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研究成果の概要（和文）：骨組織再生用足場の理想的立体構造や硬度を明らかにして、合成高分子素材を用いてそれを
具現化することを目標とした。培養骨膜細胞はintegrin α1β1とCD44を主たる接着因子としているが、培養条件によ
って接着様式を変化させた。大気圧プラズマ処理したチタン表面では、接着班を形成する接着様式から細胞全体で接着
する様式に変化するとともに、骨芽細胞への分化過程にある細胞に対して相乗的な効果をもたらした。培地に関しては
、FBSの代替として、ヒト多血小板フィブリン抽出物が有望であった。足場については、ポリカプロラクトンと水酸ア
パタイトの複合多孔質を試作し、硬度や立体構造の点から目標に近い形にできた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to demonstrate ideal structure and stiffness of 
scaffolds for osteogenic cells and to develop ideal scaffolds with biodegradable polymer materials. Under 
regular culture conditions, human periosteal cells (PC) expressed integrin α1β1 and CD44 as major 
adhesion molecules. Atomospheric plasma treatment modified the titanium surface and facilitated their 
osteoblastic differentiation. We also found that human platelet-rich fibrin (PRF) extract can be 
substituted for FBS. As for scaffolding materials, we developed a combinational porous membrane made of 
polycaprolactone and hydroxyapatite and found its stiffness and microstructure appropriate for PCs.

研究分野： 再生医工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
組織工学の 3要素として、細胞と増殖因子

と足場のマッチングの重要性が指摘される
ようになってから久しい。また、この 10 年
間に限ってみれば、特に足場を含む生体材料
の表面修飾とそれがもつ生物学的意義の解
明が著しく進歩した。ごく最近、足場の硬度
が細胞活性に及ぼす影響について興味深い
知見が報告され(Nature Mater 9:518;2010)、
新たな研究の展開が期待される状況になっ
てきた。硬組織再生において合成高分子製基
材の使用に関しては賛否両論あるものの、製
造法の改良により性能を改良し最適化する
ことが可能であると考える研究者も多い。 
 
２．研究の目的 
骨膜細胞や歯根膜細胞を対象とした再生

医療用足場の理想的立体構造や硬度を明ら
かにするとともに、合成高分子を素材として
臨床使用に耐えられる足場を開発する。 
 
３．研究の方法 
研究代表者である川瀬は、研究組織の総括

と研究立案とデータの検討において中心的
な役割を果たす。そのほか、培養実験と組織
学的・生化学的評価を担当する。 
足場の開発については、研究分担者である

田中と大学院生1名が担当し試作する。また、
機械的強度や微細構造の評価も担当する。遺
伝子解析は分担者の永田と大学院生 2 名が、
動物実験と病理組織学的評価は分担者の奥
田と大学院生 1名が担当する。 
 
(1) 平成24年度 
① 基材の開発と機械的・化学的性状解析 
a) 基本的デザイン 

基本的に重要なポイントは、細胞がそこ
に接着し、増殖し、移動することがやりや
すい構造であることである。栄養分の供給
と細胞代謝物の排泄が効率よく行える連
通性の高い構造である必要もある。硬めの
材質を使用して、気孔径や気孔分布や気孔
率を最適化させた構造が必要となる。 

 
b) ポリマー素材の選択と造形 
多孔質材料は主に相分離法を用いて作

製する。PLLA, PCLなどの生分解性高分子
およびこれらのポリマーブレンドを有機
溶媒に溶解し，鋳型に流し込んだ後，乾燥
や急冷により，多孔質材料を作製する。溶
液中の高分子濃度，冷却速度により，気孔
径や気孔分布を制御可能である。 
下の写真は現在検討中の多孔質膜試作

品の断面を示している。 

 

c) 機械的・化学的試験 
機械的・化学的性状は、引っ張り試験、

圧縮試験、接触角試験、加水分解加速試験
とSEMによる表面形状の観察を中心として
すすめる。 

 
② in vitroでの培養細胞の応答性の解析を

通した試料のスクリーニング 
a) 足場に求める基本的要件 

まず重要なことは、骨膜の初期付着
と細胞遊走である。これらの基準を満
たす試料を以下の検討に供する。 

 
b) 骨膜・歯根膜の採取と培養 

ヒト骨膜については、歯学部倫理委員
会で承認された実験計画に基づいて、書
面による説明と同意のもとに健康なド
ナーから採取した骨膜を細分化してか
ら explant culture により骨膜シートを
作製する。さらに、酵素的に細胞を分散
させ継代培養する。 

