料として使用する
際、主に多孔質体が使用されている。しかし
ながら気孔径あるいは気孔率が大きくなる
と多孔質体の機械的強度は著しく低下する
ため、体内埋入時あるいは埋入後早期に体内

で破壊する恐れがある。そのためセラミック
ス材料の脆性を改善して、機械的性質に優れ
るとともに高い生体適合性を有した生体材
料の開発が必要である。 
そこで研究代表者は、スキャフォールド材
料の強度向上のために、優れた引張強度を有
し、生体吸収性高分子材料である PLA ファイ
バーに着目した。さらに凍結乾燥法を応用す
ることで、コラーゲンをバインダとして PLA
ファイバーと HApなどのリン酸カルシウムと
を複合化して、機械的性質と生体適合性に優
れた三次元スキャフォールドを作製するこ
とを考えた。 
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２．研究の目的 
本研究では、機能性と生体適合性に優れ、

三次元構造を有するスキャフォールド体を
開発するため、凍結乾燥法を応用することで
ポリ乳酸（PLA）ファイバーとハイドロキシ
アパタイト（HAp）を複合化した PLA / HAp
複合体を作製するとともに、その作製した
PLA / HAp 複合体について特性評価を行なう
ことが目的であった。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) PLA / HAp 複合体の作製 
HAp 粉末（図 1）とブタ皮膚由来の 1%TypeI

コラーゲン溶液（pH=3.0）を重量比 1：2 の
割合で混合し、2 種類のメノウボール（φ
3.0mm とφ5.0mm）と一緒に遊星型ボールミル
を用いて回転数 120rpm で 30 分間混合・分散
した。これにより HAp 粒子表面の電荷を調整
し、二次凝集粒子を解粒した。調製した HAp

－コラーゲン複合スラリーをステンレス製
シャーレ（φ50mm）に注入した後、コラーゲ
ンを中和してゲル化させるために pH 緩衝液
（HEPES, pH=7.4）を 10%添加するとともに、
PLA ファイバー（図２）をスラリー中に速や
かに含浸させた。その後 37℃で 24 時間静置
することで完全にゲル化させた。さらに
-80℃で 48 時間予備凍結した後、凍結乾燥機
を用いて真空中にて-52℃で 48時間凍結乾燥
を行なうことで、PLA ファイバーと HAp とを
複合化した、シート状の PLA / HAp 複合体を
作製した（図３）。 
 
(2) 作製した PLA / HAp 複合体の特性評価 
①電界放射走査電子顕微鏡（FE-SEM）による
構造観察 
PLA / HAp 複合体の表面構造を明らかにす
るために、試料表面にイオンコーターにより
白金蒸着を施し、FE-SEM を用いて加速電圧
5kV で PLA / HAp 複合体表面の観察を行なっ
た。 
②薄膜 X線回折（TF-XRD）による構造分析 
 PLA / HAp 複合体の結晶構造を分析するた
めに、TF-XRD法を用いて電圧40kV、電流30mA、
CuKa 線にて入射角 1°の条件で PLA / HAp 複
合体の結晶の同定を行なった。 
③重量変化率の測定 
 生体内における PLA / HAp 複合体の溶解性
および安定性を明らかにするために、PLA / 
HAp複合体をポリスチレン容器中にて15mlの
リン酸塩緩衝液（pH=7.4, 37℃）に 14 日間
浸漬した。リン酸塩緩衝液は毎日新しいもの
に交換した。重量変化率は浸漬前後の重量か
ら算出した。なお比較対象として HAp を複合
化していない PLAファイバー単体についても
同様に浸漬試験を行なった。試験体数はそれ
ぞれ６とした。 
④擬似体液浸漬試験によるアパタイト生成
量の評価 
 生体内におけるアパタイト生成量および
生成速度を明らかにするために、PLA / HAp
複合体をポリスチレン容器中にて 15ml のハ
ンクス溶液（pH=7.4, 37℃）に浸漬した。浸
漬期間は 24 時間および 7 日間とし、ハンク
ス溶液は毎日新しく交換した。浸漬後のPLA / 
HAp 複合体は蒸留水にて洗浄しデシケータ中
で乾燥した後、FE-SEM を用いて表面観察を行
なった。なお比較対象として PLA ファイバー
単体についても同様の浸漬試験を行なった。 
⑤細胞初期付着試験 
 細胞初期付着試験では 2×104cells/ml の
骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 を PLA / HAp 複合
体上に播種し、24 時間後の細胞動態を観察し
た。培養液はαMEM に５％FBS および１％の
ペニシリンを添加した培地を用いた。 
 
