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<はしがき> 

本プロジェクト「生命機能マテリアルによる次世代再生医療技術の構築および垂直統合型研究拠

点形成」は、平成 23 年度に文部科学省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業として採択され、明

治大学特定課題研究所「先端医療材料創製ユニット」（2014 年 4 月より明治大学生命機能マテリア

ル研究クラスター（http://www.isc.meiji.ac.jp/~a_lab/cluster/）に移行）を中心として 5 年計画で

研究を推進した。 

このプロジェクトは、平成 18 年度から平成 22 年度に推進した私立大学学術高度化推進事業「学

術フロンティア」（課題名：高度先進医療を支援するハイパフォーマンスバイオマテリアルの創製

とその医療用デバイスとしての応用）で得られた研究成果に立脚し、生命現象に積極的に働きかけ

る「生命機能マテリアル」の創製と、それを活用して医工連携により次世代の「再生医療」に貢献

する医工学技術の構築を目指している。これまでの類似研究は、医学あるいは工学サイドで独自で

展開されている場合が多く、組織再生に必要な細胞の足場材料（スキャフォルド）の創製から三次

元組織の再生、生体内試験までを川上から川下まで一貫して研究する組織はほとんどなかったと思

われる。本プロジェクトでは、密接な医工連携により次世代再生医療のための「垂直統合型研究拠

点」を形成することも目的としている。 

今年度(2015 年度)で、プロジェクト開始から 5 年目（最終年度）を迎え、これまでの研究成果を

まとめたので、これを有識者の方々に配布し、我々の研究成果を報告するととともに、今後の発展

のために忌避のないご意見を頂ければと考えている。 

このプロジェクトは、私立大学を中心とした「密接な医工連携による次世代再生医療技術の構築

と垂直統合型研究拠点の形成」を目指しており、理工農系だけでなく医学系のメンバーにも参画し

ていただいている。また、このプロジェクトは、a) 生命機能マテリアルによる次世代スキャフォ

ルドの創出, b) 三次元組織の構築と機能, c) 血管形成の制御, d) in vitro → in vivo 評価系の構築

の４つのサブプロジェクトから構成されており、それぞれのサブプロジェクトに、1) 材料創製と

その機能評価を行なう研究者、2) 創製した材料を生物学的な視点で評価・解析できる研究者、3) 創

製した材料の実際の病態に即した臨床的研究を行なえる研究者を配置し、「材料創成から機能評価

まで」を一貫して遂行できる研究体制で臨んでいる。 

この「研究成果報告書」は７つの章から構成されている。まず、第 1 章は「プロジェクト総括」

であり、研究代表者が報じている。第 2 章～第 6 章では、研究代表者および研究分担者が推進して

きた課題についてサブプロジェクトごとに詳細に報告している。第 2 章は「生命機能マテリアルの

創出」、第 3 章は「三次元組織の構築」、第 4 章は「血管形成の制御」、第 5 章は「血管を含む組織

再生」、第 6 章は「in vitro → in vivo 評価系の構築」について報じている。 

このプロジェクトによる研究推進により、専門を異とするメンバー間の相互理解は深まり、本学

がバイオマテリアル創製の中核的研究拠点のひとつに発展しつつあると確信している。今後は、こ

れらの研究体制を基盤として、さらなる飛躍をはかり、我が国だけでなくグローバルな視点で

Quality of Life (QOL)の向上に貢献するような材料の創製と研究拠点の構築を目指したい。 

 

研究代表者 相澤 守（明治大学理工学部・教授） 

2016 年 3 月 31 日 
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1. はじめに 

再生医療は組織を形成する細胞、その細胞の足場となる材料(スキャフォルド)および細胞の成長因子

を巧みに組み合わせて組織を再生する技術である。他の先進諸国に先駆けて、超高齢社会に突入した我

が国においては、「再生医療」は多くの方々の生活の質(Quality of Life; QOL)の向上を約束する医工学融

合技術といえる。 

本研究では、「生命機能マテリアル」を用いて血管形成を含む機能的な三次元組織を再生させる技術

を確立する。当該プロジェクトの研究計画の概略を以下に示す。最初の 3 年間を「phase I」と位置付け、

三次元的な骨・軟骨・肝組織の再生と血管新生に係わる基礎研究を推進する。ついで、後半の 2 年間を

「phase II」と位置付け、複数組織の同時再生を目指す応用的な研究を実施する。 

また、2013 年 9 月に文部科学省に提出した中間審査報告の結果が 2014 年 5 月 13 日付で届き、審査員

4 名中、A 評価 3 名・B 評価 1 名の比較的高い評価を受けている（A: 着実な進捗が見られる, B: 進捗は

見られるが、改善すべき点がある, C: 進捗があまり見られない）。本年度(2015 年度)はプロジェクト開

始から 5 年目にあたり、最終年度となる。審査員からいただいたコメントを参考にし、これまでに整備

した設備などを有効に活用しながら研究を推進した。本稿は、5 年分の研究成果をまとめたものである。 

 

2. サブプロジェクトおよびその担当者 

本研究では、血管形成を含む機能的な三次元組織を再生させる技術を確立することを目的としている

が、これを達成するためには、４つの要素技術：i) 三次元的な組織構築のためのスキャフォルド, ii) 三

次元組織を構築する培養方法の確立, iii) 血管の導入, iv) 評価系の構築を確立する必要がある。そこで、

これらの４つの要素技術を確立するとともに、最終的にこれらを統合して次世代を見据えた「再生医療

技術」を構築する。これまでの類似研究は、医療あるいは工学サイドで独自で展開されている場合が多

く、組織再生に必要なスキャフォルドの創製から三次元組織の再生、生体内試験までを川上から川下ま

で一貫して研究する組織はほとんどなかった。本プロジェクトでは、密接な医工連携により次世代再生

医療のための「垂直統合型研究拠点」を形成することも目的としている。 

そこで、本研究プロジェクトのメンバーを、 

1) 材料創製とその機能評価を行なう研究者 （研究者カテゴリー#1） 

2) 創製した材料を生物学的な視点で評価・解析できる研究者 （研究者カテゴリー#2） 

3) 創製した材料の実際の病態に即した臨床的研究を行なえる研究者 （研究者カテゴリー#3） 
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から構成し、それらが互いに有機的に連携した研究組織を構築した。現在、「医工連携」がひとつの潮

流であるが、本研究ではそれに生物学的な要素も加えた「医理農工」による連携体制で研究に臨んでい

る。 

また、本プロジェクトでは、より効率的に研究成果をあげるため、チームを次の４つの部門に分類し、

そのチームで以下のサブプロジェクトを推進している。なお、担当者の Bold は本学メンバーで、斜体

は外部機関のメンバーである。 

a) 革新的な生命機能マテリアルの創製およびその機能 

Phase I において創出した「生命機能マテリアル」による次世代型スキャフォルドのさらなる高機能化な

らびに多機能化を指向し、組織再生制御、分化誘導制御、免疫賦活効果とその制御、耐感染性制御プロ

セスを確立する。 

[担当者：相澤・吉村・渡邉・深澤・本田] 

b) 三次元組織の構築と機能 

a)で開発した生命機能マテリアルを培養基材として、例えば、骨芽細胞と血管内皮細胞を培養すること

で、「骨＋血管」を同時に再生させることが可能な材料と培養方法を確立する。最終的には、高密度三

次元培養を可能にするラジアルフロー型バイオリアクター(RFB)を使用し、臨床応用可能なサイズを持

つ三次元組織を構築する。 

[担当者：相澤・竹中・神澤・松本(守)・石井・松本(秀)・二木・松浦] 

c) 血管形成の制御 

再生組織をより長期間にわたって機能させるには、血管を備えた骨組織や肝組織を構築する必要がある。

ここでは、再生組織への血管導入を踏まえた基礎研究を行い、その知見を b)にフィードバックすること

で、当該プロジェクトの後半時期に「血管を備えた組織再生」を目指した基礎研究を展開する。 

[担当者：相澤・長嶋・神澤・江本・松浦] 

d) In vitro→in vivo 評価系の構築 

「再生組織」の生命機能の発現とそのメカニズムを検証するには、適切な評価系を構築する必要がある。

まず、細胞を利用した in vitro 系で生命機能を評価する系を確立し、ついで実際の病態に即した評価が

できるように in vivo 系で生命機能を評価する系を確立する。 

[担当者：長嶋・相澤・平岡・本田] 

 

上記の内容を表にまとめると以下のようになる。 

サブプロジェクト 
材料創製とその機能評価を

行なう研究者 
（研究者カテゴリー#1） 

創製した材料を生物学的
な視点で評価・解析でき

る研究者 
（研究者カテゴリー#2） 

創製した材料の実際の病態
に即した臨床的研究を行な

える研究者 
（研究者カテゴリー#3）  

生命機能マテリアルに
よる次世代 Scaffold の創

出  

○相澤・吉村・深澤・  
渡辺  

相澤・本田  --- 

三次元組織の構築と 
機能  

○相澤  竹中・相澤・神澤  
骨：松本(守)、石井  

軟骨：松本(秀)、二木  
肝臓：松浦  

血管形成の  
制御  

相澤  長嶋・相澤・神澤  江本・松浦  

In vitro→in vivo評価系の
構築  

相澤 ○長嶋・平岡・本田  --- 

 



 

4 
 

上記の 4 つのサブプロジェクトは、これまで行なってきた共同研究の実績をふまえ、ある一定の期間

内で優れた成果を挙げ、さらに本学を世界レベルの研究拠点として発展させるため、以下の研究機関と

の共同研究体制で推進している。 

① 慶應義塾大学医学部（整形外科教室）（研究者カテゴリー#3, 研究部門b） 

② 東京慈恵会医科大学（臨床医学講座）（研究者カテゴリー#3, 研究部門b, c） 

③ 国際医療福祉大学（研究者カテゴリー#3, 研究部門c） 

④ 上智大学理工学部（物質生命理工学科）（研究者カテゴリー#2, 研究部門b, c） 

なお、これらのサブプロジェクトは代表者の相澤が統括するが、各サブプロジェクトにリーダーを設

け（上記、担当者の下線）、充分にコミュニケーションをとりながら研究を遂行している。 

 

3. 研究組織 

研究者名 所属・職名 プロジェクトでの研究課題 プロジェクトでの役割 

相澤 守 理工・教授 

生命機能マテリアルによる次世代

スキャフォルドの創出 
三次元組織の構築と機能（骨・軟

骨・肝） 
血管形成の制御 

組織再生の足場となる生命機能マテリアル

を創出する。また、そのスキャフォルドを

利用して、骨、軟骨、肝を対象とした三次

元組織の構築をするとともに、血管の形成

についても検討する。 

長嶋比呂志 農・教授 
In vitro→in vivo 評価系の構築 
血管形成の制御 

長嶋教授らの作出した体の組織が蛍光下で

赤く光るクサビラオレンジ豚を用いて、生

命機能マテリアル単独あるいはそれを基材

として再生した組織の生体内反応を血管新

生も含めて調査する。 

吉村英恭 理工・教授 
生命機能マテリアルによる次世代

スキャフォルドの創出 

高分解能透過型電子顕微鏡を駆使し、生命

機能マテリアルの超微細構造を調査する。

この知見を別に行なう生体活性の評価と関

連付ける。 

平岡和佳子 理工・教授 In vitro→in vivo評価系の構築 

フローサイトメトリーおよび電子スピン共

鳴法などを利用し、生命機能マテリアルと

共培養した細胞の機能性について調査す

る。 

竹中麻子*1) 農・教授 三次元組織の構築と機能（肝） 
ラットなどから肝細胞を採取し、生命機能

マテリアルとの共培養を行ない、その細胞

の機能について検討する。 

渡辺友亮*2) 理工・教授 
生命機能マテリアルによる次世代

スキャフォルドの創出 

生命機能マテリアルの材料化学的評価を推

進し、別に行なう生体活性の評価とを関連

付ける。 

深澤倫子 理工・准教授 
生命機能マテリアルによる次世代

スキャフォルドの創出 

ラマン分光法を駆使し、生命機能マテリア

ルの欠陥構造の解析を行なう。この知見を

別に行なう生体活性の評価と関連付ける。 

本田みちよ*3) 

明治大学 研

究・知財戦略機

構・ 
研究推進員 

血管形成の制御 
In vitro→in vivo評価系の構築 

クサビラオレンジ豚の頭蓋骨などから初代

骨芽細胞を樹立する方法を確立するととも

に、生命機能マテリアルとの共培養を行な

う。 

（共同研究機関等） 

松本守雄*4) 
慶應義塾大学・ 

医学部・ 
三次元組織の構築と機能（骨組織） 

ラットなどから間葉系幹細胞を採取し、生

命機能マテリアルとの共培養により三次元
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教授 な骨組織を構築し、その機能を調査する。 

石井 賢 
慶應義塾大学・ 

医学部・ 
講師 

三次元組織の構築と機能（骨組織） 
ラットなどから間葉系幹細胞を採取し、生

命機能マテリアルとの共培養により三次元

な骨組織を構築し、その機能を調査する。 

松本秀男 

慶応義塾大学・

医学部・スポー

ツ医学総合セン

ター・教授 

三次元組織の構築と機能（軟骨） 
ラットなどから間葉系幹細胞を採取し、生

命機能マテリアルとの共培養により三次元

な軟骨組織を構築し、その機能を調査する。 

二木康夫 
慶應義塾大学・ 

医学部・ 
講師 

三次元組織の構築と機能（軟骨） 
ラットなどから間葉系幹細胞を採取し、生

命機能マテリアルとの共培養により三次元

な軟骨組織を構築し、その機能を調査する。 

松浦知和*5) 
東京慈恵会 
医科大学・ 

教授 
三次元組織の構築と機能（肝） 

ラットなどから間葉系幹細胞を採取し、生

命機能マテリアルとの共培養により三次元

な肝組織を構築し、その機能を調査する。 

江本 精*6) 
国際医療福祉大

学・ 
教授 

血管形成の制御 
血管導入量を定量化する実験系を確立し、

それをスキャフォルド内部への血管新生に

応用する。 

神澤信行*7) 
上智大学・ 
理工学部・ 

教授 

血管形成の制御 
In vitro→in vivo評価系の構築 

生命機能マテリアルと共培養した血管内皮

細胞の機能を調査するための免疫染色法な

どを確立する。 

*1) 竹中麻子；平成 25 年 4 月 1 日：准教授より教授に昇格 

*2) 渡辺友亮；平成 24 年 4 月 1 日：准教授より教授に昇格 

*3) 本田みちよ；平成 25 年 10 月 1 日： KAST 常勤研究員を経て明治大学 研究・知財戦略機

構・研究推進員に異動 

*4) 松本守雄；平成 27 年 4 月 1 日：准教授より教授に昇格 

*5) 松浦知和；平成 26 年 1 月 1 日：准教授より教授に昇格 

*6) 江本 精；平成 23 年 4 月 1 日：福岡大学・医学部・准教授より国際医療福祉大学・教授に

昇格 

*7) 神澤信行；平成 26 年 4 月 1 日：准教授より教授に昇格 

 

4. 研究成果の概要 

プロジェクト開始以来、学内外のメンバー間での学際的交流を推進する意味も含めて、一年間に 3-4

回の割合で、本学において「次世代バイオマテリアルを考える会 (勉強会)」を開催している。この勉強

会では、各回 1-2 名のメンバーや外部有識者が最新の研究紹介などを行ない、情報の共有化をはかり、

研究推進のためのソフトな基盤構築を進めている。この勉強会を開催するタイミングで研究者間の進捗

報告を行なっている。さらに、上記の勉強会とは別に国内外の有識者を招聘して行なう「公開シンポジ

ウム」も概ね年間 1-2 件開催している。本事業は、既に専門を異にする研究者が互いに協力して多くの

研究発表および論文を報告しており、密接な「医工連携」を基盤とする「次世代再生医療のための垂直

統合型研究拠点」として順調に発展していると自己分析している。  

図 1 に本プロジェクトの概略と計画（マイルストーン）を示す。最初の 3 年間を「phase I」と位置付

け、三次元的な骨・軟骨・肝組織の再生と血管新生に係わる基礎研究を推進した。ついで、後半の 2 年

間を「phase II」と位置付け、複数組織の同時再生を目指す応用的な研究を実施している。 
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まず、本事業の申請時に掲げた目標（phase I；3 年目まで）およびそれらに対する達成度をサブプロ

ジェクト毎に「表 1」にまとめて示す。右欄の総合的な達成度は自己評価であり、◎は目標よりも達成

度が高い、○が目標通り進捗している、△がやや予想よりも遅れていることを示している。 

 

表 1 Phase I における研究目標と具体的な研究成果および達成度 

サブプロジ
ェクト 

Phase I の目標 
(2011-2013 年度) 具体的な研究成果 

総合的
な 

達成度 

1) 生命機

能マテリア

ルによる次

世 代

Scaffold の

創出 

1) 我々が独自に開発したアパ

タイトファイバースキャフォ

ルドなどを生命機能マテリア

ルのモデル物質として、次世代

再生医療に貢献する新規なス

キャフォルドを開発する。 
2) 特に、スキャフォルドの化

学組成や微細構造、力学的な強

度、表面特性、配向性、ナノレ

ベルの欠陥構造などについて

精査する。 
3) さらに、スキャフォルドが

発現する「生命機能」として、

骨芽細胞のいないところでも

骨形成を生じる「骨誘導」に着

目し、スキャフォルドの材料特

性と骨誘導の発現との関連性

を明らかにする。 

従来のアパタイトファイバースキャフォルドの作製

方法を見直し、気孔率を制御した高強度化 AFS の創製

に成功している。また、アパタイトファイバーではなく、

リン酸カルシウムファイバーを出発原料にすることで、

化学組成(リン酸カルシウム相)を制御した高強度化スキ

ャフォルドの創製にも成功している。これらの高強度化

スキャフォルドを長嶋らが作出したクサビラオレンジ

遺伝子導入ブタの脛骨・筋・脂肪組織にインプラントし

て、気孔内での骨形成を評価したところ、脛骨および筋

にインプラントしたスキャフォルドの気孔内部での骨

形成が認められ、スキャフォルド自体の生体内での吸収

も確認されている（*1）。筋内での骨形成は当該スキャ

フォルドが「骨誘導能」を備えていることを示しており、

これは骨再生のためのスキャフォルドとして極めて有

効な特性である。 
また、骨形成を促進させる元素であるケイ素(Si)を含

有したアパタイトファイバーを用いて新しいスキャフ

ォルド(Si-AFS)を創製し、Si を添加した AFS が優れた細

胞増殖性や骨形成能を有していることを明らかにして

いる（*2）。なお、この研究は「第 16 回生体関連セラミ

ックス討論会」において「The Division 賞」を受賞して

◎ 

本研究の概略とマイルストーン

100 mm

細胞の分化を制御して三次元組織の再生を
促す「生命機能マテリアル」の創出

概観

inout

Reserver

Reactor
三次元培養を可能にする「ラジアル
フロー型バイオリアクター」の利用

＋
骨再生
軟骨再生
肝再生
血管新生

三次元組織の構築 複数の組織を同時に再生
する基盤技術の構築

「骨＋血管」の再生
「骨＋軟骨」の再生
「肝＋血管」の再生

Phase I (2011-2013) 基礎的研究
Phase II (2014-2015) 

応用研究

骨 軟骨

肝臓 血管

図 1 本研究プロジェクトの概略とマイルストーン 
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いる。 

2) 三次 元

組織の構築

と機能 

1) 従来型スキャフォルドを高

密度三次元循環培養を可能に

するラジアルフロー型バイオ

リアクター (RFB)に装填し、

骨・軟骨・肝の３つの組織を対

象として、培養条件の最適化を

行なう。 
2) 得られた再生組織を組織学

的に評価し、細胞の分化レベル

について考察する。 
3) 研究の進捗が予定よりも早

い場合には、1)で開発した新し

いスキャフォルドで三次元組

織（骨、軟骨、肝）の構築を行

ない、各組織に対して最適な培

養条件を見極める。 

「骨再生」において、前記した従来型 AFS を直径 15 
mm、高さ 18 mm の円筒状に加工して、これを三次元循

環培養が可能なラジアルフロー型バイオリアクター

(RFB)に装填し、ラット骨髄間質系幹細胞を播種して、

骨芽細胞への分化誘導をかけながら所定の期間培養し

た。このとき、培地の循環速度を 0.4, 1.3, 6.3, 11.5 およ

び 16.5 cm3∙min-1 に設定して 5 種類の再生培養骨を構築

し、その AFS 内の骨芽細胞の分化レベルを調べたとこ

ろ、6.3 cm3∙min-1 の流速のときに最も骨芽細胞の分化が

誘導されることが分かった。これは細胞に対する適切な

シェアストレスが分化を促進することを示している

(*3)。なお、この研究は 2011 年度に「日本セラミックス

協会第 24 回秋季シンポジウム特定セッション学生優秀

発表賞（2012）」および 2012 年度に「日本セラミックス

協会第 25 回秋季シンポジウム特定セッション学生優秀

発表賞（2012）」に二年連続で採択されている。 
また、「肝再生」においても上記の技術を利用し、ア

ルブミン産生能やアンモニア解毒作用を備えたバイオ

人工肝の構築に成功し、3 か月もの長期培養にも成功し

ている(*4)。なお、この研究も「第 22 回無機リン化学討

論会」で「若手優秀研究発表賞」を受賞している。さら

に、「軟骨再生」についても、軟骨株化細胞を AFS に播

種して三次元培養を行ない、AFS が軟骨細胞の培養にも

好適であることを明らかにしている。 

○ 

3) 血管形

成の制御 

1) 再生組織への血管導入を踏

まえた基礎的研究を in vitro お

よび in vivoの両面から進める。 
2) スキャフォルド内部で血管

内皮細胞の三次元培養を行な

い、その細胞増殖と形態、細胞

侵入性などについて評価する。 
3) また、スキャフォルドをブ

タの筋内などに埋入して、スキ

ャフォルド内部での血管形成

について調査する。 
4) 最終的に、in vitro および in 

vivo において、スキャフォルド

内部に形成する血管を定量化

するプロセスを構築する。 

1)の AFS への血管新生の制御を指向し、前記した高強

度化 AFS への血管内皮細胞増殖因子(VEGF)の担持方法

を確立し、その薬剤徐放性について明らかにしている。

実際、血管内皮細胞モデルである M1 細胞（分担研究者：

松浦らにより樹立）を播種し、VEGF 担持の有無で VEGF
を担持させた AFS の方がより高い細胞増殖性を示すこ

とを明らかにしている(*5)。 
また、ブタ脛骨および筋・脂肪へのインプラント実験

も行なっている。現在、組織学的評価を進めているとこ

ろであるが、骨に関しては、VEGF を担持させると血管

形成のみならず、骨形成量が増加するという非常に興味

深い知見も得ている。さらに、AFS 内への血管新生を定

量化するため、ヒト血管内皮細胞（Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells ; HUVEC）モデルを利用して、AFS 内へ

の内皮細胞の侵入性を評価している。 

○ 

4) In vitro
→in vivo 評

価系の構築 

1) 細胞を利用した in vitro系で

生命機能を評価する系を確立

する。一例をあげると、長嶋教

授が作出したクラビラオレン

ジブタの頭蓋骨から赤く光る

初代骨芽細胞株を樹立する。 
2) In vitro 系での骨芽細胞の樹

立に続き、クラビラオレンジブ

タを用いた in vivo 系の評価方

法を検討する。例えば、創製し

たスキャフォルドをインプラ

ントし、組織学的に評価する方

法などを確立する。 
3) また、2)で構築した再生培

養骨などを臨床モデルにより

評価する実験系も確立する。 

長嶋らにより作出された huKO ブタは、臓器、筋肉、

血管、皮膚をはじめ、脳神経細胞、血球、組織幹細胞に

至るまで全身性に赤色蛍光を発現することから、臓器移

植・再生や細胞移植治療の研究に有用な大型動物となり

得ると期待されている。本研究では、huKO の胎児の頭

蓋骨を細胞ソースとして利用し、コラゲナーゼ消化法に

より骨芽細胞を単離することに成功し、この細胞が蛍光

化で赤く光ることも確認している。この蛍光下で赤く光

る骨芽細胞をケイ素を含有したアパタイトセラミック

ス上に播種し、その増殖と分化について検証し、バイオ

イメージングのツールとして有効であることを明らか

にしている(*6)。今後は、この細胞の三次元培養などを

進めていく。 
また、ブタを実験モデルとする in vivo 試験の方法も確

立できており、実際に前記した「骨誘導」など優れた研

究成果をあげつつある。さらに、慶應医学部との共同研

○ 
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究により、2)の再生培養骨を脊椎固定術に利用する実験

モデルを構築しつつあり、今後、インプラント実験を行

なう計画である。 

 

次に、本事業の申請時に掲げた目標（phase II；4-5 年目）およびそれらに対する達成度をサブプロジ

ェクト毎に「表 2」にまとめて示す。右欄の総合的な達成度は「表 1」と同様である。 

 

表 2 Phase II における研究目標と具体的な研究成果および達成度 

サブプロジ
ェクト 

Phase II の目標 
(2014-2015 年度) 具体的な研究成果 

総合的
な 

達成度 

1) 生命機

能マテリア

ルによる次

世 代

Scaffold の

創出 

1) Phase I までに得られたスキ

ャフォルド開発に関わる知見

をもとに、複数の組織を同時に

再生しうるスキャフォルドを

創製するとともに、その材料特

性や生体適合性を明らかにす

る。 
2) 免疫系に積極的に働きかけ

るバイオマテリアルを創製し、

その材料と脾臓由来の免疫細

胞(B 細胞、キラーT 細胞、ヘ

ルパーT 細胞、NK 細胞)との応

答性を明らかにする。 
3) 感染を防止する抗菌性バイ

オマテリアルを創製し、その抗

菌性を in vitro および in vivo の

両面から評価する。 

生命機能マテリアルとは、材料が細胞や生体に積極的

に働きかけて、細胞分化や骨誘導能(骨芽細胞非存在下

での骨形成)・免疫機能の亢進、耐感染性の発現などの

生命機能を引き出す性質を備えた材料である。今年度か

ら Phase II に突入したため、i) 組織再生制御、ii) 分化誘

導制御、iii) 免疫賦活効果とその制御、iv) 耐感染性制御

の切り口で生命機能マテリアルの高機能化ならびに多

機能化を推進している。 
一例を挙げると、気孔率を 70％に一定に設定した生体

活性をもつ水酸アパタイト(HAp)多孔体と生体吸収性を

もつ-リン酸三カルシウム(-TCP)多孔体をブタの脛

骨・筋・脂肪組織に埋入し、気孔内での骨形成能を明ら

かにする実験を行なった。HAp および-TCP いずれも優

れた骨伝導性(骨芽細胞存在下での骨形成)を発現する一

方、今回の実験では、HAp に骨誘導が発現することが分

かった(*7)。特に、脂肪組織よりも筋組織の方が高い骨

形成が認められ、骨誘導を検証する部位として有効であ

ることも明らかとなった。この知見は、4)の「In vitro→in 

vivo 評価系の構築」にも関連する。また、生体骨の化学

組成を模倣した骨ミネラル含有アパタイト(Bone HAp)
多孔体は、純粋な HAp 多孔体と比べて、より高い生体

内吸収性と骨形成能を備えていることも明らかにして

いる(*8)（日本無機リン化学会にて「第 11 回若手優秀発

表賞」受賞）。 
これらの生命機能マテリアルに加えて、免疫賦活効果

とその制御では、HAp セラミックスにイノシトールリン

酸(IP6)を固定化したものを培養基材として利用し、マウ

ス脾臓由来免疫細胞を培養したところ、免疫細胞(B 細

胞, ヘルパーT 細胞, キラーT 細胞)中のヘルパーおよび

キラーT 細胞の比率が向上することが分かった(*9)。こ

の研究成果は新しい癌本学より特許出願している（特願

2014-192763）。 
耐感染性制御では、HAp 膜を形成させた医療用ポリマ

ー上にイノシトールリン酸(IP6)のキレート能を利用し

て抗菌性のある銀イオンを固定化することにより、抗菌

性を備えかつ生体適合性にも優れた整形外科用インプ

ラントの創製に成功している(*10)（日本セラミックス協

会「2014 年年会優秀ポスター発表賞」受賞）。 

◎ 

2) 三次 元

組織の構築

と機能 
+ 

3) 血管 形

成の制御 

1) PhaseI までに得られている

最高レベルのスキャフォルド

と RFB を利用して、「骨＋血

管」、「骨＋軟骨」、「肝＋血管」

という複数の組織を同時に再

生させうる基盤技術を構築す

「再生培養骨」の構築においては、Phase II では「骨

＋血管」を目標としているため、AFS によるヒト臍帯静

脈内皮細胞(HUVEC)とヒト骨芽細胞様細胞(MG-63)との

共培養実験も開始している。これまでの検討から、共培

養系では管腔様構造が形成し、単一培養系よりも骨芽細

胞の石灰化が促進することを明らかにしている。(*11)

○ 
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る。 
2) 得られた再生組織を組織学

的に評価し、血管の形成ととも

に細胞の分化レベルについて

考察する。 
3) 上記は血管形成を誘導する

研究であるが、血管形成を阻害

することも生命機能のひとつ

であり、特にがん治療に有用で

ある。ここでは、1)および 2)
の課題とは逆の方向からアプ

ローチし、血管形成を阻害する

セラミックス微小球による新

規な癌化学塞栓療法を構築す

る。 

なお、この成果は日本セラミックス協会 第 27 回秋季シ

ンポジウムにおいて「特定セッション若手優秀発表賞」

を受賞している。「肝再生」では、より肝臓に近い血管

を備えた再生肝オルガノイドを構築するため、AFS(気孔

率 98%, 気孔径 250 mm) を装填した RFB を用いて、肝

細胞・星細胞・血管内皮細胞の共培養を行なった。現在、

アルブミン産生とアンモニア代謝の肝機能の観点から、

培養条件の最適化を進めている(*12)。これまでに得られ

ている成果を JST新技術説明会(2014.12.3付)で発表した

ところ、その内容が日経産業新聞に「立体的な肝臓作製」

としてプレスリリースされている（2014.12.5 付）。さら

に、「軟骨再生」においても高強度化 AFS を用いて株化

軟骨細胞である ATDC5 を三次元培養したところ、軟骨

特有のタンパク質である II 型コラーゲンの産生を確認

しており、AFS は軟骨再生の足場としても有効であるこ

とを明らかにしている。 
AFS への血管形成の制御を指向し、血管内皮細胞増殖

因子(VEGF)を担持させた高強度化 AFS の開発を進めて

いる。これまでに VEGF を担持させた高強度化 AFS は、

その気孔内での骨形成量が増加するという結果を得て

いる。これは VEGF の徐放が血管を呼び込む結果、骨形

成に関与する間葉系幹細胞も気孔内に導入し、VEGF を

担持していない AFS よりも高い骨形成能を示したもの

と考えられる(*13)。そこで、VEGF 担持高強度化 AFS
を用いて HUVEC を培養したところ、細胞が AFS の骨格

に沿って良好に接着・増殖することが分かった。今後、

この知見を発展させて、血管を導くための材料設計を推

進する。 
一方、がん細胞は VEGF を自ら放出し、血管を呼び込

むことによりがん組織に栄養を与えて肥大化する。そこ

で、新生血管の形成を阻害することは癌治療に有用であ

る。我々は「表面にナノサイズの気孔を備えた生体吸収

性セラミックス微小球」の合成に成功し、それに血管新

生抑制剤を担持させ、薬剤の徐放挙動を明らかにしてい

る。その薬剤担持セラミックス微小球を担癌ヌードマウ

スに注入すると、腫瘍サイズを減少させ、さらに寿命を

延長できることも動物実験により明らかにしている

(*14)。 

4) In vitro
→in vivo 評

価系の構築 

複数の組織を同時に再生させ

るプロセスを構築するに当た

り、in vitro 系では共培養の手

法が、in vivo 系では適切な実験

動物モデルが不可欠となる。そ

こで、ここでは、サブプロジェ

クト#2 および#3 をサポートす

べく好適な実験系の確立を推

進する。 

長嶋らはより臓器、筋肉、血管、皮膚をはじめ、脳神

経細胞、血球、組織幹細胞に至るまで全身性に赤色蛍光

を発現する、humanized Kusabira-Orange (huKO) 遺伝子

導入ブタ  (huKO; H. Matsunari, H. Nagashima et al., 
Cloning Stem Cells, 10, 313-323 (2008).)の作出に成功して

いる。この huKO は生命機能マテリアウの開発研究に極

めて有用であり、大量に増殖させて実験に給するシステ

ムの構築が望まれている。本年度は、第 1 世代から第 3
世代における遺伝子伝達ならびに発現動態を解析する

ことによって全身性に huKO遺伝子を発現するブタが有

用な大型実験動物として系統化されたかどうかを検証

している。 
また、前年度までに最適化した「三次元培養骨」の in 

vivo 実験の準備をするため、本学に小規模な動物実験設

備の立ち上げを行ない、既にラット背部皮下埋入モデル

の予備実験を行なっている。 
さらに、上智大学の神澤らは骨芽細胞の分化レベルに

応じて、蛍光下で細胞の色が変化する細胞の作出にも成

功している。これらの細胞群は、上述の huKO ブタとと

もに、生命機能マテリアルの評価系の確立に有用であ
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る。今後は、これらの細胞の三次元培養などを進めてい

く。 

上記の 4 つ（phase II では 3 つ）のサブプロジェクトは、いずれも概ねマイルストーン通りに進行し

ている。なお、上記の表 1 および表 2 では、説明不足の点もあるので、以下、各サブプロジェクトの代

表的な研究成果を述べる。 
 

＜ 1) 生命機能マテリアルによる次世代スキャフォルドの創出＞  

従来のアパタイトファイバースキャフォルド（Apatite-fiber scaffold; AFS）の作製方法を見直し、気孔

形成剤であるカーボンビーズを粒径が 20 mm および 150 mm のものを 1：1 の割合（質量比）で原料であ

るアパタイトファイバーに対して 100, 300, 500, 700 mass%添加し、さらに一軸加圧成形を施すことによ

り、気孔率を制御した高強度化 AFS の創製に成功している（図 2）。なお、ここで得られた AFS は AF

の質量に対して 1, 3, 5, 7 倍量のカーボンビーズを添加していることから、例えば「AFS100」と表記して

いる。また、添加したカーボ

ンビーズの比率は、150 mm お

よび 20 mmのビーズいずれも

50% であるので、例えば

「AFS100(50-50)」と略記する。

いずれのスキャフォルドも 

AF の絡み合いによるミクロ

気孔に加え、CB (粒径 150 

mm および 20 mm) 焼失に由

来するマクロ気孔や連通気

孔が観察できる。 

これらの高強度化 AFS を

長嶋らが作出したクサビラ

オレンジ遺伝子導入ブタ

(huKO ブタ; H. Matsunari, H. Nagashima et al., Cloning Stem Cells, 10, 313-323 (2008).)の脛骨・筋・脂肪組織

にインプラントして、気孔内での骨形成を評価した。脛骨へのインプラント実験では、気孔内部への旺

盛な骨侵入が認められ、さらに AFS 自体の生体内での吸収性も確認されている。 

また、骨芽細胞の存在しない筋組織へのインプラン実験においても気孔内で骨形成が確認された（図

3）。AFS100(50-50) では、スキャフォルド外周部の気孔領域において骨組織の形成が確認できた。スキ

ャフォルド中心部の気孔領域では、血管の侵入が確認でき、血管内皮細胞が観察された。同様に、

AFS300(50-50) でも、スキャフォルド外周部での骨細胞を有する骨組織の形成、中心部での血管の侵入

が確認できた。しかしながら、AFS500(50-50) では、材料が生体に吸収もしくは溶解しており、試験片

形状の完全性は失われていた。また、スキャフォルドの気孔領域は線維性結合組織で満たされ、異所骨

形成は確認できなかった。 

以上の結果より、高強度化 AFS による骨誘導において、「気孔率」は非常に重要な因子であると考え

られる。一般的に、骨誘導は、体液中を循環する骨形成タンパク質 (BMP) のスキャフォルド上への吸

着、それに続く間葉系幹細胞の骨形成細胞への分化によって開始される。しかしながら、気孔率が高す

100 mm 100 mm100 mm

50 mm50 mm50 mm

AFS100(50-50) AFS300(50-50) AFS500(50-50)

67.6 ± 0.3 83.4 ± 0.1 89.3 ± 0.1

低
倍
率

高
倍
率

気
孔
率

/ %

Fig. 2 SEM micrographs of the AFSs.
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ぎると、体液の高循環環境

において、BMP をスキャ

フォルド内部に留めるこ

とができないため、骨誘導

は生じない。つまり、BMP 

の吸着および細胞分化に

おいて、速い体液の循環か

ら保護された静的な空間

が異所骨形成には重要で

あることが示唆された。埋

入 12 および 24 週間に

よる経時的な組織学的評

価より、骨誘導のプロセス

は、血管の侵入、細胞凝集

体の接着、骨芽細胞への分

化、骨形成の過程を経るこ

とがわかった。したがって、

より早期にスキャフォル

ド内部への血管侵入を可能にする気孔構造が重要であり、相互に連通したマクロ気孔は骨誘導発現にお

いて必要不可欠であることがわかった。 

これまでの研究結果より、材料依存による骨誘導において、1) タンパク質の吸着や細胞の接着に有利

な安定した足場、2) 速い体液の循環から保護された静的な空間、3) 血管や細胞の侵入を促進する相互

連通したマクロ気孔、4) タンパク質の吸着領域を増大させるミクロ気孔が重要であることが示された。 

したがって、本研究で作製した「高強度化 AFS300(50-50) 」は、高気孔率・高連通性を有し、優れた

骨伝導能と骨誘導能を併せ持っていることから、再生医療に大きく貢献できるスキャフォルドとして期

待できる。なお、この研究は、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会で「ハイライト講演」に選定さ

れ、また「第 131 回学術講演会無機マテリアル学会講演奨励賞(2015)」にも採択されている。 

 

＜ 2) 三次元組織の構築と機能＞ 

「骨再生」において、前記した従

来型 AFS（前述したマイルストーン

の図参照）を直径 15 mm、高さ 18 mm

の円筒状に加工して、これを三次元

循環培養が可能なラジアルフロー型

バイオリアクター(RFB)に装填し、ラ

ット骨髄間質系幹細胞を播種して、

骨芽細胞への分化誘導をかけながら

所定の期間培養した（図 4）。このと

FT

FT

B

B

B
OC

BV

EEC

BV

E
EC

B

B

B

B

AFS100(50-50) AFS300(50-50) AFS500(50-50)

全
体
図

外
周
部

中
心
部

B : Bone tissue, BV : Blood vessel, EC : Endothelial cell, E : Erythrocyte,
OC : Osteocyte, FT : Fibrous connective tissue

1.0 mm

100 mm

1.0 mm

100 mm

100 mm

1.0 mm

100 mm

100 mm

100 mm

Fig.3 Histological evaluation of the AFSs implanted
for 24 weeks into muscle of pig (HE stain).