分散した細胞はそのままの集団で使
用するか、あるいは幹細胞マーカーとい
われる CD73, CD90, CD105 のほか、CD34, 
CD146, STRO-1 などの細胞表面抗原を指
標として、磁気ビーズで分画化しフロー
サイトメーターでの確認のうえ、以下の
実験に供する。 

 
③ in vitroでの評価基準 
細胞の初期接着、細胞の深部気孔への移

動・侵入と増殖、細胞のアルカリホスファタ
ーゼ活性ほか骨芽細胞分化マーカーの発現
を指標として評価する。 
初期接着に優れた足場は細胞遊走を促す。

深部気孔へ細胞を誘導できる足場は細胞外
基質の産生活性が高いことが多く、分化誘導
によって骨形成活性を亢進させる傾向であ
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る。初期の検証を経て、有望なものについて、
DNA microarray を用いた mRNA 発現を網羅的
に解析する。 
播種については、コラーゲンやヒアルロン

酸を適量加えて粘性を持たせた細胞懸濁液
を作製し、弱減圧下、深部気孔にまで送達す
し回転培養器により培養する。 

 
(2) 平成 25 年度以降 
① 前年度の基材試作と in vitro スクリーニ

ングの継続 
 

② 前年度からの基材試作とin vitroのスク
リーニングを継続しておこなうとともに、
有望な試作品については、以下のin vivo
の実験に進む。 

 
③ in vivoでの生物材料と複合化した足場

の性能評価 
a) 動物への移植実験をおこなう。培養した

ヒト骨膜シートを足場とともにヌード
マウスの背部皮下に移植する。組織学的
に確認することは、短期的には異物反応
と炎症反応の有無である。足場に由来し
た異物巨細胞の出現や類上皮の形成は認
められるべきではない。中長期的には、
足場の分解と吸収である。 
 

b) 培養骨膜シートとしての機能向上につい
ては、石灰化や類骨の形成を同じく組織
学的に評価する。パラフィンあるいは凍
結切片による HE 染色、von Kossa 染色、
ALP 免疫染色、ヒトミトコンドリア免疫
染色(移植細胞の寿命をモニター)ととも
に、テトラサイクリン・カルセイン投与
からビラヌエバ染色を施したサンプルの
非脱灰樹脂切片においても検討し、足場
の性能評価とする。 

 
c) μCT および移植したヌードマウスを生

きたまま内部を可視化できる in vivo 
NIR (near-infrared) imaging 技術によ
って、非侵襲的に移植した複合体の骨形
成活性を可視化・定量化する。 

 
④ 理想的足場の具体化 

設計段階でバリエーションを持たせた足
場について、細胞の応答性を指標として、
最適な物性と構造を明らかにする。また、

その足場を形として試作する。 
 
⑤ 各年度を通して、研究成果は国内外の学会

で発表するとともに査読のある国際誌に
論文として投稿する。開発した足場の知的
財産権確保のためには、特許出願もおこな
う。 

 
４．研究成果 
(1) 基材の開発と機械的・化学的性状解析 

生分解性高分子であるポリカプロラク
トンおよび骨の無機成分であるヒドロキ
シアパタイトの複合多孔質基材の作製条
件を検討した。ポリカプロラクトン溶液に
ヒドロキシアパタイト粒子（生体材料研究
用，0.3 × 1.3 μm）を懸濁したものをシ
ャーレにキャスト後，溶媒を蒸発させるこ
とにより，基材を作製した。溶媒の種類（ク
ロロホルム，アセトン），ポリマー濃度，
ヒドロキシアパタイトの含有率，溶媒の乾
燥速度を調節することにより，多孔質の基
材を作製することに成功した。引張試験に
より機械的特性を測定し，走査型電子顕微
鏡を用いてヒドロキシアパタイトが複合
されていることと基材表面に 10 μm 程度
の孔を形成し，内部も多孔質であることを
確認した。この基材に骨芽細胞様細胞
Saos-2 を播種したところ，基材表面に付
着して増殖することが示された。 
 

(2) in vitroでの培養細胞の応答性の解析
を通した試料のスクリーニング 
スクリーニングのための基盤技術の確

立に主眼を置いて以下の研究成果を得た。 
① 光透過性の乏しい基材における少数の

細胞の応答性解析 
1cm2 の培養面積をもつチタン板をサ

ンプルとして、そこにヒト骨芽細胞前駆
細胞を培養した。コントロールの未処理
チタン板に対して、大気圧プラズマ処理
したチタン板の細胞親和性を比較した。 
プラズマ処理チタン板上では、骨芽細

