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研究成果の概要（和文） 

本研究では人工関節置換術のような骨組織の結合が求められるような場合において，間隙を効
率的に補填し接触領域を確保すること，さらに早期 osteointegration を獲得することを可能にす
るためのアテロコラーゲンおよび骨補填材料をベースとしたバブル様スキャフォールドの開発
に取り組んだ．研究目的を達成するためバブル様スキャフォールドの開発およびスキャフォー
ルドが骨芽細胞の生存，増殖，分散等に与える影響について in vitro 実験による解析を行った．
作成されたバブル様スキャフォールドは通常のコラーゲンゲルに対して約 27 倍の体積占有率
を示した．本スキャフォールドは，細胞の生存に影響しないことを確認した．骨芽細胞の活性
を示すアルカリフォスファターゼ活性は，本スキャフォールド群で増加の傾向が認められた．
興味深いことに，気泡間に骨芽細胞が分布して海綿骨のような網目状の構造を呈することが認
められた． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to improve the bone inductivity of bone and implant, we developed free-shaped 
bubble like scaffold. The ingredient of scaffold is collagen and propylene glycol alginate. 
The survival rate of osteoblast was no significant as compared with control group. 
Furthermore, ALP activity accelerated. The volume share of scaffold was 27 compared 
with the volume of only collagen.  
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１． 研究開始当初の背景 

厚生労働省の統計によれば，特に関節疾患
（変形性関節症，関節炎），骨粗鬆症とそれ
を基盤とする骨折は，要介護者総数の 10%，
寝たきりの原因としては 12%を占めている．

今後，増加する高齢者に比例して，このよう
な骨疾患を持つ人口は増加すると推測され
ている．QOL の改善は，社会的自立性を保
つ上で健康寿命の延伸は最重要課題の一つ
である． 
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近年，骨粗鬆症に起因する骨折や変形成関節
症のような骨疾患に対しては，十分な徐痛，
正常な可動域の獲得，即効性があるなどの利
点から人工関節置換の適用が増加している．
患者の多くは骨欠損部や骨粗鬆症のように
骨占有率の低い組織であり，このような組織
に対してインプラントの十分な固定性を得
ることは困難である．完全なインプラントの
固定には骨セメントが使用されるが，低い生
体親和性，再置換の難しさ，経時的変性によ
る耐久性の低下，ルースニングといった問題
から（図１），極力用いないことが望まれて
いる．このような観点から，近年，高い
Osseointegration を獲得する技術への関心
が高まっており，人工関節などのインプラン
ト材として骨親和性の高いチタン合金を用
いたものや，骨組織との接触面に対して微細
構造（porous-coating）を施して骨形成を促
したものが積極的に研究・開発され，骨との
接触面で効果的に作用している．しかしなが
ら，骨との接触領域が十分に獲得できない個
体では，人工関節設計時に予定されている機
能を十分に獲得しているとは言えない（図
２）．さらに，人工関節表面の微細構造やコ
ーティングによる組織の応答を調査した報
告は，数多く見受けられる（Svehla M et al., 

2005, Baas J et al., 2008 など）が，骨組織
との空間を最適化し，接触領域の改善を図る
ものはなく，生体親和性を向上させるために
は，骨組織と人工関節との接触領域を確保し，
人工関節設計段階の機能を獲得することが
必要不可欠である．さらに骨を誘導する足場
としての機能，構造を力学的観点から評価す
る必要がある． 
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図１ 人工関節と骨セメント間の隙間
 

図１ 筋鈎関節と骨セメント間の隙間 

① ②

図2 骨形成された人工関節 （A：ポーラスコーティング B：部分的に骨形成された人工
股関節 C：骨組織中の人工股関節（①：不明瞭な海綿骨，②：密な海綿骨））．
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図２ 骨ケイセイされた人工関節（A:ポーラ
スコーティング，B：部分的に骨ケイセイさ
れた人工股関節，C：骨組織中の人工股関節
（①不明瞭な海綿骨領域，②密な海綿骨領
域）） 

 