図 3 ブタ筋内に 24 週間インプラントした高強度化 AFS の 
気孔内での骨形成（ヘマトキシリン・エオジン染色） 

図 4 AFS, RFB, RBMC を用いた三次元構造を備えた 
再生培養骨の構築 
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き、培地の循環速度を 0.4, 1.3, 6.3, 11.5 および 16.5 cm3∙min-1 に設定して 5 種類の再生培養骨を構築した。

なお、この構築した再生培養骨を、それぞれ Bone#1, #2, #3, #4, #5 と定義する。 

その AFS 内の骨芽細胞の分

化レベルを調べたところ、

Bone#3 を構築した流速（6.3 

cm3∙min-1）のときに最も骨芽細

胞の分化が誘導されることが

分かった（図 5）。これは細胞

に対する適切なシェアストレ

スが分化を促進することを示

している。この理由として、循

環される培地による細胞への

力学的負荷によるものである

と考えられる。細胞に液体流動

による刺激が断続的に加わる

ことにより骨芽細胞の活性を

高める可能性が考えられる。また、循環速度が速くなることで新鮮な栄養分や酸素を得やすい環境にな

り、細胞の生育状態が向上したことも一因として考えられる。しかしながら、循環速度の増加に伴い分

化レベルが高くなるわけではなく、Bone#3 の培養条件を境に分化レベルが下がることがわかった。これ

は過度な力学的負荷が細胞にかかり、その生育に悪影響を与えてしまったことが考えられる。 

以上より、RFB による骨再生において、Bone#3 の培養条件が最も骨芽細胞の分化を促進すると考え

られる。なお、この研究は、「日本セラミックス協会第 24 回秋季シンポジウム特定セッション学生優秀

発表賞（2011）」および「日本セラミックス協会第 25 回秋季シンポジウム特定セッション学生優秀発表

賞（2012）」に二年連続で採択されている。さらに、この再生培養骨をラット背部皮下に埋入し、骨形

成を調査した展開研究も「第 25 回 無機リン化学討論会第 12 回 若手優秀発表賞(2015)」に採択されて

いる。 

また、「肝再生」においても上記の技術を利用し、アルブミン産生能やアンモニア解毒作用を備えた

バイオ人工肝の構築に成功し、3 か月もの長期培養にも成功している。なお、この研究は「第 22 回無機

リン化学討論会」で「若手優秀研究発表賞」を受賞している。 

 

＜ 3) 血管形成の制御＞  

組織工学において、組織再生を促進させ、さらに再生し

た組織の長寿命化を達成させるには、再生組織への血管形

成が重要である。そこで、前述した気孔率の異なる AFS を

試作し、血管内皮細胞の強力な増殖因子である血管内皮細

胞増殖因子(VEGF)を担持させた。これまでに、VEGF を担

持させた AFS からの VEGF の徐放挙動を明らかにするとと

もに、血管内皮細胞のモデル細胞である M1 細胞を用いて、

図 5 三次元構造を備えた再生培養骨内の骨芽細胞の分化レベル 

図 6 VEGF 担持 AFS500(50-50)への 
ブタ筋内での管腔形成(埋入期間: 4 w) 
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その増殖性を評価し、VEGF を担持させると、有意に細胞増殖が亢進することを明らかにしている。ま

た、AFS 内への血管新生を調べるため、ヒト血管内皮細胞（Human Umbilical Vein Endothelial Cells ; 

HUVEC）モデルを利用した研究も推進している。さらに、ブタ筋内に VEGF 担持 AFS を埋入すると、

その気孔内に in vivo 環境下で管腔構造が形成されることが分かった。図 6 はその研究結果の一例を示し

ている。これはブタ筋内から取り出した試料の切片を免疫染色したものであり、青い部分が細胞の「核」

を、赤い部分が血管を形成する血管内皮細胞に特異的に存在する物質「CD3」を示している。赤い部分

が円形を示していることから、細胞が円形の構造（血管の管腔構造）を形作っていることが分かる。 

上記の実験結果をもとに、VEGF を担持させた円柱状 AFS（直径 4 mm, 高さ 7 mm）をブタ脛骨に 4

週間埋入し、その「生体吸収性」と「骨形成量」を VEGF を担持させていない AFS と比較検討した。

まず、生体吸収性に関して、代表として「AFS100(50-50)」の結果を図 7 に示す。この図は、トルイジン

ブルーで染色した組織像を用いて、AFS の残留部分を色分けし、AFS の面積を求めたものである。VEGF

を担持させた AFS の方がより吸収を受けているのが分かる。 

一方、図 8 は AFS 気孔内部への骨形成量を定量化した図である。これは図中に示したように、特定の

エリア(ROI)を決めて、その ROI 中の骨組織の面積を求め、VEGF の有無で比較したものである。気孔

率の高い AFS500 シリーズの方が AFS100 シリーズよりも高い骨形成量を示し、さらに VEGF の添加は

骨形成を亢進していることが分かる。これは AFS の微細構造とそこからリリースされる VEGF が血管

内皮細胞の遊走を促進させ、その結果として骨形成を促す未分化間葉系幹細胞を呼び込み、正常に近い

骨形成が行われた結果ではないかと考えている。 

このような VEGF による骨

形成の促進は、（我々の知る限

り）ほとんど報告が見受けられ

ず、人工骨の特性を自家骨レベ

ルに引き上げる優れた手法で

あると考えている。 

なお、これらの研究は、「第

23 回無機リン化学討論会 若

手優秀研究発表賞(2013)」およ

び「第 131 回学術講演会無機マ

テリアル学会講演奨励賞
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図 7 VEGF の担持の有無による生体吸収性の比較 

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

骨
形
成
量

/ 
%

ROI : Region of interest (関心領域)

図 8 VEGF の担持の有無による骨形成量の比較 
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(2015)」に採択されている。 

 

＜ 2+3) 血管を含む組織再生＞ 

ここでは Phase II における取り組みとして、「骨+血管」および「肝＋血管」に関する事例を報告する。 

まず、「血管を含む骨再生」について紹介する。生体骨は血管を豊富に含んでおり、機能的な三次元

培養骨を構築するには、適切な細胞の足場(スキャフォルド)に骨を形成する間葉系幹細胞を供給すると

ともに、その骨再生組織への「血管新生の誘導・制御」が非常に重要となる。そこで、ここでは、優れ

た生体活性を有するアパタイトファイバースキャフォルド(Apatite-fiber Scaffold; AFS)を活用して、血管

内皮細胞と骨芽細胞とを共培養することにより、血管侵入をサポートできる骨再生環境を作出し、骨再

生と血管新生との関係を明らかにすることを目的として研究を推進している。 

骨芽細胞のモデルとしてヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞(MG-63, Riken cell bank)を、血管内皮細胞のモ

デルとしてヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC, Lonza)を

使用し、これらを任意の割合で一定期間単独もしくは

共培養を行なった。AFS 三次元培養環境下における

共培養時の骨芽細胞への影響については HUVEC: 

MG-63 = 1:1 の条件で 28 日間培養した結果を以下に

示す。培養 28 日後の AFS から作製した薄切切片の

HE 染色の結果から、MG-63 単独での培養および

MG-63 と HUVEC の共培養はいずれの培養条件にお

いても、細胞は AF へ接着した後に、ミクロ気孔を利

用して増殖した。より詳細に AFS における細胞の分

布を観察すると、MG-63 は、マクロ気孔の外周部から内部へと増殖し、さらにマクロ気孔を架橋するよ

うに三次元的に局在していた(図 9a)。一方、共培養した場合は、マクロ気孔を充填するようにそれぞれ

の細胞が増殖し、一部では管腔様の構造を形成していた(図 9b)。この血管様構造について、さらに詳細

に解析するために血管内皮細胞のマーカーであるvWFおよびCD31の発現について免疫染色を行なった。

その結果、形成されていた管腔はいずれも vWF, CD31 陽性の細胞であり、HUVEC 由来の細胞から形成

されていることが分かった(data not shown)。すなわち、AFS はその内部へ血管内皮細胞を誘導し、血管

を形成させることが可能な三次元的な骨形成の足場を提供できるということが示された。 

次に、共培養による骨芽細胞の分化への影響を調べるために、ALP 活性染色を行なった(図 10)。培養

条件に関わらず、ミクロ気孔内で細胞が多数存在する箇所で ALP 活性を有する細胞が確認された。特に、

共培養時に ALP 活性を強く持つ細胞が多く観察さ

れた。この結果は、三次元培養環境においても骨芽

細胞と血管内皮細胞を共培養すると、骨分化を促進

させる傾向にあることを意味している。さらに、血

管内皮細胞との共培養が、骨芽細胞の石灰化に対し、

どのような影響を及ぼすかを検証するために、

Osteoimage を用いて、石灰化レベルを評価したとこ

ろ、MG-63 を単独で培養した場合、OsteoImage 試薬

図10 AFSでのMG-63細胞単独培養およびMG-63
＋HUVECとの共培養時におけるALP活性の比較 
(a) MG-63 (mono-culture), (b) MG-63+HUVEC 
(co-culture), ▼: ALP活性陽性 

(a) (b) 

図9 HE染色によるAFSにおけるMG-63および

MG-63＋HUVECの細胞局在観察 
(a) MG-63 (mono-culture), (b) MG-63+HUVEC 
(co-culture), *:マクロ気孔, →:管腔様構造,  
Scale bar: 50 mm 
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の多くは、AF へ結合しており、石灰化が進行している様子はあまり観察されなかったが、共培養系で

は単一培養系に比べ、細胞が局所的に集中している部分で石灰化による蛍光が強く観察された。このこ

とから、MG-63 を単独で培養するよりも HUVEC と共培養した方が、石灰化を促進するということが明

らかになった。また、血管新生に重要な VEGF 産生量について調べたところ、MG-63 においては、常に

高いレベルでかつ一定のレベルで VEGF が産生されていた。これに対し、共培養した場合には、培養日

数の経過とともに VEGF 産生量が増加することが分かった。 

これらの結果は、2 つの細胞を共培養すると、産生された VEGF により MG-63, HUVEC 両細胞が刺激

を受け、活性化されることで、骨分化や血管網の形成が促進されると考えられる。したがって、AFS で

2 つの細胞を共培養すると、血管新生を伴った三次元的な骨形成というものが実現できると考えられる。 

なお、この研究は、日本セラミックス協会 第 27 回秋季シンポジウムで「特定セッション若手優秀発

表賞」に採択され、また日本セラミックス協会 2016 年年会では「トピックス講演」に選定されている。 

ついで、もう一つの例として、「血管を含

む肝再生」について紹介する。肝臓の微細

構造は、①肝細胞の索状配列、②肝細胞索

を突起で取り囲む星細胞（血管平滑筋とし

ての役割をもつ pericyte）、③肝臓の毛細血

管（類洞）を形成する内皮細胞で構築され

ている。松浦らは、相澤らが開発したカラ

ム状 AFS（直径 15 mm, 高さ 18 mm）を RFB

に充填し、そこに不死化肝細胞、星細胞、

内皮細胞を還流・三次元共培養することで

「類洞構造を再現する」ことに成功してい

る（図 11）。さらに、このミニ肝臓をヌードマウスの体網および腎臓に移植すると生着し、肝特異的な

遺伝子の発現を確認している。AFS カラムは、類洞構造の再現のためのマクロ空間（直径 200 mm ほど

の空間）と培養液が細胞に万遍なく細胞に供給されるのに適したミクロポアを兼ね備えている。この知

見を足掛かりにして、今後、創製した生命機能マテリアルを用いて、臨床的に移植可能な「肝再生オル

ガノイド」を構築していく。なお、この研究成果は日経産業新聞に「立体的な肝臓作製」としてプレス

リリースされている。 

 

＜ 4) In vitro→in vivo 評価系の構築＞ 

人工骨などの in vivo 評価には、ウサギやイヌ (ビーグル) などが実験動物として広く用いられている

が、これらの動物の骨形成速度は人間よりも早く、人間に適用した時との相関が取れないことがある。

そこで、骨形成速度が人間と比較的近いブタやヒツジなどの大型動物を用いて行なう in vivo 評価は、人

間に適用した時との相関を考える上で非常に貴重なデータとなる。 

長嶋らにより作出された huKO ブタは、臓器、筋肉、血管、皮膚をはじめ、脳神経細胞、血球、組織

幹細胞に至るまで全身性に赤色蛍光を発現することから、臓器移植・再生や細胞移植治療の研究に有用

な大型動物となり得ると期待されている。 

本研究では、huKO の胎児の頭蓋骨を細胞ソースとして利用し、コラゲナーゼ消化法により骨芽細胞

を単離することに成功し、この細胞が蛍光化で赤く光ることも確認している（図 12）。 

血管

類洞内皮細胞肝細胞
再生肝オルガノイド(ミニ肝臓)

図 11 AFS および RFB を用いた肝細胞・星細胞・類洞内皮
細胞により構築した再生肝オルガノイドの概観と組織像 
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この単離した細胞を緻密な水酸

アパタイト(HAp)セラミックス上

へ播種し、その形態観察を行った

(図 13)。通常、光を透過しないセ

ラミックス上で細胞の形態を観察

する際には細胞の固定、膜処理、

蛍光染色といった操作を経る必要

があるが、単離した huKO 細胞で

はその工程を省くことができ、ポ

リスチレンプレート上の細胞を観

察する時と同じように生きた

ままの細胞の形態を蛍光下で

直接観察することができた。

このように非透過性の生体材

料上で非侵襲的に細胞の形態

を経時的に観察することがで

きることは、材料と細胞との

相互作用を理解する上で非常

に有益であり、単離した細胞

は様々な生体材料の評価に使

用可能であると考えられる。

さらに、本研究では、頭蓋骨

の一部を利用し、細胞の単離・同定・評価を行ったが、新生仔ブタ頭蓋骨を用いれば、一度に多量の細

胞も単離可能であると思われる。また、最近、この蛍光下で赤く光る骨芽細胞をケイ素を含有したアパ

タイトセラミックス上に播種し、その増殖と分化について検証し、バイオイメージングのツールとして

有効であることを明らかにしている。 

したがって、連続酵素消化法により新生仔 huKO ブタ頭蓋骨からより生体に近い状態の骨芽細胞を単

離する本法は有用な方法であると判断できる。 

 

＜優れた成果があがった点＞ 

生命機能マテリアルのモデルのひとつである AFS を円筒状に加工して、これを三次元循環培養が可能

なラジアルフロー型バイオリアクター(RFB)に装填し、ラット骨髄間質系幹細胞を三次元循環培養する

と、世界的に見ても大きな「三次元再生培養骨」が構築可能であることを明らかにした(*3)。さらに、

その培地循環速度が骨芽細胞の分化に影響を与えることも明らかにしている。これらの知見は特に優れ

た研究成果といえる。この研究成果は、東京慈恵会医科大学の松浦知和教授との共同研究であり、プロ

ジェクト採択時に付された「実質的な医工連携を期待する」に沿う研究成果である。この研究成果を JST

が主催する「新技術説明会」で発表したところ、数社と NDA を締結し、プレスリリースされている（14 

その他の研究成果等参照）。 

 

図 12 huKO 頭蓋冠から単離した骨芽細胞 

図 13 緻密なHApセラミックス上で培養した
huKO 由来骨芽細胞の細胞形態  
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＜問題点＞ 

現在のところ、ほぼマイルストーン通りに研究を進めており、一部では予定よりも早く研究を推進で

きている。しかしながら、例えば、「肝臓＋血管」・「骨＋血管」など複数の組織を同時に構築すること

を目指している「phase II」は、研究上のハードルが高く、より密接に異分野交流を図りながら、現在、

研究を推進しているところである。 

また、当該プロジェクトでは、申請時には「生命機能マテリアル」を「組織再生の場」として位置づ

けたが、プロジェクトを進めていくうちに、「生命機能」という観点では、「免疫系に働きかけるバイオ

マテリアル(*9)」や「感染を防止する抗菌性バイオマテリアル(*10)」などを創製する課題も重要である

ことが分かり、「生命機能」の守備範囲を拡大して phase II において積極的に展開している。特に、免疫

系に働きかけるバイオセラミックスを「イムノセラミックス（特許出願中）」と定義し、この研究が 2015

年度の科研費：基盤研究 B（研究代表者：相澤守）に採択されている。 

 

＜評価体制＞ 

学内における研究達成レベルの評価(自己点検)に関しては、本学研究企画推進本部による進捗状況の

点検が定期的に行なわれている。 

明治大学研究企画推進本部会議（研究支援事業に係る専門部会）において、研究代表者から提出され

た 

①研究達成度・自己点検表 

②私立大学戦略的研究基盤形成支援事業（研究年度）全体研究計画・ロードマップ 

③提出前の私立大学戦略的研究基盤形成支援事業に係る中間評価（研究進捗状況報告書）または事後

評価（研究成果報告書概要） 

について、年度ごとに確認・点検作業を行ない、研究代表者にその結果をフィードバックしている。 

なお、上記①～③については、私立大学戦略的研究基盤形成支援事業学内選考および採択後の進捗管

理体制に関する内規を制定し、具体的な取り組みについては、本学 HP に掲載している。 

（http://www.meiji.ac.jp/research/promote/ ；本学における大型研究進捗状況等の検証体制／本学におけ

る研究グループ内の自己点検・評価と学内外評価との関係） 

この点検とは別にプロジェクト独自の自己点検をプロジェクトの折り返し地点(3 年目：中間審査)と

最終年度(5 年目：最終審査)を行なっている。 

まず、3 年目の「中間審査」では、2013 年度末に「公開シンポジウム」を行ない、その際にバイオマ

テリアル分野の有識者を外部評価者として依頼し、本プロジェクトの外部評価も行なった。審査員には、

当該分野を牽引している東京工業大学 教授 田中順三先生（現名誉教授）、九州大学 教授 石川邦夫先

生、名古屋大学教授 大槻主税先生の 3 名の先生に審査をお願いした。審査項目は、1) 研究課題の学術

的重要性・妥当性、2) 研究計画・方法の妥当性、3) 研究課題の独創性および革新性、4) 研究課題の波

及効果および普遍性、5) 研究遂行能力および研究環境の適切性の 5 つであり、それらを踏まえて、5 段

階で評価していただいた。５点は「極めて優れた研究成果をあげている」、４点は「優れた研究成果を

あげている」、３点は「概ね妥当な研究成果をあげている」、２点は「あまり研究成果が上がっていない」、

１点は「研究成果が上がっていない」である。評価結果は 5 点が 2 名、4 点が 1 名であった。概ね「生

体機能マテリアルを用いて血管形成を含む機能的な三次元組織を再生させる技術を開発するというプ

ロジェクトの目標に対して四つのサブプロジェクトが有機的に連合し、当初設定したマイルストーン通

http://www.meiji.ac.jp/research/promote/
http://www.meiji.ac.jp/research/promote/6t5h7p00000bjbuw-att/2_kensyotaisei.pdf
http://www.meiji.ac.jp/research/promote/6t5h7p00000bjbuw-att/1_research_group.pdf
http://www.meiji.ac.jp/research/promote/6t5h7p00000bjbuw-att/1_research_group.pdf
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りあるいは予定を若干上回って研究が遂行され、かつ、研究成果が原著論文や特許として出されている」

などのポジティブな評価を頂いたが、「phase2 ではより困難な課題に対処する必要があり、研究代表者

の強いリーダーシップと強固な連携が期待される」という励ましの言葉も頂いている。文部科学省の中

間審査で頂いたご意見とともに、アドバイスを踏まえて研究を推進している。以下、中間審査時に諸先

生方からの総評を記載する。 

審査員#1：アパタイトファイバースキャフォルドを開発し、骨芽細胞の分化レベルを制御した「再生

培養骨」の構築、あるいは肝再生技術の確立など研究課題の学術的重要性・独創性・革新性は高く、今

後、波及効果が期待される。医工連携による研究遂行は適切である。今後、実用化に向けて生物学的安

全性データの収集整理が求められる。 

審査員#2：生体機能マテリアルを用いて血管形成を含む機能的な三次元組織を再生させる技術を開発

するというプロジェクトの目標に対して四つのサブプロジェクトが有機的に連合し、当初設定したマイ

ルストーン通りあるいは予定を若干上回って研究が遂行され、かつ、研究成果が原著論文や特許として

出されている。超高齢社会への対応から社会的要請が極めて大きい分野の研究であり、アパタイトファ

イバースキャフォールドを用いることによって極めて高い気孔率を達成していることは独創性が高い

と評価できる。また研究業績から研究遂行能力等も優れていると判断できる。以上から総合的には極め

て優れた研究成果をあげていると判断する。Phase2 ではより困難な課題に対処する必要があり、研究代

表者の強いリーダーシップと強固な連携が期待される。 

審査員#3：本研究課題は、後期高齢者の人口割合が増大する我が国において、将来の医療材料の方向

性を探索するうえで、きわめて重要な内容を含んでいる。また生体内における材料の挙動を材料学と生

物学の両面から解析する視点で研究が展開されており、学術的に重要性も高く評価できる。研究計画は、

組織再生に必要となるスキャフォルド（Scaffold）の開発から、三次元組織の構築、生体内試験までを一

貫して遂行する点を特徴としている。具体的には、4 つのサブプロジェクトとして、1) 組織再生のため

の Scaffold の創製、2) 三次元組織の構築、3) 培養組織内への血管の形成、4) in vitro および in vivo での

評価系の確立、を設定し、それらを統合して、再生医療技術の構築を進めている。この目的を達成する

ために、材料を専門とする研究者、生物学的な評価・解析を専門とする研究者、臨床的な研究を行える

研究者を擁している。その体制は、医工連携を実践するうえで妥当なものであり、技術開発の実現性も

高いと評価できる。本研究課題は、アパタイトファイバースキャフォルド（AFS）を用いた材料の開発、

AFS を基材にしての骨・軟骨・肝の三次元培養、AFS への血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の担持によ

る血管の導入により長期に機能する組織を構築する取り組を進めている。さらにそれらの生体機能を評

価する新しいシステムの確立を目指している。それぞれの独自技術を一連の開発として連携することに

より、総合的にも独創的な課題となっており、再生医療に革新的な技術を与えると考えられる。個々の

技術には、成果が上がっているので、基盤技術の融合がいっそうに進むことも期待したい。本研究課題

の成果は、再生医療分野で大きな波及効果を持つと予測できる。すでに AFS を用いた三次元培養で骨芽

細胞分化への誘導が起こる際に、適切なシェアストレスが必要であることを見出している。肝再生にお

いても 3 ヶ月の長期培養に成功している。また、VEGF の担持により高い細胞増殖性を示すことも確か

めている。一方、全身性に赤色蛍光を発現する huKO ブタを利用した評価法は、すでに一部が確立され

ており、in vivo 実験に有益な手法になると考えられる。研究遂行の能力は十分であり、すでに AFS とラ

ジアルフロー型バイオリアクターを用いて、大きな三次元再生培養骨の構築に成功している。これまで

は順調に研究成果を蓄積していると評価できる。ただし、臨床への展開を見据える課題であるため、基
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盤技術の複合化に課題が生じることも予見される。これから肝臓と血管、骨と血管などの複雑な組織構

築を進めるにあたり、より機能の高い材料の開発が重要になると考えられる。上記の内容を総合的に捉

え、本研究課題は所期の目的を十分に達成し、優れた成果を上げていると評価した。また、若手研究者

も順調に育成され、次世代の医工連携を担う人材を輩出している点も高く評価される。  

ついで、「最終審査」について述べる。最終審査は中間審査と同様な方法で実施し、各審査員から以

下の総評を頂いている。 

審査員#1：本研究は、生体親和性の高いアパタイトファイバーに着目し、高強度多孔質スキャッフォ

ルドの開発を精力的に進めている。特に、医工連携分野の研究者を中心にして農学系研究者を有機的に

組織化した研究体制はユニークであり、その結果、査読付原著論文 68 件以上、学会受賞 23 件、さらに

特許出願を含めた数多くの優れた成果を上げている。現在、iPS 細胞・幹細胞を用いた再生医療技術が

世界的に進展している研究状況の中で、本研究で得られた新しいスキャフォルド開発および 3 次元組織

構築と血管形成に関する基礎技術は、近い将来、立体的な血管・管腔構造をもつ骨および肝臓組織の再

生に不可欠な技術として応用貢献することが強く期待される。第一期・第二期を通して得られた成果か

ら、研究代表者は新規のセラミックス研究領域である「生命機能マテリアル研究クラスター」を立ち上

げており基礎科学の視点からも極めて高く評価される。 

審査員#2：本研究課題は、「生命機能マテリアル」による血管形成を含む機能的な三次元組織を再生

させる技術を確立するものであり、その学術的重要性は高い。また、政府の成長戦略重点５分野の一つ

に人工組織が挙げられていることからも本研究課題に対する社会的な要請が大であることもわかる。 

再生医工学の研究およびその実用化においてはスッキャフォールド、細胞、成長因子の融合とともに

工学系と基礎医学系、臨床医学系の研究者の融合が必須要件であるが、本研究課題においては、研究代

表者のリーダーシップのもとで各分野の研究者の融合が図れていると判断される。研究計画についても、

個々の研究者の強みをいかし、シナジー効果が現れる計画となっており、実際にシナジー効果が認めら

れたと判断できる。研究計画の独創性・革新性については、特にアパタイトファイバースキャッフォー

ルド（AFS）が特筆される。極めて気孔率の高いスッキャフォールドであり、AFS の特徴を活かすこと

によってラジアルフロー型バイオリアクターにおいて骨、軟骨、肝の培養条件を最適化し、３ヶ月も機

能するバイオ人工肝を創製している。また、VEGF 担持 AFS によって血管形成能だけでなく骨形成が促

進されることも見出している。本研究課題で得られた成果は臨床医学や臨床歯学への貢献が期待される

だけでなく、組織再生工学の分野においても先駆的な研究として期待される。スキャッフォールドの構

造と組成が細胞の分化に影響を及ぼすことが明らかになったので、今後はその詳細の解明も期待される。 

研究代表者および研究分担者の研究遂行能力が優れていたことは、極めて多くの研究成果や多くの研

究者が短期間に昇進していることからも明らかである。また、研究環境の整備も含めて適切な環境で研

究を遂行できていたと判断される。これらの個別分析から、本研究課題は最終的に「極めて優れた研究

成果をあげている」と判断する。なお、本研究課題は本年度で終了するものの、今後、適切な研究プロ

ジェクトに応募して、本研究課題で得られた成果をさらに発展させることを期待したい。本研究課題の

遂行によって免疫系への対応や感染防止などへの発展が明示されている。研究成果に基づく研究領域の

拡大自体は好ましいことであるが、研究代表者には研究課題の選択と集中を行い、強いリーダーシップ

で実用化を進めて欲しい。 

審査員#3：審査用書類の内容を精査した結果、本研究課題は所期の目的を十分に達成し、関連分野に

広く波及する成果を上げていた。さらに、「免疫系に働きかけるバイオマテリアル」や「感染を防止す
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る抗菌性バイオマテリアル」をセラミックスにより達成する「イムノセラミックス」の概念を提唱し、

医学と材料科学を横断する新しい領域も開拓している。これらを総合的に評価し、「極めて優れた研究

成果をあげている」とした。 

研究課題の学術的重要性：本研究課題は、再生医療によって、生活の質（QOL）の向上や健康寿命の

延伸を達成するために必須となる立体臓器（三次元組織）作製のための基盤技術の構築するものである。

三次元組織の構築のためには、スキャフォルドの材料科学、三次元培養の技術、血管の導入を促す技術、

ならびに生体外（in vitro）から生体内（in vivo）にわたる評価系の確立といった多様な専門分野を横断

する学術領域が必要となる。本研究課題では、これらの分野を統合することで、材料学と生物学、医学

の視点から解析する内容であり、学術的な重要性も高く評価できる。 

研究計画・方法：研究計画は、組織再生に必要となるスキャフォルド（Scaffold）の創出から、三次元

組織の構築、血管形成の制御、生体外から生体内試験に至る評価系の構築までを一貫して遂行する点を

特徴としている。具体的には、4 つのサブプロジェクトを設定し、それらを統合して、再生医療技術の

構築を進めている。この目的を達成するために、材料を専門とする研究者、生物学的な評価・解析を専

門とする研究者、臨床的な研究を行える研究者を擁している。その体制は、医工連携を実践するうえで

妥当なものであり、多くの研究成果を輩出する計画であると評価できる。また多くの大学院生の参画を

得ており、若手研究者の育成にも十分な計画となっている。 

研究課題の独創性および革新性：本研究課題は、アパタイトファイバースキャフォルド（AFS）を用

いた材料の開発、AFS を基材にしての骨・軟骨・肝の三次元培養、AFS への血管内皮細胞増殖因子（VEGF）

の担持による血管の導入により長期に機能する組織の構築、さらにそれらの生体機能を評価する新しい

システムの確立に取り組んだ。これらを一連の開発として連携して進められた。スキャフォルドの開発

では吸収性や骨誘導を示す材料開発にも成功している。さらに免疫賦活効果や耐感染性を示すスキャホ

ルドを開発した。三次元組織の構築では、骨再生の分化を誘導する培養条件を明らかにするとともにバ

イオ人工肝の構築にも成功した。血管形成の制御に関しても VEGF の担持により、細胞増殖性を増大さ

せ、骨形成量の増加を見出した。さらに、血管新生抑制剤を用いた癌治療用セラミックス微小球の可能

性を示した。開発した材料について、全身性に赤色蛍光を発現する huKO ブタを利用した in vitro での評

価法については、新生仔ブタ頭蓋骨を用いての、細胞の単離・同定・評価を行い、バイオイメージング

のツールとしての有用性を確かめた。これらが独立した知見や技術ではなく、連携研究として実施され

たており、高い独創性と革新性に繋がっているといえる。 

研究課題の波及効果および普遍性：本研究課題の成果は、再生医療分野で大きな波及効果を持つと予

測できる。AFS を基盤技術にしたスキャフォルド開発は、骨芽細胞分化や、肝再生における長期培養を

可能にしており、材料の精密設計が再生医療の多くの分野で利用可能なことを示したといえる。VEGF

の担持により高い細胞増殖性を示す材料を提示したことも、薬剤担持した材料の可能性を大きく広げた。

一方、全身性に赤色蛍光を発現する huKO ブタを利用した評価法について、in vitro 実験によるものが進

み、大型動物を用いた in vivo 実験への広がりが期待される成果が得られた。 

研究遂行能力および研究環境の適切性：研究遂行の能力は十分発揮されている。AFS とラジアルフロ

ー型バイオリアクターを用いて、大きな三次元再生培養骨の構築に成功した。AFS を用いたスキャフォ

ルドでの研究成果から、肝臓と血管、骨と血管などの複雑な組織構築についても、研究が実施され、成

果を得ている。 成果の発信にも積極的で、「iPS 細胞と医農工連携」の真のジウムを開催し、多くの方々

に開発の理念と重要性を啓蒙したことも高く評価される。 
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また、若手研究者も順調に育成され、次世代の医工連携を担う人材を輩出している点も高く評価され

る。 

以上のように、「最終審査」においても各審査員より貴重なコメントを頂き、今後の方向性を考える

上で大変有意義であった。当該プロジェクトは今年度で終了するため、この研究組織は解体され、この

組織で継続して研究を実施することは難しいものの、このプロジェクトで得た知見や確立した技術を発

展させ、学術領域の形成と新規医療材料の実用化につなげていきたい。 

上記の内部評価および外部評価とは別に、「2011/2012 年度」および「2013/2014 年度」の研究成果を

まとめた「冊子体の成果報告書」を作成し、我々の研究成果を外部の方々に紹介するとともにご意見を

いただくため、この冊子を関連する約 60 ヶ所の研究機関に送付している。5 か年分の研究成果をまとめ

た成果報告書も作成し、2015 年度末に関係機関に発送する。 

 

＜研究期間終了後の展望＞ 

ここまでに得られた研究成果をさらに発展させて、「医工連携」を実践しながら「産学連携」による

材料開発を推進して「患者さんのもとに届く材料」を上市したい。また、当該プロジェクトの研究基盤

をコアとして、これまでの三回の科研費「新学術領域（2013・2014・2015 年度）」への申請を行なって

いる。2015 年度の申請の領域名は「生命機能マテリアル：異方性とニッチ空間が奏でる組織構」である。

その申請内容は「異方性とニッチ空間が奏でる組織構築」を命題として、材料系研究者と生物・医学系

研究者の密接な連携により、細胞の運命を決定づける「ニッチ」を再現する新規材料「異方性生命機能

マテリアル」の創製プロセスを開発するとともに、そのための新しい学問基盤「異方性生命医工学」を

創成することあったが、結果は不採択であった。今後は、班員の構成から再検討し、他の外部研究費も

視野に入れて再挑戦したい。 

明治大学内の制度で、「特定課題研究所」というものがある。これは同じ研究の方向性を向いている

教員が数名集い、特定の課題に向けて研究を実施するもので、大学が申請する研究費の母体となってお

り、本プロジェクトも特定課題研究所「先端医療材料創製ユニット」が母体となっている。現在、80

に及ぶ特定課題研究所があり、それらのなかで現在、6 つの研究所が大学の厳密な審査のもと「研究ク

ラスター」に選ばれている。2013 年度、研究代表者（相澤）の特定課題研究所もそのクラスター「生命

機能マテリアル研究クラスター」に選定されており、現在はこの研究クラスターが母体となり、研究を

展開している。採択初年度の 2013 年度のみ、大学より研究費（年額 300 万円）の支援を受けたが、基

本的にこのクラスターは外資を取得して運用することが求められている。このクラスター制度のメリッ

トは「特任教員」を雇うことができることであり、その原資は外資に依存する。そこで、今後、外部資

金を獲得し、このクラスターを枠組みとして、継続して研究を展開していく。 

また、「特に優れた研究成果」で記載した「アパタイトファイバースキャフォルド(AFS)」と「ラジア

ルフロー型バイオリアクター(RFB)」との組み合わせは、大きな組織の再生を可能にする技術であり、

再生医療の分野に新しいエポックを築くものと期待している。現在、我々は「未分化間葉系幹細胞」を

利用しているため、間葉系組織（骨や軟骨など）の構築には目途が立っているものの、他の正常組織を

再生するのは未分化間葉系幹細胞では難しい。2012 年に京都大学の山中教授が「iPS 細胞」に係わる研

究成果でノーベル賞を受賞したが、「未分化間葉系幹細胞」の代わりに「iPS 細胞」を利用することで、

あらゆる組織の再生が可能になると期待している。また、知的財産に関しても、二つの特許が本学で権

利化されており（特許 4631049 号：バイオリアクター、特許 4790944 号：細胞の培養方法）、今後の実
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用面での展開も大いに期待している。 

 

＜研究成果の副次的効果＞ 

プロジェクト期間中に、「生命機能マテリアル」に関する特許出願が 7 件ある。 

1) 相澤 守・中村まり子・山田清貴・永井重徳、特願 2014-192763、細胞培養基材、細胞培養基材の製

造方法、細胞培養方法、及び細胞培養装置、学校法人 明治大学(出願日 2014 年 9 月 22 日) 

2) 谷 俊彦・相澤 守・石田明祐、特願 2014-115232、板状リン酸化合物粒子、それを含む板状リン酸化

合物粉体、及び、板状リン酸化合物粉体の製造方法、株式会社 豊田中央研究所・学校法人 明治大学(出

願日 2014 年 6 月 3 日) 

3) 木南啓司・有村英俊・相澤 守・水本みのり・小西敏功、特願 2013-167002、生体吸収性セメントお

よびその製造方法、グンゼ株式会社・学校法人 明治大学・公益財団法人 神奈川科学技術アカデミー(出

願日 2013 年 8 月 9 日) 

4) 相澤 守・小西敏功・水本みのり、特願 2012-230511、ハイドロキシアパタイト組成物及びそれから成

る骨又は歯充填材、財団法人神奈川科学技術アカデミー(出願日 2012 年 10 月 18 日) 

5) 相澤守・清水秀樹・庄志・猪股義彦、特願 2012-231346、球状水酸アパタイト及びその製造方法、学

校法人明治大学・太平化学産業株式会社（2012 年 10 月 19 日） 

6) 相澤 守・小西敏功・水本みのり・高橋周平、特願 2011-260177、注入可能なペースト状組成物及びそ

れから成る骨又は歯充填材、財団法人神奈川科学技術アカデミー・学校法人明治大学・昭和医科工業株

式会社（出願日 2011 年 11 月 29 日） 

7) 相澤守・高橋周平・小西敏功、特願 2011-98674 (特開 2012-228383)、セメント用材料の製造方法、セ

メント原料粉体、セメントの製造方法、およびセメント、財団法人神奈川科学技術アカデミー・学校法

人明治大学（出願日 2011 年 4 月 26 日） 

これらは本学と連携企業との共願となっている。今後は、他のサブプロジェクトでも積極的に知的財

産の形成を進めていく。 

また、現在、数社の企業と「骨誘導能を備えた次世代人工骨」や「抗菌性バイオマテリアル」、「低侵

襲治療を可能にする完全吸収置換型ペースト状人工骨」などの課題に産学連携体制で推進している。

2015 年 7 月に、グンゼ株式会社と共同で、AMED の「産学連携医療イノベーション創出プログラム 【急

激な少子高齢化社会を支える革新的医療技術・医療機器の研究開発】」に「健康寿命の増進を実現する

完全吸収置換型有機-無機ハイブリッド人工骨の臨床応用可能性の検証」という課題で申請した。今回は

不採択であったが、グラントの採択は当該研究の成果が実社会で活用される確度を大きく向上させるこ

とができるため、連携企業とともに実用化に向けて努力していく。 

 

＜シンポジウム・学会等の実施状況、インターネットでの公開状況等＞ 

1) ホームページでの研究状況の公開 

明治大学生体関連材料研究室：http://www.isc.meiji.ac.jp/~a_lab/ 

生命機能マテリアル研究クラスター：http://www.isc.meiji.ac.jp/~a_lab/cluster/ 

 

2) 公開シンポジウム（海外有識者を招いての講演会含む）の開催 

・2012 年 2 月 2 日開催（会場：A310 教室、参加人数：35 名） 

http://www.isc.meiji.ac.jp/~a_lab/
http://www.isc.meiji.ac.jp/~a_lab/cluster/
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THIAN Eng San, PhD FRMS; National University of Singapore 

“Calcium Phosphate as an Alternative Healthy Bone Materials for Tissue Remodeling and Regenaration” 

・2012 年 11 月 28 日開催（会場：A310 教室、参加人数：28 名） 

Dr. Saksit Chanthai; Khon Kaen University, Thailand 

“QuEChERS : A Primer Mean for Sample Preparation Optimization and Analytical Techniques in Food Safety 

and Quality, and Various Featured Applications” 

・2013 年 3 月 1 日開催（会場：A208 教室、参加人数：53 名） 

吉村 昌弘, 東京工業大学名誉教授、国立成功大学特聘講座教授 

「なぜ溶液からのナノ無機材料の直接作製プロセスを研究するのか？ －物質・材料と社会と自然環

境をグローバルに考える－」 

・2014 年 3 月 6 日開催 「公開シンポジウム」（会場：A416/A417 教室、参加人数：50 名） 

1) 基調講演（14：00-15：00）： 

科学技術のリスクとベネフィットから考えるバイオマテリアル研究の重要性 (慶應義塾大学・教授 井

奥洪二) 

2) 進捗報告(15:00-15:40)： 

生命機能マテリアルによる次世代再生医療技術の構築および垂直統合型研究拠点形成（研究代表者：

明治大学・教授 相澤 守） 

3) 話題提供 1(15:50-16:10)： 

バイオ人工肝臓開発ための肝臓移植マウスモデルの検討（東京慈恵会医科大学・教授 松浦知和） 

4) 話題提供 2（16：10-16：30）： 

クサビラオレンジ遺伝子導入ブタ由来細胞を用いた生命機能マテリアルにおける組織再生技術の構

築（明治大学 研究知財戦略機構・研究推進員 本田みちよ） 

5) 話題提供 3（16：30-16：50）： 

遺伝子導入による double color 遺伝子導入骨芽細胞の創出 (上智大学・准教授 神澤信行) 

・2015 年 7 月 21 日開催（会場：A304 教室、参加人数：30 名） 

THIAN Eng San, PhD FIMMM FRMS; Assistant Professor, 

National University of Singapore 

“Solving Musculoskeletal Issues using Engineering Approaches” 

・2016 年 3 月 4 日開催「公開シンポジウム」（会場：第 1 校舎 6-206 教室、参加人数：60 名） 

1) 成果概要報告（13:30-14:20）： 

私立大学戦略的研究基盤形成事業『生命機能マテリアルによる次世代再生医療技術の構築および垂直

統合型研究拠点形成』の総括および今後の展望(研究代表者：明治大学・教授 相澤 守) 

2) 基調講演(14:20-15:20）： 

骨・軟骨組織の再生誘導と再建外科への展開（近畿大学医学部形成外科・教授・磯貝典孝） 

3) 話題提供 (15:30-16:50)： 

・三次元培養スキャフォルドを用いた骨組織再生における血管内皮細胞と骨芽細胞の関係（明治大学

研究・知財戦略機構・研究推進員・本田みちよ） 

・ラジアルフロー型バイオリアクターを利用したヒト蛋白質性バイオ医薬品生産系確立の基礎研究か

ら明らかになった肝細胞機能発現におけるアミノ酸代謝の重要性（東京慈恵会医科大学・訪問研究
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員/文教大学健康栄養学部・准教授・藤見峰彦） 

・ブタのゲノム編集の現状と展望（明治大学研究・知財戦略機構・特任講師・渡邊將人） 

・3D スキャフォルド機能性評価への蛍光タンパク質の応用（上智大学理工学部・教授・神澤信行） 

 
3) 明治大学リバティアカデミーの開催：2012.10月より5回 
 「これからの医療とバイオマテリアル」：当該研究プロジェクトの社会的背景および研究成果を一般

の方々に分かりやすく紹介した 

 

4) 「明治大学・京都大学 iPS 細胞研究所 共催イベント」での講演」 
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ノーベル賞を受賞された京都大学教授山中伸弥先生とともに、京都大学 iPS 細胞研究所との共催イベ

ントを本学駿河台キャンパスで開催し、当該プロジェクトメンバー（長嶋教授・相澤教授）がそれぞれ

「難治性疾患の研究に役立つ動物モデルの開発」および「これからの医療に講演する生命機能マテリア

ルの開発」という演題で一般向けに研究を紹介した。総勢 1200 名の参加があった。なお、この講演の

様子が朝日新聞(2015 年 8 月 29 日)および読売新聞(2015 年 8 月 25 日)に掲載されている。 

 

5) 「次世代バイオマテリアルを考える会」（当該プロジェクト主催研究会） 
年度 講演日 講演者(所属) 講演タイトル 参加者数 

2011 

2011 年 
7 月 15 日 

二木康夫 
(慶應義塾大学 医学部) 軟骨再生治療の現況 30 名 

2011 年 
10 月 28 日 

永井重徳 
(慶應義塾大学 医学部) 細菌感染と宿主免疫応答 30 名 

2012 2012 年 
7 月 6 日 

菊池正紀 
(物質・材料研究機構 生体機

能材料ユニット) 

バイオセラミックスの標
準化への取り組み 32 名 

2013 

2013 年 
6 月 27 日 

本田みちよ 
(神奈川科学技術アカデミー) 

分子細胞生物学とバイオ
マテリアル 34 名 

2014 年 
2 月 22 日 

小西敏功 
(岡山大学自然科学研究科) 

ペースト状人工骨（リン酸
カルシウムセメント）の現

状と新展開 
60 名 

2014 

2014 年 
5 月 29 日 

谷 俊彦 
(株式会社 豊田中央研究所) 

異方性を創る・測る・設計
する 28 名 

2014 年 
6 月 25 日 

岩﨑泰彦(関西大学) 
細胞糖鎖改変技術を利用
したソフトバイオマテリ

アルの設計 

26 名 
木村 剛 

(東京医科歯科大学 生体材料
工学研究所) 

細胞外マトリックス構造
体を用いた組織再構築 

野村直之 
(東北大学大学院 工学研究科) 

三次元積層造形法による
医療用金属材料の開発 

2014 年 
10 月 17 日 

江本 精 
(国際医療福祉大学保健医療

学部) 

産婦人科超音波診断の進
歩－胎児から腫瘍まで－ 28 名 

2014 年 
10 月 28 日 

早川 聡 
(岡山大学大学院 自然科学研

究科) 

固体 NMR 分光法によるリ
ン酸カルシウム粒子の構

造解析 
25 名 

2014 年 
12 月 17 日 

伊藤敦夫 
(産業技術総合研究所 ヒュー
マンライフテクノロジー研究

部門) 

臨床応用と薬事承認を目
指すバイオマテリアル研

究開発手法 
24 名 

2015 年 
2 月 21 日 

菊池正紀(物質・材料研究機構 
生体機能材料ユニット バイ
オセラミックスグループ) 

無機／有機複合体による
骨再生材料の開発 58 名 

2015 

2015 年 
7 月 9 日 

江本 精 
(国際医療福祉大学) 

ナノ気孔セラミックス微
小球を用いた癌化学塞栓
療法の確立に向けて 

25 名 

2015 年 
7 月 15 日 

熊田伸弘(山梨大学大学院総
合研究部附属クリスタル科学

研究センター) 

水熱反応による新しい無
機化合物の探査と特性評

価 
41 名 
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2015 年 
9 月 9 日 

永井重徳(東京医科歯科大学
大学院医歯学総合研究科) 免疫学の歴史と基礎 26 名 

 

＜受賞（関連学生などによる学会賞）＞ 

1) (*11)本田みちよ, 相澤 守 

トピックス講演に選定 

タイトル：アパタイトファイバースキャフォルドにおける骨芽細胞と血管内皮細胞の局在 

日本セラミックス協会 2016 年年会、早稲田大学・西早稲田キャンパス、日本セラミックス協会 

2) (*1)鈴木 来, 本田みちよ, 相澤 守 

第 12 回 若手優秀発表賞 

タイトル：間葉系幹細胞を培養したアパタイトファイバースキャフォルドのラット背部皮下埋入

による生体内反応 

第 25 回 無機リン化学討論会、山形県米沢市 山形大学、日本無機リン化学会 

3) 井ヶ田一貴, 永井 亜希子, 相澤 守, 山下仁大 

第 12 回 若手優秀発表賞 

タイトル：マクロファージ接着が引き起こす生体反応の相違 

第 25 回 無機リン化学討論会、山形県米沢市 山形大学、日本無機リン化学会 

4) (*5)安田沙織, 本田みちよ, 長屋昌樹, 浅野吉則, 中野和明, 長嶋比呂志, 相澤 守 

無機マテリアル学会講演奨励賞 

タイトル：筋および脂肪組織埋入による血管内皮細胞増殖因子を担持させた高強度化アパタイト

ファイバースキャフォルドの組織学的評価 

第 131 回学術講演会、愛知県名古屋市 愛知県産業労働センター、無機マテリアル学会 

5) (*1,*7)伊藤賢人, 鴈本拓也, 長田直生, 中野和明, 浅野吉則, 長屋昌樹, 松成ひとみ, 本田みちよ, 

織部一弥, 長嶋比呂志, 相澤 守 

無機マテリアル学会講演奨励賞 

タイトル：気孔構造を精密制御した多孔質水酸アパタイトセラミックスの生体内反応 

第 131 回学術講演会、愛知県名古屋市 愛知県産業労働センター、無機マテリアル学会 

6) (*1,*7)伊藤賢人, 鴈本拓也, 長田直生, 中野和明, 浅野吉則, 長屋昌樹, 織部一弥, 本田みちよ, 長

嶋比呂志, 相澤 守 

ハイライト講演に選定 

タイトル：気孔構造を精密制御した多孔質 -リン酸三カルシウムセラミックスの骨形成能 

第 37 回 日本バイオマテリアル学会大会、日本バイオマテリアル学会 

7) (*10) Shuhei Tsurumi, Michiyo Honda, Tomoji Takayama, Takehiko Nakajima, Ken Ishii, Morio 

Matsumoto and Mamoru Aizawa (鶴見秀平, 本田みちよ, 高山知士, 中島武彦, 石井賢, 松本守雄, 

相澤 守) 

Best Student SCMBB Award, The 15th Asian BioCeramics Symposium (2015) 

タイトル： Immobilization of silver ions to porous hydroxyapatite/collagen composites and its 

anti-bacterial activity (多孔質アパタイト/コラーゲン複合体への銀イオンの固定化およびその抗菌

活性) 
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8) (*10)柿沼祐亮, 石井 賢, 石濱寛子, 本田 みちよ, 戸山芳昭, 松本守雄, 相澤 守 

2014 年年会優秀ポスター発表賞 

タイトル：イノシトールリン酸のキレート能を利用した銀担持アパタイトによる抗菌性インプラ

ントの創製とその生体適合性 

日本セラミックス協会 2014 年年会、慶應義塾大学（日吉キャンパス） 

9) (*11)本田みちよ, 中村まり子, 相澤 守 

特定セッション若手優秀発表賞 

タイトル：アパタイトファイバースキャフォルドにおける血管内皮細胞と骨芽細胞の共培養 

日本セラミックス協会 第 27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス） 

10) (*8) 横田倫啓, 林田豪太, 中野和明, 長屋昌樹, 本田みちよ, 長嶋比呂志, 相澤 守 

第 11 回 若手優秀発表賞 

タイトル：骨ミネラル含有アパタイト粉体からの多孔質セラミックスの作製とその in vivo 評価 

第 24 回 無機リン化学討論会、高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会 

11) 沢田知也, 永田幸平, 本田みちよ, 長屋昌樹, 林田豪太, 中野和明, 木南啓司, 有村英俊, 長嶋比呂

志, 相澤 守 

ハイライト講演に選定 

タイトル：気孔形成剤を添加した生体吸収性-リン酸三カルシウムセメントの in vivo 評価 

第 36 回 日本バイオマテリアル学会大会、日本バイオマテリアル学会 

12) 永田幸平, 小西敏功, 本田みちよ, 相澤 守 

最優秀発表賞 

タイトル：キレート硬化型-リン酸三カルシウムセメントの血液中での Non-fragmentation の検証 

第 18 回 生体関連セラミックス討論会、日本セラミックス協会 生体関連材料部会 

13) 永田幸平, 小西敏功, 本田みちよ, 相澤 守 

トピックス講演に選定 

タイトル：キレート硬化型 -リン酸三カルシウムセメントの Non-fragmentation の検証とその材料

評価 

日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学 津島キャンパス、日本セラミックス協会 

14) (*13) 茅嶋健太郎，大山 遼，江本 精，松浦 知和，新井 良和，長屋 昌樹，長嶋比呂志，相澤 守 

第 23 回無機リン化学討論会 若手優秀研究発表賞（2013） 

タイトル：血管内皮細胞増殖因子を担持した高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの in 

vitro および in vivo 評価、第 23 回無機リン化学討論会、島根県松江市 松江テルサ、日本無機リ

ン化学会、2013.9.19-20 

15) (*9) 中村まり子，庄 志，梅田 遼，永井重徳，相澤 守 

Best Poster Award; The 2nd International Symposium on Inorganic and Environmental Materials 2013 

(ISIEM 2013) 

タイトル：Cellular response of immunocyte to boron-containing apatite ceramics 

（2013 年 10 月 27 日～10 月 31 日にフランス・レンヌにて開催） 

16) (*3) 中村まり子, 三浦舞子, 前橋はるか, 松浦知和, 相澤 守 

ハイライト講演に選定 
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タイトル：ラジアルフロー型バイオリアクターを用いた再生培養骨の構築に向けたアパタイトフ

ァイ バースキャフォルドの最適気孔構造の検討 

第 35 回 日本バイオマテリアル学会大会、日本バイオマテリアル学会 

17) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Y. Takeuchi, H. Matsunari, H. Nagashima, and M. Aizawa 

Racquel LeGeros Award（2012） 

タイトル：Fabrication of α-Tricalcium Phosphate Cement Using Chelating Mechanism of Inositol 

Phosphate and Its Histological Evaluation 

(和訳：イノシトールリン酸のキレートメカニズムを利用した-リン酸三カルシウムセメントの作

製およびその組織学的評価) 

18) Zhi Zhuang , Midori Yumoto , Takuya Miki and Mamoru Aizawa 

Best Poster Award, 9th World Biomaterials Congress (2012) 

タイトル：Development of Hydroxyapatite Ceramics with Preferred Orientation to a-plane and Their 

Characterizations 

（和訳：a 面配向水酸アパタイトセラミックスの開発とそのキャラクタリゼーション） 

19) (*3) 三浦舞子・深澤 潤・安冨由美子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守 

日本セラミックス協会 第 25 回秋季シンポジウム 特定セッション学生優秀発表賞（2012） 

タイトル：アパタイトファイバースキャフォルドを装填したラジアルフロー型バイオリアクター

によるラット骨髄細胞からの再生培養骨の構築 ―培地循環速度の最適化－ 

20) (*4) 安生絵利奈・藤見峰彦・前橋はるか・松浦知和・相澤 守 

第 22 回無機リン化学討論会 若手優秀研究発表賞（2012） 

タイトル：アパタイトファイバースキャフォルドを用いた長期三次元循環培養による再生肝オル

ガノイドの構築とその機能 

21) 服部竜也・永井亜希子・五十嵐香理・相澤 守・山下仁大 

第 22 回無機リン化学討論会 若手優秀研究発表賞（2012） 

タイトル：分極水酸アパタイトセラミックスを用いた肉腫細胞の増殖抑制”、第 22 回無機リン化

学討論会「神戸大会」、神戸大学六甲台キャンパス 瀧川記念学術交流会館、日本無機リン化学会、

2012.9.25-26 

22) 清水秀樹・庄 志・猪股義彦・松田信之・相澤 守 

公益社団法人日本セラミックス協会生体関連材料部会 

第 16 回生体関連セラミックス討論会 最優秀発表賞受賞（2012） 

タイトル：クエン酸を添加した均一沈殿法による球状水酸アパタイトの合成とそのキャラクタリ

ゼーション 

23) (*2) 木下友花里・S. M. Best・相澤 守 

公益社団法人日本セラミックス協会生体関連材料部会 

第 16 回生体関連セラミックス討論会 The Division 賞受賞（2012） 

タイトル：ケイ素含有アパタイトファイバーによる骨再生用スキャフォルドの in vitro 評価 

24) (*3) 三浦舞子・深澤 潤・ 安冨由美子・ 前橋はるか・松浦知和・相澤 守 

日本セラミックス協会第 24 回秋季シンポジウム 特定セッション学生優秀発表賞（2011） 

タイトル：アパタイトファイバースキャフォルドとラット骨髄細胞を用いて再構築した再生培養
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骨の骨芽細胞の分化に及ぼすラジアルフロー型バイオリアクター内の培地循環速度の影響 

25) 藤岡 恵・高 正宏・澤田敏樹・Zhi Chunyi・坂東義雄・Golberg Dmitri・相澤 守・芹澤 武 

第 63 回コロイドおよび界面化学討論会 ポスター賞（2011） 

タイトル：水溶性合成ポリマーによる窒化ホウ素ナノチューブの単一分散 

26) (*1) 鴈本拓也・本田みちよ・水本みのり・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・相澤 守 

第 20 回硬組織再生生物学会学術大会・優秀一般演題（口演）（2011） 

タイトル：ブタの脛骨埋入による高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの生体適合性 

27) Z. Zhuang, T. Miki, M. Yumoto, M. Aizawa 

Outstanding Poster Award, 12th International Union of Materials Research Societies International 

Conference in Asia (2011) 

タイトル：Ultrastructural Observation of Hydroxyapatite Ceramics with Preferred Orientation to a-plane 

using High-resolution Transmission Electron Microscopy 

（和訳：高分解能透過型電子顕微鏡法による a 面配向性アパタイトセラミックスの超微細構造観

察） 

28) (*10) Y. Kawanobe, M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto, Y. Habuto, N. Kanzawa, Z. Zhuang and M. 

