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研究成果の概要（和文）：キトサンにケイ酸化学種を分子レベルで修飾し皮膜の物質透過性を制御したミクロカプセル
を創製し，カプセル内部の微小空間において生理活性物質を合成することが目的である。皮膜あるいはカプセル内にカ
ルシウムイオンを導入し，それらのアパタイト形成能を確認した。またカプセル作成時に細胞や生理活性物質を内包す
ると，その後の洗浄過程等で死滅したり失活する為，カプセル作成後にインジェクションによって内部に生理活性物質
を導入することを試み，通常の吸着法では担持できない量の薬剤を包括可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chitosan is a polycation and can form the polymerized membranes by the reaction 
with polyanions. We prepared the chitosan-silicate hybrid membranes via the sol-gel process. Their 
wettability, mechanical properties, and degradability were controllable by the density of cross-linking 
between the amino groups of the chitosan chains and the epoxy groups of GPTMS. Moreover, the hybrid 
membranes had excellent cytocompatibility for various cells, such as osteoblastic cells, fibroblast 
cells, and human gingival cells. In this study, the capsules were prepared from the chitosan-GPTMS 
hybrids precursor sol for the controllable releasing by the crosslinking of the chitosan matrix. And 
then, the capsules were modified by hydroxyapatite to improve their mechanical properties. The drug model 
was injected by micro manipulation methods.

研究分野：生体材料化学
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療の発展により，細胞が有する

種々の機能を利用した次世代医療システ

ム“細胞療法”が注目されている。細胞を安

定に機能させる為には，免疫系に影響を

与えず，生体内で非自己の機能性細胞を

長時間生存させる必要がある。これまで

にアルギン酸等の高分子材料を用いて細

胞を包括固定化し，生理活性物質を生体

内で分泌するカプセルの作製が試みられ

ている。カプセル皮膜が包括細胞を免疫

系から保護し，その皮膜の物質透過性に

よって細胞が分泌した生理活性物質を恒

常的に徐放可能である。またミクロサイ

ズのカプセルは注射器等で使用可能なこ

とから注入型材料としての応用が期待で

きる。一方，近年 Hench らは Bioglass®と

呼ばれるガラスから溶出したケイ酸成分

が骨芽細胞の遺伝子を活性化させると指

摘した。しかし数多くの重合状態を呈示

するケイ酸塩イオンのうち，どれが効果

的なのかは全く解明されていない。さら

に，コロイダルシリカは結合組織の発達

を促進しアモルファスシリカはラット創

傷部の再生を促す等の報告はされている

が，骨以外の組織に対するケイ酸化学種

の影響は詳細には分かっていない。ケン

キュ代表者らはキトサンとシランカップ

リング剤から高い骨芽細胞適合性を有す

る有機-無機ハイブリッド複合体を開発し

た。このハイブリッド複合体は膜や多孔

質体を作製することができ，合成条件を

調整すればその分解性を制御することも

可能で，ヒト大腿骨由来骨髄細胞におい

て良好な接着・増殖を示し高い石灰化能

を示した。また神経組織再生の足場材料

としても本ハイブリッド複合体は良好な

結果を示している。さらに前駆的研究（若

手スタートアップ 2009年度，研究活動ス

タート支援 2010年度）において，本複合

体と同組成のゾル溶液からミクロカプセ

ルを作製し，その内部に骨芽細胞を包括

することが可能であることが分かった。

そこで，本カプセルの微細構造をケイ酸

種の加水分解・縮合反応により制御し，

①各種細胞をカプセル内部に包括させ集

積し 3 次元体組織を構築する。②カプセ

ル内部で骨髄由来間葉系幹細胞の骨分化

活性を誘発させ，リン酸カルシウム系生

理活性物質を産生させる。③カプセル内

外のイオン拡散を制御し，リン酸カルシ

ウム系化合物をカプセル内部で合成する。

の 3 点を可能とする新規カプセル皮膜を

創製し，カプセルの特性とケイ酸化学種

の微細構造との関連を明らかにすること

を目的とした。 

 