２． 研究の目的 

人工関節置換術のような人工物（インプラン
ト）と骨組織の結合が求められるような場合
に お い て ， 接 触 領 域 を 確 保 し ， 早 期
Osteointegrationを獲得する手法を構築する
ことを目的として，本研究では，この手法に
よって形成された組織の組織学的および力
学的特性を示すことで，具体的な使用範囲を
明確に示す．これらの手法が確立されれば，
人工関節置換術において固定方法の選択肢
としてセメント固定とセメントレス固定の
中間的役割を担う手法として導入すること
ができる．さらに，術後の固定性の改善，早
期社会復帰につながる技術的知見を得るこ
とができる． 

 現在，人工関節表面への骨誘導技術に関す
る研究では，表面形状（ポーラスの形態）や
表面に対するコーティング処理によって骨
誘導を惹起する研究は散見されるものの
（Groessner SB et al., 1992，Sascha E et al., 

2007 など），人工関節と骨組織との間にある
空間を改善し，接触領域を確保する方法につ
いて論じた研究例は見当たらないようであ
る．再生工学的研究では，ブロック状のもの
や，関節軟骨を模擬したゲル状のものが開発
されているが，形状に制限があり，人工関節
が適用される骨梁の複雑で広範囲な空間を
満たすには不十分であると思われる．本研究
では，人工関節と骨組織との間にある空間を
骨形成に適した環境にし，早期の骨誘導およ
び適切な固定領域を獲得するための手法を
提供する．早期臨床使用を可能にするために，
医療用として実績のある，アテロコラーゲン
（Koken）およびβ -TCP（オリンパス）
(Ozawa M et al., 2000）を用いる．バブル状
にすることで，広範囲を少量でカバーするこ
とができ，コストパフォーマンスに優れ，組
織中での栄養補給路の確保，骨吸収，骨形成
の早期化が期待できる．このような試みはこ
れまで見られない手法である．さらに，スキ
ャフォールドには，活性化ビタミン D3，BMP，
ビスフォスフォネートのような追加要素を
添加することが可能であり，これらの追加成
分は，目的の部位に留めておくことが可能で
ある．本研究を遂行することによって，人工
関節のスペックを確実に確保する手法とし
てだけではなく，生体組織の欠損に対応する
新しい再生医療技術として社会的に大きく
貢献できる． 

 

３． 研究の方法 

 先ず，本研究では，「複雑な形状に対応で
きる」，「インプラントとの接触領域を確保で
きる」，「早期の osseointegration を獲得でき
る」ことが目的である．したがって，骨誘導
に対する有用性が報告されているβ-TCP や



 

 

医用に生成されたアテロコラーゲンを用い，
生体外で培養した細胞や組織を用いないこ
とにより，癌化や遺伝子変異などのリスクを
排除した，高度な技術や繁雑な作業を要すこ
となく，容易に導入できるスキャフォールド
の開発を行う．開発したスキャフォールド発
生装置の概要は，手動型エアコンプレッサー
から滅菌用ガスフィルタを介した圧縮空気
が，50ml チューブ内のコラーゲン懸濁液に
供給され，懸濁した混合ゲル中で圧縮酸素を
噴射し，微細なバブルを成形させた．さらに，
術中での作成を想定しているため，発生装置
は容易に移動できることやコンタミネーシ
ョンによる患部の感染対策を考慮した．コラ
ーゲン懸濁液に関しては，コラーゲンのみ，
β-TCP 含有群，アルギン酸グリコール含有
群とした．なお，製作初期段階では，比較的
安価な TypeI コラーゲン（日本ハム）を用い
た．また，作業は氷上でアイシングしながら
行った．β-TCP 含有タイプについては，形
状は，ポーラス成形されたブロックを粉砕し
て一定の大きさを持つ形状（直径 300μm 程
度）を作成し用いた（Kondo N et al., 2005）．  

 