Aizawa 

The Best Poster Presentation Award, 23rd Symposium and Annual Meeting of International Society for 

Ceramics in Medicine (ISCM)-(Bioceramics23) by ISCM (2011) 

タイトル：Preparation of silver-containing hydroxyapatite powder by ultrasonic spray-pyrolysis technique 

and its antibacterial property 

（和訳：超音波噴霧熱分解法による銀含有水酸アパタイト粉体の調製およびその抗菌特性） 

29) (*2) Y. Kinoshita, S. M .Best and M. Aizawa 

ABC Award 2011, The 11th Asian BioCeramics Symposium (2011) 

タイトル：Fabrication and evaluation of silicon-containing apatite fiber scaffolds for bone tissue 

engineering 

（和訳：ケイ素含有アパタイトファイバーを用いた骨再生用スキャフォルドの作製と評価） 

30) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Zhi Zhuang and M. Aizawa 

ABC award 2011, The 11th Asian BioCeramics Symposium (2011)  

タイトル：Effect of concentration of inositol hexaphosphate on material properties of chelate-setting 

apatite cement 

（和訳：キレート硬化型アパタイトセメントの材料特性に及ぼすイノシトールリン酸濃度の影響） 
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＜プレスリリース＞ 

1) 2015 年 3 月 13 日；化学工業日報に研究成果掲載（ペースト状人工骨 血液介在時に硬化） 

2) (*12) 2014 年 12 月 5 日；日経産業新聞に研究成果掲載（立体的な肝臓作製；右図） 

3) 2013 年 9 月 20 日；化学工業日報に研究成果掲載

（ペースト状の人工骨 短時間で硬化 骨粗し

ょう症などに） 

4) (*8) 2012 年 9 月 11 日；日経産業新聞に研究成

果掲載（ペースト状でミネラルを配合 骨の形成

を促す効果が高い人工骨材料を開発） 

5) (*10) 2012 年 9 月 12 日；化学工業日報に研究成

果掲載（サケ由来のたんぱく質利用 新規抗菌性

材料を創製） 

 

 

 

 

 

 

 

＜企業との連携（共同研究および指定寄付金）＞ 

1) 自家骨に代わりうる次世代人工骨の開発（昭和医科工業株式会社） 

2) アパタイトの形態制御プロセスの構築（太平化学産業株式会社） 

3) 有機/無機ハイブリッドペースト状人工骨の開発（グンゼ株式会社） 

4) 異方性アパタイトセラミックスの開発（株式会社豊田中央研究所） 

5) 抗菌性バイオマテリアルの開発（マルハニチロ株式会社）            

ほか 3 件 
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5. 業績リスト 

（ 審査付原著論文，解説記事，特許，新聞発表，学会発表に分けて記載） 

 

研究代表者：相澤 守（明治大学） 

1. 審査付原著論文（査読つき Proceedings 含む） 
1-1) H. Nishikawa, M. Honda, T. Yokota, Y. Shimizu, and M. Aizawa, “Preparation of spherical Zn-substituted 

tricalcium phosphate powder by ultrasonic spray-pyrolysis technique and its characterization”, J. 

Nanomater. (2015) in press. Article ID 6753203 
1-2) K. Hagiwara, Y. Koike, M. Aizawa, and T. Nakamura, “On-site quantitation of arsenic in drinking water 

by disk solid-phase extraction/mobile X-ray fluorescence spectrometry”, Talanta, 144, 788-792(2015). 
1-3) A. Ito, Y. Sogo, A. Yamazaki, M. Aizawa, A. Osaka, S. Hayakawa, M. Kikuchi, K. Yamashita, Y. Tanaka, 

M. Tadokoro, L. Á. de Sena, F. Buchanan, H. Ohgushi, and M. Bohner, “Interlaboratory studies on in 
vitro test methods for estimating in vivo resorption of calcium phosphate ceramics”, Acta Biomaterialia, 
25, 347-355(2015). 

1-4) (*14) M. Emoto, H. Yoshihisa, K. Yano, B. Choijamts, H. Tsugu, K. Tachibana, and M. Aizawa, 
“Advanced Chemoembolization by Anti-angiogenic Calcium-Phosphate Ceramic Microspheres Targeting 
the Vascular Heterogeneity of Cancer Xenografts”, Anticancer Research, 35, 4757-4764(2015). 

1-5) M. Emoto, K. Yano, B. Choijamts, S. Sakai, S. Hirasawa, S. Wakamori, M. Aizawa, K. Nabeshima, K. 
Tachibana, and N. Kanomata, “Azaspirene analogs inhibit the growth of human uterine carcinosarcoma in 

vitro”, Anticancer Research, 35, 2739-2746(2015). 
1-6) Y. Takeoka, M. Hayashi, N. Sugiyama, M. Y. Fujita, M. Aizawa and M. Rikukawa, “In situ preparation of 

poly(L-lactic acid-co-glycolic acid)/hydroxyapatite composites as artificial bone materials”, Polymer 

Journal, 47, 164-170(2015). 
1-7) K. Hagiwara, T. Inui, Y. Koike, M. Aizawa and T. Nakamura, “Speciation of inorganic arsenic in drinking 

water by wavelength-dispersive X-ray fluorescence spectrometry after in situ preconcentration with 
miniature solid-phase extraction disks”, Talanta, 134, 739-744(2015). 

1-8) Y. Shimizu, Y. Kawanobe, T. Konishi, N. Kanzawa, M. Honda and M. Aizawa, “Biocompatibility of 
silver-containing calcium-phosphate cements with anti-bacterial properties”, Key Eng. Mater., 631, 
107-112(2015). 

1-9) T. Konishi, M. Honda, T. Yoshioka, S. Hayakawa and M. Aizawa, “Preparation of -tricalcium phosphate 
powders surface-modified with inositol phosphate for cement fabrication”, Key Eng. Mater., 631, 
113-118(2015). 

1-10) K. Yasuda, H. Ishii, M. Takahara, M. Aizawa and N. Kanzawa, “P19.CL6 cells cultured in apatite-fiber 
scaffold differentiate into cardiomyocyte”, Key Eng. Mater., 631, 295-299(2015). 

1-11) H. Ohsugi, J. Hatsukawa, M. Takahara, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Real-time evaluation of effects of 
dexamethasone on osteoblastic cells using dual fluorescence proteins”, Key Eng. Mater., 631, 
379-383(2015). 

1-12) K. Kiminami, K. Matsuoka, K. Nagata, M. Honda, G. Hayashida, K. Nakano, M. Nagaya, H. Arimura, H. 
Nagashima and M. Aizawa, “Development of bioresorbable calcium-phosphate cements hybridized with 
gelatin particles and their in vivo evaluation using pig’s tibia model”, Key Eng. Mater., 631, 
397-401(2015). 

1-13) (*8) M. Aizawa, Y. Chibu, K. Nagata, T. Konishi, K. Ishii, H. Funao, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. 
Honda, “In vivo evaluation of chelate-setting cement fabricated from hydroxyapatite including bone 
minerals using a rabbit’s tibia model”, Key Eng. Mater., 631, 402-407(2015). 

1-14) K. Yoshioka, K. Ishii, T. Kuramoto, S. Nagai, H. Funao, H. Ishihama, Y. Shiono, A. Sasaki, M. Aizawa, Y. 
Okada, S. Koyasu, Y. Toyama, and M. Matsumoto, “A novel mouse model of soft-tissue infection using 
bioluminescence imaging allows noninvasive, real-time monitoring of bacterial growth”, PLOS ONE, 9, 
e106367 (2014). 
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1-15) Y. Sekine, T. Ikeda-Fukazawa, M. Aizawa, R. Kobayashi, S. Chi, J. A. Fernandez-Baca, H. Yamauchi and 
H. Fukazawa, “Neutron Diffraction of Ice in Hydrogels”, J. Phys. Chem. B, 118, 13453-13457(2014). 
DOI: 10.1021/jp508269b 

1-16) S. Motojima, N. Igeta, H. Muramatsu, H. Uchida, K. Itatani, N. Kanzawa, M. Honda and M. Aizawa, 
“Fabrication of apatite-fiber scaffolds with enhanced mechanical property using chemical cross-linking of 
type I-collagen and their biocompatibility”, J. Soc. Inorg. Mater. Jpn., 21, 278-285(2014). 

1-17) K. Yoshioka, K. Ishii, T. Kuramoto, S. Nagai, H. Funao, H. Ishihama, Y. Shiono, A. Sasaki, M. Aizawa, Y. 
Okada, S. Koyasu, Y. Toyama and M. Matsumoto, “A Novel Mouse Model of Soft Tissue Infection using 
Bioluminescence Imaging Allows Noninvasive, Real-time Monitoring of Bacterial Growth”, PLOS ONE 
(2014) on-line publication: doi:10.1371/journal.pone.0106367 
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3-8) 相澤 守・高橋周平・小西敏功、特願 2011-98674 (特開 2012-228383)、セメント用材料の製造方法、

セメント原料粉体、セメントの製造方法、およびセメント、財団法人神奈川科学技術アカデミ

ー・学校法人明治大学（出願日 2011 年 4 月 26 日） 
 
4．新聞発表 
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4-1) 2012 年 2 月 8 日；日経産業新聞に研究成果掲載（抗菌性人工骨 低コストで） 
4-2) 2012 年 3 月 22 日；日経産業新聞に研究成果掲載（人工骨 ペースト状材料） 
4-3) 2012 年 9 月 11 日；日経産業新聞に研究成果掲載（ペースト状でミネラルを配合 骨の形成を促す

効果が高い人工骨材料を開発） 
4-4) 2012 年 9 月 12 日；化学工業日報に研究成果掲載（サケ由来のたんぱく質利用 新規抗菌性材料を

創製） 
4-5) 2013 年 9 月 20 日；化学工業日報に研究成果掲載（ペースト状の人工骨 短時間で硬化 骨粗しょ

う症などに） 
4-6) 2014 年 12 月 5 日；日経産業新聞に研究成果掲載（立体的な肝臓作製） 
4-6) 2015 年 3 月 13 日；化学工業日報に研究成果掲載（ペースト状人工骨 血中介在時に硬化） 
 
5．学会発表 
5-1) (*8) 横田倫啓・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、“骨ミネラル

含有アパタイト粉体から作製した多孔質セラミックスの in vitro および in vivo 吸収性評価”、 無機

マテリアル学会 第 130 回 学術講演会、千葉県習志野市 日本大学生産工学部津田沼校舎、無機マ

テリアル学会、2015.6.4-5 
5-2) 間 暁啓・永田幸平・本田みちよ・相澤 守、“種々のリン酸カルシウムを用いたキレート硬化型骨

修復セメントの作製とその in vitro 溶解性評価”、 無機マテリアル学会 第 130 回 学術講演会、

千葉県習志野市 日本大学生産工学部津田沼校舎、無機マテリアル学会、2015.6.4-5 
5-3) 内村祐太・宮澤雄太・中村まり子・本田みちよ・相澤 守、“高強度化アパタイトファイバースキャ

フォルドによる株化軟骨細胞 ATDC5 の三次元培養とその生物学的評価”、無機マテリアル学会 第
130 回 学術講演会、千葉県習志野市 日本大学生産工学部津田沼校舎、無機マテリアル学会、

2015.6.4-5 
5-4) 永田幸平・小西敏功・本田みちよ・相澤 守、“インジェクタブルキレート硬化型β-リン酸三カル

シウムセメントの材料特性”、日本セラミックス協会 第 28 回秋季シンポジウム、富山大学 五福

キャンパス、日本セラミックス協会、2015.9.16-18 
5-5) 佐藤 平・城﨑由紀・相澤 守・菊池正紀、“3-グリシドキシプロピルトリメトキシシランを用いた

水酸アパタイト/コラーゲンペーストの in vitro 細胞毒性評価”、日本セラミックス協会 第 28 回秋

季シンポジウム、富山大学 五福キャンパス、日本セラミックス協会、2015.9.16-18 
5-6) (*9) 山田清貴・中村まり子・永井重徳・本田みちよ・相澤 守、“イノシトールリン酸を表面修飾し

た水酸アパタイトセラミックス上で培養したマウス脾臓由来免疫細胞の形態観察”、日本セラミッ

クス協会 第 28 回秋季シンポジウム、富山大学 五福キャンパス、日本セラミックス協会、

2015.9.16-18 
5-7) 森 祐貴・本田みちよ・相澤 守、“c 面を多く露出した板状アパタイトの Ca/P 比の制御”、日本セラ

ミックス協会 第 28 回秋季シンポジウム、富山大学 五福キャンパス、日本セラミックス協会、

2015.9.16-18 
5-8) 沢田知也・永田幸平・本田みちよ・長屋昌樹・中野和明・浅野吉則・長嶋比呂志・木南啓司・有村

英俊・相澤 守、“気孔形成剤としてゼラチン粒子を添加した生体吸収性-リン酸三カルシウムセ

メントの材料特性とその骨形成能”、日本セラミックス協会 第 28 回秋季シンポジウム、富山大学 
五福キャンパス、日本セラミックス協会、2015.9.16-18 

5-9) (*10) 鶴見秀平・本田みちよ・石井 賢・松本守雄・相澤 守、“二極化した細孔構造をもつ水酸アパ

タイト多孔質セラミックスへのイノシトールリン酸の表面修飾および銀イオンの固定化による抗

菌性付与”、日本セラミックス協会 第 28 回秋季シンポジウム、富山大学 五福キャンパス、日本

セラミックス協会、2015.9.16-18 
5-10) 井ヶ田一貴・永井亜希子・相澤 守・山下 仁大、”水酸アパタイトおよび炭酸含有アパタイトに対

するマクロファージ接着が引き起こす生体反応の相違”、第 25 回無機リン化学討論会、山形大学 
米沢キャンパス、日本無機リン化学会、2015.9.28-29（第 12 回 若手優秀発表賞） 

5-11) 玉澤成記・本田みちよ・相澤 守、”電子線後方散乱回折法による異方性制御アパタイトセラミッ

クスの微細構造観察”、第 25 回無機リン化学討論会、山形大学 米沢キャンパス、日本無機リン化

学会、2015.9.28-29 
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5-12) 石田明祐・本田みちよ・相澤 守、”六角板状α-リン酸ストロンチウムをテンプレートとした異方

性制御β-リン酸三カルシウムセラミックスの作製とその評価”、第 25 回無機リン化学討論会、山

形大学 米沢キャンパス、日本無機リン化学会、2015.9.28-29 
5-13) 並木亮太・陶山拓也・伊澤千尋・本田みちよ・深澤倫子・渡邉友亮・相澤 守、”水酸アパタイト

に導入された窒素の分光学的手法による化学状態の検討”、第 25 回無機リン化学討論会、山形大

学 米沢キャンパス、日本無機リン化学会、2015.9.28-29 
5-14) (*3) 鈴木 来・本田みちよ・相澤 守、”間葉系幹細胞を培養したアパタイトファイバースキャフォ

ルドのラット背部皮下埋入による生体内反応”、第 25 回無機リン化学討論会、山形大学 米沢キャ

ンパス、日本無機リン化学会、2015.9.28-29（第 12 回 若手優秀発表賞） 
5-15) (*8) T. Yokota, M. Honda, M. Aizawa, “In vitro solubility of porous ceramics fabricated from 

hydroxyapatite powders including bone minerals”, 27th Symposium and Annual Meeting of the 
International Society for Ceramics in Medicine (27 Bioceramics), Bali, Indonesia, 27th-29th, October, 2015 

5-16) (*2) T. Inui, Y. Kinoshita, K. Nakano, Y. Asano, H. Matsunari, M. Nagaya, M. Honda, H. Nagashima and M. 
Aizawa, “Fabrication of Silicon-containing Apatite Fiber Scaffolds with Enhanced Mechanical Property 
and their Bone-forming Ability in Hard and Soft Tissues”, 27th Symposium and Annual Meeting of the 
International Society for Ceramics in Medicine (27 Bioceramics), Bali, Indonesia, 27th-29th, October, 2015 

5-17) T. Sato, Y. Shirosaki, M. Aizawa, M. Kikuchi, “Physical Property and Cytotoxicity of 
Hydroxyapatite/Collagen Paste with 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane”, 27th Symposium and Annual 
Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (27 Bioceramics), Bali, Indonesia, 27th-29th, 
October, 2015 

5-18) (*9) K. Yamada, M. Nakamura, S. Nagai, M. Honda, M. Aizawa, “Morphological Observation of Immune 
Cells Derived from Mouse Spleen to Hydroxyapatite Ceramics Surface-modified with Inositol Phosphate”, 
27th Symposium and Annual Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (27 
Bioceramics), Bali, Indonesia, 27th-29th, October, 2015 

5-19) N. Kanzawa, H. Takano, K. Yasuda, M. Takahara, M. Aizawa, “Studies on connexin 43, a gap-junction 
protein, in P19 embryonal carcinoma cells after culture on an apatite fiber scaffold”, 27th Symposium and 
Annual Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (27 Bioceramics), Bali, Indonesia, 
27th-29th, October, 2015 

5-20) T. Sawata, K. Nagata, M. Honda, M. Nagaya, Y. Asano, K. Kiminami, H. Arimura, H. Nagashima, M. 
Aizawa, “In Vivo Evaluation of Bioresorbable -tricalcium phosphate Cements with Pore-forming Agents 
Using a Pig Tibia Model”, 27th Symposium and Annual Meeting of the International Society for Ceramics 
in Medicine (27 Bioceramics), Bali, Indonesia, 27th-29th, October, 2015 

5-21) (*1,*7) 伊藤賢人・鴈本拓也・長田直生・中野和明・浅野吉則・長屋昌樹・松成ひとみ・本田みち

よ・織部一弥・長嶋比呂志・相澤 守、“気孔構造を精密制御した多孔質水酸アパタイトセラミッ

クスの生体内反応”、無機マテリアル学会 第 131 回 学術講演会、愛知県 名古屋市 愛知県産業労

働センター、無機マテリアル学会、2015.11.5-6（無機マテリアル学会講演奨励賞） 
5-22) (*13) 安田沙織・本田みちよ・長屋昌樹・浅野吉則・中野和明・長嶋比呂志・相澤 守、“筋および

脂肪組織埋入による血管内皮細胞増殖因子を担持させた高強度化アパタイトファイバースキャフ

ォルドの組織学的評価”、無機マテリアル学会 第 131 回 学術講演会、愛知県 名古屋市 愛知県産

業労働センター、無機マテリアル学会、2015.11.5-6（無機マテリアル学会講演奨励賞） 
5-23) (*2) 乾 鷹羽・木下友花里・中野和明・浅野吉則・松成ひとみ・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂

志・相澤 守、“高強度化ケイ素含有アパタイトファイバースキャフォルドの骨芽細胞による in vitro

評価”、無機マテリアル学会 第 131 回 学術講演会、愛知県 名古屋市 愛知県産業労働センター、

無機マテリアル学会、2015.11.5-6 
5-24) 森 祐貴・本田みちよ・相澤 守、“c 面を多く露出した板状アパタイトの粉体性状およびその加熱

変化”、無機マテリアル学会 第 131 回 学術講演会、愛知県 名古屋市 愛知県産業労働センター、

無機マテリアル学会、2015.11.5-6 
5-25) 西形慧太・永田幸平・本田みちよ・織部一弥・相澤 守、“ケイ素を含有した-リン酸三カルシウ

ム粉体の合成とキレート硬化型セメントへの応用”、無機マテリアル学会 第 131 回 学術講演会、

愛知県 名古屋市 愛知県産業労働センター、無機マテリアル学会、2015.11.5-6 
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5-26) (*1,*7) 伊藤賢人・鴈本拓也・長田直生・中野和明・浅野吉則・長屋昌樹・織部一弥・本田みちよ・

長嶋比呂志・相澤 守、“気孔構造を精密制御した多孔質-リン酸三カルシウムセラミックスの骨

形成能”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本バイオマテリアル学

会、2015.11.9-10（ハイライト講演に選定） 
5-27) 永田幸平・小西敏功・本田みちよ・相澤 守、“生体吸収性β-リン酸三カルシウムセメントの創製

と材料特性”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本バイオマテリア

ル学会、2015.11.9-10 
5-28) 横田倫啓・本田みちよ・相澤 守、“超音波噴霧熱分解法によるカリウム置換アパタイトセラミッ

クスの作製とその材料特性”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本

バイオマテリアル学会、2015.11.9-10 
5-29) 間 暁啓・永田幸平・本田みちよ・相澤 守、“異なる溶解性をもつキレート硬化型リン酸カルシウ

ムセメントの細胞毒性”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本バイ

オマテリアル学会、2015.11.9-10 
5-30) 冨田祐樹・相澤 守・神澤信行、“Apatite-fiber scaffold 上で培養した骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞の

インテグリン発現パターンの解析”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、

日本バイオマテリアル学会、2015.11.9-10 
5-31) (*10) 鶴見秀平・本田みちよ・高山知士・中島武彦・石井 賢・松本守雄・相澤 守、“アパタイト/

コラーゲン多孔体への銀イオンの固定化とその抗菌性”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、

京都市 京都テルサ、日本バイオマテリアル学会、2015.11.9-10 
5-32) (*11) 本田みちよ・相澤 守、“三次元培養スキャフォルドを用いた骨組織再生における血管内皮細

胞と骨芽細胞の関係”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本バイオ

マテリアル学会、2015.11.9-10 
5-33) (*1) 鈴木 来・本田みちよ・相澤 守、“間葉系幹細胞を培養した多孔質足場材料のラット背部皮下

埋入による生物学的評価”、第 37 回日本バイオマテリアル学会大会、京都市 京都テルサ、日本バ

イオマテリアル学会、2015.11.9-10 
5-34) K. Nagata, M. Honda, T. Konishi and M. Aizawa, “Development of Injectable Chelate-setting β-tricalcium 

Phosphate Cements with Anti-washout Property and Their Material Properties”, 15th Asian BioCeramics 
Symposium (ABC2015), Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 

5-35) T. Yokota, M. Honda, and M. Aizawa, “Fabrication of Potassium-substituted Hydroxyapatite Ceramics by 
Ultrasonic Spray-pyrolysis Technique and Their Material Properties”, 15th Asian BioCeramics Symposium 
(ABC2015), Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 

5-36) T. Sato, Y. Shirosaki, M. Aizawa, M. Kikuchi, “Influence of (3-glycidoxypropyl)trimethoxysilane 
concentration on hydroxyapatite/collagen bone paste”, 15th Asian BioCeramics Symposium (ABC2015), 
Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 

5-37) (*10) S. Tsurumi, M. Honda, T. Takayama, T. Nakajima, K. Ishii, M. Matsumoto and M. Aizawa, 
“Immobilization of silver ions to porous hydroxyapatite/collagen composites and its anti-bacterial activity”, 
15th Asian BioCeramics Symposium (ABC2015), Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 (Best Student 
SCMBB Award 受賞) 

5-38) (*11) M. Honda, and M. Aizawa, “Enhancement of osteogenesis in coculture of endothelial cells and 
osteoblasts in three-dimensional apatite-fiber scaffold”, 15th Asian BioCeramics Symposium (ABC2015), 
Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 

5-39) (*4) K. Suzuki, K. Nagata, T. Yokota, M. Honda, M. Aizawa, “Histological evaluations of apatite-fiber 
scaffold cultured with mesenchymal stem cells by implantation at rat subcutaneous tissue”, 15th Asian 
BioCeramics Symposium (ABC2015), Tokyo, Japan, 9th-11th, December, 2015 

5-40) (*5) S. Yasuda, M. Honda, M. Nagaya, Y. Asano, K. Nakano, H. Nagashima, and M. Aizawa, “Fabrication 
of vascular endothelial growth factor-loaded apatite-fiber scaffolds with enhanced mechanical property and 
their biological evaluation”, Pacifichem 2015, Hawaii convention Center, Honolulu, Hawaii, USA, 
15th-20th, December, 2015 
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5-41) K. Igeta, K. Nozaki, M. Aizawa, K. Yamashita, and A. Nagai, “Comparison of cytokines secretions from 
macrophage cultured on hydroxyapatite and carbonated apatite dense ceramics”, Pacifichem 2015, Hawaii 
convention Center, Honolulu, Hawaii, USA, 15th-20th, December, 2015 

5-42) K. Nagata, M. Honda, T. Konishi, and M. Aizawa, “Development of injectable chelate-setting β-tricalcium 
phosphate cement with non-fragmentation property and their material characteristics”, Pacifichem 2015, 
Hawaii convention Center, Honolulu, Hawaii, USA, 15th-20th, December, 2015 

5-43) K. Hazama, K. Nagata, M. Honda, and M. Aizawa, “Novel chelate-setting cements with various 
calcium-phosphate phases for minimally-invasive treatment of bone disease: processing, material property, 
in vitro solubility, and biocompatibility”, Pacifichem 2015, Hawaii convention Center, Honolulu, Hawaii, 
USA, 15th-20th, December, 2015 

5-44) A. Ishida, A. Suzumura, Y. Kishida, T. Tani, and M. Aizawa, “Fabrication of strontium fluoroapatite 
ceramics by reactive-templated grain growth method using hexagonalshaped tristrontium phosphate 
particles”, Pacifichem 2015, Hawaii convention Center, Honolulu, Hawaii, USA, 15th-20th, December, 
2015 

5-45) (*14) M. Aizawa, S. Yabu, K. Yano, M. Matsueda, M. Honda, and M. Emoto, “Novel chemoembolization 
on the basis of porous calcium-phosphate microspheres prepared by salt-assisted ultrasonic spray-pyrolysis 
technique”, Pacifichem 2015, Hawaii convention Center, Honolulu, Hawaii, USA, 15th-20th, December, 
2015 

5-46) R. Namiki, R. Umeda, R. Hashimoto, C. Izawa, M. Nakamura, M. Honda, T. Watanabe, and M. Aizawa, 
“Cellular responses of osteoblasts to nitrogen-doped hydroxyapatite ceramics: cell attachment, proliferation, 
morphology, differentiation and calcification”, Pacifichem 2015, Hawaii convention Center, Honolulu, 
Hawaii, USA, 15th-20th, December, 2015 

5-47) 永田幸平・本田みちよ・小西敏功・相澤 守、“インジェクタブルキレート硬化型生体吸収性β-リ
ン酸三カルシウムセメントの材料特性”、2016 年年会、東京、早稲田大学、日本セラミックス協

会、2016.3.14-16 
5-48) 横田倫啓・本田みちよ・相澤 守、“超音波噴霧熱分解法により合成したカリウム置換アパタイト

粉体からのセラミックスの作製とその評価”、2016 年年会、東京、早稲田大学、日本セラミック

ス協会、2016.3.14-16 
5-49) 佐藤 平・城﨑由紀・長屋昌樹・浅野吉則・中野和明・長嶋比呂志・相澤 守・菊池正紀、“水酸ア

パタイト/コラーゲン-GPTMS 系自己硬化型ペーストの生物学的評価”、2016 年年会、東京、早稲

田大学、日本セラミックス協会、2016.3.14-16 
5-50) (*11) 本田みちよ・相澤 守、“アパタイトファイバースキャフォルドにおける骨芽細胞と血管内皮

細胞の局在”、2016 年年会、東京、早稲田大学、日本セラミックス協会、2016.3.14-16（トピック

ス講演に選定） 
5-51) 永田幸平・本田みちよ・小西敏功・相澤 守、“キレート硬化型 -リン酸三カルシウムセメントの

Non-fragmentation の検証とその材料評価”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学 津島キ

ャンパス、日本セラミックス協会、2015.3.18-20（トピックス講演に選定） 
5-52) 佐藤 平・城崎由紀・相澤 守・菊池正紀、“3-グリシドキシプロピルトリメトキシシランを用いた

水酸アパタイト/コラーゲン骨ペーストの作製”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学 津
島キャンパス、日本セラミックス協会、2015.3.18-20 

5-53) 石田明祐・鈴村彰敏・堀 茂雄・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による針状ストロンチウムフッ素ア

パタイトの合成とその配向焼結”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学 津島キャンパス、

日本セラミックス協会、2015.3.18-20 
5-54) 石田明祐・鈴村彰敏・中野秀之・谷 俊彦・相澤 守、“六角板状リン酸三ストロンチウム粒子をテ

ンプレートとした反応性テンプレート成長法によるストロンチウムフッ素アパタイト焼結体の作

製”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学 津島キャンパス、日本セラミックス協会、

2015.3.18-20 
5-55) 鈴村彰敏・岸田佳大・中野秀之・谷 俊彦・石田明祐・相澤 守、“板状-リン酸三ストロンチウム

より作製したアパタイトセラミックスの配向過程の分析”、日本セラミックス協会 2015 年年会、

岡山大学 津島キャンパス、日本セラミックス協会、2015.3.18-20 
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5-56) 相澤 守、“生体硬組織モデルを指向した異方性制御アパタイト単結晶粒子の合成とその組織工学

への応用”、第 9 回 バイオミネラリゼーションワークショップ、東京大学 柏キャンパス、東京大

学大気海洋研究所共同利用研究集会・バイオミネラリゼーションワークショップ実行委員会、

2014.12.12-13（招待講演） 
5-57) (*8) 安田沙織・中村まり子・本田みちよ・相澤 守、“血管内皮細胞増殖因子を担持させた高強度

化アパタイトファイバースキャフォルドの作製とその in vitro 評価”、第 23 回 アパタイト研究会、

富山県 富山県民共生センター、日本アパタイト研究会、2014.12.11-12 
5-58) 石田明祐・鈴村彰敏・堀 茂雄・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による針状ストロンチウムフッ素ア

パタイトの合成とその配向焼結”、第 23 回 アパタイト研究会、富山県 富山県民共生センター、

日本アパタイト研究会、2014.12.11-12 
5-59) (*12) 中村まり子・本田みちよ・前橋はるか・相澤 守・松浦知和、“アパタイトファイバースキャ

フォルドを用いた再生肝オルガノイドの構築とその肝機能”、第 23 回 アパタイト研究会、富山県 
富山県民共生センター、日本アパタイト研究会、2014.12.11-12 

5-60) 佐藤 平・N. V. L. Manchinasetty・相澤 守・菊池正紀、“アルギン酸ナトリウムとカルシウム化合

物を利用した pH 制御可能な自己硬化型水酸アパタイト/コラーゲンペーストの細胞適合性”、第 23
回 アパタイト研究会、富山県 富山県民共生センター、日本アパタイト研究会、2014.12.11-12 

5-61) 永田幸平・小西敏功・本田みちよ・相澤 守、“キレート硬化型-リン酸三カルシウムセメントの

血液中での Non-fragmentation の検証”、第 18 回 生体関連セラミックス討論会、大阪府立大学 I-site
なんば、日本セラミックス協会 生体関連材料部会、2014.12.5（最優秀発表賞） 

5-62) 小林慧太・中島佑亮・永田幸平・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相

澤 守、“キレート硬化型ケイ素含有アパタイトセメントの in vivo 評価”、第 18 回 生体関連セラミ

ックス討論会、大阪府立大学 I-site なんば、日本セラミックス協会 生体関連材料部会、2014.12.5 
5-63) 佐藤 平・N. V. L. Manchinasetty・相澤 守・菊池正紀、“アルギン酸ナトリウムとカルシウム化合

物による非崩壊性ハイドロキシアパタイトコラーゲンペーストの in vitro 評価”、第 22 回 顎顔面

バイオメカニクス学会大会、(株)UK デンタル長崎店、顎顔面バイオメカニクス学会、2014.11.22-23 
5-64) (*7) 伊藤賢人・鴈本拓也・長田直生・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・織部一弥・

長嶋比呂志・相澤 守、“二極化した気孔構造を備えた水酸アパタイトおよび-リン酸三カルシウ

ムセラミックスの生体内反応”、無機マテリアル学会 第 129 回 学術講演会、佐賀県佐賀市 アバ

ンセ、無機マテリアル学会、2014.11.20-21 
5-65) 永田幸平・小西敏功・本田みちよ・相澤 守、“Non-fragmentation を担保したキレート硬化型-リ

ン酸三カルシウムセメントの材料特性”、無機マテリアル学会 第 129 回 学術講演会、佐賀県佐賀

市 アバンセ、無機マテリアル学会、2014.11.20-21 
5-66) (*7) 乾 鷹羽・木下友花里・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、

“ケイ素含有アパタイトファイバーによる高強度化スキャフォルドの作製とその骨形成能”、無機

マテリアル学会  第 129 回  学術講演会、佐賀県佐賀市  アバンセ、無機マテリアル学会、

2014.11.20-21 
5-67) (*14) 藪 翔太郎・江本 精・中村まり子・本田みちよ・相澤 守、“表面にナノポアを備えたアパタ

イト中空微小球の調製とその薬剤徐放特性”、無機マテリアル学会 第 129 回 学術講演会、佐賀県

佐賀市 アバンセ、無機マテリアル学会、2014.11.20-21 
5-68) (*7) 伊藤 賢人・鴈本拓也・長田直生・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・織部一弥・本田みちよ・

長嶋比呂志・相澤 守、“多孔質リン酸カルシウムセラミックスの筋および脂肪組織埋入による骨

誘導能の検証”、 第 36 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、

日本バイオマテリアル学会、2014.11.17-18 
5-69) (*8) 横田倫啓・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、“骨ミネラ

ル含有アパタイト粉体からの多孔質セラミックスの作製とその in vivo 評価”、 第 36 回 日本バイ

オマテリアル学会大会、東京都江戸川区  タワーホール船堀、日本バイオマテリアル学会、

2014.11.17-18 
5-70) (*7) 乾 鷹羽・木下友花里・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、

“高強度化ケイ素含有アパタイトファイバースキャフォルドの骨誘導能と骨伝導能の検証”、 第 36
回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテリアル
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学会、2014.11.17-18 
5-71) 小林慧太・中島佑亮・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、“ケ

イ素含有アパタイトから作製したキレート硬化型セメントのブタ脛骨埋入による in vivo 評価”、 
第 36 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテリ

アル学会、2014.11.17-18 
5-72) 沢田知也・永田幸平・本田みちよ・長屋昌樹・林田豪太・中野和明・木南啓司・有村英俊・長嶋

比呂志・相澤 守、“気孔形成剤を添加した生体吸収性-リン酸三カルシウムセメントの in vivo 評

価”、 第 36 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオ

マテリアル学会、2014.11.17-18（ハイライト講演に選定） 
5-73) (*11) 本田みちよ・中村まり子・相澤 守、“三次元培養スキャフォルドを用いた血管新生制御によ

る骨組織の再生”、第 36 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、

日本バイオマテリアル学会、2014.11.17-18 
5-74) (*14) 藪 翔太郎・中村まり子・本田みちよ・江本 精・相澤 守、“表面にナノポアを備えたアパタ

イト中空微小球の調製とそのドキシフルリジン徐放特性”、 第 36 回 日本バイオマテリアル学会

大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテリアル学会、2014.11.17-18 
5-75) K. Igeta, A. Nagai, M. Aizawa, K. Yamashita, “The effects of carbonated hydroxyapatite on macrophage 

behaviors”, 26th Symposium and Annual Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine 
(26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-76) (*8) T. Yokota, T. Miki, M. Honda, M. Aizawa, “Fabrication of porous ceramics from hydroxyapatite 
powders including bone minerals and their material properties”, 26th Symposium and Annual Meeting of 
the International Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, 
Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-77) (*9) K. Yamada, M. Nakamura, S. Nagai, M. Honda, M. Aizawa, “Cellular responses of immune cells 
derived from mouse spleen to hydroxyapatite ceramics surface-modified with inositol phosphate”, 26th 
Symposium and Annual Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), 
Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-78) T. Konishi, M. Honda, T. Yoshioka, S. Hayakawa, M. Aizawa, “Preparation of -tricalcium phosphate 
powders surface-modified with inositol phosphate for cement fabrication”, 26th Symposium and Annual 
Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, 
Barcelona, Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-79) (*6) H. Ohsugi, J. Hatsukawa, M. Takahara, M. Aizawa, N. Kanzawa, “Real-time evaluation of effects of 
dexamethasone on osteoblastic cells using dual fluorescence proteins”, 26th Symposium and Annual 
Meeting of the International Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, 
Barcelona, Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-80) K. Yasuda, H. Ishii, M. Takahara, M. Aizawa and N. Kanzawa, “P19.CL6 cells cultured in apatite-fiber 
scaffold differentiate into cardiomyocyte”, 26th Symposium and Annual Meeting of the International 
Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, Spain, 6th-8th, 
November 2014. 

5-81) (*10) Y. Shimizu, Y. Kawanobe, T. Konishi, N. Kanzawa, M. Honda, M. Aizawa, “Development of 
anti-bacterial calcium-phosphate cements consisting of -tricalcium phosphate and silver-containing 
hydroxyapatite and their cytotoxicity”, 26th Symposium and Annual Meeting of the International Society 
for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, Spain, 6th-8th, November 
2014. 

5-82) (*8) M. Aizawa, Y. Chibu, K. Nagata, T. Konishi, K. Ishi, H. Funao, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. 
Honda, “In vivo evaluation of chelate-setting cement fabricated from hydroxyapatite including bone 
minerals using a rabbit’s tibia model”, 26th Symposium and Annual Meeting of the International Society 
for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, Spain, 6th-8th, November 
2014. 
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5-83) K. Kiminami, K. Matsuoka, K. Nagata, M. Honda, G. Hayashida, K. Nakano, M. Nagaya, H. Arimura, H. 
Nagashima, M. Aizawa, “Development of bioresorbable calcium-phosphate cements hybridized with 
gelatin particles and their in vivo evaluation using pig’s tibia model”, 26th Symposium and Annual Meeting 
of the International Society for Ceramics in Medicine (26 Bioceramics), Barcelona Plaza Hotel, Barcelona, 
Spain, 6th-8th, November 2014. 

5-84) T. Sato, N. V. L. Manchinasetty, M. Aizawa, M. Kikuchi, “In vitro evaluation of hydroxyapatite/collagen 
anti-decay paste using sodium alginate and calcium compounds”, 14th Asian BioCeramics Symposium 
(ABC2014), Shanghai, Chaina, 28th-30th, October 2014. 