 

図 1 使用したHAp粉末 
 

図２ 使用した PLAファイバー 
 

図３ 作製した PLA / HAp複合体の外観



４．研究成果 
本研究において凍結乾燥法を用いること

で PLA ファイバーと HAp を複合化した PLA / 
HAp 複合体を作製することができた（図３）。
この複合体はシート状で柔軟性に富んでい
た。また作製した PLA / HAp 複合体について
FE-SEM により観察した結果、コラーゲンがバ
インダの役割を担うことで、PLA ファイバー
と HAp粒子が結合している様子が確認できた
（図４）。また PLA / HAp 複合体表面の TF-XRD
測定の結果、2θ=25.56°と 31.60°にアパタ
イトに由来するピークが確認できた（図５）。
このことから、PLA ファイバーと HAp が均一
に複合化していることが確認できた。 
PLA / HAp 複合体をリン酸塩緩衝液に 14 日

間浸漬した後の重量変化率は、-9.2±1.2%で
あった。一方、コントロールである PLA ファ
イバー単体の重量変化率は-0.8±0.3%であ
り、PLA / HAp 複合体に比べて、その溶解性
は約 1/10 であった。これは HAp を複合化し
ていない PLA ファイバー単体に比べ、PLA / 
HAp 複合体の場合は、HAp とコラーゲンがリ
ン酸塩緩衝液中にて溶解・分散したためと考
えられる。 
また生体内でのアパタイト生成挙動を明

らかにするためにハンクス溶液に 24 時間お
よび 7日間浸漬した後の PLA / HAp 複合体表 

 
 

面の FE-SEM 像を図６および図７にそれぞれ
示す。浸漬 24 時間後では、コントロールで
ある PLAファイバー表面には結晶生成物はほ
とんど見受けられないのに対して、PLA / HAp
複合体の表面には、多くのアパタイト結晶が
生成していた（図６）。また浸漬 7日後につ
いても PLA / HAp 複合体表面の方がコントロ
ールよりも多くの結晶が堆積していること
が確認できた。 

図４ PLA / HAp複合体の構造 

 

図５ PLA / HAp複合体の TF-XRD 

 
PLAファイバー（コントロール） 

 
PLA / HAp複合体 

図７ ハンクス溶液浸漬 7日後の FE-SEM像

 
PLAファイバー（コントロール） 

 
PLA / HAp複合体 

図６ ハンクス溶液浸漬 24時間後の FE-SEM像



さらに骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）播種 24
時間後の PLA / HAp 複合体表面にはコントロ
ールに比べ、細胞が大きく伸展している様子
が確認でき（図８）、細胞初期付着性に優れ
ていた。 
以上のことから、本研究において凍結乾燥

法を応用することで、機能性に優れる生体吸
収性の PLA ファイバーと生体活性に優れる
HAp とを複合化した PLA / HAp 複合体は、柔
軟性があるため操作性に優れるとともに、ア
パタイト生成能や細胞初期付着性にも優れ
ることから新規スキャフォールド体として
有用であることが示唆された。今後はエレク
トロスピニング法を用いて種々の性質を有
したナノファイバーを創製し、それを応用し
たスキャフォールド体の作製などを行なう
予定である。 
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PLAファイバー（コントロール） 

PLA / HAp複合体 
図８ 播種 24時間後の細胞動態 