次に，in vitro 三次元細胞培養を行い，バブ
ル様不定形スキャフォールドの特性および
使用条件について検討した．スキャフォール
ドに播種した骨芽細胞（樹立株: MC3T3-E1）
の生存，分布について評価を行った．上述の
方法で作成したスキャフォールドを培養用
ディッシュ上に成形し，予め準備しておいた
MC3T3-E1細胞を 1 x 106 cellsの密度で播種
した．CO2インキュベーター（5%CO2，37℃）
内で 2 時間静置して，コラーゲンを固化させ
た後，培地（10%FBS を含むα-MEM）を添
加して 2 週間培養を行った． 

 

さらに，in vivo 動物モデルを用いた評価とし
て，ラット（Wister rat, 8 週齢）大腿骨遠位
にスキャフォールドを移植し，初期の生体内
でのスキャフォールドの骨誘導率について
の評価を行った．埋植方法は，麻酔下のラッ
ト両膝大腿骨遠位を切開した後，φ2mm の
医療用ドリルを用いてφ2mm x 3mm の穴を
開けてスキャフォールドを埋植した．本実験
で用いたスキャフォールドは，予め滅菌処理
したシリコンモールドで成形および固化し
たものを用いた．  

 

４．研究成果 

バブル様スキャフォールドの開発において，
気泡形成前のコラーゲン懸濁液として，シン
プルに作製できるものとしてコラーゲンの
みの懸濁液，気泡の安定性を考慮したカルボ
キシメチルセルロース（CMC）添加コラーゲ
ン懸濁液，アルギン酸プロピレングリコール

エステル（PGA）添加コラーゲンについて実
験的検討を行った．その結果，コラーゲンの
みの懸濁液から作製したバブル様スキャフ
ォールド（以降 BS と表記）は，バブル様に
形成可能なものの気泡径が，気泡生成時で
60μmから 500μm と広く分布しており気泡径
のコントロールや気泡安定化が困難であっ
た．一方，CMC や PGA が添加された懸濁液
を用いることで，20μmから 160μm サイズの
微細な気泡をコントロールして生成するこ
とが可能であること，安定的な気泡の生成が
可能であることが認められた（図３）．さら
に，CMC および PGA は生態適合性のある物
質として広く用いられており，臨床応用の面
からも BS 生成においてこれらを添加したも
のを使用することは有効であると考えられ
る（図４）． 生成された気泡サイズによるが，
これらの方法によって見かけ上の空間占有
率は気泡の無いコラーゲン担体に比べて 27
倍程度であった． 
 

 

図３ 気泡サイズ分布 

 

図４ 生成時のバブル様スキャフォールド（左：

コラーゲンのみ，右：アルギン酸プロピレングリ

コールエステル） 

 
なお，本スキャフォールドは細胞の生存に影
響しないことを骨芽細胞樹立株MC3T3-E1細
胞を用いた生存アッセイによって確認した．
さらに，骨芽細胞の活性指標であるアルカリ
フォスファターゼ（ALP）活性は，本スキャ
フォールド群で増加の傾向が認められた．興
味深いことに，気泡間に骨芽細胞が分布して



 

 

海綿骨のような網目状の構造を呈すること
が認められた（図５）． 

 

図５ 骨芽細胞培養像．骨梁様の組織を形成して

いる（左）．通常の三次元培養では見られない（右）． 

 
さらに，BS を骨芽細胞と共に４週間の長期
間静置培養を行い観察したところ，BS 重量
相当（37μl）のコラーゲンゲルのみの群（コ
ントロール群）と BS 群で比較したところ，
図６に示すように BS 群のみが内部に空隙を
有する骨組織様の細胞塊となった．組織培養
において栄養供給不足による内部壊死が障
害となっていたが，本手法をさらに検討して
いくことで血管新生を伴わない方法で比較
的大きな組織の形成が可能となるかもしれ
ない．今後，誘導因子や力学的環境因子など
を考慮して検証していく予定である． 

 
図６ 長期培養後の組織像 

 
ラット埋植実験に関しても，BS が骨誘導を亢
進する傾向が認められた．現在，埋植試料が
揃いつつある段階であり，今後は数を増やす
ことによって，微細構造の変化と力学特性と
の関係について検討すると共に研究結果を
発表していく予定である． 
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