5-85) 相澤 守、“セラミックスの使われ方：バイオセラミックス”、長野県ファインセラミックス技術研

究会 第 2 回 研究会、長野県工業技術総合センター、長野県ファインセラミックス技術研究会、

2014.10.1 （依頼講演） 
5-86) 井ヶ田一貴・永井亜希子・相澤 守・山下仁大、“炭酸含有アパタイトの合成とマクロファージ接

着に与える影響”、第 24 回 無機リン化学討論会、高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会、

2014.9.25-26 
5-87) (*8) 横田倫啓・林田豪太・中野和明・長屋昌樹・本田みちよ・長嶋比呂志・相澤 守、“骨ミネラ

ル含有アパタイト粉体からの多孔質セラミックスの作製とその in vivo 評価”、第 24 回 無機リン化

学討論会、高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会、2014.9.25-26（第 11 回 若手優秀発表

賞） 
5-88) (*9) 山田清貴・中村まり子・永井重徳・本田みちよ・相澤 守、“イノシトールリン酸を表面修飾

した水酸アパタイトセラミックスに対するマウス脾臓由来免疫細胞の応答性”、第 24 回 無機リン

化学討論会、高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会、2014.9.25-26 
5-89) 清水友亮・中村まり子・本田みちよ・相澤 守、“超音波噴霧熱分解法によるマグネシウム置換ア

パタイトセラミックスの作製および骨芽細胞を用いた in vitro 評価”、第 24 回 無機リン化学討論

会、高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会、2014.9.25-26 
5-90) 相澤 守、“異方性制御アパタイトの創製とその応用に関する研究”、第 24回 無機リン化学討論会、

高知県高知市 高知会館、日本無機リン化学会、2014.9.25-26（学会賞受賞者講演：学術賞） 
5-91) 永田幸平・本田みちよ・小西敏功・林田豪太・長屋昌樹・長嶋比呂志・相澤 守、“非崩壊性を担

保したキレート硬化型-リン酸三カルシウムセメントの in vivo 評価”、日本セラミックス協会 第
27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス）、日本セラミックス協会、2014.9.9-11 

5-92) 沢田知也・永田幸平・本田みちよ・長屋昌樹・林田豪太・木南啓司・有村英俊・長嶋比呂志・相

澤 守、“気孔形成剤を添加した生体吸収性-リン酸三カルシウムセメントの材料特性とその生物

学的評価”、日本セラミックス協会 第 27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス）、

日本セラミックス協会、2014.9.9-11 
5-93) 佐藤 平・N. V. L. Manchinasetty・相澤 守・菊池正紀、“アルギン酸ナトリウムとカルシウム化合

物を用いたアパタイト/コラーゲンペーストの in vitro 評価”、日本セラミックス協会 第 27 回秋季

シンポジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス）、日本セラミックス協会、2014.9.9-11 
5-94) 内村祐太・宮澤雄太・中村まり子・本田みちよ・相澤 守、“高強度化アパタイトファイバースキ

ャフォルドを用いて三次元培養した株化軟骨細胞 ATDC5 細胞の増殖と分化”、日本セラミックス

協会 第 27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス）、日本セラミックス協会、2014.9.9-11 
5-95) 相澤 守・梅田 遼・中村まり子・並木亮太・奥村 慧・伊澤千尋・本田みちよ・渡邉友亮、“窒素

ドープ水酸アパタイトセラミックスの in vitro 評価”、日本セラミックス協会 第 27 回秋季シンポ

ジウム、鹿児島大学（郡元キャンパス）、日本セラミックス協会、2014.9.9-11 
5-96) (*11) 本田みちよ・中村まり子・相澤 守、“アパタイトファイバースキャフォルドにおける血管内

皮細胞と骨芽細胞の共培養”、日本セラミックス協会 第 27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学（郡

元キャンパス）、日本セラミックス協会、2014.9.9-11（特定セッション若手優秀発表賞） 
5-97) 吉川 輝・中村まり子・前橋はるか・松本喜弘・相澤 守・松浦知和、“ラジアルフロー型バイオリ

アクターを利用したヒト血漿蛋白質生産系の構築 －ヒトアルブミン生産系の検討－”、第 32 回日

本ヒト細胞学会学術集会、東京慈恵会医科大学、日本ヒト細胞学会、2014.8.30-31 
5-98) (*12) 中村まり子・本田みちよ・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバースキャ

フォルドを装填したラジアルフロー型バイオリアクターによる肝細胞・肝星細胞・内皮細胞の三
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次元共培養”、第 32 回日本ヒト細胞学会学術集会、東京慈恵会医科大学、日本ヒト細胞学会、

2014.8.30-31 
5-99) K. Nagata, T. Konishi, M. Honda, M. Nagaya, H. Nagashima, and M. Aizawa, “Biological evaluation of 

chelate setting -tricalcium phosphate cement with anti-washout property using pig tibia model”, 
International Union of Materials Research – The 15th IUMRS International Conference in Asia 
(IUMRS-ICA 2014), Fukuoka, Japan, 24th-30th, August 2014.  

5-100) T. Sato, M. Aizawa and M. Kikuchi, “Influence of excess supplementation of calcium compound on 
injectable hydroxyapatite/collagen paste using sodium alginate”, International Union of Materials Research 
– The 15th IUMRS International Conference in Asia (IUMRS-ICA 2014), Fukuoka, Japan, 24th-30th, 
August 2014.  

5-101) T. Konishi, K. Nagata, M. Honda, S. Hayakawa, and M. Aizawa, “Creation of -tricalcium phosphate 
cement with anti-washout property using chelating ability of inositol phosphate and its evaluation”, 
International Union of Materials Research – The 15th IUMRS International Conference in Asia 
(IUMRS-ICA 2014), Fukuoka, Japan, 24th-30th, August 2014.  

5-102) (*14) M. Aizawa, H. Yoshihisa, Y. Naganuma, B. Choijiamts, K. Yano and M. Emoto, “Effect of particles 
sizes on anti-tumorigenesis of biodegradable calcium-phosphate hollow microsphere loaded with 
anti-angiogenic agent”, International Union of Materials Research – The 15th IUMRS International 
Conference in Asia (IUMRS-ICA 2014), Fukuoka, Japan, 24th-30th, August 2014.  

5-103) Y. Uchimura, Y. Miyazawa, M. Nakamura, M. Honda and M. Aizawa, “Proliferation and differentiation of 
chondrocyte-like ATDC5 cells three-dimensionally cultured on/in apatite-fiber scaffold with enhanced 
mechanical property”, International Union of Materials Research – The 15th IUMRS International 
Conference in Asia (IUMRS-ICA 2014), Fukuoka, Japan, 24th-30th, August 2014.  

5-104) 石田明祐・庄 志・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による六角板状 α-リン酸ストロンチウムの合成と

そのキャラクタリゼーション”、無機マテリアル学会 第 128 回 学術講演会、日本大学理工学部（駿

河台校舎）、無機マテリアル学会、2014.6.5-6 
5-105) (*6) 本田みちよ・中村まり子・松成ひとみ・長嶋比呂志・相澤 守、“アパタイトファイバースキ

ャフォルドにおけるクサビラオレンジブタ由来間葉系幹細胞の骨分化に関する研究”、無機マテリ

アル学会 第 128 回 学術講演会、日本大学理工学部（駿河台校舎）、無機マテリアル学会、2014.6.5-6 
5-106) (*10) 柿沼祐亮・石井 賢・石濱寛子・本田みちよ・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“イノシトー

ルリン酸のキレート能を利用した銀担持アパタイトによる抗菌性 PEEK インプラントの創製とそ

の生体適合性”、無機マテリアル学会 第 128 回 学術講演会、日本大学理工学部（駿河台校舎）、

無機マテリアル学会、2014.6.5-6 
5-107) 相澤 守、”バイオマテリアルとしてのセラミックス（合成・物性解析・応用）”、日本バイオマ

テリアル学会 第 2 回セミナー バイオマテリアルの基礎講座、東京医科歯科大学、日本バイオマ

テリアル学会、2014.5.9（依頼講演） 
5-108) (*10) 柿沼祐亮・石井 賢・石濱寛子・本田みちよ・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“イノシトー

ルリン酸のキレート能を利用した銀担持アパタイトによる抗菌性インプラントの創製とその生体

適合性”、日本セラミックス協会 2014 年年会、慶応義塾大学日吉キャンパス、日本セラミックス

協会、2014.3.17-19 （2014 年年会優秀ポスター発表賞） 
5-109) 清水友亮・本田みちよ・相澤 守、“超音波噴霧熱分解法によるマグネシウム置換アパタイトセラ

ミックスの作製および骨芽細胞を用いた in vitro 評価”、日本セラミックス協会 2014 年年会、慶応

義塾大学日吉キャンパス、日本セラミックス協会、2014.3.17-19 
5-110) 本田みちよ・中村まり子・相澤 守、“アパタイトファイバースキャフォルドにおける骨分化過程

の解析”、日本セラミックス協会 2014 年年会、慶応義塾大学日吉キャンパス、日本セラミックス

協会、2014.3.17-19 
5-111) 佐藤平・相澤 守・菊池正紀、“アルギン酸ナトリウムを用いたインジェクタブルアパタイト/コラ

ーゲンペーストの物性に与えるクエン酸カルシウム過剰添加の効果”、日本セラミックス協会 
2014 年年会、慶応義塾大学日吉キャンパス、日本セラミックス協会、2014.3.17-19 

5-112) H. Shimizu, Z. Zhuang, Y. Inomata, S. Nakagawa, N. Matsuda and M. Aizawa, “ Synthesis of 
hydroxyapatite particles by homogeneous precipitation method in the citric acid and phase changes during 

http://www.mielparque.jp/yokohama/en/
http://www.mielparque.jp/yokohama/en/
http://www.mielparque.jp/yokohama/en/
http://www.mielparque.jp/yokohama/en/
http://www.mielparque.jp/yokohama/en/
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heating”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, 
Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-113) Vivian L. Hsieh, H. Kakinuma and M. Aizawa, “ Formation of apatite film on Ti-6Al-4V and Co-Cr 
substrates by soft solution process and immobilization of Ag+ ions on their surface using an inositol 
phosphate for anti-bacterial medical device”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock 
Tower Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-114) (*10) Cheolwoo Oh, H. Kakinuma, M. Honda, T. Hoshikawa, K. Ishii, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. 
Aizawa, “In vitro evaluation of novel anti-bacterial Ti implant fabricated via fixation of silver ions on 
hydoxyapatite films surface-modified with inositol phosphate route”, 13th Asian BioCeramics Symposium 
(ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-115) K. Nagata, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, and M. Aizawa, “DEVELOPMENT OF INJECTABLE 
CHELATE-SETTING β-TRICALCIUM PHOSPHATE CEMENTS AND THEIR MATERIAL 
PROPERTIES”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto 
University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-116) (*10) H. Kakinuma, K. Ishii, H. Ishihama, Y. Toyama, M. Matsumoto, and M. Aizawa, “Fabrication of 
anti-bacterial polyetheretherketone implants immobilized with Ag+ ion on the basis of chelate-bonding 
ability of inositol phosphate and their material properties”, 13th Asian BioCeramics Symposium 
(ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-117) (*13) K. Kayashima, R. Oyama, M. Emoto, T. Matsuura, Y. Arai, M. Nagaya, H. Nagashima and M. 
Aizawa, “In vitro and in vivo evaluations of apatite-fiber scaffolds loaded with vascular endothelial growth 
factor”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, 
Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-118) Y. Miyazawa, Y. Uchimura, M. Nakamura and M. Aizawa, “In vitro evaluation of chondrogenic cell line 
ATDC5 cultured on dense hydroxyapatite ceramics and in porous apatite-fiber scaffold”, 13th Asian 
BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 
4th-6th, December 2013. 

5-119) T. Sato, M. Aizawa and M. Kikuchi, “COMBINATION EFFECT OF ORGANIC ACID AND CALCIUM 
COMPOUND ON INJECTABLE HYDROXYAPATITE/COLLAGEN PASTE USING SODIUM 
ALGINATE”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto 
University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-120) N. Mochida, Y. Kawanobe, M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto, Y. Habuto, N. Kanzawa and M. Aizawa, 
“Fabrication of anti-bacterial cement using calcium-phosphate microspheres loaded with vancomycin and 
its drug release”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto 
University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-121) K. Matsuoka, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, K. Kiminami, H. Arimura, and M. Aizawa, “SOME 
PROPERTIES OF VARIOUS α-TRICALCIUM PHOSPHATE POWDERS PREPARED UNDER 
DIFFERENT MILLING CONDITIONS AND THEIR APPLICATION TO CHELATE-SETTING 
CEMENTS”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto 
University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-122) K. Kosaka, H. Ishii, M. Aizawa and N. Kanzawa, “ Proliferation and Differentiation of P19.CL6 Cells 
Cultured in Apatite-Fiber Scaffolds”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower 
Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-123) J. Matsumoto, Y. Habuto, M. Aizawa, and N. Kanzawa, “Biological Evaluation of Lactoferrin-Loaded 
Chelate-Setting Apatite Cement”, 13th Asian BioCeramics Symposium (ABC2013), Clock Tower 
Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 

5-124) R. Umeda, C. Izawa, M. Nakamura, T. Watanabe and M. Aizawa, “Surface property of nitrogen-doped 
hydroxyapatite ceramics and in vitro evaluation using osteoblasts”, 13th Asian BioCeramics Symposium 
(ABC2013), Clock Tower Centennial Hall Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, December 2013. 
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5-125) (*8) 横田倫啓・三木拓哉・相澤 守、“骨ミネラル含有アパタイト粉体からの多孔質セラミックス

の作製とその材料特性”、 第 35 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホ

ール船堀、日本バイオマテリアル学会、2013.11.25-26 
5-126) 長田直生・牧田昌士・織部一弥・春日敏宏・Wikkiam R. Walsh・相澤 守、“綿形状吸収性骨再生

用材料の開発と in vivo 評価”、 第 35 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワ

ーホール船堀、日本バイオマテリアル学会、2013.11.25-26 
5-127) (*10) 清水友亮・川延勇介・小西敏功・本田みちよ・水本みのり・相澤 守、“抗菌性を備えた非

崩壊型リン酸カルシウムセメントの作製とその細胞毒性”、 第 35 回 日本バイオマテリアル学会

大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテリアル学会、2013.11.25-26 
5-128) (*10) 呉 哲宇・柿沼祐亮・本田みちよ・石井 賢・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“イノシトー

ルリン酸により銀イオンを固定化させたアパタイト被覆チタンインプラントの 抗菌特性”、 第 35
回日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテリアル学

会、2013.11.25-26 
5-129) (*12) 中村まり子・安生絵里奈・藤見峰彦・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファ

イバースキャフォルドと肝細胞・肝星細胞・内皮細胞との共培養による 再生肝オルガノイドの構

築とその機能評価”、 第 35 回日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船

堀、日本バイオマテリアル学会、2013.11.25-26 
5-130) (*3) 中村まり子・三浦舞子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“ラジアルフロー型バイオリアク

ターを用いた再生培養骨の構築に向けたアパタイトファイ バースキャフォルドの最適気孔構造

の検討”、 第 35 回日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バ

イオマテリアル学会、2013.11.25-26（ハイライト講演に選定） 
5-131) 本田みちよ・小西敏功・水本みのり・相澤 守、“抗菌性タンパク質を応用した新規抗菌性生体材

料の開発”、 第 35 回日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本

バイオマテリアル学会、2013.11.25-26 
5-132) 目黒佑太・猪俣義彦・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“抗腫瘍効果を備えたキレ

ート硬化型アパタイトセメントの in vitro 評価”、無機マテリアル学会 第 127 回 学術講演会、山

形県米沢市 上杉博物館 伝国の杜 置賜文化ホール、無機マテリアル学会、2013.11.14-15 
5-133) 持田直輝・川延勇介・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・羽田優理・神澤信行・相澤 守、“抗

菌薬を担持させた表面に細孔を備えたリン酸カルシウム微小球による抗菌性セメントの作製とそ

の評価”、無機マテリアル学会 第 127 回 学術講演会、山形県米沢市 上杉博物館 伝国の杜 置賜

文化ホール、無機マテリアル学会、2013.11.14-15 
5-134) 清水秀樹・庄 志・猪俣義彦・中川草平・松田信之・相澤 守、“クエン酸を添加した均一沈殿法

による高い比表面積を備えた球状水酸アパタイトの合成とその加熱による相変化”、無機マテリア

ル学会 第 127 回 学術講演会、山形県米沢市 上杉博物館 伝国の杜 置賜文化ホール、無機マテリ

アル学会、2013.11.14-15 
5-135) Mamoru Aizawa, Nakashima Yusuke, Toshiisa Konishi, Minori Mizumoto, Michiyo Honda, Yoshikazu 

Arai, Kazuaki Nakano, Masaya Nagaya, Hiroshi Nagashima, “Development of chelate-setting cement with 
enhanced bioactivity using silicon-containing hydroxyapatite powder”, International Symposium on 
Inorganic and Environmental Material 2013（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, Rennes, France, 
27th-31th, October 2013. 

5-136) (*9) Mariko Nakamura, Zhi Zhuang, Ryo Umeda, Shigenori Nagai, Mamoru Aizawa, “Cellular response of 
immunocyte to boron-containing apatite ceramics”, International Symposium on Inorganic and 
Environmental Material 2013（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, Rennes, France, 27th-31th, October 
2013.（Best Poster Award 受賞） 

5-137) Ryo Umeda, Satoshi Okuyama, Mariko Nakamura, Tomoaki Watanabe, Mamoru Aizawa “In vitro 
evaluation of nitrogen-doped hydroxyapatite ceramics using osteoblastic cells”, International Symposium 
on Inorganic and Environmental Material 2013（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, Rennes, France, 
27th-31th, October 2013. 

5-138) (*8) Tomohiro Yokota, Takuya Miki, Toshiisa Konishi, Minori Mizumoto, Michiyo Honda, Ken Ishii, 
Yoshiaki Toyama, Morio Matsumoto, “In vivo evaluation of hydroxyapatite ceramics including bone 
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minerals using a rabbit model”, International Symposium on Inorganic and Environmental Material 2013
（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, Rennes, France, 27th-31th, October 2013. 

5-139) Yuta Uchimura, Yuta Miyazawa, Mamoru Aizawa, “Three-dimentional culture of ATDC5 as a model of a 
chondrocyte using apatite-fiber scaffolds with enhanced mechanical strength”, International Symposium on 
Inorganic and Environmental Material 2013（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, Rennes, France, 
27th-31th, October 2013. 

5-140) (*10) Yusuke Shimizu, Yusuke Kawanobe, Toshiisa Konishi, Michiyo Honda, Mamoru Aizawa, 
“Cytotoxicity of anti-bacterial calcium-phosphate cement with anti-washout property”, International 
Symposium on Inorganic and Environmental Material 2013（ISIEM2013）, the University of Rennes 1, 
Rennes, France, 27th-31th, October 2013. 

5-141) (*8) 横田倫啓・三木拓也・相澤 守、“骨ミネラル含有アパタイト粉体からの多孔質セラミックス

の作製とその材料特性”、第 23 回 無機リン化学討論会、島根県松江市 松江テルサ、日本セラミ

ックス協会、2013.9.19-20 
5-142) (*13) 茅嶋健太郎・大山 遼・江本 精・松浦知和・新井良和・長屋昌樹・長嶋比呂志・相澤 守、

“血管内皮細胞増殖因子を担持した高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの in vitro お
よび in vivo 評価”、第 23 回 無機リン化学討論会、島根県松江市 松江テルサ、日本セラミックス

協会、2013.9.19-20（若手優秀研究発表賞） 
5-143) (*10) 清水友亮・川延勇介・小西敏功・本田みちよ・相澤 守、“抗菌性を備えた非崩壊型リン酸

カルシウムセメントの作製とその細胞毒性”、第 23 回 無機リン化学討論会、島根県松江市 松江

テルサ、日本セラミックス協会、2013.9.19-20 
5-144) 宮澤雄太・内村祐太・中村まり子・相澤 守、“水酸アパタイトセラミックス上で培養した株化軟

骨細胞 ATDC5 の in vitro 評価”、第 23 回 無機リン化学討論会、島根県松江市 松江テルサ、日本

セラミックス協会、2013.9.19-20 
5-145) 加藤尚己・安生絵利奈・中村まり子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバー

スキャフォルドを用いて三次元培養をした株化肝細胞 FLC-4 の形態と機能”、第 23 回 無機リン化

学討論会、島根県松江市 松江テルサ、日本セラミックス協会、2013.9.19-20 
5-146) 相澤 守・中島佑亮・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・新井良和・中野和明・長屋昌樹・長

嶋比呂志、“ケイ素含有アパタイトによる高い骨伝導性を備えたキレート硬化型セメントの創製と

その硬組織に対する生体内反応”、日本セラミックス協会 第 26 回秋季シンポジウム、信州大学（長

野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
5-147) 永田幸平・高橋周平・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“Non-fragmentation を担保

したキレート硬化型β-リン酸三カルシウムセメントの創製とその材料特性”、日本セラミックス

協会 第 26 回秋季シンポジウム、信州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
5-148) 小西敏功・眞部弘毅・水本みのり・本田みちよ・石井 賢・船尾陽生・森末 光・戸山芳昭・松本

守雄・相澤 守、“キレート硬化型リン酸カルシウムセメントの in vitro/in vivo 吸収性評価”、日本

セラミックス協会 第 26 回秋季シンポジウム、信州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協

会、2013.9.4-6 
5-149) 本田みちよ・小西敏功・水本みのり・相澤 守、“水酸アパタイトのタンパク質吸着能を利用した

抗菌性生体材料の開発”、日本セラミックス協会 第 26 回秋季シンポジウム、信州大学（長野キャ

ンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
5-150) 水本みのり・小西敏功・本田みちよ・木南啓司・有村英俊・新井良和・中野和明・長屋昌樹・長

嶋比呂志・相澤 守、“キレート硬化型アパタイトセメントの材料特性および生体適合性に及ぼす

α-リン酸三カルシウム粒子添加の影響”、日本セラミックス協会 第 26 回秋季シンポジウム、信

州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
5-151) (*9) 中村まり子・永井重徳・相澤 守、“ホウ素含有アパタイトセラミックスと共存培養したマウ

ス脾臓由来 T, B, NK 細胞の細胞比率とその免疫評価”、日本セラミックス協会 第 26 回秋季シン

ポジウム、信州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
5-152) 内村祐太・宮澤雄太・中村まり子・相澤 守、“高強度化アパタイトファイバースキャフォルドを

用いた株化軟骨細胞 ATDC₅ の三次元培養”、日本セラミックス協会 第 26 回秋季シンポジウム、

信州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 
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5-153) (*10) 柿沼祐亮・石井 賢・石濱寛子・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“銀担持アパタイトを被覆

したポリエーテルエーテルケトンインプラントの創製とその抗菌特性”、日本セラミックス協会 
第 26 回秋季シンポジウム、信州大学（長野キャンパス）、日本セラミックス協会、2013.9.4-6 

5-154)  (*3) 相澤 守・松浦知和、“アパタイトファイバースキャフォルドおよびラジアルフロー型バイ

オリアクターを用いた間葉系幹細胞の三次元培養による再生培養骨の構築”、第 31 回日本ヒト細

胞学会学術集会、所沢市民文化センター「ミューズ」、2013.8.10-11 （依頼講演） 
5-155) T. Konishi, S. Takahashi, K. Nagata, Z. Zhuang, M. Mizumoto, M. Honda, Y. Takeuchi, H. Matsunari, H. 

Nagashima and M. Aizawa, “Fabrication of Biodegradable β-Tricalcium Phosphate Cement with 
Anti-washout Property Based on Chelate-setting Mechanism of Inositol Phosphate and its 
biocompatibility”, 4th Asian Biomaterials Congress (4th ABMC) , Hong Kong, China, 26-29 Jun 2013. 

5-156) (*10) H. Kakinuma, K. Ishii, H. Ishihama, Y. Toyama, M. Matsumoto, and M. Aizawa, “Anti-bacterial 
property of polyetheretherketone implants immobilized with Ag+ ion on the basis of chelate-bonding ability 
of inositol phosphate”, The 7th International Conference on the Science and Technology for Advanced 
Ceramics (STAC-7), Mielparque-Yokohama, Kanagawa, Japan, 19th-21st, June 2013. 

5-157) R. Umeda, S. Okuyama, T. Watanabe and M. Aizawa, “Surface property of nitrogen-doped hydroxyapatite 
ceramics and their biocompatibility evaluations using osteoblastic cells”, The 7th International Conference 
on the Science and Technology for Advanced Ceramics (STAC-7), Mielparque-Yokohama, Kanagawa, 
Japan, 19th-21st, June 2013. 

5-158) (*8) T. Yokota, T. Miki, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, K. Ishii, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. 
Aizawa, “Comparative Study on Bone Formation of Hydroxyapatite Ceramics with and without Bone 
Minerals Using a Rabbit Model” , The 7th International Conference on the Science and Technology for 
Advanced Ceramics (STAC-7), Mielparque-Yokohama, Kanagawa, Japan, 19th-21st, June 2013. 

5-159) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Y. Takeuchi, H. Matsunari, H. Nagashima, and M. Aizawa, 
“Fabrication of α-tricalcium phosphate cement using chelating mechanism of inositol phosphate and Its 
histological evaluation”, 6th International Symposium on Apatite and Correlative Biomaterials (ISACB6) , 
Nantes, France, 5th-8th Jun 2013.  (Racquel LeGeros Young Scientist Award 受賞) 

5-160) T. Sato, M. Aizawa and M. Kikuchi, “Effect of additive on properties of injectable hydroxyapatite/collagen 
paste using sodium alginate”, 6th International Symposium on Apatite and Correlative Biomaterials 
(ISACB6) , Nantes, France, 5th-8th Jun 2013. 

5-161) 中島佑亮、小西敏功、水本みのり、本田みちよ、新井良和、中野和明、長屋昌樹、長嶋比呂志、

相澤 守、“ケイ素含有アパタイトを用いたキレート硬化型セメントの創製とその硬組織適合性”、
無機マテリアル学会第 126 回学術講演会、船橋市民文化創造館、2013.6.6-7 

5-162) 本田みちよ・水本みのり・川延勇介・清水友亮・持田直樹・小西敏功・石井 賢・松本守雄・相

澤 守、“銀含有リン酸カルシウムセメントの創製とその生物学的評価”、無機マテリアル学会第 126
回学術講演会、船橋市民文化創造館、2013.6.6-7 

5-163) 横田倫啓・三木拓也・千布悠貴・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・石井 賢・松本守雄・相

澤 守“骨ミネラル含有アパタイトセラミックスの in vivo 評価”、2013 年日本セラミックス協会年

会、東京工業大学大岡山キャンパス、2013.3.17-19 
5-164) 宮澤雄太・相澤 守、“水酸アパタイトセラミックス上で培養した株化軟骨細胞 ATDC5 の増殖と

その形態”、2013 年日本セラミックス協会年会、東京工業大学大岡山キャンパス、2013.3.17-19 
5-165) 佐藤 平・相澤 守・菊池正紀、“アルギン酸ナトリウムを用いたインジェクタブルアパタイト/コ

ラーゲンペーストの物性に与える添加物の影響”、2013 年日本セラミックス協会年会、東京工業大

学大岡山キャンパス、2013.3.17-19 
5-166) 藤岡 恵・永田幸平・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“Non-fragmentation を担保

したリン酸カルシウムセメントの試作とその評価方法”、2013 年日本セラミックス協会年会、東京

工業大学大岡山キャンパス、2013.3.17-19 
5-167) 相澤  守、 “多機能性キレート硬化型リン酸カルシウムセメントの開発 (Development of 

chelate-setting calcium-phosphate cement with multi-functions: enhanced bioactivity, anti-bacterial 
property and/or anti-tumorigenesis)”、ライフサイエンス分野シンポジウム：バイオマテリアルの新展

開シンポジウム、名古屋工業大学(Center for Fostering Young and Innovation Researchers (CFYIR))、
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2013.1.29 
5-168) 小西敏功・高橋周平・庄 志・永田幸平・水本みのり・本田みちよ・竹内靖浩・松成ひとみ・長

嶋比呂志・相澤 守、“β-リン酸三カルシウムを用いたキレート硬化型ペースト状人骨の開発”、第

51 回セラミックス基礎科学討論会、仙台国際センター、2013.1.9-10 
5-169) (*9) 中村まり子・庄 志・永井重徳・相澤 守、“ホウ素含有アパタイトセラミックスの作製とそ

の免疫細胞応答性”、第 51 回セラミックス基礎科学討論会、仙台国際センター、2013.1.9-10 
5-170) 梅田 遼･奥山 慧･渡邉友亮･相澤 守、“窒素ドープ法により改質した水酸アパタイトセラミック

スの表面特性およびその細胞応答性”、第 51 回セラミックス基礎科学討論会、仙台国際センター、

2013.1.9-10 
5-171) 目黒佑太・猪股義彦・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“種々のイノシトールリン

酸濃度で作製したキレート硬化型アパタイトセメントに対する腫瘍モデル細胞の細胞応答性”、第
51 回セラミックス基礎科学討論会、仙台国際センター、2013.1.9-10 

5-172) N. Mohannad, N. Hiraishi, I. M. Sofiqul, M. Otsuki, J. Tagami and M. Aizawa, “The influence of Phytic 
Acid Used as Etchant on Resin-Dentin Bond Strength”, 第 31 回日本接着歯学会学術大会・総会、日本

歯科大学 生命歯学部、2012.12.8-9. 
5-173) H. Ohsugi, J. Hatsukawa, Y. Otsuka, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Establishment of a real-time evaluation 

system of the osteoconduction using fluorescent proteins” , 2012 Annual Meeting Registration and 
Information, San Francisco, CA, USA, 15th-19th, December 2012. 

5-174) (*10) 持田直輝・川延勇介・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・羽太優理・神澤信行・相澤 守、

“バンコマイシン担持リン酸カルシウム微小球を用いた抗菌性セメントの作製とその評価”、第 16
回生体関連セラミックス討論会、千葉工業大学 津田沼校舎、2012.11.30. 

5-175) 眞部弘毅・小西敏功, 水本みのり・本田みちよ・石井 賢・船尾陽生・戸山芳昭・松本守雄・相

澤 守、“種々のリン酸カルシウム相からなるキレート硬化型カルシウムセメントの in vitro / in vivo

における生体吸収性評価”、第 16 回生体関連セラミックス討論会、千葉工業大学 津田沼校舎、

2012.11.30. 
5-176) 清水秀樹・庄 志・猪股義彦・松田信之・相澤 守、“クエン酸を添加した均一沈殿法による球状

水酸アパタイトの合成とそのキャラクタリゼーション”、第 16 回生体関連セラミックス討論会、

千葉工業大学 津田沼校舎、2012.11.30.（最優秀発表賞受賞） 
5-177) 千布悠貴・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・石井 賢・船尾陽生・戸山芳昭・松本守雄・相

澤 守、“骨ミネラル含有アパタイトから作製したキレート硬化型セメントの生物学的評価”、第 16
回生体関連セラミックス討論会、千葉工業大学 津田沼校舎、2012.11.30. 

5-178) (*2) 木下友花里・S. M. Best・相澤 守、“ケイ素含有アパタイトファイバーによる骨再生用スキャ

フォルドの in vitro 評価”、第 16 回生体関連セラミックス討論会、千葉工業大学 津田沼校舎、

2012.11.30.（The Division 賞受賞） 
5-179) 相澤 守、“抗菌性人工関節の開発”、 TECH Biz EXPO 2012 講演会、ポートメッセなごや、

2012.11.28-30.（招待講演） 
5-180) (*4) 安生絵利奈・藤見峰彦・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバースキャフ

ォルドを用いた肝細胞・肝星細胞・内皮細胞の三次元共培養による再生肝オルガノイドの構築と

その機能”、日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2012、仙台国際センター、2012.11.26-27. 
5-181) 眞部弘毅・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・石井 賢・船尾陽生・戸山芳昭・松本守雄・相

澤 守、“種々のリン酸カルシウム相からなるキレート硬化型リン酸カルシウムセメントの in vitro / 
in vivo における生体吸収性の評価”、日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2012、仙台国際セ

ンター、2012.11.26-27. 
5-182) 千布悠貴・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・石井 賢・

船尾陽生・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“骨ミネラル含有アパタイトから作製したキレート硬

化型セメントの硬組織適合性”、日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2012、仙台国際センター、

2012.11.26-27. 
5-183) (*1) 長田直生・松成ひとみ・竹内靖浩・織部一弥・長嶋比呂志・相澤 守、“細孔構造を精密制御

した-リン酸三カルシウム多孔体の作製とブタによる in vivo 評価”、日本バイオマテリアル学会シ

ンポジウム 2012、仙台国際センター、2012.11.26-27. 
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5-184) (*10) 本田みちよ・川延勇介・小西敏功・水本みのり・清水友亮・神澤信行・石井 賢・松本守雄・

戸山芳昭・相澤 守、“銀含有リン酸カルシウム微小球による抗菌性セメントの創製とその評価”、
日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2012、仙台国際センター、2012.11.26-27. 

5-185) (*1) 鴈本拓也・本田みちよ・水本みのり・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・相澤 守、“高強

度化アパタイトファイバースキャフォルドの骨誘導能の検証”、日本バイオマテリアル学会シンポ

ジウム 2012、仙台国際センター、2012.11.26-27. 
5-186) C. Oh, H. Kakinuma, T. Hoshikawa, K. Ishii, H. Funao, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. Aizawa, 

“Fabrication of an anti-bacterial Ti implant via fixation of silver ions on hydoxyapatite flims 
surface-modified with inositol phosphate and its cytotoxicity”, The 29th Korea-Japan International Seminar 
on Ceramics, Daegu Exhibition & Convention Center（EXCO）, Daegu, Korea, 21st-24th, November 2012. 

5-187) M. Aizawa, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, H. Morisue, K. Ishi, Y. Toyama and M. Matsumoto, 
“Development of Novel Calcium-phosphate Cements on the Basis of Chelate-setting Mechanism of 
Inositol Phosphate”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) Symposium, the International Conference Hall, 
Kuang-Fu Campus, National Cheng Kung University, Tainan, Taiwan, 18th-21st, November 2012. (Key 
Note Lecture; 招待講演) 

5-188) T. Inayama, H. Konishi, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Studies on the anti-tumor action of a novel apatite 
cement”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) Symposium, the International Conference Hall, Kuang-Fu 
Campus, National Cheng Kung University, Tainan, Taiwan, 18th-21st, November 2012. 

5-189) K. Nagata, S. Takahashi, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda and M. Aizawa, “Fabrication of 
chelate-setting β-tricalcium phosphate cements with anti-washout ability and their material properties”, 
12th Asian BioCeramics (ABC2012) Symposium, the International Conference Hall, Kuang-Fu Campus, 
National Cheng Kung University, Tainan, Taiwan, 18th-21st, November 2012. 

5-190) (*10) H. Kakinuma, K. Ishii, H. Ishihama, Y. Toyama, M. Matsumoto and M. Aizawa, “Formation of 
apatite film on polyetheretherketone substrate bysoft solution process and immobilization of Ag+ions on its 
surface using an inositol phosphatefor anti-bacterial medical device”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) 
Symposium, the International Conference Hall, Kuang-Fu Campus, National Cheng Kung University, 
Tainan, Taiwan, 18th-21st, November 2012. 

5-191) K. Fujioka, K. Nagata, M. Mizumoto, M. Honda, and M. Aizawa, “Fabrication of novel calcium-phosphate 
cements with non-fragmentation property and their evaluation”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) 
Symposium, the International Conference Hall, Kuang-Fu Campus, National Cheng Kung University, 
Tainan, Taiwan, 18th-21st, November 2012. 

5-192) R. Umeda, S. Okuyama, T. Watanabe, and M. Aizawa, “Fabrication of nitrogen-doped hydroxyapatite 
ceramics and its surface characterization”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) Symposium, the 
International Conference Hall, Kuang-Fu Campus, National Cheng Kung University, Tainan, Taiwan, 
18th-21st, November 2012. 

5-193) T. Hattori, A.Nagai, M.Aizawa, H.Tamamura and K.Yamashita, “Polarized hydroxyapatite modulates cell 
cycle and promotes differentiation of SK-LMS-1 cells”, 12th Asian BioCeramics (ABC2012) Symposium, 
the International Conference Hall, Kuang-Fu Campus, National Cheng Kung University, Tainan, Taiwan, 
18th-21st, November 2012. 

5-194) (*14) 相澤 守・江本 精、“超音波噴霧熱分解法によるリン酸カルシウム中空微小球の創製および

癌化学塞栓療法への応用”、第 21 回ソノケミストリー討論会、明治大学理工学部 生田キャンパス

A 館、2012.11.9-10.（招待講演） 
5-195) (*1) 鴈本拓也・相澤 守、“高強度化 β-リン酸三カルシウムファイバースキャフォルドの作製とそ

の特性評価”、無機マテリアル学会第 125回学術講演会、名古屋大学 ES総合館ホール、2012.11.1-2. 
5-196) 庄 志・中村まり子・小西敏功・吉村英恭・相澤 守、“a 面配向アパタイトセラミックスによる生

体骨モデルの構築とその評価”、無機マテリアル学会第 125 回学術講演会、名古屋大学 ES 総合

館ホール、2012.11.1-2. 
5-197) (*1) 長田直生・重光勇介・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・相澤 守、“骨誘導能を備えたリ

ン酸カルシウム多孔体の作製とクサビラオレンジブタによる in vivo 評価”、無機マテリアル学会第

125 回学術講演会、名古屋大学 ES 総合館ホール、2012.11.1-2. 
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5-198) 塩野雄太・石井賢・永井重徳・柿沼祐亮・佐々木文・相澤 守・岡田保典・千葉一裕・小安重夫・

戸山芳昭・松本守雄、“アクネ菌はインプラント関連感染症を引き起こす”、 第 27 回日本整形外

科学会基礎学術集会、名古屋国際会議場、2012.10.26-27. 
5-199) 吉岡研之・石井 賢・永井重徳・柿沼祐亮・佐々木文・相澤 守・岡田保典・千葉一裕・小安重夫・

戸山芳昭・松本守雄、” 整形外科領域で用いる金属製生体材料におけるバイオフィルム形成度の

検討”、 第 27 回日本整形外科学会基礎学術集会、名古屋国際会議場、2012.10.26-27. 
5-200) (*10) 石濱寛子・石井 賢・永井重徳・柿沼祐亮・佐々木文・相澤 守・岡田保典・千葉一裕・小

安重夫・戸山芳昭・松本守雄、”合成樹脂製インプラントにおける新規抗菌コーティング法の開発”、 
第 27 回日本整形外科学会基礎学術集会、名古屋国際会議場、2012.10.26-27. 

5-201) T. Inayama, H. Konishi, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Studies on anti-tumor action of chelate-setting 
apatite cements”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University School of Medicine , 21st-24th, 
October 2012. 

5-202) (*5) K. Kayashima, R. Oyama, M. Emoto, H. Maehashi, T. Matsuura and M. Aizawa, “Three-dimentional 
Culture of Vascular Endothelial Cells Using Vascular Endothelial Growth Factor-loaded Apatite-fiber 
Scaffolds with Enhanced Mechanical Property”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University 
School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-203) (*3) M. Miura, J. Fukasawa, Y. Yasutomi, H. Maehashi, T. Matsuura and M. Aizawa, “Reconstruction of 
tissue-engineered bone using an apatite-fiber scaffold, rat bone marrow cells and radial-flow bioreactor: 
optimization of flow rate in circulating medium”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University 
School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-204) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, and M. Aizawa, “Adsorption Behavior of Sodium Inositol 
Hexaphosphate on the Surface of Hydroxyapatite”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University 
School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-205) T. Konishi, S. Takahashi, M. Mizumoto, M. Honda, K. Kida, Y. Horiguchi, K. Oribe, K. Ishii, H. Morisue, 
Y. Toyama, M. Matsumoto, and M. Aizawa, “Comparative Study of Bioresorbability of Chelate-setting 
Cements with Various Calcium Phosphate Phase Using Rabbit Model”, Bioceramics-24, Centennial Hall 
Kyushu University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-206) H. Shimizu, Z. Zhuang and M. Aizawa, “Morphological control of hydroxyapatite particles by 
homogeneous precipitation method in the copresence of various carboxylic acids”, Bioceramics-24, 
Centennial Hall Kyushu University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-207) H. Ishii, Y. Mukai, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Gene expression analysis and morphological observation 
of P19 cells cultured in apatite-fiber scaffold.”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University School 
of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-208) H. Ohsugi, Y. Habuto, M. Honda, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Evaluation of anti-bacterial activities of a 
novel chelate-setting apatite cements combined with lactoferrin”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu 
University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-209) (*7) M. Nakamura, Z. Zhuang and M. Aizawa, “Fabrications of boron-containing apatite ceramics via 
ultrasonic spray pyrolysis route and their surface properties”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu 
University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-210) Y. Nakashima, M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto and M. Aizawa, “In vitro evaluation of chelate-setting 
cements fabricated from silicon-containing apatite powder using osteoblastic cells”, Bioceramics-24, 
Centennial Hall Kyushu University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-211) M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto and M. Aizawa, “In vitro evaluation of anti-tumor effect of the 
chelate-setting hydroxyapatite cement using inositol hexaphosphate”, Bioceramics-24, Centennial Hall 
Kyushu University School of Medicine , 21st-24th, October 2012. 

5-212) (*2) Y. Kinoshita, S. M. Best, and M. Aizawa, “In Vitro evaluation of silicon-containing apatite fibre 
scaffolds for bone tissue engineering”, Bioceramics-24, Centennial Hall Kyushu University School of 
Medicine , 21st-24th, October 2012. 
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5-213) (*4) 安生絵利奈・藤見峰彦・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバースキャフ

ォルドを用いた長期三次元循環培養による再生肝オルガノイドの構築とその機能”、第 22 回無機

リン化学討論会「神戸大会」、神戸大学六甲台キャンパス 瀧川記念学術交流会館、2012.9.25-26
（若手優秀研究発表賞） 

5-214) 服部竜也・永井亜希子・五十嵐香理・相澤 守・山下仁大、“分極水酸アパタイトセラミックスを

用いた肉腫細胞の増殖抑制”、第 22 回無機リン化学討論会「神戸大会」、神戸大学六甲台キャンパ

ス 瀧川記念学術交流会館、2012.9.25-26（若手優秀研究発表賞） 
5-215) 永田幸平・小西敏功・高橋周平・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“非崩壊性を備えたキレー

ト硬化型 β-リン酸三カルシウムセメントの作製とその材料特性”、第 22 回無機リン化学討論会「神

戸大会」、神戸大学六甲台キャンパス 瀧川記念学術交流会館、2012.9.25-26 
5-216) (*5) 茅嶋健太郎・大山 遼・江本 精・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“血管内皮細胞増殖因子

を担持した高強度化アパタイトファイバースキャフォルドによる血管内皮細胞の三次元培養”、第
22 回無機リン化学討論会「神戸大会」、神戸大学六甲台キャンパス 瀧川記念学術交流会館、

2012.9.25-26 
5-217) 水本 みのり・小西 敏功・本田 みちよ・相澤 守、“イノシトールリン酸溶液中での粉砕および

表面修飾の同時処理を施した湿式合成アパタイト粉体によるキレート硬化型セメントの作製”、日
本セラミックス協会 第 25 回秋季シンポジウム、名古屋大学（東山キャンパス）、2012. 9.19-21 

5-218) (*10) 本田みちよ・川延勇介・小西敏功・水本みのり・相澤 守、“バイオフィルム形成阻害可能

な抗菌性材料の開発”、日本セラミックス協会 第 25 回秋季シンポジウム、名古屋大学（東山キャ

ンパス）、2012. 9.19-21 
5-219) (*3) 三浦舞子・深澤 潤・安冨由美子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバ

ースキャフォルドを装填したラジアルフロー型バイオリアクターによるラット骨髄細胞からの再

生培養骨の構築 ―培地循環速度の最適化－”、日本セラミックス協会 第25回秋季シンポジウム、

名古屋大学（東山キャンパス）、2012. 9.19-21（特定セッション学生優秀発表賞） 
5-220) (*10) 持田直輝・川延勇介・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・羽太優理・神澤信行・相澤 守、

“バンコマイシン担持リン酸カルシウム微小球を用いた抗菌性セメントの作製とその評価”、 日本

セラミックス協会 第 25 回秋季シンポジウム、名古屋大学（東山キャンパス）、2012. 9.19-21 
5-221) 目黒佑太・猪股義彦・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“抗腫瘍効果を備えたキレ

ート硬化型アパタイトセメントの作製とその評価”、日本セラミックス協会 第 25 回秋季シンポジ

ウム、名古屋大学（東山キャンパス）、2012. 9.19-21 
5-222) 相澤 守、“先端機能性セラミックスの作製と応用 ―バイオセラミックスを例にしてー”、日本セ

ラミックス協会郡山地区セミナー、日本大学工学部 50 周年記念館（ハット NE） 3 階 大講義

室およびロビー、2012.9.7（招待講演） 
5-223) 相澤 守・庄 志、“アパタイト単結晶の形態制御とそのタンパク質吸着性”、平成 24 年度オレオ

ナノサイエンスシンポジウム 2012 「オレオナノサイエンスと皮膚科学」、東京理科大学森戸記念

館、2012.8.23（招待講演） 
5-224) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Y. Takeuchi, H. Nagashima and M. Aizawa, “Enhancement of 

handling and mechanical property of chelate-setting α-calcium phosphate cement by addition of citric acid 
and chitosan to mixing solution and its in vitro/vivo evaluations”, 4th International Congress on Ceramics 
(ICC4), Sheraton Chicago Hotel & Towers, IL, USA, 15th-19th, July 2012. 