２．研究の目的 
 カプセル皮膜の組成および合成条件を

検討し，下記の二点に着目して，ミクロ

カプセルの微細構造（カプセル膜の構造，

物質透過性，分解性，機械的特性），修飾

したケイ酸化学種の徐放挙動（加水分

解・重縮合反応制御），および高生体機能

性発現（細胞増殖性，細胞分化活性，細

胞からの生理活性徐放挙動，タンパク質

吸着挙動）の相関を学術的に追求する。 

①細胞包括ミクロカプセルの集積による

3次元体組織の構築：骨芽細胞を初めとす

る各種細胞を内部に包括させたミクロカ

プセルを目的の形に集積させ，3次元体組

織を構築する。ミクロカプセルの特性と

細胞挙動との関係から組織再生の機構を

明らかにする。またケイ酸化学種（濃度，

構造）による各細胞挙動の詳細を明らか

にする。 

②ミクロカプセルを用いた微小空間でのア

パタイト合成およびタンパク吸着挙動：ミ

クロカプセル内で化学的な反応あるいは細

胞の分化活性を用いてアパタイトを合成す



る。得られたアパタイトの微細構造・化学

的性質と細胞接着／タンパク質吸着挙動と

の関係を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 キトサン0.03 gを0.1 M 酢酸 3.00 gに加え

て室温で 1時間撹拌し，さらに 0.1 M酢酸カ

ルシウム水溶液を 6.5 g加え室温で 1時間撹

拌した。キトサン：GPTMSのモル比が 1：2

となるよう GPTMSを加えて室温で 1時間撹

拌し，キトサン−GPTMS溶液を調製した。蒸

留水に 0.5 w/v%となるよう CMCを溶解させ

CMC溶液を調製した。キトサン−GPTMS溶

液をスターラーで撹拌しながら，そこにディ

ストリマンピペットを用いて CMC溶液を 1 

µLずつ滴下し，5分間撹拌してキトサン−シ

ロキサン複合カプセル (ChG) を得た。      

 ChG 50個を，37Cで 30分間，5 mLの 200 

mM CaCl2水溶液と 5 mLの 120 mM Na2HPO4

水溶液に交互に 3回浸漬し，アパタイト被覆

型キトサン−シロキサン複合カプセル 

(ChG+HAp) を得た。得られた試料の結晶構

造を，粉末 X線回折法を用いて調べた。試料

形態を走査電子顕微鏡 (SEM) を用いて観察

し，エネルギー分散型 X線分光装置 (EDX) 