胞はより短時間に、より広い面積で接着
する様子が観察されたが、その際に細胞
骨格であるアクチン線維の形成はコン
トロールに比べて顕著に劣っているこ
とが判明した。 
細胞接着とそれに伴う細胞骨格と接

着班の形成は、細胞の増殖分化に大きな
影響を与えるといわれている。細胞増殖
については、プラズマ処理したチタン板
上での増殖の方が活発であった。一方、
細胞分化および成熟化については、コン
トロールと有意な差は認められなかっ
た。しかし、細胞に骨芽細胞誘導をかけ
た状態で比較すると、プラズマ処理した
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チタン板上で培養した場合、骨芽細胞マ
ーカーである Col 1A1, RUNX2, ALP など
の mRNA 発現が顕著に亢進することを明
らかにした。 
 したがって、104 個程度の少数の細胞
を用いて基材のスクリーニングをする
場合、蛍光色素による形態的な観察評価
と RT-PCR による遺伝子発現の評価が有
効であることを明らかにした。 
 

② 基材の表面硬度と細胞の表面硬度の相
関性の解析 
 実験系は、プラスチック培養皿と重層
化した骨膜細胞シートを基材と見立て
て比較し、それぞれの培養条件における
細胞表面の硬さ(細胞骨格の形成程度)
を評価した。その結果、プラスチック培
養皿と重層化細胞シートはそれぞれ
1.7GPa と 3.5-5.5kPa であった。対照と
して用いた単層培養細胞シートの硬さ
は 10kPa であった。 
以上の結果から、骨膜細胞の場合、下

の図に示した通り、より硬い基材表面で
は細胞骨格であるアクチンの重合が促
進され、細胞運動が活発になっているこ
とが示唆された。 

 
③ 細胞の運動活性を指標とした細胞応答

解析 
in vitro で組織再生能を評価する方

法として scratch assay という方法があ
る。time-lapse imaging 技術により細胞
の動態をトラッキングすることで、より
定量性の高い評価法とすることを目指
した。 
倒立顕微鏡に CO2ステージチャンバー

を設置して、恒温恒湿状態でプラスチッ
クディッシュ上に培養したヒト血管内
皮細胞を実験系確立のためのモデルと
して、多血小板血漿(PRP)に対する応答
性を観察した。なお、光不透過性基材上
での培養を想定して、細胞は蛍光色素で
標識した。PRP (0.3%)を投与した群の細
胞は、有意に運動活性が亢進した。さら
に、投与後 3時間程度までの初期の活性

化とそれに続く不活性化状態から構成
されていることを明らかにできた。 
 

④ 基材を用いた培養工程が細胞の品質に
及ぼす影響の評価法の開発 
骨膜シートの細胞重層化程度によっ

て、接着因子の発現に変化が見られたが、
骨膜シートの形態的変化や培養条件に
かかわらず、integrin α1β1 と CD44
が主要な接着因子となっていることを
明らかにした。 
これらの結果から、細胞接着因子を評

価することで、骨膜シートの品質、とく
に有効性を評価できる基盤ができた。 
 

(3) in vivoでの生物材料と複合化した足場
の性能評価 

① 熱圧延 PRF 膜の有用性の検討 
Platelet-rich fibrin (PRF)は、膜と

して使用する場合、生体内では 1週間程
度で分解されることを念頭に置かなけ
ればならない。生分解性を制御するため
に、加熱圧延(90℃, 5-10 秒)という方法
で架橋構造を強化する方法を考え、その
分解性を in vitro および in vivo で検
討した。 
in vitroのplasminを用いた加速試験

では、未処理 PRF 膜が 3-4 日で粉々に分
解されてしまうのに対して、加熱圧延処
理した PRF 膜は 10 日を経ても分解され
なかった。in vivo のマウス背部皮下埋
植試験では、未処理サンプルが 1週間程
度で活発な細胞浸潤により分解されて
しまうのに対して、処理サンプルは分解
がゆっくり進行するものの4週間にわた
って存在が確認された。また、特筆すべ
きは、処理サンプルに対する組織親和性
は良好であり、周辺細胞にコラーゲン産
生と創傷治癒を促進すること効果があ
ることであった。 
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