5-225) T. Konishi, Z. Zhuang, M. Mizumoto, M. Honda and M. Aizawa, “Development of Calcium-phosphate 
Cements from Hydroxyapatite Powders Surface-modified with Various Concentrations of Sodium Inositol 
Hexaphosphate and Their Evaluation”, International Conference of Young Researchers on Advanced 
Materials (ICYRAM 2012), MATRIX Building, Biopolis Shared Facilities, Singapore, 1st-6th, July 2012. 
（招待講演） 

5-226) (*3) M. Aizawa, M. Miura, J. Fukasawa, Y. Yasutomi, H. Maehashi and T. Matsuura, “Development of 
tissue-engineered bone by three-dimensional cell culture of rat bone marrow cells using an apatite-fiber 
scaffold and a radial-flow bioreactor”, The Sixth International Conference on the Science and Technology 
for Advanced Ceramics (STAC-6), Mielparque-Yokohama ,Kanagawa, Japan, 26th-28th, June 2012. 
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5-227) (*10) H. Kakinuma, K. Ishii, H. Ishihama, Y. Toyama, M. Matsumoto, and M. Aizawa, “Formation of 
apatite film on polyetheretherketone substrate by soft solution process and immobilization of Ag+ ions on 
its surface using an inositol phosphate”, The Sixth International Conference on the Science and Technology 
for Advanced Ceramics (STAC-6), Mielparque-Yokohama ,Kanagawa, Japan, 26th-28th, June 2012. 

5-228) K. Yamamoto, Y. Shigemitsu, and M. Aizawa, “Fabrications of porous ceramics with well-controlled 
interconnected pores using roughened carbon beads and their material properties”, The Sixth International 
Conference on the Science and Technology for Advanced Ceramics (STAC-6), 
Mielparque-Yokohama ,Kanagawa, Japan, 26th-28th, June 2012. 

5-229) (*4) E. Anjo, T. J. Fujimi, Y. Yasutomi, H. Maehashi, T. Matsuura, and M. Aizawa, “Reconstruction of 
liver organoid using an apatite-fiber scaffold and its ammonia metabolism ability” , 9th World Biomaterials 
Congress , Century City International Convention Center (CCICC), Chengdu, China, 1st-5th, June 2012. 

5-230) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda and M. Aizawa, “Material Properties of Chelate-setting α-Tricalcium 
Phosphate Cement Using Inositol Hexaphosphate” , 9th World Biomaterials Congress , Century City 
International Convention Center (CCICC), Chengdu, China, 1st-5th, June 2012. 

5-231) Z. Zhuang, M. Yumoto, T. Miki and M. Aizawa, “Development of Hydroxyapatite Ceramics with Preferred 
Orientation to a-plane and Their Characterizations” , 9th World Biomaterials Congress , Century City 
International Convention Center (CCICC), Chengdu, China, 1st-5th, June 2012.（ポスター賞受賞） 

5-232) (*9) M. Nakamura, W. Hiraoka and M. Aizawa, “Fabrication of boron-containing apatite ceramics via 
ultrasonic spray-pyrolysis technique and its response to natural killer cell” , 9th World Biomaterials 
Congress, Century City International Convention Center (CCICC), Chengdu, China, 1st-5th, June 2012. 

5-233) 相澤 守・本田みちよ・小西敏功・水本みのり・神澤信行・長嶋比呂志・石井 賢・戸山芳昭・松

本守雄、“多機能性キレート硬化型リン酸カルシウムセメントの開発（Development of chelate-setting 
calcium-phosphate cement with multi-functions: enhanced bioactivity, anti-bacterial property and/or 
anti-tumorigenesis）”、 第 85 回日本整形外科学会学術総会、国立京都国際会館、グランドプリン

スホテル京都、2012.5.17-20（招待講演） 
5-234) (*10) 柿沼祐亮・石井 賢・石濱寛子・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“溶液プロセスによるポリ

エーテルエーテルケトン基板上へのアパタイト膜の形成およびイノシトールリン酸による銀イオ

ンの固定化”、日本セラミックス協会 2012 年年会、京都大学（吉田キャンパス）、日本セラミック

ス協会、2012.3.19-21. 
5-235) 山本康平・重光勇介・相澤 守、“粗面加工したカーボンビーズによる多孔質水酸アパタイトセラ

ミックスの作製とその材料特性”、日本セラミックス協会 2012 年年会、京都大学（吉田キャンパ

ス）、2012.3.19-21. 
5-236) (*14) 松枝 賢・江本 精・相澤 守、“硝酸カリウムを用いた塩添加超音波噴霧熱分解法による表

面にナノ気孔を有するリン酸カルシウム微小球の合成とその薬剤徐放”、日本セラミックス協会

2012 年年会、京都大学（吉田キャンパス）、2012.3.19-21. 
5-237) 水本みのり・小西敏功・本田みちよ・石井 賢・船尾陽生・戸山芳昭・松本守雄・相澤 守、“キ

トサンを添加したインジェクション型アパタイトセメントのウサギ脛骨への埋入による硬組織適

合性評価”、日本セラミックス協会 2012 年年会、京都大学（吉田キャンパス）、2012.3.19-21. 
5-238) 中島佑亮・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・相澤 守、“ケイ素含有アパタイトから作製した

キレート硬化型セメントの骨芽細胞を用いた in vitro 評価”、日本セラミックス協会 2012 年年会、

京都大学（吉田キャンパス）、2012.3.19-21. 
5-239) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Zhi Zhuang and M. Aizawa, “EFFECT OF CONCENTRATION OF 

INOSITOL HEXAPHOSPAHTE ON MATERIAL PROPERTIES OF CHELATE-SETTING APATITE 
CEMENT”, The 11th Asian BioCeramics Symposium 2011 (ABC 2011), Tsukuba, Ibaraki, Japan, National 
Institute for Materials Science (NIMS), 30th November-2nd December. 2011. (ABC 2012 Award 受賞) 

5-240) Z. Zhuang, M. Yumoto, T. Miki, T. Konishi and M. Aizawa, “Development of Hydroxyapatite Ceramics 
with Preferred Orientation to a-plane”, The 11th Asian BioCeramics Symposium 2011 (ABC 2011), 
Tsukuba, Ibaraki, Japan, National Institute for Materials Science (NIMS), 30th November-2nd December. 
2011. 
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5-241) H. Manabe, T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda and M. Aizawa, “EVALUATION OF IN VITRO 
BIORESORBABILITY OF CHELATE-SETTING CALCIUM PHOSPHATES CEMENTS”, The 11th 
Asian BioCeramics Symposium 2011 (ABC 2011), Tsukuba, Ibaraki, Japan, National Institute for Materials 
Science (NIMS), 30th November-2nd December. 2011. 

5-242) (*2) Y. Kinoshita, S. M. Best and M. Aizawa, “FABRICATION AND EVALUATION OF 
SILICON-CONTAINING APATITE FIBER SCAFFOLDS FOR BONE TISSUE ENGINEERING”, The 
11th Asian BioCeramics Symposium 2011 (ABC 2011), Tsukuba, Ibaraki, Japan, National Institute for 
Materials Science (NIMS), 30th November-2nd December. 2011.  (ABC 2012 Award 受賞) 

5-243) (*1) T. Ganmoto, M. Honda, M. Mizumoto, H. Matsunari, Y. Takeuchi, H. Nagashima and M. Aizawa, 
“HARD TISSUE COMPATIBILITY OF APATITE-FIBER SCAFFOLD WITH ENHANCED 
MECHANICAL PROPERTY USING PIG MODEL BY IMPLANTING INTO TIBIA”, The 11th Asian 
BioCeramics Symposium 2011 (ABC 2011), Tsukuba, Ibaraki, Japan, National Institute for Materials 
Science (NIMS), 30th November-2nd December. 2011. 

5-244) (*4) 安生絵利奈・藤見峰彦・安冨由美子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイ

バースキャフォルドとラジアルフロー型バイオリアクターを用いて構築した再生肝オルガノイド

のアンモニア代謝能”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-245) 三木拓也・藤野匡敏・安冨由美子・深澤倫子・吉村英恭・相澤 守、“骨ミネラル含有アパタイト

セラミックスの材料特性”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-246) (*14) 松枝 賢・江本 精・相澤 守、“塩添加超音波噴霧熱分解法によるリン酸カルシウム微小球

の調製と薬剤徐放特性評価”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-247) 稲山哲哉・小西秀典・相澤 守・神澤信行、“腫瘍治療に有効なキレート硬化型骨修復セメントの

評価”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-248) 羽太優理・相澤 守・神澤信行、“キレート硬化型骨修復セメントへの生理活性ペプチド添加によ

る抗菌性付与”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-249) 向井優哉・相澤 守・神澤信行、“Apatite-fiber scaffold 中で培養したマウス初代心筋細胞と P19.CL6

細胞の遺伝子発現解析及び形態観察”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、

2011.11.21-22. 
5-250) 水本みのり・小西敏功・本田みちよ・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・相澤 守、“キトサン

添加によるインジェクション型アパタイトセメントの試作と大型動物による生体適合性の検証”、
第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 

5-251) (*8) 千布悠貴・小西敏功・水本みのり・本田みちよ・松本守雄・石井 賢・相澤 守、“骨ミネラ

ル含有アパタイトから作製したキレート硬化型セメントの生体適合性評価”、第 33 回日本バイオ

マテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-252) (*10) 川延勇介・本田みちよ・水本みのり・小西敏功・羽太優理・神澤信行・石井 賢・松本守雄・

相澤 守、“超音波噴霧熱分解法により合成した銀担持ハイドロキシアパタイト微小球の抗菌性評

価”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-253) (*9) 中村まり子・平岡和佳子・相澤 守、“超音波噴霧熱分解法によるホウ素含有アパタイトセラ

ミックスの作製とその免疫細胞応答性”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、

2011.11.21-22. 
5-254) 本田みちよ・小西敏功・水本みのり・相澤 守、“キレート硬化型骨アパタイトセメントにおける

骨肉腫細胞の生化学的評価”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-255) (*1) 鴈本拓也・安冨由美子・本田みちよ・水本みのり・松成ひとみ・竹内靖浩・長嶋比呂志・相

澤 守、“大型動物であるブタの脛骨に埋入した高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの

硬組織適合性”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-256) 蔵本哲也・石井 賢・永井重徳・船尾陽生・相澤 守・平井政彦・佐々木文・岡田保典・千葉一裕・

小安重夫・戸山芳昭・松本守雄、“骨軟部耐性菌感染症に対する新規分子標的治療法の開発―抗生

物質ターゲッティング療法”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
5-257) 蔵本哲也・石井 賢・平井政彦・船尾陽生・永井重徳・相澤 守・佐々木文・岡田保典・千葉一裕・

小安重夫・戸山芳昭・松本守雄、“抗生物質ターゲッティング療法の確立へ向けた抗生剤含有・炎

症プローブの開発”、第 33 回日本バイオマテリアル学会大会、京都、2011.11.21-22. 
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5-258) (*3) M. Miura, J. Fukasawa, Y. Yasutomi, H. Maehashi, T. Matsuura and M. Aizawa, “Effect of flow rate 
of medium in radial-flow bioreactor on the differentiation of osteoblasts in tissue-engineered bone 
reconstructed using an apatite-fiber scaffold and rat bone marrow cells”, Bioceramics23, Ceylan 
InterContinental Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, November, 2011. 

5-259) M. Matsueda, M. Emoto and M. Aizawa, “Preparation of calcium-phosphate microspheres by salt-assisted 
ultrasonic spray-pyrolysis technique and their drug release behavior using anti-angiogenic agent, TNP-470”, 
Bioceramics23, Ceylan InterContinental Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, November, 2011. 

5-260) H. Konishi, M. Honda, M. Aizawa and N. Kanzawa, “Biochemical studies on novel chelate-setting apatite 
cements in antitumor action”, Bioceramics23, Ceylan InterContinental Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 
6th-11th, November, 2011. 

5-261) (*10) Y. Kawanobe, M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto, Y. Habuto, N. Kanzawa and M. Aizawa, 
“Preparation of silver-containing hydroxyapatite powder by ultrasonic spray-pyrolysis technique and its 
antibacterial property”, Bioceramics23, Ceylan InterContinental Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, 
November, 2011. (Best Poster Award 受賞) 

5-262) (*8) M. Aizawa, T. Miki, Y. Yasutomi, M Honda and H. Yoshimura, “Hydroxyapatite ceramics including 
bone minerals promote differentiation of osteoblasts derived from rat bone marrow cells”, Bioceramics23, 
Ceylan InterContinental Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, November, 2011. 

5-263) Y. Nakashima, M. Honda, T. Konishi, M. Mizumoto and M. Aizawa, “Fabrication of chelate-setting 
cement using silicon-substituted Hydroxyapatite and its property”, Bioceramics23, Ceylan InterContinental 
Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, November, 2011. 

5-264) N. Osada, Y. Shigemitsu, M. Makita, K. Oribe and M. Aizawa, “Fabrication of organic/inorganic hybrids 
by infiltration of commercially-available poly(L-lactide co glycolide) into porous hydroxyapatite ceramics 
with bimodal pore-size distribution and its material properties”, Bioceramics23, Ceylan InterContinental 
Istanbul Hotel, Istanbul, Turkey, 6th-11th, November, 2011. 

5-265) 相澤 守、“新しい硬化メカニズムによる骨修復セメントの開発”、国際セラミックス総合展、東

京ビッグサイト会議棟 6F 606 号室、2011.10.14. (総合展での招待講演) 
5-266) (*4) 安生絵利奈・藤見峰彦・安冨由美子・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイ

バースキャフォルドを用いた再生肝オルガノイドの構築とそのアンモニア代謝能”、第 21 回無機

リン化学討論会、名古屋工業大学（鶴舞キャンパス）、2011.9.29-30. 
5-267) 三木拓也・安冨由美子・本田みちよ・吉村英恭・相澤 守、“骨ミネラル含有アパタイトセラミッ

クスによるラット骨髄間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化誘導”、第 21 回無機リン化学討論会、名

古屋工業大学（鶴舞キャンパス）、2011.9.29-30. 
5-268) (*2) 木下友花里・S. M. Best・相澤 守、“ケイ素含有アパタイトファイバーによる骨再生用スキャ

フォルドの作製とその材料特性”、第 21 回無機リン化学討論会、名古屋工業大学（鶴舞キャンパ

ス）、2011.9.29-30. 
5-269) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda and M. Aizawa, “Fabrication of Chelate-setting Cements from 

Hydroxyapatite Powders Surface-modified with Various Sodium Inositol Hexaphosphate Concentrations 
and Their Mechanical Properties”, 12th International Conference in Asia (IUMRS-ICA2011), Taipei World 
Trade Center Nangang Exhibition Hall (TWTC Nangang), Taipei, Taiwan, 19th-22nd, September. 2011. 

5-270) Z. Zhuang, T. Miki, M. Yumoto and M. Aizawa, “Ultrastructural Observation of Hydroxyapatite Ceramics 
with Preferred Orientation to a-plane using High-resolution Transmission Electron Microscopy”, 12th 
International Conference in Asia(IUMRS-ICA2011), Taipei World Trade Center Nangang Exhibition Hall 
(TWTC Nangang), Taipei, Taiwan, 19th-22nd, September. 2011. (ポスター賞受賞) 

5-271) 藤岡 恵・高 正宏・澤田敏樹・ZHI Chunyi・坂東義雄・GOLBERG Dmitri・相澤 守・芹澤 武、

“水溶性合成ポリマーによる窒化ホウ素ナノチューブの単一分散”、第 63 回コロイドおよび界面化

学討論会、京都大学（吉田キャンパス）、2011.9.7-10. (ポスター賞受賞) 
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学会学術大会、日本大学歯学部、2011.8.27. 
5-280) (*6) 本田みちよ・小西敏功・水本みのり・松成ひとみ・長嶋比呂志・相澤 守、“クサビラオレン

ジブタ頭蓋骨由来骨芽細胞の単離とその生物学的評価”、第 20 回硬組織再生生物学会学術大会、

日本大学歯学部、2011.8.27. 
5-281) Zhi Zhuang and Mamoru Aizawa, “Ultrastructural Analysis of Synthetic Hydroxyapatite with Preferred 

Orientation to c-plane Using High-Resolution Transmission Electron Microscopy”, The 19th International 
conference on composites/Nano Engineering (ICCE-19), Wyndham Bund East Hotel, Shanghai, China, 
24th-30th, July 2011. (招待講演) 

5-282) T. Konishi, M. Mizumoto, M. Honda, Z. Zhuang and M. Aizawa, “Fabriation of Calcium-phosphate 
Cements from Hydroxyapatite Powders Surface- modified with Various Concentrations of Sodium Inositol 
Hexaphosphate and Their Material Properties”, The 19th International conference on composites/Nano 
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Zhi ZHUANG1), Mariko NAKAMURA1), Takahiko J. FUJIMI2) and Mamoru AIZAWA1) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Faculty of Health and Nutrition, Bunkyo University 

 

1. 緒言 

生体硬組織の主成分である水酸アパタイト（Ca10(PO4)6(OH)2; HAp）は生体骨にインプラントすると新

生骨と直接結合するという優れた生体活性を有し、実際に生体硬組織代替材料として整形･口腔外科領

域で臨床応用されている[1]。HAp は結晶学的に六方晶系に属し、a 面と c 面という二つの結晶面がある

[2, 3]。リモデリング（骨の新陳代謝）が活発に行なわれる骨では溶解性の高い a 面が、低い溶解性が望

まれる歯のエナメル質では c 面が多く露出している構造をもつことは非常に興味深い。実際には、当研

究室では、生体内の HAp の結晶構造を模倣し、既に繊維状 HAp 単結晶粒子（アパタイトファイバー; AF）

の合成に成功している [4]。また、板状 HAp 単結晶粒子の合成プロセスも確立している [5, 6]。 

近年、超高齢化社会の到来に伴い、骨粗鬆症などの骨疾患を有効に治癒させるような高度医療を実現

するためにも、高機能な生体材料として、HAp が世界中の研究者に注目されており、それに関連する研

究が活発に行なわれている。しかしながら、｢HAp がなぜ生体活性を示すのか」という疑問の本質はま

だ明らかにされていないのが現状である。 

本研究の目的は生体骨とエナメル質の結晶構造を模倣した｢ナノ配向制御 HAp セラミックス｣を創出

し、配向構造と生体活性との関連性を明らかにし、その知見を活かして「高度医療･福祉」を実現する

新規なバイオマテリアルの創出につなげることである。具体的には、配向性を有する HAp 単結晶粒子

を出発原料として、a 面（生体骨モデル）あるいは c 面（エナメル質モデル）を多く露出したセラミッ

クスを創製し、骨芽細胞や未分化間葉系幹細胞などの細胞をセラミックスの表面に播種し、その初期付

着率、増殖性、石灰化レベルや分化挙動などを調査することにより、HAp の異なる結晶面が細胞に与え

る影響を解明する。 

 

2. 実験方法 

2-1 セラミックスの作製 

AF粒子はCa(NO3)2･4H2O（0.167 mol･dm-3）、(NH4)2HPO4（0.100 mol･dm-3）、(NH2)2CO（0.500 mol･dm-3）
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およびHNO3 （0.100 mol･dm-3）からなる混合溶液を80 ºC, 24 hで加熱したのち、さらに90 ºC, 72 hで加熱

することより合成した。このAFを用いて固形分1 mass%のスラリーを調製した。そのAFスラリー500 cm3

に対して(NH4)2HPO4 （0.12 mol･dm-3）水溶液を添加し、pH 10に調整したのち、別に調製したpH 10の

Ca(NO3)2･4H2O （0.20 mol･dm-3）水溶液を滴下してAFの表面にアパタイトゲル（AG）を生成させ、そ

のまま24 h攪拌して熟成させた。得られた混合粉体を

200 MPaで一軸加圧成形し、水蒸気雰囲気下1300 ºC, 5 

hで焼成した。AG添加量の異なる混合粉体の合成条件

をTable 1に示す。 

また、市販のアパタイト粉体（HAp-100；太平化学製）を

成形圧 50 MPaで成形し、水蒸気雰囲気下 1200 ºC, 5 h

で焼成しすることによって、等方的 HAp セラミックスを作

製した。 

出発粉体および作製したセラミックスについて、粉末 X 線回折測定（XRD）、走査型電子顕微鏡観察（SEM）、

高分解能透過型電子顕微鏡（HR-TEM）およびレーザーゼータ電位計などの分析機器を用いて評価した。

また、作製したセラミックスの a 面配向度は Eq. (1)、相対密度は Eq. (2)を用いて求めた。 

2-2 細胞の初期付着率の測定 

試料片は 15.2 (±0.2) mm×1.5 mm の円板状とし、表面研磨処理後、160 ºC，1.5 h の乾熱滅菌を行なっ

た。骨芽細胞のモデルとして新生児 C57BL/6 マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様樹立株 MC3T3-E1 を使用し

た。培地は牛胎児血清を 10 vol％添加した-最小必須培地（α-MEM(+)）を用いた。組織培養用 24 well

マイクロプレート（15.6 mm）に試料片の上に細胞密度 1.5×104 cells･cm-3 の細胞懸濁液 2 cm3 を播種し、

5 h の培養を行った。初期細胞付着率は、Eq. (3)に示したように播種した細胞数（3×104 cells）を 100 %

とし、その値で 5 h 後に各試料片に接着していた細胞数を割ることにより求めた。このとき分散分析に

より、統計処理を行った。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 作製したセラミックスのキャラクタリゼーション 

出発粉体の XRD パターンを Figure 1 に示す。AF は通常の等方的な HAp-100 に比べて a 面に対応する 

I(300) : Diffraction intensity of (300) reflection 
I(211) : Diffraction intensity of (211) reflection 
I(002) : Diffraction intensity of (002) reflection 

Orientation degree =                                 ×100%   ･･･ (1)
I(300)

I(300)+I(211)+I(002)

Relative density =                                ×100%   ･･･ (2)
Bulk density

3.16 (g·cm-3)

A =               ×100%   ･･･ (3)
N5

N0

A : Initial cell-attachment efficiency
N0 : Numbers of the cells seeded on the specimens
N5 : Numbers of the cells after the culture of 5 h

Ca(NO3)2･4H2O (NH4)2HPO4 Content of AG
cm3 cm3 mass %

AF - - 0
AG10%AF 30 30 10
AG30%AF 107 107 30
AG50%AF 250 250 50
AG70%AF 580 580 70

Sample name

Table 1 Preparation conditions of AF and AG complex 
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(300)面の回折強度が特異的に高かった。この結果は、

合成した AF粉体は HApの a面が多く露出した構造を

持つことを示している。AG の添加量が増えるにしたが

って、低結晶性 HApの回折が現れ、a面に対応する回

折の強度が低くなった。 

HR-TEMを用いて、出発粉体の微細構造観察と制

限視野電子線回折（SAED）パターンの撮影を行った。

その結果をFigure 2に示す。AGの添加量が10~30 

mass%の場合は、AF粒子の表面に微細なAG粒子が

付着していることが確認できた。しかしながら、

AG50%AFおよびAG70%AF粉体の場合は、AFの表面

以外の場所にもAG粒子の凝集体が存在していた。こ

のことから、AGの添加量を増やすことでAFの性質より

もAGの性質が強くなることが予測できる。また、SAED

では、AFに由来する明確な回折スポット以外に、デバ

イ・リングも現れたため、AGは多結晶であることが分か

った。 

作製したセラミックスのXRDパターンを Figure 3に示

す。すべてのセラミックスは HApの単一相であった。 

また、出発粉体と同様に、AF 粉体および AF と AG

の複合粉体から作製されたセラミックスの(300)面の回

折強度は HAp-100 セラミックスより高かった。各セラミッ

クスの a面配向度の結果を Figure 4 に示す。この結果
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Figure 1 XRD patterns of the starting powders. 
(a) AF powder, (b) AG10%AF powder, (c) 
AG30%AF powder, (d) AG50%AF powder, (e) 
AG70%AF powder and (f) HAp-100 powder. 

Figure 2 HR-TEM images and SAED patterns of the starting powders. 
(a)AF powder, (b) AG10%AF powder, (c) AG30%AF powder, (d) AG50%AF powder and (e) AG70%AF powder. 
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から、AGの添加量は 30 mass%を超えると、a面配向度が著しく低下することが分かった。作製したセラミック

スの SEM 写真を Figure 5 に示す。AF セラミックスにおいては、繊維状の形状が残っており、気孔が多
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Figure 4 Orientation degrees of a-plane of the resulting HAp ceramics. 
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Figure 5 SEM images of the resulting ceramics. 
(a) AF ceramics, (b) AG10%AF ceramics, (c) AG30%AF ceramics, (d) AG50%AF ceramics and (e) AG70%AF ceramics. 
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Figure 3 XRD patterns of the resulting ceramics. 
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く存在していた。AG の添加量が増えるとともに確認される繊維状結晶粒は少なくなっており、AF セラ

ミックスに見られた気孔の数も減っていた。セラミックスの相対密度の結果を Figure 6 に示す。この結

果より、AG の添加量が増えることにより、セラミッ

クスが緻密化されていくことが明らかになった。 

作製した a 面を多く露出したアパタイトセラミック

スの表面ゼータ電位を測定し、等方的な HAp-100 セラ

ミックスと比較した。Figure 7 にセラミックスの表面

ゼータ電位測定の結果を示す。AF セラミックス、

AG10%AF セラミックスおよび AG30%AF セラミック

スはほぼ同程度のプラスの値を示した。AG50%AF セ

ラミックスと AG70%AF セラミックスでは AG 添加量

の増加に伴い、表面ゼータ電位の値はマイナスへシフ

トし、HAp-100 セラミックスの値に近づいていった。

これはセラミックスの表面における(300)面の配向度

と一致する結果であり、(300)面配向度が高いほど、a

面を多く露出しており、表面はよりプラス側に帯電していると考えられる。 

 

3-2 細胞初期付着率の測定 

セラミックスの表面濡れ性は接触角で評価した。接触

角は固体表面の親水性や疎水性の指標であり、一般

的には表面の自由エネルギーが大きくなるにつれて、

濡れ性が高くなり、接触角が小さくなる。その結果、

AFセラミックスで 78.6º、AG10%AFセラミックスで 90.9º、

AG30%AF セラミックスで 73.4º、AG50%AF セラミックス

で 53.3º、AG70%AFセラミックスで 54.4ºおよびHAp-100

セラミックスで 53.9ºであった。Figure 8に作製したセラ

ミックス表面における細胞の初期付着率を示す。a

面に配向したセラミックスは等方的なHAp-100セラ

ミックスより低い初期付着率を示した。ANOVA 統

計処理をおこなったところ、a 面配向度の高い AF

セラミックス、AG10%AF セラミックスおよび

AG30%AF セラミックスは a 面配向度の低い

AG70%AF セラミックスと HAp-100 セラミックスとの間に有意な差が認められた。-MEM(+)培地中（pH 

7.4, 25 ºC）において MC3T3-E1 細胞のゼータ電位を測定したところ、-14.29 (±0.93) mV であった。培養

基材と MC3T3-E1 細胞との接着では Ca2+イオンを介在して行われるので、培養基材表面が負に帯電して

いるほうが初期付着率は高くなる。そのため、表面がプラスに帯電する AF セラミックス、AG10%AF

セラミックスおよび AG30%AF セラミックスは、表面がマイナスに帯電する AG50%AF セラミックス、

AG70%AF セラミックスおよび HAp-100 セラミックスより初期付着率が低くなったと考えられる。 
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a 面を多く露出した水酸アパタイトセラミックスの作製とその評価 
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1) 明治大学理工学部応用化学科 

2) 明治大学研究・知財戦略機構 

 

Fabrication of hydroxyapatite ceramics with preferred orientation to a-plane and its characterization 

 

Masaki TAMAZAWA1), Michiyo HONDA2) and Mamoru AIZAWA1) 

   

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Properties, Meiji University 

1. 緒言 

生体硬組織の主要な無機成分である水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2 ; HAp) は、生体親和性が高く、

硬組織と直接結合する性質を持っている。そのため、人工骨や人工歯根などの材料として臨床応用され

ている[1]。この HAp はそれぞれ異なる性質を持っている a 面と c 面の二つの結晶面を持っていること

から、異方性があるといえる[2]。生体内に存在するアパタイトは、この異方性を持っており、生体骨の

表面では a 面を、歯のエナメル質表面では c 面を多く露出した構造をとっている[3, 4]。このように、組

織部位によって露出する結晶面が異なっていることから、HAp の異方性は細胞の分化などに深く係わっ

ていると考えられる。 

これまでに当研究室では、HAp の結晶面と骨形成に関与する骨芽細胞との関係を明らかにすることを

目的とし、a 面を多く露出した HAp セラミックスを作製し、その細胞増殖性や初期付着率、細胞接着、

分化などを調査してきた。そこで本研究では、前任者が確立したプロセス[5]を用いて、アパタイトファ

イバー (AF) から a 面を多く露出した HAp セラミックスを作製し、電子線後方散乱回折法 (EBSD) な

どを利用して、「異方性」に着目した詳細な材料特性評価を行なった。さらに、ヒト骨肉腫由来骨芽細

胞様細胞株 MG-63 を用いてセラミックス上での細胞増殖性について調査し、HAp の異方性が細胞に与

える影響についても検討した。将来的には、作製したセラミックス上で骨芽細胞の培養を行ない、その

セラミックスに対する骨芽細胞の分化誘導能を調査し、材料の異方性と細胞の持つ極性との連関性を理

解する一助とする。 

 

2. 実験方法 

1) a 面を多く露出した HAp セラミックスの作製 

AF 粉体は、Ca(NO3)2·4H2O (0.167 mol·dm-3), (NH4)2HPO4 (0.500 mol·dm-3), (NH2)2CO (0.100 mol·dm-3)お

よび HNO3 (0.10 mol·dm-3) からなる試料溶液を 80 °C で 24 h 加熱したのちに 90 °C で 72 h 加熱して合成

した。この AF 粉体を用いて固形分 1 mass%のスラリーを調製し、そのスラリーに対して (NH4)2HPO4

水溶液を添加し、pH 10 に調整した。また別に調製した Ca(NO3)2·4H2O 水溶液（pH 10）を 6 cm3·min-1
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で滴下することによって、AF の表面にアパタイトゲル (AG) を生成させ、そのまま 24 h 撹拌して熟成

させた。その後、ろ過、乾燥および粉砕して混合粉体を得た。なお、AG はこれまでの当研究室におけ

る取り組みの結果[5, 6]から、AF に対して 30 masss%の仕込み組成で添加した。この混合粉体を

「AG30%AF 粉体」とする。この AG30%AF 粉体を成形圧 200 MPa で一軸加圧成形し、水蒸気雰囲気下

で 1300 °C, 5 h の条件で焼成し、「AG30%AF セラミックス」を作製した。また、市販の水酸アパタイト

粉体 (HAp-100 ; 太平化学製) を成形圧 50 MPa で成形し、水蒸気雰囲気下で 1200 °C, 5 h の条件で焼成

して「HAp-100 セラミックス」を作製した。 

 

2) 材料特性評価 

作製したAG30%AFセラミックスおよびHAp-100セラミックスの材料特性は、粉末X線回折法 (XRD)、

走査型電子顕微鏡法 (SEM)、EBSD により評価した。また、各セラミックスの溶解性を調査するため、

JIS T 0330-3 にしたがって溶解性試験を行なった。なお浸漬液には、酸性条件では酢酸-酢酸ナトリウム

緩衝液を、中性条件ではトリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン-塩酸緩衝液を使用した。 

 

3) 各セラミックス上での MG-63 の細胞増殖性試験 

細胞培養に用いたセラミックスは、耐水研磨紙で鏡面研磨を行ない、160 °C で 1.5 h 乾熱滅菌を行な

った。AG30%AF セラミックス、HAp-100 セラミックス、control (ポリスチレンプレート) 上に MG-63

を 3.0×104 個播種し、1, 3, 5, 7 日後の細胞数を計測した。培地は 10%ウシ胎児血清 (FBS) と 1%非必須

アミノ酸を含む最小必須培地 (eagle MEM) を用い、細胞を剥がす際の酵素は 0.25%トリプシンを用いた。 

 

3. 実験結果と考察 

1) 各セラミックスの材料特性 

得られたセラミックスの XRD パターンを図 3-1 に示す。 

これより、各セラミックスは HAp の単一相であることが分か

った。また、AG30%AF セラミックスの (100), (200), (300) 面

を示すピークの回折強度が高かったことから、このセラミッ

クスは a 面を多く露出した構造を持っているといえる。これ

は、AF の表面に析出した AG が、焼結過程において AF の表

面に取り込まれながら粒成長したことによって、AF の a 面の

配向性を維持して緻密化し、配向性が上昇したためである。

HAp-100セラミックスは、等方的なHApの最強線である (211) 

面を示す回折強度が高くなっていたため、等方的な HAp であ

ると考えられる。 

図 3-2 に、得られたセラミックスの SEM 写真を示す。

AG30%AF セラミックスは気孔が見られ、結晶粒の形態が AF

のような繊維状ではなく、六角形であった。これは AF が AG

を取り込みながら粒成長することによって焼結体が緻密化し

たためである。HAp-100 セラミックスは、気孔が見られず、

(a) AG30%AF, (b) HAp-100 

図 3-1 各セラミックスの XRD パターン 
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結晶粒は六角形の形態を有していた。 

図 3-3 に EBSD によって得られた各セラミックスの結晶方位分布図を示す。HAp-100 セラミックス表

面の結晶方位分布図 ((a), (b), (c)) では、(a) はこのセラミックスの観察面である IPF Z 方向、つまりこ

のセラミックスの表面の結晶粒を観察した図を示しており、(b) の IPF Y および (c) の IPF X は、それ

ぞれこのセラミックスの断面方向から結晶粒を観察した図を示している。また、それぞれの結晶方位分

布図における結晶粒は、結晶面の配向ごとに色分けされており、緑で示される 010 および青で示される

110 は HAp の a 面を表しており、赤で示される 001 は HAp の c 面を表している。HAp-100 セラミック

スの表面の結晶方位分布図は、(a), (b) および (c) を比較すると、結晶粒の色の違いはほとんど見られな

いが、(a) が他よりも少し青と緑で示されている結晶粒が多いことが観察できた。したがって、HAp-100

セラミックスの表面は少し a 面を露出した構造である。 

AG30%AF セラミックスの表面の結晶方位分布図((d), (e), (f)) は、(d) において青と緑で示される結晶粒

が、(e) および (f) と比較して圧倒的に多いことが観察できた。したがって、AG30%AF セラミックス

の表面は a 面を多く露出した構造である。AG30%AF セラミックスの断面の結晶方位分布図は、セラミ

ックスの表面方向から結晶粒を観察した (h) が、セラミックスの断面方向から結晶粒を見ている (g) お

よび(i) と比較して青と緑で示される結晶粒が圧倒的に多いことが観察できた。このことからも、

001 010

110

(a) (d) (g)

図 3-3 各セラミックスの結晶方位分布図

(a) HAp-100 表面 IPF Z
(b) HAp-100 表面 IPF Y
(c) HAp-100 表面 IPF X

(d) AG30%AF 表面 IPF Z
(e) AG30%AF 表面 IPF Y
(f) AG30%AF 表面 IPF X
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AG30%AF セラミックスは a 面を多く露出した構造であると考えられる。 

図 3-3 に各セラミックスにおける Ca2+の溶出挙動を、

図 3-4 に各セラミックスにおける 30 分までの平均溶解速

度 Ra30 を見かけの表面積で割った値を示す。Ra30 は以下

の式 (1)を用いて求めた。 

図 3-3 および 3-4 から、溶解性は酸性および中性に関わら

ず AG30%AF セラミックスの方が HAp-100 セラミックス

よりも高いことが分かった。これは、AG30%AF セラミ

ックスは HAp の a 面を多く露出していることにより、

HAp-100 セラミックスよりも材料の表面に Ca が多く存

在しているためであると考えられる。また図 3-3 を見る

と、AG30%AF セラミックスは時間の経過によって Ca2+

濃度が平衡に近づいているが、酸性条件の HAp-100 セラ

ミックスの結果を見ると 180 min までほぼ一定の割合で

増加している。従って、AG30%AF セラミックスと

HAp-100 セラミックスは Ca2+の溶出挙動の機構が異なる

可能性がある。このことについては、今後さらに長い時

間の溶出を調査する必要がある。 

 

2) 各セラミックス上での MG-63 の細胞増殖性試験 

1, 3, 5, 7 day における各セラミックス上での

MG-63 の細胞増殖性試験の結果を図 3-6 に示す。 

図 3-6 より、細胞数は control, HAp-100 セラミック

ス、AG30%AF セラミックスの順に高かったが、細

胞の増殖性はほとんど差がないことが分かる。細胞

数に関しては 1 day における細胞数の差に起因して

いることから、AG30%AF セラミックスは他の基材

よりも細胞が接着しづらかったといえる。これにつ

いては、各基材における表面電位や接触角などの表

面エネルギーの差に起因していると考えられる[5]。 

 

4. 結論 

本研究ではこれまで、作製したセラミックスについて XRD, SEM, EBSD, 溶解性試験などによって材

料評価を行ない、また MG-63 の細胞増殖性試験によって各セラミックスの細胞応答性を調査した。XRD

および EBSD より、AG30%AF セラミックスは表面に a 面を多く露出したセラミックスであることが分

かった。また SEM による観察から、AG30%AF セラミックスは少し気孔が見られるものの、緻密化して

Ra30 =
30 分後の Ca 濃度 [mg･dm-3] ×液量 [dm3] × 106

10 × 40.08 ; Ca の原子量 [mg･mmol-1] × 30 [min] × 60 [s･min-1] 
･･･(1)

(a) AG30%AF 酸性, (b) AG30%AF 中性,  

(c) HAp100 酸性, (d) HAp-100 中性 

図 3-4 各セラミックスにおける Ca2+の溶出挙動 
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いることが分かった。溶解性試験より、AG30%AF セラミックスは HAp-100 セラミックスよりも Ca2+

の溶解性が高いことが分かった。また、AG30%AF セラミックスと HAp-100 セラミックスは Ca2+の溶出

挙動の機構が異なることが示唆された。細胞増殖性試験では、AG30%AF セラミックスは細胞の接着数

の差に起因して細胞数が少なかったが、増殖性に関してはほとんど差がないことが分かった。 

 以上の結果から、AG30%AF セラミックスは a 面を多く露出することで材料特性が変化し、細胞の機

能に影響を与えていると考えられる。今後、細胞を AG30%AF セラミックス上で培養し、タンパク質の

定量、石灰化の評価および PCR を用いた DNA レベルの評価を行なうことで、生体内における HAp の

異方性と細胞分化の関連性を明らかすることができると考えられる。 
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c 面を多く露出した板状アパタイトの Ca/P 比の制御 
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Control of Ca/P molar ratio of plate-shaped apatite powders with preferred orientation to a(b)-axis 

Yuki MORI1), Michiyo HONDA2) and Mamoru AIZAWA1) 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property, Meiji University 

 

1. 緒言 

水酸アパタイト (HAp) は生体中では歯や骨の中に含まれている物質であり、生体活性を有している

ことからバイオマテリアルの分野で広く利用されている[1]。HAp 結晶は六方晶系に属しており、正に帯

電した面 (a (b) 面) と負に帯電した面 (c 面) を持っている[2, 3]。このいずれかの面を多く露出させる

ことで、HAp に特異的な性質を付与することができる。例えば、a (b) 面を多く露出した HAp は酸性タ

ンパク質に、c 面を多く露出した HAp は塩基性タンパク質に対してそれぞれ特異的な吸着能を有してい

ると考えられる。当研究室では、すでに均一沈殿法を用いて a (b) 面を多く露出した繊維状 HAp 単結晶

の合成に成功している[4]。また、気-液界面を反応場として c 面を多く露出した板状 HAp 単結晶の合成

にも成功している[5]。しかしながら、後者の板状 HAp 単結晶の Ca/P 比は化学量論値である 1.67 よりも

低いため、セラミックス作製時にリン酸三カルシウム (TCP) に熱分解するという問題があった。 

本研究の目的は、歯のエナメル質中の HAp の結晶構造を模倣した「a (b) 軸配向 HAp セラミックス」

を創出することである。そこで、今回はセラミックス作製の前段階として、板状 HAp の Ca/P 比を 1.67

付近まで向上させるために、水熱処理による板状 HAp の Ca/P 比の制御について検討した。また、板状

HAp の Ca/P 比がその熱的安定性に及ぼす影響についても調査した。 

 

2. 実験方法 

1) 板状 HAp の水熱処理 (Ca 源、Ca2+濃度の最適条件の決定) 

板状 HAp 粉体は、既報[5]にしたがい気-液界面を反応場として合成した。(以降、この粉体を合成粉体

と表記する。) 得られた合成粉体を Ca2+溶液と共に水熱装置に入れ、120 °C で 2.5 時間加熱することで

水熱処理を行なった。このとき、Ca 源としては CaCl2と Ca(NO3)2の 2 種類を選択し、また Ca2+溶液の

濃度は 0, 0.1, 0.5, 1.0 mol·dm-3 とした。さらに、水熱処理前後の粉体に対して、粉末 X 線回折法 (XRD)、

走査型電子顕微鏡法 (SEM)、誘導結合プラズマ発光分光分析法 (ICP-AES) を用いて評価を行なった。 

 

2) 板状 HAp の水熱処理 (水熱温度の最適条件の決定) 

次に、2-1)項で決定した Ca 源および Ca2+濃度の条件を用いて、水熱温度条件の検討を行なった。合成

粉体と 1.0 mol·dm-3 CaCl2溶液を水熱装置に入れ、2.5 時間加熱することで水熱処理を行なった。このと

き、水熱温度は 100, 120, 140, 160, 180 °C とした。さらに、水熱処理前後の粉体に対して、XRD, SEM, 
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図 1-1 合成粉体および水熱処理粉体の XRD パターン 
(a) 合成粉体, (b) 1.0 mol·dm-3 CaCl2 水熱処理粉体 and 

(c) 1.0 mol·dm-3 Ca(NO3)2 水熱処理粉体 

図 1-2 合成粉体および水熱処理粉体の SEM 画像 
(a) 合成粉体, (b) 1.0 mol·dm-3 CaCl2 水熱処理粉体 and 

(c) 1.0 mol·dm-3 Ca(NO3)2 水熱処理粉体 

ICP-AES を用いて評価を行なった。 

3) 加熱による板状 HAp の結晶相の変化 

合成粉体および 2-2)項の水熱処理粉体に対して、箱型電気炉を用いて加熱温度 1000 °C、保持時間     

1 時間、昇温速度 10 °C·min-1 で加熱を行なった。ここで、上記の条件で加熱を行なった粉体は、粉体名

の末尾に(+)をつけて表記する。さらに、この加熱粉体に対して、XRD による結晶相の同定および参照

強度比法による β-TCP への分解率の算出を行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) 板状 HAp の水熱処理 (Ca 源、Ca2+濃度の最適

条件の決定) 

合成粉体および代表的な水熱処理粉体の XRD

パターンを図 1-1 に示す。これより、合成粉体は

HAp とリン酸八カルシウム (OCP) の混合相であ

ったが、水熱処理粉体は HAp 単一相であった。

これは、水熱処理によって OCP が HAp へ加水分

解したためであると考えられる。なお、同一の

Ca 源を使用した粉体間では、XRD パターンに

Ca2+濃度の違いによる差は見られなかった。 

合成粉体および一部の水熱処理粉体の SEM 画像を図 1-2 に示す。これより、合成粉体は板状の形態を

有していたが、水熱処理によってその形態はやや崩れていた。水熱処理は高圧下での反応であることか

ら、粉体同士の衝突が多く生じたため結晶が砕け

てしまったと考えられる。なお、同一の Ca 源を

使用した粉体間では、粒子形態に Ca2+濃度の違い

による差は見られなかった。 

ICP-AES により決定した合成粉体および水熱

処理粉体の Ca/P 比を表 1-1 に示す。これより、

Ca 源や Ca2+濃度の条件に関わらず、水熱処理に

よって板状 HAp の Ca/P 比は向上した。特に、Ca

源として CaCl2 を使用した場合の方が板状 HAp

の Ca/P 比はより 1.67 に近づいた。CaCl2 が水に溶

解すると pH は塩基性側へ、Ca(NO3)2が水に溶解

すると pH は酸性側へシフトすることから、水熱処理時の Ca2+溶液の pH の違いによって、板状 HAp の

Ca/P 比の向上度合いに差が生じたのではないかと

考えられる。 

以上の結果より、今回調査した範囲では、板状 HAp の Ca/P 比が最も 1.67 に近づいた「Ca 源：CaCl2、

Ca2+濃度：1.0 mol·dm-3」を最適条件として決定した。 
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図 2-1 合成粉体および水熱処理粉体の XRD パターン 
(a) 合成粉体 and (b) 180 °C 水熱処理粉体 