にて元素分析を行った。SEM観察に用いる試

料には，事前に Pt-Pdを蒸着した。 

① ミクロカプセル内での細胞培養 

 ChGカプセル作製時に骨芽細胞懸濁液を

CMC溶液に混合し，細胞包括カプセルを作

製した。酢酸溶媒をアスコルビン酸，グルタ

ミン酸に変えたものも同様に作製した。作製

後の ChGカプセル内にマイクロキャピラリ

ーを用いて細胞培養懸濁液を後から注入す

ることも試みた。 

② アパタイト修飾ミクロ粒子を用いた薬物

徐放挙動試験   

 骨形成タンパク質のモデル物質としてシ

トクロム C (Cyt. C) を用いた。含浸法を用い

た際，各試料の最大担持量は，試料 1個当た

り，ChGで約 30 μg，ChG+HApで約 9.3 μg

であった。各最大薬剤量担持試料 10個を pH 

3生理食塩水 200 μLに浸漬し，37C，静置環

境下で保持した。浸漬後 10，20，30，40，50

分，1，2，3，4，5，6時間後の上清を採取し，

マイクロプレートリーダを用いて波長 528 

nmの吸光度を測定し，各試料の Cyt. C徐放

率を算出した。 

 次に，ChG+HAp を薬剤担体とし，マイク

ロインジェクション法にて含浸法よりも多

くの薬剤が導入可能かの検討を行った (図 1)。

9.3 μgおよび 27.9 μg/0.3 μLのCyt. C溶液を調

製して試料 1個当たりに約 0.3 μLをマイクロ

キャピラリーを用いてインジェクションし，

試料 1個当たりそれぞれ 9.3 μgおよび 27.9 μg

の Cyt. Cを導入した。試料各 10個を pH 3生

理食塩水 200 μL に浸漬し，37C，静置環境

下で保持した。浸漬後 10，20，30，40，50

分，1，2，3，4，5，6時間後の上清を採取し，

マイクロプレートリーダを用いて波長 528 

nmの吸光度を測定し，各試料の Cyt. C徐放

量 (μg) を算出した。 

 

４．研究成果 

① ミクロカプセル内での細胞培養 

 酢酸溶媒をアスコルビン酸，グルタミン酸

に変更し，カプセル作製時に細胞を包括する

ことを試みたが，カプセル作製後の洗浄操作

時に細胞が死滅することを防ぐことはでき

なかった。一方，作製後のカプセルにマイク

ロインジェクション法を用いて細胞懸濁液

を注入することはできたが，注入時キャピラ

リーによって形成した穴が塞がらないため，

細胞が孔から漏れたり，皮膜特性（強度，粘

弾性）がインジェクション作動に適さず，キ

ャピラリーを引き抜く際に，カプセルが崩壊

した。よって，ChGカプセル皮膜をヒドロキ

シアパタイトで修飾しカプセル皮膜強度を

向上させた（ChG+HAp）。 

② ミクロカプセルを用いたアパタイト合成 



 XRD回折図より ChG+HApにおいて 2 θ = 

26および 32付近に HAp (ICDD PDF 

#09-0432) に帰属されるピークが検出された。

EM 像より，ChG 表面は平滑である一方，

ChG+HAp 表面には析出物が観察された。ま

た，EDXスペクトルより，ChGにおいては観

察されなかった Ca および P のピークが

ChG+HAp においては検出された。これらよ

り，ChG+HAp 表面に観察された析出物は

HApであると考えられる。 

 図 2に含浸法により薬剤を担持させた試料

の薬剤徐放試験の結果を示す。両試料とも，

6 時間以内に担持薬剤の約 70%が徐放された。

徐放曲線をWeibull model F (t) = k (1-exp(-atb)) 

で解析した結果を表 1に示す。表 1より，両

試料の aの値がほぼ同じであることから，初

期の徐放速度はほぼ等しいが，ChGでは bの

値が 1よりかなり小さいことから徐放速度が

減少したことがわかる。これは，ChGからの

Cyt. Cの初期バーストが原因として考えられ

る。一方，ChG+HAp の b の値は 1 に近いこ

とから，試料表面に修飾した HApによりカプ

セル皮膜の微細孔が塞がれ，Cyt. Cの初期バ

ーストが抑制されたと考えられる。これらよ

り，ChG 表面への HAp 層形成による Cyt. C

の初期バーストの抑制効果は，徐放後 1時間

以内において確認された。 

 図 2に，マイクロインジェクション法にて

1 試料あたりの薬剤導入量を変化させた

ChG+HAp に関する薬剤徐放試験の結果を示

す。これより，インジェクションする薬剤溶

液の Cyt. C濃度を変えることで，含浸法にて

担持可能な量 (9.3 μg/1 試料) 以上の Cyt. C

の導入が可能であった。徐放曲線を Weibull 

model で解析した結果を表 2 に示す。試料 1

個当たりの Cyt. Cの導入量を変えても，a お

よび b の値がほぼ同じだったことから，

ChG+HApからの Cyt. Cの徐放挙動は Cyt. C

の導入量には依存しないことがわかった。こ

れより，インジェクションする溶液の薬剤濃

度を変化させることで，含浸法により担持可

能な薬剤量よりも多くの薬剤を徐放できる

と考えられる。 
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