 

 

2) 板状 HAp の水熱処理 (水熱温度の最適条件の決定) 

合成粉体および代表的な水熱処理粉体の XRD

パターンを図 2-1 に示す。これより、合成粉体は

HAp と OCP の混合相であったが、水熱処理粉体

は HAp 単一相であった。これは、3-1)項と同様

OCP が HAp へ加水分解したためであると考えら

れる。なお、XRD パターンに水熱温度の違いに

よる差は見られなかった。 

合成粉体および代表的な水熱処理粉体の SEM

画像を図 2-2 に示す。これより、合成粉体は板状

の形態を有していたが、水熱処理によってその形

態はやや崩れていた。これは、3-1)項と同様粒子

同士の衝突が多く生じたためであると考えられる。

なお、粒子形態に水熱温度の違いによる差は見ら

れなかった。 

ICP-AES により決定した合成粉体および水熱

処理粉体の Ca/P 比を表 2-1 に示す。これより、水

熱温度が高ければ高いほど板状 HAp の Ca/P 比は

1.67 に近づいた。特に、水熱温度を 180 °C とし

た場合、板状 HAp の Ca/P 比は 1.38 から 1.64 へ

と最も向上した。これは、水熱温度が高いほど

HAp の溶解-析出反応が促進され、化学量論組成に近い HAp がより多く析出したためではないかと考え

られる。 

以上の結果より、今回調査した範囲では、板状HApのCa/P比が最も 1.67に近づいた「水熱温度：180 °C」

を最適条件として決定した。次の 3-3)項では、表 2-1 の 6 種類の粉体に対して加熱を行ない、Ca/P 比の

違いが加熱後の板状 HAp の結晶相にどのような影響を与えるのかを調査した。 
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表 2-1 合成粉体および水熱処理粉体の Ca/P 比 
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図 2-2 合成粉体および水熱処理粉体の SEM 画像 
(a) 合成粉体 and (b) 180 °C 水熱処理粉体 
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3) 加熱による板状 HAp の結晶相の変化 

加熱粉体の XRD パターンを図 3-1 に示す。こ

れより、加熱によって合成粉体は β-TCP 単一相に

変化した。また、水熱処理粉体は HAp と β-TCP

の混合相に変化したが、その主結晶相は HAp で

あった。 

そこで、加熱によって HAp がどの程度 β-TCP

へ分解したのかを調査するために、参照強度比法

を用いて図 3-1 の XRD パターンから加熱粉体中

の β-TCP の割合を算出した。その結果を表 3-1 に

示す。これより、水熱処理後の Ca/P 比の値が 1.67

に近いほど加熱粉体中の β-TCP の割合は小さか

った。つまり、β-TCP への熱分解が抑制されたと

考えられる。ここで、β-TCP の Ca/P 比は 1.50 で

あるため、Ca/P 比が 1.67 よりも低いということ

はその分だけ板状 HAp の組成が β-TCP 側へシフ

トしているということを示しており、板状 HAp

の熱的安定性が低下し β-TCP へ熱分解しやすく

なることが予想される。このことは、図3-1のXRD

パターンの結果と一致している。 

以上の結果より、板状 HAp の Ca/P 比を向上さ

せることで、1000 °C での加熱において β-TCP へ

の熱分解を大幅に抑制することができた。 

 

 

4. 結論 

本研究では、水熱処理時の各種パラメータを変動させて実験を行ない、板状 HAp の Ca/P 比の制御に

ついて検討した。その結果、今回調査した範囲での最適条件は、「Ca 源：CaCl2、Ca2+濃度：1.0 mol·dm-3、

水熱温度：180 °C」であると考えられる。また、この条件で水熱処理を行なうことで、板状 HAp の Ca/P

比を 1.38 から 1.64 まで向上させ、その熱的安定性を大きく高めることができた。 

 

 

 

 

図 3-1 加熱粉体の XRD パターン (a) 合成粉体(+), 
(b) 100 °C 水熱処理粉体(+), (c) 120 °C 水熱処理粉体(+), 
(d) 140 °C 水熱処理粉体(+), (e) 160 °C 水熱処理粉体(+) 

and (f) 180 °C 水熱処理粉体(+) 

表 3-1 加熱粉体中の β-TCP の割合 
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1. 緒言 

水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2; HAp) や β-リン酸三カルシウム (β-Ca3(PO4)2; β-TCP) などのリン酸

カルシウムを主成分とするバイオセラミックスは、その優れた生体適合性から、整形外科や口腔外科の

領域で骨補填材として臨床応用されている。我々はこれまでに繊維状 [1] および板状 HAp 単結晶粒子 

[2] の合成に成功し、HAp の異方性制御プロセスを確立した。さらに、ストロンチウムアパタイト 

(Sr10(PO4)6(OH)2; SrAp) の異方性制御プロセスの開発にも取り組んでおり、水熱法により、針状フッ素ス

トロンチウムアパタイト (Sr10(PO4)6F2; SrFAp) の合成 [3]、および水熱均一沈殿法により、凝集の少ない

ab 面が発達した六角板状-リン酸三ストロンチウム (-Sr3(PO4)2; -TSP) 粒子の合成にも成功している 

[4]。我々は、材料の異方性が生体活性の発現と制御に大いに関連があると考えており、異方性を有する

新規なバイオセラミックスの創製に取り組んでいる。本研究では、異方性セラミックスを作製するため

の方法として反応性テンプレート粒成長法 [5] (Reactive templated grain growth method; RTGG 法) 等の方

法を用い、異方性粒子をテンプレートとして異方性をもったリン酸塩セラミックスを作製し、材料評価

を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

1) 異方性テンプレート粒子の作製 

既報 [3] にしたがい、水熱法を用いた直接合成によって、針状 SrFAp 単一相粒子を合成した。Sr:P:F

の組成比が SrFAp の化学量論比となるように調製した試料溶液を、水熱装置中で 200 rpm で撹拌しなが

ら 150 °C で 6 時間水熱処理を行なうことで針状 SrFAp 粒子を合成した。 

また、既報 [4] にしたがい、水熱均一沈殿法によって六角板状-TSP 単一相粒子を作製した。Sr:P:F
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の組成比が SrFApの化学量論比となるように調製した試料溶液をオイルバス中で 80 °Cで 24時間加熱し、

中間生成物である-リン酸水素ストロンチウム (-SrHPO4) を得た。得られた-SrHPO4 は一度反応溶液

から回収し、遊星ボールミルを用いて 1 時間湿式粉砕した。粉砕した-SrHPO4粒子を反応溶液に戻し、

水熱装置を用いて 150 rpm で撹拌しながら 150 °C で 3 時間水熱処理を行ない、六角板状-TSP 粒子を合

成した。 

 

2) 針状 SrFAp 粒子を用いた a (b) 面を多く露出した SrFAp セラミックスの作製 

 水熱法によって合成した a 面を多く露出した針状 SrFAp 単一相粒子を用いて、ドクターブレード法に

よるテープ成形を行ない、単層テープ成形体を作製した。配向性を高めるため、歯間 1 mm の櫛歯を通し

たテープ成形体と、櫛歯を通さないテープ成形体を作製した。その成形体を 80 °C で 20 kg·cm-2 の加圧条

件で積層し、さらに 1 cm 角に切断して、積層 SrFAp テープ成形体を作製した。積層体を 500 °C で 1 時間

脱脂後、焼成条件を 1300, 1400 および 1500 °C と変えて、大気中で 5 時間焼成して焼成体を得た。単層テ

ープ成形体は XRD 分析による極点図測定を行ない、焼結体は XRD、走査型電子顕微鏡法 (SEM)、密度

測定法などにより材料特性を評価した。 

 

3) 六角板状-TSP 粒子をテンプレートとした c 面を多く露出した SrFAp セラミックスの作製 

SrFAp の化学量論比となるように、2-1) 項で合成した六角板状-TSP 粒子にフッ化ストロンチウム 

(SrF2) 粒子を加えて、混合粉体を調製した。調製した混合粉体は、ドクターブレード法によるテープ成

形を行ない、単層テープ成形体を作製した。その成形体を 80 °C で 20 kg·cm-2 の加圧条件で積層し、さら

に 1 cm 角に切断して、TSP(100)積層体 (TSP(100)-Stacked) を作製した。また、それらの積層体をロール

プレスした成形体 (TSP(100)-Roll) も作製した。これらの成形体を 500 °C で 1 時間脱脂後、SrF2 粉体によ

るフッ化物雰囲気下にて 1000 °C で 10 時間焼成し、さらに 1500 °C で 2 時間焼成した。得られた焼結体

の材料特性を X 線回折法 (XRD)、また SrFAp の c 軸配向度を Lotgering 法 [6]、SrFAp 転化率を半定量分

析法などにより評価した。 

 

4) 六角板状-TSP 粒子をテンプレートとした c 面を多く露出した-TCP セラミックスの作製 

異方性制御-TCP セラミックスは、2-1) 項で得られた六角板状-TSP 粒子をテンプレート粒子とし、

マトリックス粒子として-TCP マトリックス粉体を用いて作製した。-TCP-100 粉体 (太平化学) 10 g、

純水 40 cm3、10 mmジルコニアボール 50 個を遊星型ボールミル容器内に加え、回転数を 300 rpm に設

定して 4 時間湿式粉砕した後、得られたスラリーを吸引ろ過し、凍結乾燥を行なって-TCP マトリック

ス粉体を得た。得られた-TCPマトリックス粉体と六角板状-TSP粒子を質量混合比が100:0, 90:10, 50:50, 

10:90 および 0:100 となるように混合し、混合粉体を調製した。試料名は「TCP(x)」と表記し、括弧内の “x” 

は混合粉体に用いた-TCP 粉砕体の質量混合比を示す。調製したそれぞれの混合粉体は、撹拌している

純水中に加え、10 mm塩化ビニル管へ注ぎながら吸引ろ過することで、予備成形体を得た。その後、100 

MPaで一軸加圧成形し、箱型炉を用いて大気中で 1300 °Cで2時間焼成を行なった。昇温速度は 10 °C·min-1

とした。得られた焼成体の材料特性を XRD、エネルギー分散型 X 線分光法 (EDX)などにより評価した。 

 

3. 結果と考察 
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図 3 単層 SrFAp テープ成形体の (0002) 極点図 

1) 針状 SrFAp 粒子を用いた a (b) 面を多く露出した SrFAp セラミックスの作製 

水熱処理により得られた針状粒子は凝集がなく、単一相かつ a 面を多く露出した針状 SrFAp 粒子であ

った (図 1)。平均粒径及び長さはそれぞれ 5.23 mm、78.1 mm でありアスペクト比は 15 であった。以下、

テープ成形と焼成体の方位を図 2 のように指定する。 

単層テープ成形体の積層方向 (SD) 垂直面で (0002) の極点図

を測定した結果を図 3 に示す。図 3 内の左側には回折強度を示し

ている。テープ成形方向 (TCD) 近辺にピークがあり、[0001] が

TCD に弱く配向していた。 

また、(303̄0) の極点図も櫛歯の有無によらず SD に強いピーク

を示した。この系では主としてテープ成形時のせん断応力により 

[101̄0] のSD配向と [0001] のTCD配向の二軸配向したと推測さ

れる。1400 °C 焼成体の SD 垂直面表面 (S 面) の XRD パターン

は、SrFAp の (h0h̄0) の回折強度が増大していたが、1500 °C 焼成体の S 面の XRD パターンは-TSP であ

った。しかし、TCD 垂直面表面 (T 面) 及び研磨後の SD 垂直面 (研磨 S 面) の XRD パターンは、いずれ

の温度で焼成した焼成体も SrFAp が主相であり、テープ成形時の二軸配向性が維持されていた。1500 °C

焼成による分解は焼成体表面のみで起きていると推測される。焼成体の密度測定の結果、すべての試料

で脱脂体より密度が増加していた。焼成温度の高温化により相対密度が高くなる傾向があったが、いず

れの条件においても SrFAp の理論密度に対する相対密度は 60%未満であり、焼成条件の最適化が必要で

ある。 

以上より、針状 SrFAp テンプレート粒子を用いた配向焼結により、a(b)面を多く露出した SrFAp 焼結体

の作製に成功した。また、本プロセスはアパタイトを含む針状粒子の異方性制御に有効であり、さらに

テープ成形を行なうと二軸配向性を示すことがわかった。 

 

2) 六角板状-TSP 粒子をテンプレートとした c 面

を多く露出した SrFAp セラミックスの作製 

水熱均一沈殿法により得られた板状粒子は凝集

がなく、単一相かつ c 面を多く露出した六角板状

-TSP 粒子であった (図 4)。平均厚さ及び直径は

それぞれ 2.59 mm、38.9 mm でありアスペクト比は

16.6 であった。 図 4 六角板状-TSP 粒子 

(a) SEM 写真, (b)TEM 像 

図 1 針状 SrFAp 粒子 

10 mm

Fig. 2. Direction names 

in the samples. 

図 2 積層 SrFAp テープ成形体の方位 
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TSP(100)-stacked 焼結体および TSP(100)-Roll 焼結体の XRD パターン (図 5) より、結晶相はどちらも

ほぼ SrFAp 単一相であった。調製した焼成体の c 軸配向度と SrFAp 転化率を調べたところ、c 軸配向度は

それぞれ 0.28 および 0.31 であり、SrFAp 転化率

はどちらも 100%であった。これはフッ化物雰囲

気制御により焼成中のフッ化物の消失を防ぎ、六

角板状-TSP 粒子の方位を引き継ぐようにして

SrFAp への転化反応が起こることで、SrFAp の c

軸配向性が向上したと考えられる。また、ロール

プレスによって六角板状-TSP 粒子の c 面がテー

プ成形方向の垂直面方向に整列することで

SrFAp の c 軸配向性が向上するということが示唆

された。 

ここで、-TSP と SrFAp の結晶構造に類似性は

見られず、本プロセスはノントポタクティック転

化反応であり、六角板状-TSP 粒子の c 面が c 軸

方向へ整列することで、テラス上に SrFAp が結晶

成長したのだと考えられる。 

以上より、六角板状-TSP テンプレート粒子を用いた RTGG 法により、c 面を多く露出した SrFAp セラ

ミックスの作製に成功し、本プロセスは異方性制御プロセスに有効であることがわかった。 

 

3) 六角板状-TSP 粒子をテンプレートとした c 面を多く露出した-TCP セラミックスの作製 

1300 °C で 2 時間焼成した TCP(x)焼結体の

XRD パターンを図 6 に示す。TCP(100)焼結体

は-TCP から相へ完全に転位してしまって

いた。しかし、-TSP の混合比が増加するに

つれて-TCP 相が残存していることがわかる。

さらに、TCP(50)焼結体では、Ca2Sr(PO4)2 の 

(000l) 面に相当する回折強度が高くなってい

ることがわかった。TCP(0)焼結体では、-TSP

の (000l) 面に相当する回折強度は維持され

ており、-TSP の異方性が TCP(50)焼結体の結

果に影響を及ぼした可能性が示唆された。 

また、TCP(50)焼結体の表面と断面の EDX

測定により、焼成前の成形体は Sr と Ca が局

在化しているが、焼成後は均一に拡散してお

り、-TCP と-TSP が互いに固溶しているこ

とがわかった (図 7)。以上のことから、テン

プレート粒子として六角板状-TSP 粒子を用

図 5 c 面を多く露出した 

SrFAp セラミックスの XRD パターン 

図 6 TCP(x)焼成体の XRD パターン 
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いることで、-TCP 粉体が取り込まれながら六角板状-TSP 粒子の方位を引き継ぐようにして異方的な粒

成長をしていることがわかった。また、-TCP と-TSP には結晶構造の類似性が認められ、アパタイト以

外でもテンプレート粒子を利用した異方性制御は有効であることがわかった。 

 

4. 結論 

テンプレート粒子を利用した異方性制御プロセスの構築により、アパタイト結晶や結晶の類似性が認

められた物質において異方性を持たせることに成功した。六角板状-TSP テンプレート粒子を用いた

RTGG 法により、c 面を多く露出した SrFAp セラミックスを作製した。また、針状 SrFAp テンプレート粒

子を用いた配向焼結により、a(b) 面を多く露出した SrFAp セラミックスを作製した。この結果により、

SrFAp の異方性制御プロセスの構築に成功した。さらに、本プロセスはアパタイト結晶以外の-TCP 結晶

の異方性制御にも有効であることがわかった。今後更なる検討を行なうことで、様々な物質への異方性

制御プロセスの適用が期待できる。 
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図 7 TCP(50)焼成体の EDX によるマッピング測定 

(Sr: 緑色, Ca: 赤色) 

焼成 焼成

TCP(50) 成形体

5 mm

TCP(50) 成形体
断面

5 mm

TCP(50) 焼結体

5 mm

5 mm

TCP(50) 焼結体
断面

・ Sr: 91.8 at%
・Ca: 8.2 at%

・ Sr: 91.6 at%
・Ca: 8.4 at%

・ Sr: 12.3 at%
・Ca: 87.7 at%

・ Sr: 61.6 at%
・Ca: 38.4 at%

・ Sr: 80.7 at%
・Ca: 19.3 at%

・ Sr: 17.3 at%
・Ca: 82.7 at%



 

119 

 

6. 成果報告 

＊口頭発表 

1) ○石田明祐・庄 志・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による六角板状-リン酸ストロンチウムの合成とそ

のキャラクタリゼーション”、無機マテリアル学会第 128 回学術講演会、日本大学理工学部（駿河台校舎）、

無機マテリアル学会、2014.6.5-6 

2) ○石田明祐・鈴村彰敏・堀 茂雄・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による針状ストロンチウムフッ素アパ

タイトの合成とその配向焼結”、第 23 回アパタイト研究会、富山県富山県民共生センター、日本アパタ

イト研究会、2014.12.11-12 

3) ○石田明祐・鈴村彰敏・中野秀之・谷 俊彦・相澤 守、“六角板状リン酸三ストロンチウム粒子をテン

プレートとした反応性テンプレート成長法によるストロンチウムフッ素アパタイト焼結体の作製”、日本

セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学津島キャンパス、日本セラミックス協会、2015.3.18-20 

4) ○鈴村彰敏・岸田佳大・中野秀之・谷 俊彦・石田明祐・相澤 守、“板状-リン酸三ストロンチウムよ

り作製したアパタイトセラミックスの配向過程の分析”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学

津島キャンパス、日本セラミックス協会、2015.3.18-20 

5) ○石田明祐・相澤 守、“六角板状-リン酸三ストロンチウムをテンプレートとした異方性制御-リン

酸三カルシウムセラミックスの作製とその評価”、第 25 回無機リン化学討論会、山形大学米沢キャンパ

ス、日本無機リン化学会、2015.9.28-29 

 

＊ポスター発表 

1) ○石田明祐・鈴村彰敏・堀 茂雄・谷 俊彦・相澤 守、“水熱法による針状ストロンチウムフッ素アパ

タイトの合成とその配向焼結”、日本セラミックス協会 2015 年年会、岡山大学津島キャンパス、日本セ

ラミックス協会、2015.3.18-20 

2) ○A. Ishida, A. Suzumura, Y. Kishida, T. Tani, M. Aizawa, “Fabrication of strontium fluoroapatite ceramics by 

reactive-templated grain growth method using hexagonal-shaped tristrontium phosphate particles”, The 

International Chemical Congress of Pacific Basin Societies 2015 (PACIFICHEM2015), Hawaii Convention Center, 

Hawaii, USA, 2015.12.15-20 

 

＊特許 

1) 谷 俊彦・相澤 守・石田明祐、特開 2016-011247 (特願 2014-115232)、「板状リン酸化合物粒子、それ

を含む板状リン酸化合物粉体、及び、板状リン酸化合物粉体の製造方法、並びに板状リン酸化合物粉体

を用いた結晶配向アパタイトの製造方法」、株式会社豊田中央研究所・学校法人明治大学 (出願日 2015

年 2 月 4 日) 

 



 

120 

 

気孔構造を精密制御したリン酸カルシウム多孔体の創製およびその気孔内での骨形成能の評価 

 

長田直生 1)・松成ひとみ 3)・竹内靖浩 3)・長嶋比呂志 2),3)・相澤 守 1),2) 

 

1) 明治大学大学院理工学研究科応用化学専攻 

2) 神奈川科学技術アカデミー 

3) 明治大学農学部生命科学科 

 

 Fabrication of Porous -tricalcium Phosphate with Precisely-controlled Pore Structure  

and Evaluation of Osteogenic Ability in Its Pores 

 

Naoki OSADA1), Hitomi MATSUNARI3), Yasuhiro TAKEUCHI3), Hiroshi NAGASHIMA2), 3) 

and Mamoru AIZAWA1), 2) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Kanagawa Academy of Science and Technology 

3) Department of Life Science, School of Agriculture, Meiji University 

 

1. 緒言 

現在、骨腫瘍や骨折等の治療には自家骨移植がゴールデンスタンダードとして用いられるが、自家骨

の採取量に限界があることや採取時の二次的侵襲といった問題がある。そのため人工骨に対するニーズ

が高まっており、水酸アパタイト (HAp) や-リン酸三カルシウム (-TCP) などのバイオセラミックス

が広く臨床応用されている。しかしながら、これらの材料は骨誘導能 (骨芽細胞が存在しない部位での

骨形成) を持たないため、確実な骨癒合が得られない場合がある。我々は、より高い骨形成能を担保し

た人工骨を開発することを目的として、これまでにアパタイトファイバー (AF) およびリン酸カルシウ

ムファイバー (CPF) を出発物質とし、気孔形成材として粒径 150 mmのカーボンビーズ (CB) を用いて、

骨侵入の可能なマクロ気孔 (~150 mm) と栄養分の供給の役割を果たすミクロ気孔 (1-5 mm) を有する

HAp および-TCP 多孔体の開発に成功している[1, 2]。本研究では、これらのリン酸カルシウム多孔体を

クサビラオレンジブタの大腿筋および脂肪に埋入し、骨誘導能の発現について調査した。さらに、2 種

類の CB を使用し、粒径および CB の混合割合を変えて作製した-TCP 多孔体の気孔構造の最適化およ

び骨伝導能 (骨内に埋入したときに骨と材料が直接結合する機能) の評価を行なった。 

 

2. 実験方法 

1) 既報[1, 2]に従い、AF および CPF を合成し、粒径 150 mm の CB を CB/AF = 1/1 [w/w]、CB/CPF = 1/2 

[w/w] となるように加え、40 MPa で一軸加圧成形を行なった。得られた AF 成形体を 1300 °C, 5 h、水蒸

気雰囲気下で焼成することで「HAp 多孔体」を作製し、また CPF 成形体を 1000 °C, 5 h、空気気流中で

焼成して「-TCP 多孔体」を作製した。作製した多孔体をそれぞれ“HAp(100-0)”および“TCP(100-0)”

と表記する。In vivo 実験では、実験動物に赤色蛍光タンパク Kusabira-Orange (huKO) を遺伝子に導入し
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たトランスジェニック・クローンブタ (huKO ブタ) [3]を用いた。作製したリン酸カルシウム多孔体 (3.8 

~ 4.0 mm× 7.5 mm) を huKO ブタの大腿筋および脂肪に 13 および 24 週間埋入したのち、脱灰標本を作

製した。この標本にヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色とマッソントリクローム (MT) 染色を施し、

リン酸カルシウム多孔体の気孔内における骨形成を調べた。 

2) CPF に粒径の異なる 2 種類の CB (20, 150 mm) を CB/CPF = 1/2 [w/w] となるように加え、1) と同様

の方法で成形および焼成を行い、細孔構造を精密制御した-TCP 多孔体を作製した。粒径 150 mm と 20 

mm の CB の添加量に基づき、サンプル名を “TCP(100-0)”, “TCP(75-25)”, “TCP(50-50)”, “TCP(25-75)”と表

記する。なお、TCP(75-25)は 150 mm の CB を 75 mass%、20 mm の CB を 25 mass% 混合した気孔形成材

を用いて作製している。作製した多孔体 (~ 4.0 mm× 7 mm) をブタの脛骨に 4 週間埋入後、組織学的

評価より細孔構造の最適化を行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) 作製した HAp(100-0)および TCP(100-0)は、それ

ぞれ HAp および-TCP 単一相であり、CB 焼失によ

るマクロ気孔 (~150 µm) とファイバーの絡み合いか

らなるミクロ気孔 (~5 µm) を持ち、連通性の高い気

孔構造を有していた。また、HAp(100-0)および

TCP(100-0)の三点曲げ強度はそれぞれ 4.3  0.2 MPa

および 1.5  0.3 MPa であり、それらの全気孔率はい

ずれの多孔体も~70%であった。HAp(100-0)をブタの

大腿筋に埋入した結果を図 1 に示す。多孔体の気孔

内部に骨形成が誘導されているのが確認された (矢

印部分)。また、埋入 13 週では骨形成の割合がおよそ

12%であったのに対し、埋入 24 週ではおよそ 33%で

あり、約 3 倍に増加していた。脂肪組織においては、

気孔内部に繊維性の組織が入り込んでいる様子が伺

え、骨形成はほとんど認められなかった。一方、

TCP(100-0)を大腿筋に埋入した場合では、埋入 13 週

においては気孔内部に骨形成 (骨誘導能) が確認さ

れたが、埋入 24 週では多孔体の大部分が吸収されて

しまい、骨形成はほとんど見られなかった。 

これらの結果から、本研究で作製したリン酸カルシ

ウム多孔体は「骨誘導能」を備えており、自家骨に代

わりうる新規な人工骨として期待できる。 

2) 作製した-TCP 多孔体の微細構造を図 2 に示す。

全ての多孔体の結晶相は-TCP 単一相であり、150 mm

の CB 焼失によるマクロ気孔とファイバーの絡み合

いによるミクロ気孔、さらに 20 mm の CB 焼失による気孔も観察された。それらの全気孔率は、2 種類

図 1 HAp (100-0)の組織学的観察 (HE 染色) 
(a) 埋入 13 週, (a’) 蛍光観察 
(b) 埋入 24 週, (b’) 蛍光観察 

図 2 -TCP 多孔体の微細構造 
(a) TCP(100-0), (b) TCP(75-25) 
(c) TCP(50-50), (d) TCP(25-75) 
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の CB の添加の割合に依存せず、いずれも~70 % であった。-TCP 多孔体の三点曲げ強度および圧縮強

度は、TCP(25-75) > TCP(50-50) > TCP(75-25) > TCP(100-0) の順番となり、20 mm の CB の添加割合が大

きいほうが強度も増す結果となった。ブタ脛骨に 4 週間埋入した細孔構造の最適化実験における組織切

片の観察では、TCP(100-0)および TCP(75-25)において、多孔体の外周部で旺盛な骨形成が見られ、また

中心部付近においても新生骨の形成が見られた。一方、TCP(50-50) と TCP(25-75)では、多孔体の連通

性が低く、内部での骨形成はほとんど見られなかった。これらの結果から TCP(75-25)を最適な細孔構造

と決定した。 
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1. 緒言 
現在、これまで治療困難とされてきた様々な原因による不可逆性の臓器損傷を幹細胞生物学と工学的

技術を駆使して治療する「再生医療 (Tissue engineering)」の研究が活発に行われている。再生医療の基

本技術は、細胞や成長因子のような生理活性物質を人工材料に組み込み、特定の組織 (臓器) を再生さ

せることである。そのための三つの重要な要素は、細胞、細胞接着・増殖の足場 (スキャフォルド)、成

長因子である。 

骨の再生医療の場合では、一般的に多孔質リン酸カルシウムがスキャフォルドとして用いられる。一

般的に、ハイドロキシアパタイト(Ca10(PO4)6(OH)2：HAp) などの多孔質バイオセラミックスは、骨の無

機成分に似ているため、骨組織再生のためのマトリックスとして使用されている。多くの研究者が、高

気孔率で連通気孔、優れた生体適合性を有するリン酸カルシウムから成るハイパフォーマンスのスキャ

フォルドの開発を試みている。 

水酸アパタイトは異なる特性を有する a 面と c 面の 2 つの結晶面を有するものとして知られてい

る。私たちは尿素を用いた均一沈殿法により単結晶アパタイトファイバー (AF) を合成に成功している。

AF は等方的な HAp 粉末よりも高い溶解度を持っている。そこで、AF を用いて、私たちは細胞の三

次元培養が可能で、骨芽細胞への分化を誘導するアパタイトファイバースキャフォルド(AFS) を開発し、

粒径 150 mm と 20 mm のカーボンビーズ (CB) を用いて AFS の機械的特性の向上に成功している。 

本研究では、この高強度化 AFS を大型動物であるブタの大腿筋に埋入し、スキャフォルドの細孔構造

と骨誘導能発現の関連性について調査した。 
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Fig. 2 SEM micrographs of the AFSs.Fig.2 SEM micrographs of the AFSs. 

2. 実験方法 
試料溶液は HAp の化学量論組成である Ca/P 比 1.67 となるように Ca(NO3)2･4H2O, (NH4)2HPO4, 

(NH2)2CO および HNO3 を混合して調製した。この溶液を80 ºCで24 h, ついで90 ºCで72 h加熱して AF 

を合成した。得られた AF に対して質量比で 1, 3, 5 倍量のカーボンビーズ (CB) を添加し、吸引ろ過

後、30 MPa で一軸加圧することで高強度化 AFS 成形体を作製した。得られた成形体を 1300 ˚C で 5

時間水蒸気雰囲気下で焼成することで「高強度化 AFS」を得た [1]。なお、CB は粒径 150 mm と 20 mm 

のものを併用し、CB の添加量に基づき、試験片名をそれぞれ  AFS100(50-50), AFS300(50-50), 

AFS500(50-50) と表記する。得られた高強度化 AFS (試験片寸法：~4.2 mm × 7.5 mm) をブタの右後肢

大腿部筋肉に 12, 24 週間埋入後、ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色を施すことによって、高強度

化 AFS の骨誘導能の検証を行なった。 

 

3. 実験結果と考察 

作製した高強度化 AFS はいずれも、作製条件によ

らず HAp 単一相であった (Fig. 1)。走査型電子顕微

鏡 (SEM) 観察より、いずれのスキャフォルドも AF 

の絡み合いによるミクロ気孔に加え、CB (粒径 150 

mm および 20 mm) 焼失に由来するマクロ気孔や連

通気孔が観察された。気孔率は大きく異なり、AFS100 

で 68%、AFS300 で 83%、AFS500 で 89% であった 

(Fig. 2)。 

ブタ大腿部筋肉への埋入 24 週後の HE 染色によ

る 組 織 学 的 評 価 の 結 果 を  Fig. 3 に 示 す 。

AFS100(50-50) では、スキャフォルド外周部の気孔領

域において骨組織の形成が確認できた。スキャフォル

ド中心部の気孔領域では、血管の侵入が確認でき、血

管内皮細胞が観察された。同様に、AFS300(50-50) で

も、スキャフォルド外周部での骨細胞を有する骨組織

の形成、中心部での血管の侵入が確認できた。し

かしながら、AFS500(50-50) では、材料が生体に

吸収もしくは溶解しており、試験片形状の完全性

は失われていた。また、スキャフォルドの気孔領

域は線維性結合組織で満たされ、異所骨形成は確

認できなかった。 

以上の結果より、高強度化 AFS による骨誘導

において、「気孔率」は非常に重要な因子である

と考えられる。一般的に、骨誘導は、体液中を循

環する骨形成タンパク質 (BMP) のスキャフォル

ド上への吸着、それに続く間葉系幹細胞の骨形成
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Fig.1 Powder X-ray diffraction patterns of the AFSs.Fig.1 Powder X-ray diffraction patterns of the AFSs. 
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細胞への分化によって開始される。しかしながら、気孔率が高すぎると、体液の高循環環境において、

BMP をスキャフォルド内部に留めることができないため、骨誘導は生じない。つまり、BMP の吸着お

よび細胞分化において、速い体液の循環から保護された静的な空間が異所骨形成には重要であることが

示唆された。 

埋入 12 および 24 週間による経時的な組織学的評価より、骨誘導のプロセスは、血管の侵入、細胞

凝集体の接着、骨芽細胞への分化、骨形成の過程を経ることがわかった。したがって、より早期にスキ

ャフォルド内部への血管侵入を可能にする気孔構造が重要であり、相互に連通したマクロ気孔は骨誘導

発現において必要不可欠であることがわかった。 

これまでの研究結果より、材料依存による骨誘導において、1) タンパク質の吸着や細胞の接着に有利

な安定した足場、2) 速い体液の循環から保護された静的な空間、3) 血管や細胞の侵入を促進する相互

連通したマクロ気孔、4) タンパク質の吸着領域を増大させるミクロ気孔が重要であることが示された。

したがって、本研究で作製した高強度化 AFS300(50-50) は、高気孔率・高連通性を有し、優れた骨伝導

能と骨誘導能を併せ持っていることから、再生医療に大きく貢献できるスキャフォルドとして期待でき

る。 

 
4. 参考文献 
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1. 緒言 

現在、整形外科移植において自家骨移植 (患者自身から採取した移植骨) は、その高い生体適合性か

らゴールデンスタンダードとして広く用いられてきた。しかしながら、自家骨は骨の供給において量的

な限界があり、採取時に患者の正常な腸骨および腓骨に二次的侵襲を与えてしまうという欠点がある[1]。

そのため人工的に合成した骨補填材 (人工骨) に対するニーズが高まっている。  

主な人工骨として、ハイドロキシアパタイトや-リン酸三カルシウムなどのリン酸カルシウムを主成

分とするセラミックスが 1980 年代以降、整形外科手術において臨床応用されている。我々は、これま

でにアパタイトファイバー (AF) を出発物質として、気孔形成材に 2 種類の異なる粒径のカーボンビー

ズ (CB; 20, 150 mm) を用いることで、骨侵入可能なマクロ気孔と栄養分供給の役割を果たすミクロ気

孔を兼ね備えた「アパタイトファイバースキャフォルド (AFS)」の作製に成功している[2]。 

そこで、本研究では、CB の総添加量および 2 種類の CB の添加割合を変化させて、気孔率および気

孔構造を制御した AFS を作製し、大型動物であるブタを用いた in vivo 評価より骨伝導能(骨内に材料を

埋入した時、材料表面に沿って骨が形成され、材料と骨が結合して一体となる機能)および骨誘導能(骨

芽細胞が存在しない部位に埋入しても、骨形成される機能)を調べ、骨形成を誘導する最適な構造につい

て検討したので報告する。 
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2. 実験方法 

1) AFS の作製 

既報[2]に従い、AF を合成した。AF を純水と同量のエタノールに加えて懸濁し、CB を AF の質量に

対して 100, 300, 500, 700 mass%となるように添加したスラリーを調製し、吸引ろ過後、一軸加圧成形を

行なった。得られた成形体を水蒸気雰囲気下で 1300°C, 5 h 焼成して AFS を作製した。なお、略号は CB

総添加量および粒径の異なる CB の添加割合に応じて“AFS100(100-0)”のように表記する。例えば、

“AFS100(100-0)”は CB 総添加量 100 mass%であり、その割合が 150 mmの CB を 100%、20mmの CB

を 0%添加したことを示す。 

 

2) 材料評価 

作製した AFS は、粉末 X 線回折法 (Powder X-ray Diffraction; XRD)、フーリエ変換赤外分光法 (Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy; FT-IR)、走査型電子顕微鏡 (Scanning Electron Microscope; SEM)を用いて

評価した。また、気孔率、圧縮強度も求めた。 

 

3) In vivo 実験 

In vivo 実験には、4 mm× ~8 mm の円柱状のサンプルを使用した。各 AFS をブタの脛骨、大腿筋、

腹部皮下脂肪に 13 週間埋入した後に、各染色液で染色して組織学的評価を行なった。 

以下に各部位の染色法を示す。 

骨組織‐ビラヌエバボーン(VB)染色【非脱灰研磨標本】 

筋・脂肪組織‐ヘマトキシリンエオジン(HE)染色‐マッソントリクローム(MT)染色【脱灰研磨標本】 

また、VB 染色した標本の蛍光観察画像を、画像解析ソフト WinROOF を用いて骨形成量の定量を行な

った。以下に骨形成率の算出式を示す。 

 
3. 結果と考察 

1) 材料評価 

図 1 に各 AFS の XRD パターンおよび FT-IR スペクトルを示す。 

図 1 各 AFS の XRD パターン             図 2 各 AFS の FT-IR スペクトル 
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図 5 気孔率を制御した AFS の組織学的観察(VB 染色) 
O: 類骨、HB：低石灰化骨、CB：石灰化骨 

(a) AFS100(50-50), (b) AFS300(50-50), (c) AFS500(50-50), (d) AFS700(50-50) 
 
 
 
 

 

図 1.2 の結果より、作製したすべての AFS の結晶相は HAp 単一相であった。 

図 3, 4 に気孔率および気孔構造を制御した AFS の微細構造、気孔率、圧縮強度について示す。 

図 2 より、AF に対して CB の総添加量が増加するに従って、CB 焼失による連通気孔の数が増加するの

が観察された。また同様に気孔率が増加し、圧縮強度が減少する結果となった。これは、気孔率が低い

AFS の方が、密度が高いためである。 

図 4 より 150 mm に対して 20 mm の CB の添加割合が増加するに従い、より緻密な気孔構造を取り、連

通気孔および骨格の数が増加しているのが観察された。また、AFS100(0-100)の圧縮強度が最も高くなっ

たのは 20 mm の CB の増加により AF の骨格が増加し、崩壊の起点への圧力を分散するためである。 

 
3) In vivo 実験 

図 3 気孔率を制御した AFS の微細構造、気孔率、圧縮強度 

(a) AFS100(50-50)、(b) AFS300(50-50)、(c) AFS500(50-50)、(d) AFS700(50-50) 

 

図 4 気孔構造を制御した AFS の微細構造、気孔率、圧縮強度 

(a) AFS100(100-0), (b) AFS100(50-50), (c) AFS100(0-100) 
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図 7 HE・MT 染色による組織学的評価(筋組織) 

      矢印 : 骨組織、* : 線維性組織、(a～d) : HE 染色、 (a’～d’) : MT 染色 

(a, a’) AFS100(50-50) 、(b, b’) AFS300(50-50) 、(c, c’) AFS500(50-50) 、(d, d’) AFS700(50-50)  

 

図 8 気孔構造を制御した AFS の組織学的観察(VB 染色) 
(a) AFS100(100-0)、(b) AFS100(50-50)、(c) AFS100(0-100) 

図 6 骨形成量の定量(気孔率の異なる AFS) 
(a) AFS100 (50-50)、(b) AFS300 (50-50) 
(c) AFS500 (50-50)、(d) AFS700 (50-50) 

 

図 5 に脛骨に埋入した気孔率を制御した AFS の組織

学的評価の結果を示す。 

脛骨に埋入したいずれの AFS も骨組織と直接結合し

ている様子が観察された。また、AFS100(50-50) (気孔率

68.2%)および AFS300(50-50) (84.0%)では材料中心部と

周辺部で良好な骨形成が見られ、十分な連通性と優れた

骨伝導能を有していることが確認された。一方、

AFS500(50-50) (91.4%)と AFS700(50-50) (92.2%)では、新

生骨は観察されたが石灰化骨には至っていなかった。定

量評価の結果も、AFS100(50-50)および AFS300(50-50)

の新生骨形成量が AFS500(50-50)および AFS700(50-50)よりも多かった。このことから、気孔率には至適

範囲があることが分かった。 

図 7 に筋肉組織に埋入した

気孔率を制御した AFS の組織

学的評価の結果を示す。 

筋 肉 に 埋 入 し た

AFS100(50-50)では、材料外部

から内部に渡って異所骨形成

が見られ、良好な骨形成が確認

できた。また脂肪に埋入した

AFS100(50-50)においても異所骨形成が観察されたが明らかに骨形成量は少ないものであった。 

次に、最も骨形成量の多い結果を示した AFS100 に着目し、気孔構造を変化させた AFS を用いて骨形

成能を比較した。その結果を図 7 に示す。脛骨に埋入した AFS100(100-0), AFS100(50-50)では、中心部と

周辺部で良好な骨形成が観察された。しかしながら、AFS100(0-100)では周辺部で骨形成が観察されたも

のの、中心部では骨形成は観察されなかった。定量評価の結果からも、AFS100(0-100)が最も低い骨形成
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図 10 HE・MT 染色による組織学的評価(筋組織) 
(a, a’) AFS100(100-0)、(b, b’) AFS100(50-50)、(c, c’) 

AFS100(0-100) 

図 9 骨形成量の定量(気孔構造の異なる AFS) 
(a) AFS100(100-0)、(b) AFS100(50-50)、 

(c) AFS100(0-100) 

量を示しており、20 µmの CB のみでは、細胞が侵入しづ

らい気孔構造であると考えられる。以上より、150 mmの

CB を添加することによって中心部への細胞の侵入を容易

にし、さらに骨形成を促進することができると考えられる。 

図 10 に筋肉組織に埋入した気孔構造を制御した AFS の

組織学的評価の結果を示す。 

筋肉に埋入した AFS100(100-0)では材料の一部に、

AFS100(50-50)では材料全体に異所骨形成が見られた。

今回 AFS100(50-50)で特に骨誘導が確認されたのは、

AFS のマクロ気孔、ミクロ気孔を有した微細構造の相

乗効果により、細胞の接着・増殖・分化

が促進したためと考えられる。 

 

4. 結論 

本研究で作製した AFS100(50-50)は高い

ハンドリング性に加え、優れた骨伝導お

よび骨誘導能を有しており、自家骨に代

わりうる新規な骨補填材として期待で

きる。 
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1. 緒言 

現在、骨欠損部位への補填用人工材料としてハイドロキシアパタイト (HAp) が臨床応用されている。

人体の骨や歯の主成分である HAp は生体骨と化学的に直接結合する生体親和性を持ち、他の材料には

見られない優れた機能を持つ。我々はこれまでに均一沈殿法により合成したアパタイトファイバー 

(AF) に、カーボンビーズ (CB) を添加して焼成することより、細胞が材料内部まで侵入可能な三次元

連通気孔をもつアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) の開発に成功している[1]。また、ケイ素

は骨形成を促進させる元素として報告されており、 Si を含有したアパタイトファイバー 

(silicon-containing apatite fiber: Si-AF) の合成にも成功している[2]。 

本研究の目的は、従来の AFS の骨形成促進を目指し、この Si-AF を用いて、より高機能なケイ素含有

アパタイトファイバースキャフォルド (Si-AFS) を開発することである。本研究では、1) Si 含有量の異

なるアパタイトファイバー (仕込み組成：Si= 0, 0.8 mass%) から Si-AFS を作製し、その化学特性および

in vitro 生体適合性について考察した。2) 骨補填材への応用を指向し、力学的強度を改善した「高強度

化 Si-AFS」を作製し、その化学特性を調査した。さらに、作製した高強度化 Si-AFS をブタの脛骨、筋

肉、脂肪に 12 週間埋植し、in vivo 生体適合性 (骨伝導能 (同所性骨形成) および骨誘導能 (異所性骨形

成)) について考察した。 

 

2. 実験方法 

2-1 Si-AFS の in vitro 評価 

均一沈殿法を用いて Si-AF を合成した (Si の仕込み組成：Si= 0, 0.8 mass%)。それぞれの Si-AF 粉体を

固形分として 1 mass%、さらにこれに平均粒子径~150 mm の CB を 0, 10 および 20 mass%含む混合スラリ

ーをそれぞれ調製した。この混合スラリーから成形体を作製後、水蒸気雰囲気下で 1300 ºC, 5 h 焼成し、

各 Si-AFS を作製した。なお、スキャフォルドの表記を“x Si-AFS y”のように略記し、x は仕込みの Si

添加量 (mass%) を、y は Si-AF の質量 (g) に対する CB 質量 (mass%) を表す。本研究では、Si-AF (g) に

対して CB を 0, 1000 および 2000 mass%添加したスキャフォルドを作製した。 
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作製した Si-AFS の in vitro 溶解性試験を行うために、試料片には 0.8Si-AFS0, 0.8Si-AFS1000, 

0.8Si-AFS2000, AFS0, AFS1000, AFS2000 を使用し、トリス (ヒドロキシメチル) アミノメタン-塩酸緩衝

液中における Si 溶出量を調べた。次に、in vitro 生体適合性を評価するために、培養基材にはポリスチ

レンプレート (Control), 0.8Si-AFS0, 0.8Si-AFS1000, 0.8Si-AFS2000, AFS0, AFS1000, AFS2000 を使用し、

スキャフォルド上に播種された MC3T3-E1 細胞の細胞増殖性、細胞形態、組織学的観察を調べた。 

 

2-2 高強度化 Si-AFS の in vivo 評価 

高強度化 Si-AFS は、合成した Si-AF に平均粒子径が~150 mm および~20 mm の 2 種類の CB を用いて、

30 MPa で一軸加圧成形後、1300 C で 5 h、水蒸気雰囲気下で焼成することにより作製した。以下、ス

キャフォルドの表記を“0.8Si-AFSy(50-50)”のように略記し、y は Si-AF の質量 (g) に対する総 CB 質

量 (mass%) を表し、(50-50) は平均粒子径が~150 mm および~20 mm の CB をそれぞれ同質量ずつ 

(50%-50%) 混合したことを表す。本研究では、Si-AF (g) に対して、CB を 100 および 300 mass%添加し

たスキャフォルドを作製した。 

作製した高強度化 Si-AFS の化学特性評価は粉末 X 線回折、走査型電子顕微鏡、圧縮強度試験により

行なった。高強度化 Si-AFS の同所性骨形成は 0.8Si-AFS300(50-50), AFS300(50-50) (寸法 3.8 mm × ~7.5 

mm) をブタ脛骨に、異所性骨形成は 0.8Si-AFS100(50-50), 0.8Si-AFS300(50-50), AFS100(50-50), 

AFS300(50-50) (寸法 3.8 mm × ~7.5 mm) をブタ筋肉および脂肪に 12 週間埋植後、組織切片を作製する

ことにより評価した。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 Si-AFS の in vitro 評価 

作製した Si-AFS はわずかにα-リン酸三カルシウムに分解していたが、主な結晶相は HAp であり、Si

含有量は 1 mass%であった。また、気孔率は Si-AFS0 が~90%, Si-AFS1000 が~98%, Si-AFS2000 が~98.5%

であった。Si-AFS の Si 溶出量は 1 日目に急速に増加し、3 日目以降は一定に溶出した。Si 溶出量はス

キャフォルドの表面積の大きさに依存していることが分かった。Si 溶出挙動として、溶出試験初期には

スキャフォルド表面に存在する HAp に固溶していない Si が溶出し、その後 HAp に固溶している Si が

AFS の溶解とともに徐々に溶出しているものと考えられる。各試料片で培養された MC3T3-E1 細胞の細

胞増殖結果を Fig. 1 に示す。培養 21 日間を通して各試料片の DNA 量は Control を大きく上回る結果と

なり、多い順から 0.8Si-AFS2000, AFS2000≫0.8Si-AFS1000, AFS1000≫0.8Si-AFS0, AFS0≫Control であっ

た。DNA 量は試料片の気孔率に依存し、Si 添加による培養基材間の大きな違いは見られなかった。以

上の結果より、作製した Si-AFS は細胞の三次元培養が可能であり、従来の AFS と同程度の高い生体適

合性を有することが示された。 

 

3-2 高強度化 Si-AFS の in vivo 評価 

作製した高強度化 Si-AFS の微細構造は、CB の平均粒子径に相当する 2 種類のマクロ気孔と、Si-AF

の絡み合いに由来するミクロ気孔からなる 3 種類の気孔構造を有し、連通気孔も有することがわかった。

圧縮強度試験より、Si-AFS100(50-50)シリーズでは~4 MPa、Si-AFS300(50-50)シリーズでは~0.75 MPa を

有しており、整形外科手術時における操作性、生体内安定性への改善は達成されたといえる。 
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Fig. 1 各試料片における細胞増殖曲線 
(a) Control, (b) 0.8Si-AFS0, (c) 0.8Si-AFS1000, 
(d) 0.8Si-AFS2000, (e) AFS0, (f) AFS1000, (g) AFS2000 
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脛骨へインプラントした試料片のビラヌエバ-ボーン染色の観察結果を Fig. 2 に示す。細胞が高強度化

Si-AFS の内部まで侵入し、新生骨が形成されている様子が観察され、骨伝導能が示された。筋肉へのイ

ンプラントにおいては、Si-AFS100(50-50)シリーズのみ骨組織が観察され、骨誘導能が示された。しか

しながら、脂肪へのインプラントではいずれの材料においても軟組織の侵入および血管新生は見られた

が骨組織は観察されなかった。 
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1. 緒言 

水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2; HAp) は、ヒトの骨や歯を構成する無機主成分であり、人工骨とし

て広く用いられている。しかしながら、既存の人工骨は骨伝導能があるものの骨誘導能は乏しいことな

どから自家骨に比べ臨床的な成績で劣っている。そのため、自家骨に匹敵する骨形成能を持つ人工骨の

開発が望まれている。これまでに我々は、HAp の a 面を多く露出したアパタイトファイバー (AF) を均

一沈殿法によって合成し、気孔形成材として直径 150 mm および 20 mm のカーボンビーズ (CB) を用い

て高強度化アパタイトファイバースキャフォルド (AFS) の作製に成功している[1, 2]。この AFS は CB

焼失による大孔径および AF 同士の絡み合いによる細孔径を併せ持つ微細構造を有し、容易な細胞侵入

およびその後の三次元培養が可能である。また、骨形成を促進させることで知られるケイ素を添加した

高強度化ケイ素含有アパタイトファイバースキャフォルド (Si-AFS) の作製にも成功している[3]。 

本研究では、自家骨に匹敵する骨形成能をもつ骨補填材の開発を指向して、2 種類の CB を用いて AFS

および Si-AFS を作製し、それらの材料特性評価および in vitro 生体適合性評価を行なった。さらに、作

製した AFS および Si-AFS をクサビラオレンジ蛍光遺伝子導入ブタの脛骨、筋肉および脂肪に 13 週間埋

入し、それらの in vivo 環境下での生物学的評価も行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 材料作製およびその材料特性 
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AF および AFS、ケイ素を添加した Si-AF および Si-AFS の作製は既報にしたがって行なった[2, 3]。

AFS および Si-AFS の作製時には、気孔形成剤として粒径の異なる CB (直径: 150 および 20 mm) を等量

の割合で加えた。なお、略称は例えば CB の総添加量が AF の質量に対して 1 倍量であるものを

“AFS100(50-50)”のように表記する。作製した AFS および Si-AFS を、粉末 X 線回折 (XRD) による結

晶相の同定、誘導結合プラズマ発光分光分析法 (ICP-AES) による定量分析、走査型電子顕微鏡法 (SEM) 

による微細構造観察、気孔率および圧縮強度の測定により評価した。 

2-2 In vitro 評価 

 In vitro 実験には、直径 15 mm, 高さ 2 mm の円盤状の試料を使用し、培養細胞にはラット骨髄間葉系

幹細胞 (RBMCs) を用いた。培養基材としては AFS100(50-50)、AFS300(50-50)、Si-AFS100(50-50)および

Si-AFS300(50-50)を使用した。RBMCs を 28 日間培養し、ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色および

アリザリンレッド S (ARS) 染色により組織学的評価を行なった。 

2-3 In vivo 環境下での生体適合性評価 

 In vivo 実験には直径 3.8 mm, 高さ 7 mm の円柱状の試料を使用し、実験動物はクサビラオレンジ蛍光

遺伝子導入ブタ[4] (huKO ♀, 139 kg) であり、脛骨、筋肉および脂肪に埋入した。埋入試料としては

AFS100(50-50)、AFS300(50-50)、Si-AFS100(50-50)および Si-AFS300(50-50)を使用した。脛骨の穿孔は直

径 3.8 mm のドリルで行なった。 

埋入 13 週間後に回収した脛骨試料片に、ビラヌエバ•ボーン (VB) 染色を行ない、非脱灰研磨標本を

作製し、組織学的観察を行なうとともに、骨形成率を算出した。骨形成率の算出は、画像解析ソフトに

よる VB 染色の蛍光観察画像の色抽出結果より、以下の式で行なった。また、筋肉および脂肪埋入試料

片の脱灰薄切切片に、HE 染色、マッソントリクローム (MT) 染色を行ない、組織学的観察を行なった。 

 

 

 

 

3. 結果と考察 

3-1 材料特性 

作製した高強度化 Si-AFS の結晶相はいずれも HAp単一

相であった。また、定量分析により Si-AFS100(50-50) お

よび Si-AFS300(50-50) の Si 含有量は、0.67 mass%および

0.54 mass%であることがわかり、これは仕込み時の 0.8 

mass%よりも低下していた。 

AFS および Si-AFS の微細構造を図 1 に示す。図 1 より、

CB 焼失によるマクロポア（点線部分）やファイバー同士

の絡み合いによるミクロポア（四角部分）が観察された。

マクロポアの重なりから、連通孔の存在も確認された。 

 次に、AFS および Si-AFS の気孔率を図 2、圧縮強度を

図 3 に示す。 
図 1 AFS および Si-AFS の微細構造 
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 図 2 より、AFS および

Si-AFS において CB の

添加量に応じて気孔率

が高くなった。Si 添加に

よる気孔率の変化は見

られなかった。図 3より、

AFS および Si-AFS にお

いて気孔率の増加によ

り圧縮強度が低下した。

したがって、AFS および

Si-AFS の気孔率および

圧縮強度は CB の総添加

量によりコントロールが可能であると考

えられる。 

3-2 RBMCs による組織学的評価 

 RBMCsを一定期間培養したAFSおよび

Si-AFS の HE 染色による組織学的観察像

を図 4、ARS 染色による組織学的観察像を

図 5 に示す。図 4 より、スキャフォルドの

骨格に沿って、RBMCs が増殖している様

子が確認された。また、播種初期の 7 d に

おいて、AFS300 シリーズの方が AFS100

シリーズと比較して、細胞の存在が多く確

認された。28 d において、AFS100(50-50)

と Si-AFS100(50-50)を比較すると、細胞は

Si-AFS100(50-50)の方がより多く増殖

している様子が確認された。 

図 5 よ り 、 7 d の 時 点 で 、

Si-AFS100(50-50), AFS300(50-50)および

Si-AFS300(50-50)では、材料骨格上にカ

ルシウムの存在が見られ、石灰化してい

る様子が確認された。28 d において、石

灰化箇所は Si-AFS の方がより多く確認

された。細胞培養培地中へのイオン溶出

量を測定すると、培地中の平均ケイ酸イ

オン濃度は、Si-AFS100(50-50)で 0.0242 

mM、Si-AFS300(50-50)で 0.0183 mM で

あった。これは、細胞の増殖および骨形

図 3  AFS および Si-AFS の圧縮強度 図 2  AFS および Si-AFS の気孔率 

図 5  RBMCsの ARS 染色による組織学的評価 (白矢印：石灰化部分) 
橙色：カルシウム (石灰化) 

青色：細胞核 赤色：細胞質 
図 4  RBMCs の HE 染色による組織学的評価 (白矢印：RBMCs) 
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成を促進すると報告されている 0.02 mM に近い値

であることから、適度なケイ酸イオン濃度が

RBMCs の増殖および石灰化を促進したと考えられ

る[5]。以上より、AFS へのケイ素の添加は、RBMCs

の増殖および石灰化を促進すると考えられる。 

3-3 脛骨埋入試料片の骨形成能評価 

骨形成率を定量した結果を図 6 に示す。図 6 よ

り 、 気 孔 率 が 同 等 の AFS100(50-50) と

Si-AFS100(50-50) の骨形成率を比較すると、

Si-AFS100(50-50) の方が約 1.2 倍骨形成率は高く

なった。また、AFS300(50-50) と Si-AFS300(50-50) 

の骨形成率を比較すると、 Si-AFS300(50-50) の方

が、約 1.1 倍骨形成率は高くなった。4 種類のサン

プルの中で最も骨形成率が高いサンプルは

Si-AFS100(50-50) であった。したがって、気孔率

が同等のスキャフォルドにおいて、ケイ素の添加

が骨形成率の向上に影響することが分かった。 

3-4 筋肉および脂肪埋入試料片の組織学的観察 

筋肉に埋入した AFS および Si-AFS の HE 染色お

よび MT 染色による組織学的観察結果を図 7a, 図

7b に示す。図 7a より、筋肉に埋入した

AFS100(50-50) および Si-AFS100(50-50) の黒矢印

部分において、骨組織の形成が見られた。一方で

図 7b より、AFS300(50-50) および Si-AFS300(50-50) 

においては気孔内への線維性組織の侵入のみ確認

され、骨組織の形成は見られなかった。以上の結

果から、AFS100(50-50) および Si-AFS100(50-50) 

は骨誘導能を有すると考えられる。 

脂肪に埋入したサンプルにおいては、すべての

サンプルで骨形成は見られなかった。これは気孔

内への線維性組織の侵入により、骨組織の形成に

必要な環境が失われた事によると考えられる。 

 

4. 結論 

AFS および Si-AFS の骨補填材への応用を指向し

て、RBMCs を用いた in vitro 評価およびクサビラオレンジ蛍光遺伝子導入ブタを用いた in vivo 評価を

行なった。材料評価より AFS および Si-AFS は CB 焼失によるマクロポアやファイバー同士の絡み合い

によるミクロポアが存在し、細胞の三次元培養に適した材料だと考えられる。RBMCs 培養による組織

図 7a AFS100 および Si-AFS100 の組織学的観察 

上図 HE 染色 青色：細胞核 赤色：細胞質 

下図 MT 染色 青色：骨組織 赤色：筋線維 

上図 HE 染色 青色：細胞核 赤色：細胞質 

下図 MT 染色 青色：骨組織 赤色：筋線維 

図 7b AFS300 および Si-AFS300 の組織学的観察 

：類骨  ：低石灰化骨  ：石灰化骨 
図 6 AFS および Si-AFS の骨形成率 
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学的評価より AFS へのケイ素の添加は、RBMCs の増殖および石灰化を促進すると考えられる。また、

クサビラオレンジ蛍光遺伝子導入ブタへの埋入による組織学的評価より AFS へのケイ素の添加は、骨伝

導能を向上させると考えられる。以上の結果より、スキャフォルドへのケイ素の添加および最適な気孔

率の制御が骨誘導能や骨伝導能を発現させ、骨形成の促進につながるものと結論できる。特に

Si-AFS100(50-50) は今回調べたスキャフォルドのなかで最も高い骨伝導能をもち、骨誘導能を備えた良

好な骨形成能をもつ材料であると考えられる。したがって、本研究で作製した Si-AFS は従来の AFS と

比較して骨形成を促進させる足場材料として有効であると期待される。 
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1. 緒言 
水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2; HAp) は骨欠損部の修復やその代替材料として最もよく利用され

ている材料である。また、銀イオンは、抗菌性金属の一つであり、広い抗菌スペクトルを有し、かつ薬

剤耐性菌を生じにくいとされている。そこで、我々はこれまでに生体内を模倣した環境下で純チタン上

に HAp をコーティングし、その表面にキレート能を有するイノシトールリン酸 (IP6) を用いて銀イオ

ンを固定化させることで「抗菌性チタンインプラント」の開発に成功している[1-2]。 

本研究では、基板を整形外科領域で注目されているポリエーテルエーテルケトン (PEEK) に代え、同

様なコーティングプロセスを用いて銀イオンを修飾し、得られた材料の特性を調査した。ついで、作製

した材料の細胞毒性を評価するとともに、ウサギ脛骨に材料を埋入し、生体骨との親和性を組織学的に

評価したため報告する 

 

2. 実験方法 
2-1 銀担持アパタイト被覆 PEEK の作製および材料特性評価 

PEEK 基板を濃硫酸に 10 分間浸漬し、純水で洗浄後、既報に従って HAp のコーティングを行なった。

HAp 被膜は 110 C に加熱した基板を尿素とウレアーゼを含む生体擬似体液 (SBF) に投入し、1 日おき

に溶液を交換しながら 1 週間静置して得た。HAp を被覆後、IP6 水溶液 (1000 ppm) に 50 C で 24 時間

浸漬させ、純水で洗浄した。さらに、硝酸銀水溶液に 10 分浸漬させて銀イオンを固定した[1]。使用し

た硝酸銀水溶液の濃度は 0.5, 1, 5, 10 mol·dm-3 であり、それらに対応して試験片の略称名を Ag (0.5), (1), 

(5), (10) とした。得られた試験片の材料特性を薄膜 X 線回折法 (TF-XRD)、走査型電子顕微鏡 (SEM)、

エネルギー分散型 X 線分析 (EDX) などを用いて調べ、誘導結合プラズマ発光分光分析 (ICP-AES) によ
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り銀の定量を行なった。 

 
2-2 Transwell® 細胞培養試験 

骨芽細胞様樹立株 (MC3T3-E1) に対する毒性試験を、Transwell® を用いた間接培養試験により評価し

た。MC3T3-E1 を細胞密度 3×104 cells·cm-3 に調製した細胞懸濁液 2 cm3 を 12 孔プレートに播種し、24

時間予備培養を行なった。培養後、Transwell® 内に作製した試験片を設置し 1, 3 日目における増殖性を

調査した。細胞の増殖性は、ウェルプレート上に直接培養した条件を Control として比較し、相対細胞

増殖率から評価した。さらに、試験後の培地を回収し、ICP-AES を用いて銀イオン濃度を測定した。 
 

2-3 ウサギ脛骨埋入試験 

In vivo 評価では、PEEK 線材 (2 mm × 6 mm) を基材とし、同様な方法でコーティングを施した材料

を用いた。試験片をウサギ脛骨端部に対し垂直に埋入し、8 週間後における検体の非脱灰研磨標本を作

製しビラヌエバボーン染色から組織学的所見を得た。今回の評価に用いた材料は、HAp-coated, Ag (0.5), 

Ag (1), Ag (5) に加え、濃硫酸酸処理を施していない Non-treated PEEK および酸処理を施した Acid-treated 

PEEK をコントロールサンプルとして埋入した。 
 

3. 実験結果と考察 
3-1 銀担持アパタイト被覆 PEEK の特性評価 

HAp 被覆 PEEK 基板表面の結晶相を TF-XRD を用い

て調べたところ、基板の回折線のほかに HAp に帰属さ

れる回折線が確認された。その HAp 被膜上に IP6 を表

面修飾して硝酸銀水溶液に浸漬した試験片の SEM 観察

画像を Fig. 1 に示す。SBF 浸漬により特徴的な半球状

HAp 凝集体が観察された。さらに、EDX 定性分析より、

これらが銀を含有していることが分かった。 
 

3-2 Transwell® 細胞培養試験 

Transwell® 試験後の Control に対する相対細胞増

殖率を Fig. 2 に示す。Ag (5) および Ag (10) は、培

地中への銀イオン溶出により細胞数の減少がみら

れた。一方、Ag (0.5) および Ag (1) は、高い相対増

殖率を示し、骨芽細胞の増殖をほとんど阻害しない

ことが分かった。また、このときの培地中の銀イオ

ン濃度は、約 1.3 ppm 以下であることが分かった。 

 

 

 

 

Fiｇ. 1 試験片の表面形態画像 

Fig.2 Control に対する細胞相対増殖率 
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3-3 生体硬組織適合性評価 

取り出した検体から作製した非脱灰研磨標本につ

いて画像解析を行ない、骨形成を評価した。インプ

ラント周囲における石灰化骨面積を Fig. 3 に示す。 

In vivo 評価から、Ag (0.5) および Ag (1) より溶出

された銀イオンは骨形成に対し著しい悪影響を及ぼ

すことなく、高い骨親和性を有することが分かった。

したがって、本溶液プロセス法で作製した材料は、

最適な銀担持濃度を設定することで、抗菌性と生体

適合性を兼ね備えた新しい抗菌性医療材料として期

待できる。 
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1. 緒言 

近年の医療業界では、人工関節や人工骨といったインプラント材料が広く普及している。このような

インプラント材料が広く普及した一方で問題となっているのは「術後感染」である。インプラント材料

を埋入した後に手術部位から細菌感染を引き起こし、病状が悪化することが懸念されている。そのため、

インプラント材料に抗菌能を付与する研究が広く行なわれており、銀や亜鉛などの金属イオンや抗生物

質など多くの抗菌剤が利用されている[1]。その中でも銀イオンは高い抗菌能と広い抗菌スペクトルを有

し、かつ比較的毒性が低いため多く利用されている。 

当研究室では、金属チタンの基板を生体擬似体液に浸漬させ、水酸アパタイト (HAp) を被覆したア

パタイトコーティングチタンを作製し、さらにキレート能を有するイノシトールリン酸 (IP6) を用いて

抗菌剤である銀イオンを付与することに成功している[2-3]。さらに、材料基板にポリエーテルエーテル

ケトン (PEEK) を使用し、同様のプロセスを用いて銀担持アパタイト被覆 PEEK を開発することに成功

している[4]。また、当研究室ではアパタイトファイバー (AF) を合成し、気孔形成材としてカーボンビ

ーズ (CB) を用いてアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) を作製し、その生体適合性を調査し

てきた。その結果、一部の条件で作製したスキャフォルドにおいて異所骨形成が認められ、その AFS

は骨誘導能を備えていることがわかった[5]。この材料は十分な機械的強度を有しており、人工骨材料と

しての利用も可能であると考えられる。 
本研究では、上記の二点の知見から抗菌性を備えた新規人工骨材料を創製することを目的とする。AF

から多孔質 HAp セラミックスを作製し、IP6 溶液および硝酸銀溶液により表面修飾を施し、その材料特

性、抗菌性および細胞毒性を調査したので報告する。 
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2. 実験方法 

1) 銀イオン担持セラミックスの作製 

均一沈殿法により AF を合成し、既報[5]に従って高強度化 AFS を作製した。CB は、AF に対し質量比

で等量添加した。以下、これを「多孔質 HAp セラミックス」と表記する。作製した多孔質 HAp セラミ

ックスは IP6 により表面修飾し、さらに銀イオンを担持して「銀イオン担持セラミックス」とした。多

孔質 HAp セラミックス (~15 mm ×~2.1 mm、気孔率：~74%) を 1000 ppm IP6 溶液 3 cm3 に浸漬し、15

分間減圧脱気を行なった。脱気後、セラミックスは IP6溶液に浸漬したままインキュベーター内で37°C、

24 h 静置した。表面修飾後のセラミックスは超純水で洗浄し、10 mM 硝酸銀溶液 3 cm3 に浸漬し、15 分

間減圧脱気を行なった。浸漬後、セラミックスを再び超純水で洗浄した。このようにして得られた試料

の材料特性を粉末X線回折法 (XRD)、走査型電子顕微鏡法 (SEM)、エネルギー分散型X線分光法 (EDX)、

誘導結合プラズマ発光分光分析法 (ICP-AES) により評価した。 

 

2) 銀イオン担持セラミックスの抗菌性評価 

グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus; S. aureus, IAM 1011) を多孔質HApセラミ

ックス (~15 mm ×~2.1 mm、気孔率：~74%) および銀イオン担持セラミックス (~16 mm ×~2.2 mm、

気孔率：~77%) 上で培養し、バイオフィルム形成試験を行なった。S. aureus は LB 培地中で前培養し、

5×107 CFU·cm-3 となるように懸濁液を調製した。試験に用いる試料は乾熱滅菌後 24 ウェルプレートに設

置し、菌懸濁液 1.2 cm3 を添加してインキュベーター内で 25°C、24h 静置した。培養後の試料は

LIVE/DEAD® BacLight staining kit を用いて染色し、蛍光顕微鏡により観察した。この染色法では、生菌

を緑色に、死菌を赤色に染色するため、試料上での培養直後の細菌の状態を知ることができる。培養時

に用いた培地は ICP-AES によって分析し、培地中に溶出した銀イオン量を定量した。 

また、同様の試料の S. aureus に対する抗菌性を評価するために、阻止円試験を実施した。S. aureus は

LB 培地中で前培養し、1×107 CFU·cm-3 となるように懸濁液を調製した。LB 培地 100 cm3 に対して寒天

1 g を加えて溶解した「トップアガー含有 LB 培地」を調製し、この中に菌懸濁液 0.1 cm3 を加えた。次

いで LB 寒天培地 5 cm3 上に乾熱滅菌した試料を設置し、その上から菌懸濁液を含んだトップアガー含

有 LB 培地を流し込み、固化するまで静置した。その後インキュベーター内で 37°C、48 h 培養し、培養

後に試料の周囲に形成された阻止円を観察した。 

 

3) 銀イオン担持セラミックスの細胞毒性評価 
 Transwell®培養キットを用いて、銀イオン担持セラミックスの存在下で MC3T3-E1 細胞を間接培養さ

せた時の細胞への影響を調査した。MC3T3-E1 細胞 6×104個を 12 ウェルプレートに播種し、ウシ胎児血

清を 10 vol%添加した最小必須培地中(-MEM)で 37°C、5%CO2 雰囲気下で 24 h 予備培養を行なった。

培養後、培地を除去し、Transwell®内に乾熱滅菌した試料を設置して新たに培地を 1.8 cm3 添加し、さら

に培養を続けた。試料は多孔質 HAp セラミックス (~3.7 mm ×~8.7 mm、気孔率：~72%) および銀イオ

ン担持セラミックス (~3.7 mm ×~8.4 mm、気孔率：~72%) を使用し、あらかじめ 24 ウェルプレート内

の培地 0.8 cm3 中で減圧脱気を 30 min 行なった。試料を設置して 1 および 3 日後にトリプシン処理を行

ない、プレート上の細胞を剥がして細胞数をカウントした。なお、試料を設置してからは、培地交換を
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図 1. 各セラミックスの微細構造観察 

（上段：マクロ気孔、下段：ミクロ気孔） 

図 2. 銀イオン担持セラミックスの EDX スペクトル 

行なわなかった。また、ポリスチレンプレート上での培養結果を Control として比較した。各日数での

細胞数から、以下の式を用いて相対増殖率を算出した。 

相対増殖率(%)＝（試料共存下で 1 または 3 日間培養後の細胞数/プレートに播種した細胞数）/

（Control で 1 または 3 日間培養後の細胞数/Control に播種した細胞数）×100 

さらに、各日数で回収した培地に溶出していた銀イオンを ICP-AES により定量した。 

 

3. 結果と考察 

1) 銀イオン担持セラミックスの材料特性 
 XRD による結晶相の同定の結果、AF、多孔質

HAp セラミックスおよび銀イオン担持セラミック

スの結晶相はいずれも HAp 単一相であり、IP6 の

表面修飾および銀イオンの担持によって結晶相は

変化しなかった。図 1 に、多孔質 HAp セラミック

スおよび銀イオン担持セラミックス表面のSEM像

を示す。SEM による微細構造観察では、銀イオン

担持セラミックスの表面形態に一部変化が見られ

た。しかし、マクロ気孔およびミクロ気孔が確認

されたことから、表面修飾後でも多孔質 HAp セラ

ミックスの気孔構造は維持されているものと考え

られる。図 2 に、銀イオン担持セラミックス表面

および断面の EDX スペクトルを示す。EDX によ

る定性分析の結果、銀イオン担持セラミックス

の表面から HAp に由来するカルシウム、酸素お

よびリンの他に銀が検出された。このことから、

銀イオンは試料表面に担持されていることが明

らかになった。ICP-AES による定量分析では、銀

イオン担持セラミックスには単位質量あたり

約 1.32 mg の銀が担持されていることがわか

った。 

 

2) 銀イオン担持セラミックスの抗菌性評価 

LIVE/DEAD® BacLight staining kit による蛍光観察の結果を図 3 に示す。多孔質 HAp セラミックス上で

は、緑色に染色された生菌が多く見られた。一方、銀イオン担持セラミックス上では生菌の数が大幅に

減少しており、ほとんど観察されなかった。このことから、銀イオン担持セラミックス上での S. aureus

の成育が抑制されていることが明らかとなった。ICP-AES による定量分析の結果、培養後の培地には約

6.63 ppm の銀イオンが溶出していたことから、培地中に溶出した銀イオンが S. aureus の成育を阻害して

いると考えられる。また、いずれの試料上でも赤色に染色された死菌はほとんど観察されなかった。

LIVE/DEAD® BacLight staining kit は、全ての細菌を標識する緑色蛍光色素である SYTO® 9 と膜を損傷し
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図 4．阻止円試験の結果 

図 5. 各培養日数における細胞数 図 6. 各培養日数における相対増殖率 

 

た細菌にのみ透過する赤色蛍光色素であるヨウ化プ

ロピジウムから成り、二つの色素が同時に存在した場

合に緑色蛍光が減弱し、赤色蛍光を示すようになって

いる。Jung らは、0.2 ppm の銀イオン溶液にさらされた S. aureus の細胞膜が細胞壁から分離し、その結

果細胞質が周囲に放出されたと報告している[6]。実験後の培地中の銀イオン濃度は 0.2 ppm を上回って

いるため同様の現象が起きていると考えられ、また細胞質が流出するほどの損傷では、蛍光色素も細胞

外に流出していると考えられる。そのため、死細菌は赤く染色されず観察されなかったと考えられる。 

阻止円試験の結果を図 4 に示す。銀イオン担持セラミックスの周囲で阻止円が形成され、S. aureus の

成育が阻害されていた。これは、試料表面から溶出した銀イオンの効果によるものだと考えられ、銀イ

オン担持セラミックスは材料表面への S. aureus の付着を防ぐことが出来ると考えられる。 

 

3) 銀イオン担持セラミックスの細胞毒性評価 

 Transwell®を用いて試料と M3CT3-E1 細胞を間接培養させた時の細胞数と相対増殖率を図 5、図 6 に示

す。なお、図 5 および 6 において多孔質 HAp セラミックスは「HAp」、銀イオン担持セラミックスは「Ag+」

と表記する。銀イオン担持セラミックスの共存下では、培養開始から 3 日目での細胞数が大幅に減少し

ており、Control と比較した時の相対増殖率は 40%程度だった。また、培養開始 3 日目の培地中の銀イオ

ン量を ICP-AES により定量したところ約 1.39 ppm の銀イオンが溶出していた。柿沼らは、同様の条件

で行なった細胞毒性試験において、細胞毒性を示さない銀イオン濃度は 1.3 ppm 以下であると報告して

いる[4]。これより、今回作製した銀イオン担持セラミックスは細胞毒性を示すおそれがあることがわか

った。今後の調査において

は、銀イオ

ンの担持

量がよ

り少な

い試料

を用い

た評価が必

要だと考え

られる。 

 

図 3. LIVE/DEAD® 染色による蛍光観察 
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4. 結論 

多孔質 HAp セラミックスに対して IP6 による表面修飾および銀イオンの固定化を行ない、抗菌性の付

与を試みた。EDX による分析の結果、作製した銀イオン担持セラミックスの表面から銀が検出され、

ICP-AES による定量分析の結果、単位質量あたり約 1.32 mg の銀が固定化されていることが明らかにな

った。バイオフィルム形成試験では銀イオン担持セラミックス上において S. aureus の成育が阻害されて

おり、また阻止円試験では銀イオン担持セラミックスの周囲で S. aureus の成育が妨げられていた。一方、

銀イオン担持セラミックスの存在下で MC3T3-E1 細胞を培養した結果、銀イオン担持セラミックスが細 

 

胞増殖を阻害することが示唆された。以上のことから、本研究で作製した銀イオン担持セラミックスは

S. aureus に対する抗菌性を有するが、細胞増殖を阻害する可能性がある。今後、銀イオンの担持量を変

化させることで、抗菌性を有しつつ細胞毒性を示さない条件を検討することが必要である。 
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1. 緒言 
骨に類似した構造と化学組成を有する水酸アパタイト/コラーゲン (HAp/Col) 複合体からなる多孔質材料は、

自家骨と同様の骨リモデリングサイクルに取り込まれる生体吸収性材料であり、骨欠損部への補填材として既

に臨床応用されている[1]。しかし、一般的にこのような生体材料は抗菌性を持たないため術後感染を生じる可

能性があり、手術部位から細菌感染を引き起こし病状が悪化することが懸念されている。そのため、インプラ

ント材料に抗菌性を付与する研究が広く行なわれており、銀や亜鉛などの金属イオンや抗生物質など多くの抗

菌剤が利用されている[2]。その中でも銀イオンは高い抗菌活性と広い抗菌スペクトルを有し、かつ比較的毒性

が低いため多く利用されている。 
当研究室では、金属チタンの基板を生体擬似体液に浸漬させ、HApを被覆したアパタイトコーティングチタ

ンを作製し、さらにキレート能を有するイノシトールリン酸 (IP6) を用いて抗菌剤である銀イオンを付与する

ことに成功している[3-4]。さらに、材料基板にポリエーテルエーテルケトン (PEEK) を使用し、同様のプロセ

スを用いて銀担持アパタイト被覆PEEKを開発することに成功している[5]。 
本研究では、上記の知見をもとに抗菌性を備えた HAp/Col 多孔質材料を創製することを目的とする。

HAp/Col多孔体に IP6を利用して銀イオンを固定化する際の実験条件を検討するとともに、得られた材料の材

料特性および抗菌性を調査したので報告する。 
 

2. 実験方法 

1) 銀イオン担持リフィットの作製 

HAp/Col多孔体に IP6および銀イオンによる表面修飾処理を行ない、銀イオン担持HAp/Col多孔体を作製し

た。提供されたHAp/Col多孔体「リフィット®」 (10×10×10 mm3) を1000 ppm IP6溶液 20 cm3に浸漬し、脱気

した。浸漬したリフィット®は 50 °Cのインキュベーター内で 24 h静置し、取り出した後超純水で洗浄した。
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次いで、リフィット®を硝酸銀溶液20 cm3に浸漬し、脱気して10分間静置した。硝酸銀溶液の濃度は0 mM, 1 mM, 
10 mMの三種類とした。取り出して超純水で洗浄し、50 °Cのインキュベーター内で 24 h静置し乾燥させて「銀

イオン担持リフィット」(10×10×9 mm3) を得た。以下、得られた銀イオン担持リフィットはAg-ReFit (x) と表

記する。ここで、x は硝酸銀溶液の濃度 [mM] を表す。このようにして得られた試料の材料特性を粉末 X 線

回折法 (XRD)、走査型電子顕微鏡法 (SEM)、エネルギー分散型X線分光法 (EDX)、誘導結合プラズマ発光分

光分析法 (ICP-AES) により評価した。 

 

2) 銀イオン担持リフィットの抗菌性評価 

銀イオン担持リフィットの黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus; S. aureus, IAM 1011) に対する抗菌性を評

価するために、阻止円試験を実施した。S. aureus はLB培地中で前培養し、1×107 CFU·cm-3となるように懸濁

液を調製した。LB培地100 cm3に対して寒天1 gを加えて溶解した「トップアガー含有LB培地」を調製し、

この中に菌懸濁液0.1 cm3を加えた。次いでLB寒天培地5 cm3上に乾熱滅菌した試料 (10×10×2 mm3) を設置し、

その上から菌懸濁液を含んだトップアガー含有 LB 培地を流し込み、固化するまで静置した。その後インキュ

ベーター内で37 °C、48 h培養し、培養後に試料の周囲に形成された阻止円を観察した。 

 
3. 結果と考察 

1) 銀イオン担持リフィットの材料特性 
XRDによる結晶相の同定の結果、銀イオン担持リフィッ

トに含まれるHApの結晶相はIP6表面修飾前後で変化して

いなかった。図 1に、リフィット®および IP6表面修飾後の

リフィット表面の形態を観察したSEM像を示す。IP6によ

る表面修飾の前後で、微細構造に大きな変化は見られなか

った。図2に、銀イオン担持リフィットの表面および内部

のSEM像を示す。こちらも銀イオンの担持による表面お

よび内部の形態の変化は認められなか

った。次に、図3に、Ag-ReFit (10) の
表面および内部のEDXスペクトルを

示す。EDXによる定性分析の結果、

Ag-ReFit (10) の表面および断面にお

いて銀が検出された。同様の定性分析

をそれぞれの試料に対して実施した結

果を表1に示す。この結果から、

Ag-ReFit (1) の表面に、またAg-ReFit 
(10) の表面および内部に銀イオンが

担持されたことが明らかになった。さ

らに ICP-AES を用いた定量分析から、

Ag-ReFit (1) には単位質量あたり約 0.32 mg、またAg-ReFit (10) には単位質量あたり約 1.71 mgの銀イオンが担

持されており、表面修飾に用いた硝酸銀溶液の濃度の上昇にしたがって銀イオンの担持量も増加することが明

らかとなった。このことから、担持する銀イオン量のコントロールが可能だと考えられる。 

図2. 銀イオン担持リフィットの微細構造観察 

図1. IP6による表面修飾処理前後のリフ

ィットの表面形態観察 
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図 3. Ag-ReFit (10) の表面および内部のEDXスペクトル 
 
2) 銀イオン担持リフィットの抗菌性評価 
阻止円試験の結果を図4に示す。Ag-ReFit (0) の周囲ではS. aureusが成育していたのに対して、Ag-ReFit (1) お

よびAg-ReFit (10) の周囲では阻止円が形成され、S. aureusの成育が阻害されていた。これは、試料表面から溶

出した銀イオンの効果によるものだと考えられ、銀イオン担持リフィットは材料表面への S. aureusの付着を抑

制出来ると考えられる。 

 
図 4. S. aureusに対する阻止円試験の結果 

 
4. 結論 

HAp/Col 多孔体に IP6 および銀イオンによる表面修飾処理を行ない、抗菌性の付与を試みた。表面修飾後、

結晶相や微細構造の変化は見られなかった。EDXによる定性分析の結果、銀イオン担持リフィットの表面およ

び内部に銀イオンが担持されていることが明らかとなり、ICP-AESによる定量分析から銀イオンの担持量は硝

酸銀溶液の濃度の上昇に従って増加することがわかった。このことから、銀イオン担持量は表面修飾条件を変

更することでコントロールできると考えられる。また、S. aureusに対する阻止円試験では、銀イオン担持リフ

ィットの周囲に阻止円が形成され、S. aureusの成育が阻害されていた。このことから、銀イオン担持リフィッ

トはS. aureusの材料への付着を抑制できると考えられる。今後の調査では、グラム陰性菌に対する抗菌性の評

価や銀イオンの溶出による細胞毒性の評価が必要だと考えられる。 
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窒素ドープ法により改質した水酸アパタイトセラミックスの表面特性 
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Fabrication of nitrogen-doped hydroxyapatite ceramics and its surface characterization 

 

Ryo UMEDA1), Satoshi OKUYAMA1), Tomoaki WATANABE1), Mamoru AIZAWA1) 

 1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

 

1. 緒言 

現在、骨腫瘍や骨折などにより生じた骨欠損部の再建には、金属材料、高分子材料、セラミックス材

料が用いられている。セラミックス材料の中でも、水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2; HAp) は生体親和

性が高く、生体骨と直接結合する骨伝導能を有しているといった特徴的な性質より、生体材料としての

応用研究が活発に行われている。そもそも HAp は、哺乳類の生体硬組織の主要無機成分であり、その

優れた生体適合性のため HAp セラミックスは人工骨や人工歯根といった硬組織代替材料として広く臨

床応用されている[1]。 

改めて、生体骨における生物学的アパタイトと人工骨としての HAp セラミックスを比較してみると、

生体骨には HAp 以外にも多種多様のイオンを含んでいることが分かっている。その量や種類は年齢や

部位によって異なるが、HAp 中には微量の Na+, K+, Mg2+, Sr2+, Cl-, F-, CO3
2- が存在し、その結晶構造に

は多くの欠陥構造や歪みが存在している。欠陥構造は生体材料において重要な要因であり、また生体材

料の表面特性は実質的に生体組織に影響を与える。そこで、HAp セラミックス表面に生体骨を模したよ

うな欠陥構造を導入し、表面特性を向上させる必要があると考える。 

材料に欠陥構造を導入する手法として、窒素ドープ法がある。この方法は、主に光触媒材料の機能向

上のために用いられている方法であり、材料表面の化学構造を変化することができる[2]。その一つの手

法としては、材料を高温のアンモニア下におくことで、表面に窒素がドープされる。本研究では、HAp

セラミックスに窒素ドープ法を適用することで、セラミックス表面を改質し、欠陥構造の導入を試みた。 

したがって、本研究の目的は欠陥構造を導入した HAp セラミックスの創製と、その表面特性の調査

である。HAp セラミックス焼結体の表面を窒素ドープ法により改質し、各種キャラクタリゼーションを

行った。今回はこの材料の創製とその表面特性に関する結果を以下に記載する。 

 

2. 実験方法  

 市販 (太平化学製) の HAp-100 粉体 1.0 g を、金型成形器を用いて成形圧 50 MPa の一軸加圧成形で成

形体を作製した。成形体を、1200 ºC で 5 時間、昇温速度 10 ºC·min
-1

 の空気雰囲気下で焼成し、焼結体

を作製した。得られた焼結体を #400, 600, 1000, 2000 の耐水研磨紙を用いて鏡面研磨し、EtOH 中で超

音波洗浄したものを ”Pure-HAp” とした。窒素ドープ HAp は、Pure-HAp を 750, 850, 950 ºC の 3 パター

ンで、窒化時間 5 時間、昇温速度 10 ºC·min
-1

 のアンモニア雰囲気下 (流量 200 cm
3•min

-1
) で焼成するこ
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Fig. 2 各セラミックス表面における静的接触

角 : 

(a) Pure-HAp, (b) N-doped HAp(750), (c) 

N-doped HAp(850) and (d) N-doped HAp(950) 

Fig. 3 各セラミックスの表面ゼータ電位 : 
 (a) Pure-HAp, (b) N-doped HAp(750), (c) 

N-doped HAp(850) and (d) N-doped HAp(950) 
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Fig. 1 Pure-HApとN-doped-HApのXRDパターン: 

(a) Pure-HAp, (b) N-doped-HAp(750), (c) N-doped- 

HAp(850) and (d) N-doped-HAp(950) 

○ : HAp 

 
(d) 

 

(c) 

 
(b) 

 

(a) 

 

とで作製した。窒素ドープ HAp のサンプルは、それぞれの焼成温度により、“N-doped-HAp(750)”, 

“N-doped-HAp(850) ”, “N-doped-HAp(950) ”と表記する。作製した各種セラミックスの表面につい

て、キャラクタリゼーションを行った。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 粉末 X 線回折 (XRD) 

Pure-HAp および N-doped-HAp の XRD パターン

を Fig.1 に示す。全てのセラミックスにおいて、HAp

の単一相を示した。窒素ドープ前後での結晶相に変

化はなく、材料表面は Pure-HAp を維持しているこ

とが確認された。 

 

3-2 材料表面の静的接触角と表面電位の測定 

 材料に純水を滴下することにより、表面の静的接

触角を測定した。その結果を Fig. 2 に示す。

Pure-HAp は 74.92 º で 、 N-doped-HAp(750) 、

N-doped-HAp(850)、N-doped-HAp(950)ではそれぞれ、

43.24 º、69.81 º、59.24 º であった。 

また各種セラミックスの表面電位を測定し、その

結果を Fig. 3 に示す。Pure-HAp の表面電位が -16.24 

mV であったのに対し、 N-doped-HAp(750) 、

N-doped-HAp(850)、N-doped-HAp(950) ではそれぞれ、-26.23 mV、-25.09 mV、-24.11 mV となった。 

 Fig. 2 および Fig. 3 の結果の関連性は明らかではないが、Pure-HAp に窒素ドープを施すことで、濡れ

性が向上し、表面の電位が下がることが分かった。セラミックス表面には僅かにしか窒素ドープされて

いないと思われ、そのため表面電位の観点では窒化温度での差が見られなかったものと考えられる。し

かし静的接触角の結果では、N-doped-HAp(750)で最も濡れ性が向上し、N-doped-HAp(850) と N-doped- 

HAp(950) では大きな変化は見られなかった。窒化温度の条件の検討は行っていないが、窒化温度が 750 
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Fig. 4 各サンプルの XPS ワイドスペクトル : 
(a) Pure-HAp, (b) N-doped-HAp(750), (c) 
N-doped-HAp(850) and (d) N-doped-HAp(950) 

Fig. 5 N-doped-HAp(850) の XPS 深さ方向分析 : 
図中の時間はスパッタリング時間を示す。 

ºC 付近において表面特性の変化がみられると考えられる。 

 

 

3-3 X 線光電子分光法 (XPS) 

 次に、材料表面の化学状態を確認するために、XPS による測定を行った。XPS による各セラミックス

のワイドスペクトルを Fig. 4 に示す。 

 Fig.4 より、N-doped-HAp(850) において N 1s 軌道のピークが強く確認できた。一方で、N-doped- 

HAp(750) および N-doped-HAp(950) には、大きな変化が見られなかった。次に、この N-doped-HAp(850)

のサンプルについて深さ方向分析を行った。N-doped- HAp(850) の表面を Ar イオンビームでスパッタリ

ングし、経時ごとのスペクトルを Fig. 5 に示す。 
HAp のスパッタリング率は SiO2 のものを参考にし、15 nm·min-1 で計算した。コンタミのカーボンは材

料表面にのみ存在しており、スパッタリングを行うことで無くなることが確認された。また、窒素は内

部に行くほど減少し、それに伴ってカルシウムのピークが大きくなっていくことが確認された。窒素は、

材料表面から 150 nm 程度までドープされていることが分かった。 

 

3-4 考察 

 生体材料の表面の状態は、生体組織に直接的に影響を与える。特に、表面粗さや表面自由エネルギー

(SFE)、表面電位は、細胞の増殖や分化といった応答性に影響を与える[3]。SFE は静的接触角から求め

ることができ、濡れ性が高いほど SFE も高くなる。本研究で作製した窒素ドープ HAp は、濡れ性が向

上し、表面電位は負の電荷を帯びた。これらの結果は骨芽細胞の細胞応答 (細胞接着、細胞分化、細胞

増殖) に影響を及ぼすと考えられる。今回の結果では、N-doped-HAp(850) において表面内部までの窒素

ドープが確認できたが、最も親水性を示した N-doped-HAp(750) では確認できなかった。また、窒素ド

ープを行ったことによる欠陥構造の有無も明らかになっていない。今後の展開として、窒化条件の検討

から、さらなる窒素ドープ HAp の特性の調査を行う必要があると考える。また細胞応答性の調査も並

行して行う予定である。 
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1. 緒言 

水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2 ; HAp) は、生体硬組織の主要無機成分である。しかし、生体骨中の

生物学的アパタイトには様々なイオンが置換されており、HAp の結晶構造には欠陥構造が多く存在して

いる 1)。欠陥構造は生体材料における重要な要因の一つであり、また生体材料の表面特性は実質的に生

体組織に影響を与える。本研究では、従来の HAp セラミックス表面に欠陥導入および表面改質を行な

うことで生体活性を向上させることを目的とした。その手法として、高温のアンモニア下で加熱する窒

素ドープ法を採用し、材料表面の化学構造を変化させた 2)。本研究では、窒素ドープした HAp セラミッ

クスの表面特性を評価するとともに、二種類の細胞を用いて生物学的な評価も行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 窒素ドープ HAp セラミックスの作製 

市販 (太平化学製) のHAp-100粉体 1.0 g を金型成形器をを用いて成形圧 50 MPaの一軸加圧成形で成

形体を作製した。成形体を 1200 ºC で 5 時間、空気雰囲気下で焼成し、焼結体を作製した。得られた焼

結体を #400, 600, 1000, 2000 の耐水研磨紙で鏡面研磨し、“Pure-HAp”とした。窒素ドープ HAp は、

Pure-HApを750, 850, 950 ºCで 5時間、アンモニア雰囲気下 (200 cm3·min-1) で加熱することで作製した。

また、未ドープ HAp として、Pure-HAp を 850 ºC で 5 時間、空気雰囲気下で加熱した。これらのサンプ

ルは加熱温度により “N-doped HAp(750)”, “N-doped HAp(850)”, “N-doped HAp(950)”, “non-doped 

HAp(850)” と表記する。作製したセラミックスについて、粉末 X 線回折、表面ゼータ電位、静的接触

角などの材料特性評価を行なった。 

2-2 窒素ドープ HAp セラミックスを用いた in vitro 評価 

作製した窒素ドープ HAp 共存下で、マウス頭蓋冠由来 MC3T3-E1 骨芽細胞株およびラット骨髄由来

間葉系幹細胞 (Rat Bone Marrow Cells ; RBMCs) を用いて in vitro 評価を行なった。 
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3. 実験結果と考察 

3-1 窒素ドープ HAp セラミックスのキャラクタリゼーション 

粉末 X 線回折より、すべてのセラミックスの結晶相

は HAp の単一相であった。また、窒素ドープによる表

面の微細構造への影響はなく、表面粗さは 0.1 mm 程度

で統一されていた。Fig. 1 に表面ゼータ電位の結果を示

す。Pure-HAp と non-doped HAp(850) の間に大きな差は

見られなかったが、 

窒素ドープを行なうことで窒化温度に関わらず表面電

位が負の方向へシフトした。セラミックスが負電荷に帯

電することで、培地もしくは生体中の金属イオンが吸着

しやすくなり、細胞の接着性が増すことが考えられる
3)。これより、Pure-HAp に窒化処理を施すことで細胞接

着性が向上することが示唆される。次に、セラミックス

の静的接触角の結果を Fig. 2 に示す。セラミックスの他

に、細胞培養用ポリスチレンプレートの静的接触角も

測定した。加熱処理のみの non-doped HAp(850)では親水

性表面となり、窒素ドープすることで疎水表面性へと

変化した。窒素ドープを行なうことで、セラミックス

表面に多く露出している OH- 基または PO4
3- 基の状態

が変化したために、濡れ性に影響が出たものと考えら

れる。セラミックス表面が疎水性に変化したことで、

細胞の接着は広く紡錘状に伸展するのではなく、狭く

丸状または菱形状に伸展すると推測される 4)。 

 

3-2 窒素ドープ HAp セラミックスを用いた in vitro 評

価 

MC3T3-E1 細胞を用いた in vitro 評価では、培養 5

時間後の細胞初期付着率が、窒素ドープすることで

8%向上した。これはセラミックス表面の電荷の違い

に起因しているものと考えられる。また、7 日間の細

胞増殖性評価では、non-doped HAp および N-doped 

HApの間に有意な差は見られず同様の挙動となった。

培養 1 日目の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で蛍光観

察したところ、ガラス上では細胞は紡錘状に仮足を伸

ばしていたが、non-doped HAp(850)では、細く長い形

態をしている細胞が多く存在していた。N-doped 

HAp(850)では、菱形状の細胞形態をしており、セラ

Fig. 2 Static contact angle 
(a) Polystyrene-plate, (b) Pure-HAp, (c) 
non-doped HAp(850), (d) N-doped HAp(750), (e) 
N-doped HAp(850) and (f) N-doped HAp(950) 
 

Fig. 1 Surface zeta-potential 
(a) Pure-HAp, (b) non-doped HAp(850), (c) 
N-doped HAp(750), (d) N-doped HAp(850) 
and (e) N-doped HAp(950) 

Fig. 3 Fluorescence images of actin cytoskeleton 
 (a) glass plate, (b) Pure-HAp and (c) N-doped 
HAp(850) 
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ミックス上に乗っているような接着であった。これはセラミックスの表面自由エネルギーの差によるも

のだと考えられる 5)。RBMCs をセラミックス上で 14 日間培養後の細胞形態の様子を Fig. 3 に示す。 

4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) を用いて細胞核を青色に、Alexa Fluor® 488-phalloidin を用いて細胞

骨格であるアクチンを緑色に染色したものである。細胞形態に大きな差異は見られず、RBMCs はセラ

ミックス上で良好に培養されており、N-doped HAp に細胞毒性はなかったと考えられる。 

以上の結果から、窒素ドープした水酸アパタイトの表面は負の電荷を帯びており、細胞培養時の表面

自由エネルギーは増加することが明らかとなった。窒素ドープ法を施すことによる HAp の表面特性の

変化は、細胞分化や石灰化などの細胞挙動の増強をもたらすことが期待される。 
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1. 緒言 

水酸アパタイト (Hydroxyapatite; HAp) は、組成式 Ca10(PO4)6(OH)2 で表される生体硬組織の主成分で

ある。HAp は生体組織に対して為害性はなく、生体適合性に優れ、良好な生体活性を示す代表的な硬

組織代替材料である。そのため、HAp は医療分野において人工骨など広く応用されている[1]。 

しかしながら、実際の生体骨にはカルシウムイオンやリン酸イオン以外にも種々のイオンが含まれて

いる。例えば、微量のナトリウムイオン、マグネシウムイオン、塩化物イオン および炭酸イオン、そ

の他にも様々な微量のイオンが含まれている。これらのイオンは生体骨中の Ca10(PO4)6(OH)2 の構造の各

部位に置換しており、そのため HAp の結晶構造に欠陥や歪みが生じている[2]。 

当研究室では、生体骨に含まれるミネラルを含有した Bone HAp セラミックスを創製し、 Bone HAp 

セラミックスが in vitro での細胞培養試験において純粋な HAp よりも高い骨芽細胞への分化誘導能を

持つことを明らかにしている[3]。これは、Bone HAp に含まれるナノレベルの欠陥構造に起因している

と考えられる。 

本研究では、欠陥導入の手法として金属酸化物の格子酸素を窒素と置き換えることで欠陥導入が可能

である窒素ドープ法[4]に着目した。従来、窒素ドープ法は金属酸化物の窒化処理に用いられているが、

HAp を始めとしたアパタイト系化合物への窒素ドープは、これまで前例がない。この窒素ドープ法を

HAp セラミックスに適用することで、HAp セラミックス表面を窒化し、欠陥導入を行なった新規な HAp

セラミックスである「窒素ドープ HAp セラミックス」の創製に成功している[5]。 

そこで本研究の目的は、窒素ドープ法により表面改質および欠陥構造を導入した新規な HAp セラミ

ックスである、「窒素ドープ HAp セラミックス」を作製し、その材料特性、窒素ドープ量の制御および

細胞応答性の評価を行ない、セラミックス材料のナノ欠陥構造と生体活性との関連性を解明することで

ある。 
 

2. 実験方法 

1) HAp セラミックスの作製 
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市販の HAp 粉体 (HAp-100; 太平化学製) を成形圧 50 MPa で成形し、空気雰囲気下 1200 ºC, 5 h で焼

成することによって、HAp セラミックスを作製した。この HAp セラミックスを鏡面研磨したものを 

“Pure HAp” とした。Pure HAp を NH3雰囲気下 850 ˚C, 5 h, 10 h もしくは 20 h で窒化処理することで窒

素ドープ HAp セラミックス “N-doped HAp(x)” を作製した。また、窒化処理の条件と同様にして、空気

雰囲気下で加熱処理したものを非窒素ドープ HAp セラミックス “Non-doped HAp(x)” とした。また、試

料名のカッコ内の x は窒化もしくは加熱の保持時間を表すものとする。作製したセラミックスの評価は、

粉末 X 線回折測定 (XRD)、全反射測定 (ATR) によるフーリエ変換赤外分光法 (FT-IR) 、表面のゼータ

電位測定を行なった。 

 

2)ラット骨髄由来間葉系幹細胞 (RBMCs) の初代培養 

4 週齢の雄ラット (Wistar 系) 2 匹の大腿骨および脛骨より骨髄を採取した。採取した骨髄は培養時の

抗生剤 (ペニシリン, ストレプトマイシン) を含んだ-Minimum Essential Medium (-MEM) で洗浄後、

培養フラスコに播種した。初代培養は 16-21 日間、37 ºC、5% CO2 に維持したインキュベーター内で行

なった。培養には 10% FBS および抗生剤を含む -MEM (以下、これを「通常培地」とする) を使用し

た。骨髄採取 3 日後までは毎日培地交換を行ない、それ以降は 2 日おきに培地交換を行なった。また、

実験には継代を 2 回行なった細胞を使用した。 

 

3) 骨芽細胞の細胞応答性評価 

 2 種類の骨芽細胞を用いて細胞応答性の評価を行なった。具体的には、マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞

様樹立株 MC3T3-E1 を用いて、播種してから 5 時間後の細胞初期付着率および増殖性試験を行なった。

また、RBMCs を用いて、免疫・蛍光染色による骨芽細胞の形態観察およびアリザリンレッド S 染色に

よる石灰化の評価を行なった。なお、使用した培養基材は Non-doped HAp(5)および N-doped HAp(5)であ

る。control は polystyrene plate を使用した。 

 

3. 結果と考察 

1) セラミックスの特性評価 

作製したセラミックスの XRD パターンを図

1 に示す。すべての試料の結晶相はいずれも

HAp 単一相であった。このことから、窒素ドー

プによる HAp 結晶相から他の結晶相への転移

はないことが明らかとなった。 

ATR 法によって測定した FT-IR スペクトルを

図 2 に示す。すべての試料において HAp に特徴

的な水酸基  (3550 cm-1) およびリン酸基 

(1100 cm-1 ~ 3900 cm-1) の吸収が確認された

[6]。2010 cm-1 の位置に注目すると、各種

N-doped HAp にのみ鋭い吸収が確認された。

Pure HApとNon-doped HApでは確認されない
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図 1 各セラミックスの XRD パターン 
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(d)Non-doped HAp(20) (e)N-doped HAp(5)  
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ため、この吸収は窒素ドープにより HAp 結晶中に導入された窒素に由来するものである。ただし、窒

化時間による吸収帯強度の大きな変化は確認できなかった。 

各種セラミックスのゼータ電位の測定結果を図 3 に示す。Pure HAp のゼータ電位に比べて Non-doped 

HAp、N-doped HAp ともにそのゼータ電位は負の方向に値が大きくなり、その値は加熱時間を伸ばすこ

とでさらに大きくなっていくことが明らかとなった。また、同じ加熱時間の Non-doped HAp と N-doped 

HAp を比較すると、N-doped HAp のゼータ電位は Non-doped HAp の値よりも大きな負の電位を示してい

ることから、ゼータ電位が負の方向にシフトするのは加熱の影響に加えて窒素ドープによる影響も加味

されていると考えられる。 

 

2) 骨芽細胞の細胞応答性評価 

MC3T3-E1の細胞初期付着率測定の結果

を図 4 に示す。N-doped HAp(5)は Control

に近い細胞付着率を示し、 Non-doped 

HAp(5)と比較して、窒素ドープを行なうこ

とで相対細胞初期付着率はおよそ 7%向上

した。接着率の向上は、窒素ドープにより

表面が負に帯電したことによってタンパ

ク質の吸着が促進されたためであると考

えられる。すべてのタンパク質は末端にア

ミノ基とカルボキシル基を有する。そのた

め、N-doped HAp の表面は静電的にタンパ

ク質分子と結合していることが示唆され

る。 
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図 5 に MC3T3-E1 を使用した細胞増殖性試験の結果を示す。細胞数の計測は播種後 1, 3, 5, 7 日目に行な

った。Control には劣るものの、Non-doped HAp(5)と N-doped HAp(5)はともに良好な増殖性を示した。

細胞増殖性試験では Non-doped HAp(5)と N-doped HAp(5)の大きな違いは見られなかった。これらの結果

から、窒素ドープした HAp は骨芽細胞に対して毒性がないことがわかり、細胞培養基材ならびに生体

材料として使用できることが確認できた。 

RBMCs を用いた細胞の形態観察の結果を図 6 に示す。形態観察は播種後 1 日目の細胞で行ない、青

色は細胞核、緑色は細胞骨格 (アクチン)、赤色は接着斑 (ビンキュリン) を示している。Control と

Non-doped HAp(5)上で培養した RBMCs の細胞形態は広がったような形態をとっているのに対して、

N-doped HAp(5)上で培養した N-doped HAp(5)は細長い紡錘状の形態をとっていた。この理由としては、

N-doped HAp(5)は Non-doped HAp(5)よりも大きい負

のゼータ電位を示していたこと、もしくは導入され

た窒素の影響を受けていることが考えられる。 

図 7 に RBMCs の培養 14 日後のアリザリンレッ

ド S 染色による細胞石灰化評価の結果を示す。なお 

(+)は骨芽細胞分化誘導培地を用いて、(-) は通常培地

を用いて、それぞれ培養したものである。どの培養

条件においても、N-doped HAp(5) および Non-doped 

HAp(5) で培養した RBMCs の石灰化が確認された。

中でも、N-doped HAp(5)(+)が最も大きな石灰化面積

を示したことから、窒素ドープした HAp 表面の特性

が RBMCs の石灰化を促進したと考えられる。 
 

4. 結論 

 HAp に窒素ドープすることで窒素を結晶構造中に

導入し新規な材料を作成することができた。この窒素ドープ HAp は HAp 単一相であり、ATR 法による
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図 5 増殖性試験の結果 
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図 7 アリザリンレッド S 染色による 

RBMCs の石灰化の評価 
(a) N-doped HAp(5)(+) (b) N-doped HAp(5)(-)  

(c) Non-doped HAp(5)(+) (d) Non-doped HAp(5)(-) 



 

165 

 

FT-IR の結果から窒素が何らかの形で結晶構造中に導入されていることがわかった。この材料の表面特

性は、ゼータ電位測定から負の電位を持つことが明らかになった。この影響、もしくは導入された窒素

の影響からか、窒素ドープ HAp 上で骨芽細胞を培養した場合、純粋な HAp 上で培養した場合と比較し

て、細胞初期付着率が向上し、細胞形態は紡錘状になることが確認された。また、増殖性試験では良好

な増殖を示したため窒素ドープを HAp に適用しても細胞毒性を付与することはなく、生体材料として

用いることが期待できる。石灰化の評価を行なったところ、すべての試料のうち N-doped HAp(5)(+)が最

も大きな石灰化面積を示し、窒素ドープ HAp が骨芽細胞の石灰化を促進したことが認められた。これ

らの結果より、窒素ドープ法は HAp に欠陥を導入し、生体活性ならびに分化誘導能を強化する手法と

して期待できる。 

 

5. 参考文献 

[1] L. L. Hench, “Bioceramics”, J. Am. Ceram. Soc., 81, 1705-1728 (1998). 

[2] H.Aoki, “Medical Application of Hydroxyapatite”, Ishiyaku Euro America, Tokyo, 1994. 

[3] M. Aizawa, T. Miki, Y. Yasutomi, M. Honda and H. Yoshimura, Key Eng. Mat., 493-494, 320-324 (2012). 

[4] R. Asahi, T. Morikawa, T. Ohwaki, A. Aoki and Y. Taga, Science, 293, 269-271 (2001). 

[5] 梅田 遼, 奥山 慧, 渡邉友亮, 相澤 守, 第 51回セラミックス基礎科学討論会講演要旨集(2013) p.270. 

[6] M. C. Chang and J. Tanaka, Biomaterials, 23, 4811-4818 (2002). 

 
6. 成果報告 

＊口頭発表 

1)○相澤 守・梅田 遼・中村まり子・並木亮太・奥村 慧・伊澤千尋・本田みちよ・渡邉友亮、 

“ 窒素ドープ水酸アパタイトセラミックスの in vitro 評価  (In vitro evaluation of nitrogen-doped 

hydroxyapatite ceramics) ”、公益社団法人日本セラミックス協会第 27 回秋季シンポジウム、鹿児島大学 

郡元キャンパス (鹿児島) 2014 年 9 月 9-11 日 (口頭発表) 

 

＊ポスター発表 
2)◯Ryota NAMIKI, Rina Hashimoto, Ryo UMEDA, Mariko NAKAMURA, Chihiro IZAWA, Michiyo HONDA, 

Tomoaki WATANABE and Mamoru AIZAWA 、 “Cellular responses of osteoblasts to nitrogen-doped 

hydroxyapatite ceramics: cell attachment, proliferation, morphology, differentiation and calcification”, The 

international chemical congress of pacific basin society 2015, Hawaii convention center, Hawaii, The United 

States of America, 15-20.12.2015 



 

166 

 

水酸アパタイトに導入された窒素の化学状態の検討 

 

並木亮太 1)・陶山拓也 1)・伊澤千尋 1)・本田みちよ 2)・深澤倫子 1)・ 

渡邉友亮 1)・相澤 守 1) 

 

1) 明治大学理工学部応用化学科 

2) 明治大学研究・知財戦略機 

 
Analysis of chemical state of nitrogen in nitrogen-doped hydroxyapatite 

 

Ryota NAMIKI1), Takuya SUYAMA1), Chihiro IZAWA1), Michiyo HONDA2),  

Tomoko HUKAZAWA1), Tomoaki WATANABE1) and Mamoru AIZAWA1) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property Meiji University 

 
1. 緒言 

水酸アパタイト (Hydroxyapatite; HAp) は、化学式 Ca10(PO4)6(OH)2 で表されるヒトの歯や骨の主成分

である。HAp は優れた生体適合性を示すため、医療分野において人工骨などのバイオマテリアルとして

広く臨床応用されている。一方、実際の生体骨にはカルシウムとリン酸以外にも炭酸(CO3
2-), ナトリウ

ム(Na+)およびマグネシウム(Mg2+)など種々のイオンが含まれている。これらのイオンが生体骨中のアパ

タイトの結晶構造中に置換することで生じる結晶構造の欠陥や歪みが HAp の高い生体活性を誘起して

いる可能性がある[1]。 

 我々は HAp 結晶構造に欠陥を導入する方法として「窒素ドープ法」を採用し、生体活性を高めた「窒

素ドープ HAp セラミックス」の創製に成功している [2]。本研究では、これまでに詳細が明らかにされ

ていない HAp 中の窒素の化学状態について検討した。セラミックスの状態では表面だけが改質されて

おり、詳細な分析は困難であった。そこで、同法により「窒素ドープ HAp 粉体」を調製し、その窒素

の化学状態を調査したので報告する。 
 

2. 実験方法 

 市販のHAp粉体 (HAp-100; 太平化学製) を“Pure HAp 粉体” とした。Pure HAp 粉体 を 200 cm3·min-1

の NH3気流中、 850 ºC で 5 h, 10 h および 20 h で加熱することによって窒素ドープ HAp 粉体 “N-doped 

HAp(x) 粉体” を調製した。また、窒化処理と同様の条件で、空気気流中で加熱処理したものを非窒素

ドープ HAp 粉体 “Non-doped HAp(x)粉体” とした。ここで、試料名のカッコ内の x は窒化もしくは加

熱の保持時間を表すものとする。調製した粉体の評価は粉末 X 線回折法 (XRD)による結晶相の同定と

格子定数の測定、フーリエ変換赤外分光法 (FT-IR)、加熱発生ガス質量分析法 (TPD-MS) により行なっ

た。 
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3. 結果と考察 

図１に各粉体のXRDパターンを示す。

調製した粉体の結晶相はいずれも HAp

単一相であった。このことより、窒素ド

ープによる HAp の結晶相の変化はほと

んどないことが明らかとなった。その一

方、格子定数の測定において、各 N-doped 

HAp 粉体の a 軸の格子定数は、HAp の

理論値 (a 軸; 0.9418 nm, c 軸; 0.6884 nm)、

Pure HAp 粉体およびNon-doped HAp 粉

体よりも大きい値を示した (図 2-1)。こ

れは窒素ドープを施すことで、窒素が結

晶内に導入され、結晶が a 軸方向に伸張

したためだと考えられる。また、炭酸ア

パタイトやホウ素アパタイトなども OH-

サイトへ CO3
2-や BO2

-が置換することにより、純粋な HAp と比較して a 軸の格子定数が大きくなること

から[3]、窒素は HAp の OH-サイトに導入されていると考えられる。なお、c 軸の格子定数はすべての試

料でほぼ同様の値を示した (図 2-2)。 

 導入されている窒素の化学状態を調べるために、FT-IR 測定を行なった。その結果を図 3 に示す。す

べての試料において、HApに特徴的なOH- のO-H伸縮振動(3550 cm-1) に基づく吸収およびPO4
3- のP-O

伸縮振動(1300 cm-1 ~ 430 cm-1) に基づく吸収が確認された。N-doped HAp 粉体に関しては、N2O の伸縮

振動および縮重変角振動とよく一致する吸収が 2010 cm-1 および 699 cm-1 に確認された。この時、N-doped 

HAp 粉体に特有の吸収帯の面積から窒素量の推定を試みたが、今回の実験からは窒化時間を長くして

も吸収面積に大きな変化は認められず、窒素量は窒化時間に比例しないことがわかった。これらの結果
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図 2-1 各粉体の XRD の a 軸の格子定数 図 2-2 各粉体の XRD の c 軸の格子定数 
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から窒素の導入形態は N2O であると推定できたが、2010 cm-1 付近には窒素を含む化学種で、この振動

と近い位置に吸収を示すものに CN2
2-, NO+が挙げられる。 

 導入された化学種が N2O であると確

証を得るために、N-doped HAp(5)粉体に

対して TPD-MS 測定を行なった。その結

果を図 4 に示す。分析の結果、本試料か

ら異なるフラグメントイオン (m/z) を

持つ 3 種類の化学種が確認された。図中

(a)は m/z17 を有するアンモニア (NH3)、

(b)は m/z17 を有する水 (H2O)。そして、

(c)は m/z44 を有する化学種である。m/z44

を有する化学種は多数存在するが、当研

究の実験系から考えるに、検出される可

能性のあるものは N2O と CO2 である。

しかし、図 3 の FT-IR の結果では、いず

れのサンプルでも炭酸基の吸収は確認

されなかっため、検出された m/z44 を有

する化学種は N2O であることが示唆さ

れる。 

また、アンモニアなどは 400 ºC 以上

の高温領域にて発生していることから、

官能基の脱離あるいは試料の分解成分

の可能性、水分は 100 ºC 付近に観測さ

れるピークは吸着水由来、400 ºC 以上の

高温領域で観測されるピークは、試料母

体との相互作用（例えば水素結合）によ

り保存されている水分や OH-の縮合脱

離由来の可能性が示唆される。m/z 44 を

有する成分の 190 ºC 付近に観測される

ピークは、試料に存在する細孔への吸着

成分や表面上に存在する相与性のある

成分に溶け込んでいる成分が脱離して

いる可能性が示唆される。一方、400 ºC 以上の高温領域に見られるピークは、官能基の脱離由来である

可能性が高い。 

 
4. 結論 

 窒素ドープを水酸アパタイトに施すことで格子定数の a 軸が伸張した。これは OH-サイトへ CO3
2-や

BO2
-が置換した場合と同様であるので、導入された物質は水酸アパタイトの OH-サイトに存在すること
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が示唆される。また、FT-IR と TPD-MS の結果から導入された化学種は N2O である可能性が高いことが

わかった。以上より、水酸アパタイトに窒素ドープを施すことで、窒素は N2O の化学状態で結晶の OH-

サイトに導入されることが示唆された。 
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1. 緒言 

現在、骨欠損部を補填する場合、患者自身の骨 (自家骨) の利用がゴールデンスタンダードであるが、

二次的侵襲や採取量の限界といった問題があるため、水酸アパタイト (CA10(PO4)6(OH)2; HAp) などの人

工骨の開発が注目を集めている。しかし、人工骨は自家骨に比べると骨芽細胞が存在しないところに骨

を形成する「骨誘導能」を持たないため、確実な骨癒合が得られないと問題がある。合成した HAp と

自家骨中の生物学的アパタイトの大きな違いは、Na や Mg など様々なミネラルの置換固溶や、それに起

因する結晶構造中のナノレベルの欠陥構造の有無であり、自家骨が持つナノ欠陥構造が骨誘導能を誘起

している可能性を示唆している[1]。 

これまでに当研究室では、ナノ欠陥構造が骨誘導を誘起しているとの考えに基づき、自家骨のモデル

材料として自家骨中に含まれる微量元素を HAp に添加することにより欠陥構造を導入させた「骨ミネ

ラル含有アパタイト (Bone HAp) セラミックス」の作製に成功している[2]。純粋な HAp セラミックス

と比較して、この Bone HAp セラミックスは in vitro において骨芽細胞への分化を促進すること[3]、in vivo

において材料周囲での骨形成を亢進することを明らかにした[4]。しかしながら、どのイオン種が Bone 

HAp の高い生体活性の発現に寄与しているのかを特定できていない。そこで、本研究では、Bone HAp

中の「カリウム」に着目し、組成制御が容易な超音波噴霧熱分解法[5]を用いて、カリウムを置換させた

HAp (KAp) 粉体を合成した。ついで、得られた粉体を用いてセラミックスを作製し、その材料特性を調

査したので報告する。 

2. 実験方法 

 KAp 粉体は、超音波噴霧熱分解法により合成した。試料溶液は、出発原料に Ca(NO3)2, (NH4)2HPO4, 

HNO3 および KNO3 を用いて、表 1 にしたがって調製した。これらの試料溶液を超音波噴霧熱分解装置

の下部に設置した超音波発振器を用いて微細な液滴とし、加熱部に導入した。導入された液滴は溶媒の

除去および析出物の熱分解を経て粉体となった。超音波噴霧熱分解法の条件は、電気炉温度上部 850 °C,

下部 300 °C, 超音波振動数 2.4 MHz, 流速 1.5 dm3·min-1 で行なった。以後、試料の略号はカリウムを添



 

171 

 

加していないものを“Pure HAp”とし、カリウム添加量の少ない順に“KAp-1, -2, -3”と表記する。 

表 1 KAp 試料溶液の調製条件 

 
 得られた KAp 合成粉体を 100 MPa で二回成形し、1200 °C で 5 時間、水蒸気雰囲気下で焼成すること

で KAp セラミックスを作製した。得られた粉体およびセラミックスのキャラクタリゼーションを粉末 X

線回折法 (XRD)、フーリエ変換赤外分光法 (FT-IR)、誘導結合プラズマ発光分光法 (ICP-AES)、走査型

電子顕微鏡 (SEM)などにより行なった。また、KAp セラミックスの溶解性を評価するため、溶解性試

験を JIS T 0330-3「生体活性バイオセラミックスの溶解速度試験」にしたがって行ない、アパタイト形

成能の調査のため、セラミックスを擬似体液 (SBF) に浸漬後、表面の微細構造観察を行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) KAp 粉体のキャラクタリゼーション 

XRD の結果より、Pure HAp およびすべての KAp 粉

体は HAp 単一相であった。また、FT-IR スペクトルの

結果から、HAp に特有の OH-基と PO4
3-基以外に、添

加した硝酸に由来する NO3
-のピークも観察された。

ICP-AES による元素分析から、KAp 粉体中のカリウム

含有量はほぼ仕込み量どおりに含まれていることが

分かった。図 1 に KAp 粉体の SEM 観察像を示す。す

べての合成粉体は 0.5 µm ~ 2.0 µm 程度の球状粒子で

構成されており、K+イオンの添加は微小球の形態に大

きな影響を与えないことが分かった。 

 

2) KAp セラミックスの材料特性 

 XRD の結果から、Pure HAp および KAp セラミックスの結晶相は、カリウム添加量によらずいずれも

HAp 単一相であった。FT-IR スペクトルでは、合成粉体で観察された NO3
-のピークは消失し、HAp に特

有の OH-基と PO4
3-基のピークが観察された。ICP-AES による KAp セラミックスの元素分析の結果を表

2 に示す。KAp セラミックスの実際のカリウム含有量は、試料溶液の仕込み濃度より減少していたが、

仕込みのカリウムイオン濃度に依存して実際のカリウム含有量が増加する傾向が認められた。また、Pure 

HAp セラミックスの Ca/P 比は化学量論比である 1.67 より低い値であり、Ca 欠損 HAp であることが分

かった。内部標準法による格子定数測定の結果より、KAp セラミックスの c 軸の格子定数は、カリウム

含有量の増加に伴って膨張していた。K+のイオン半径は 0.133 nm であり、Ca2+のイオン半径 0.099  nm

より大きいため c 軸の膨張が見られたと考えられ、このことからカリウムは HAp の結晶格子内に置換さ

図 1 KAp 粉体の SEM 観察像 

(A) Pure HAp, (B) KAp-1 

(C) KAp-2,    (D) KAp-3 
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れていると考えられる。 

表 2 KAp セラミックスの元素分析 

 

 次に、KAp セラミックス表面の微細構造を図 2 に示す。Pure HAp と比較して、実際のカリウム含有

量の多かった KAp-2 および KAp-3 で粒子径の増大が観察された。また、セラミックスの相対密度と圧

縮強度も増加したことから、カリウムが焼結助剤として働き、KAp セラミックスの焼結性および機械的

特性を向上させたものと考えられる。酸性条件

での溶解性試験では、KAp-3 が Pure HAp と比

較して高い溶解性を示した。このときの平均溶

解速度は KAp-3, Pure HAp でそれぞれ、

1.44 mmol·s-1·g-1 および 0.49  mmol·s-1·g-1 であ

り、約 3 倍の溶解速度を示した。次に、SBF を

用いて KAp セラミックスの生体活性能を調査

したところ、浸漬 3 時間後の他のセラミックス

と比較して KAp-3 セラミックス上で、多くの

骨類似アパタイトが析出している様子が観察

された。これは、KAp-3 セラミックスの高い溶

解性のために、セラミックス表面上で Ca2+イオ

ンが局所的に飽和となり、骨類似アパタイトの

析出が促進されたと考えられる。 

 

4. 結論 

超音波噴霧熱分解法を用いることで、K+イオンを HAp 構造に置換させたカリウム置換アパタイト 

(KAp) 合成粉体を調製した。この合成粉体を管状炉で 1200 °C で焼成することで HAp 単一相の KAp セ

ラミックスの作製に成功した。格子定数の測定や ICP-AES による元素分析の結果から、実際のカリウム

含有量に依存的な格子定数の変動が見られ、本研究で作製した KAp セラミックスは確かにカリウムが

HAp の結晶格子内に置換していると考えられる。 

本研究は、「Bone HAp の高い骨形成能を発現しているイオン種を解明する」という目的のもと進めて

いる。今回は、K+イオンが材料特性に与える影響について調査を行なった。その結果、K+イオンが HAp

に置換することで、焼結性の向上や高いアパタイト形成能の発現することが明らかとなった。 
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図 2 KAp セラミックスの微細構造 

(A) Pure HAp, (B) KAp-1 

(C) KAp-2,    (D) KAp-3 

R. D.: 相対密度 
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1. 緒言 

ヒトの硬組織を構成しているアパタイトは多くの微量元素を含んでいる。水酸アパタイト

(Ca10(PO4)6(OH)2 ; HAp)は人工的に合成することができるが、合成  HAp は骨誘導能を持たないため自

家骨に比べ臨床的な成績で劣る。これは自家骨中に含まれる種々のイオンが骨誘導を誘起していると

いう可能性を示唆している。これまでに我々はそのモデルとなりうる HAp に骨ミネラルを添加した

「骨ミネラル含有アパタイト (Bone HAp) セラミックス」の作製に成功している[1]。純粋な HAp セラ

ミックスと比較して、この Bone HAp は in vitro において骨芽細胞の分化を促進すること[2]、in vivo に

おいてセラミックス周囲での骨形成を亢進することを明らかにした。しかしながら、どのイオン種が

この Bone HAp の高い生体活性の発現に寄与しているのかをまだ特定できていない。そこで、本研究

では、まず生体骨に含有されている骨ミネラル中の「Mg2+イオン」および「Na+イオン」に着目し、Mg2+

イオンと Na+イオンをそれぞれ置換した HAp (MgAp, NaAp) を超音波噴霧熱分解法により合成し、つ

いでセラミックスの作製およびラット骨髄間葉系幹細胞(RBMCs)による in vitro 評価を行なったので報

告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 マグネシウム置換アパタイト (MgAp) 

噴霧熱分解に適用した出発溶液の Mg2+イオン濃度は、生成する HAp の組成式 Ca10-xMgx(PO4)6(OH)2 

の x の値が 0, 0.04, 0.1, 0.15, 0.25 となるように調製した。試料粉体の略号 は x の値を用いて、例え

ば“MgAp(0.1) ”のように表記する。合成粉体を 100 MPa で二回成形し、1150 °C で 5 時間、空気雰囲

気下で焼成することで MgAp セラミックスを作製した。得られた粉体およびセラミックスのキャラク

タリゼーションを粉末 X 線回折法 (XRD)、誘導結合プラズマ発光分光法 (ICP-AES)、走査型顕微鏡法 

(SEM)、エネルギー分散型 X 線分析 (EDX)、ゼータ電位測定などにより行なった。次に、MgAp セラミ
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ックスが RBMCs の骨芽細胞への分化に与える影響を調査するため、セラミックス上に RBMCs を直

接播種して 37 °C, 5% CO2 雰囲気下で 14 日間培養を行ない、RBMCs 細胞のカルシウム沈着部位をア

リザリンレッド S により染色した。 

2-2 ナトリウム置換アパタイト (NaAp) 

出発溶液の Na+イオン濃度は、生成する HAp の組成

式Ca10-xNax(PO4)6(OH)2の xの値が0, 0.25, 0.375, 0.5 と

なるように調製した。試料粉体の略号は、x=0 のサンプ

ルを  Pure HAp, x=0.25, 0.375, 0.5 のサンプルを順に 

NaAp-1, 2, 3 と表記する。合成粉体を 100 MPa で二回

成形し、1200 °C で 5 時間、水蒸気雰囲気下で焼成す

ることで NaAp セラミックスを作製した。得られた粉

体およびセラミックスのキャラクタリゼーションを 

XRD, ICP-AES, SEM, EDX, ゼータ電位測定などにより

行なった。また、NaAp セラミックスの生体活性能 (ア

パタイト形成能) を調査するために、セラミックスを疑

似体液 (SBF) に 37 °C、湿度 78 %で 6, 12, 24, 72 時間

浸漬した後、表面の微細構造観察を行なった。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 マグネシウム置換アパタイト (MgAp) 

MgAp 成形体を 1150 °C で焼成して得たセラミック

スの結晶相は HAp が主結晶相であったが、Mg 添加量

の増加とともにわずかに- リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム 

(-TCP) 相も認められた。また、EDX により MgAp セ

ラミックス表面の元素分析を行なった結果、Mg のピー

クが検出されたことから、MgAp セラミックス表面に 

Mg が存在していることが明らかとなった (図 1)。In 

vitro 実験において、細胞内のカルシウム沈着は HAp 

(MgAp(0)) セラミックスよりも MgAp セラミックスの

方が多くの箇所で確認された(図 2)。そのときの培地中

の Mg2+イオン濃度を測定したところ、MgAp セラミッ

クスからは Mg2+イオンがほとんど溶出していなかった

ことから、HAp に置換された Mg2+イオンが間葉系幹細

胞の骨芽細胞への分化を促進していることを示してい

る。 

 

3-2 ナトリウム置換アパタイト (NaAp) 

XRD の結果より、合成粉体および 1200 °C で焼成して得たすべての NaAp セラミックスの結晶相

図 1 MgAp セラミックス表面の元素分析結果 

 (a) MgAp(0) (c) MgAp(0.25) 

図 2 アリザリンレッド S により 

 RBMCs を染色した結果 

          (a) MgAp(0) (b) MgAp(0.1) 
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は、HAp 単一相であることが明らかとなった。セラミッ

クス表面の微細構造観察の結果、Pure HAp セラミックス

と比較して、NaAp セラミックスの粒子径は増大していた。

また、NaAp セラミックス表面の元素分析の結果、Na の

ピークが検出されたことから、NaAp セラミックス表面

に Na が存在していることが明らかとなった。次に、SBF

を用いて NaAp セラミックスの生体活性能を調査した

ところ、他のセラミックスと比較して NaAp-3 セラミッ

クス上には、多くのアパタイトが析出している様子が観

察された (図 3)。 

 

3-3 結論 

超音波噴霧熱分解法を用いて MgAp および NaAp セ

ラミックスの作製に成功した。これらのセラミックス

は、骨芽細胞への分化促進や生体活性能の向上が確認さ

れたことから、Mg2+イオン、Na+イオンは Bone HAp の

高い生体活性能の発現に寄与しているものと考えられる。 
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図 3  SBF 浸漬 6 時間後の 

NaAp セラミックスの微細構造観察 

(a) Pure HAp (d) NaAp-3 
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1. 緒言 

 現在、日本における死因の第一位は悪性新生物となっており、その治療法として免疫療法が期待され

ている。リンパ球活性の例として、フェニルボロン酸基を持つポリマーの OH 基がリンパ球の糖鎖部位

として特異的に結合し、リンパ球活性能を向上させるという報告がある[1]。一方、セラミックスの原料

粉体を得る方法の一つである超音波噴霧熱分解法は、出発溶液の組成比が合成粉体に直接反映しやすい

と い う 特 長 が あ る [2] 。 本 研 究 で は 、 複 雑 な 組 成 を 持 つ ホ ウ 素 含 有 ア パ タ イ ト

(Ca9.5+0.5x{(PO4)6-x(BO3)x}{(BO2)1-xOx} (0≦x≦1); BAp) の合成を行ない、得られた粉体を用いてセラミッ

クスを作製した。作製したセラミックスを用いて、免疫細胞応答性を調査したので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 ホウ素含有アパタイトの作製 

BAp の一般式に基づいて、x=0.4, 0.5 および 0.6 となるように、Ca(NO3)2･4H2O, (NH4)2HPO4,  H3BO3, 

HNO3 を出発物質に用いて試料溶液を調製し、超音波噴霧熱分解により BAp 粉体を合成した (電気炉温

度：下部 400 ºC, 上部 1000 ºC, 超音波振動数 2.4 MHz, 空気流量 1.5 dm3･min-1)。得られた BAp 粉体 (約

0.2 g) を成形圧 100 MPa で一軸加圧成形した後、1200 ºC で 5 h 焼成し、BAp セラミックスを作製した (直

径~7.9 mm, 厚さ~1.4 mm) [3]。なお、ホウ素を含まない水酸アパタイト (HAp) セラミックスも同様に作

製した。原料粉体および作製したセラミックスについて、X 線回折測定法 (XRD)、フーリエ変換型赤外

分光光度法 (FT-IR)、走査型電子顕微鏡法 (SEM) および誘導結合プラズマ発光分析法 (ICP-AES) など

による特性評価を行なった。 
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2-2 免疫細胞の培養 

免疫細胞について調査するため、マウス (C57BL/6N♀/7-12 weeks/17-24 g) から脾臓を取り出し、赤血

球を取り除くことで、脾臓細胞の回収を行なった。また、脾臓細胞から、Mouse NK CELL enrichment kit 

(STEMCELL 社) を用いて NK 細胞の濃縮を行なった。脾臓細胞および NK 細胞を 1.0×106 cells/cm3 の濃

度で各セラミックス上に播種し、1 日間培養した。細胞を回収した後、フローサイトメトリー解析を行

なうことで各種免疫細胞の割合および分化段階を調査した。フローサイトメトリー解析で用いた抗体は、

T 細胞の表面マーカーとして「抗 CD3 抗体」、成熟 T 細胞の“ヘルパー”サブセットに発現するマーカー

として「抗CD4抗体」、成熟 T細胞の“細胞障害性”サブセットに発現するマーカーとして「抗CD8抗体」、

B 細胞の表面マーカーとして「抗 CD19 抗体」、NK 細胞のマーカーとして「抗 NK1.1 抗体」, NK 細胞の

成熟マーカーとして「抗 CD11b 抗体」および、NK 細胞の活性化マーカーとして「抗 CD69 抗体」を使

用した。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 BAp のキャラクタリゼーション 

合成した HAp の XRD パターンは、アパタイト単

一相であり、さらに FT-IR スペクトルの測定では、

PO4 基および OH 基に帰属する吸収が認められた。

また、合成粉体を 100 MPa で成形し 1200 ºC で 5 h

焼成することで、HAp セラミックスを作製した。こ

の 1200 ºC セラミックスの XRD パターンは、アパタ

イト単一相であり、その相対密度は 88%であった。 

 合成した BAp の XRD パターンは、いずれの組成

で合成した粉体もアパタイト単一相であることがわ

かり、FT-IR の測定からは、その合成粉体中に PO4

基、BO2基および BO3 基に帰属する吸収が確認され

た。また、ICP-AES により、各仕込み組成 x に対す

る Ca, P, B の含有量と理論値を比較した結果、超音

波噴霧熱分解法を用いることにより、ホウ素がほぼ

一般式に従った組成で含有されていることがわかった。これらの合成粉体を 100 MPa で成形し、1200 ºC

で 5 h 焼成することで、BAp セラミックスを作製した。これらの BAp セラミックスの XRD パターンは、

x=0.5 および x=0.6 のセラミックスは HAp 単一相であったが、x=0.4 では第二相として-リン酸三カルシ

ウム( -Ca3(PO4)2;-TCP) が認められ、その相対密度は x=0.4 は 72%、x=0.5 は 92%および x=0.6 は 92%

であった。FT-IR スペクトルでは、x の値が大きくなるにつれて、 BO3 基の吸収が強くなり、代わって

BO2 基の吸収が減少した。x の値が小さくなるにつれて、 BO3 基は吸収が減少し、BO2基は吸収が増加

する傾向が確認できた。また、ICP-AES から焼成による化学組成の変化は確認されなかった。以上の結

果から、組成の制御された BAp セラミックスの作製が可能であることがわかった。 
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3-2 BAp 共存培養における免疫細胞のフローサイトメトリー解析 

 作製した HAp および BAp セラミックス共存下で免疫細胞を培養し、その増殖性および細胞比率を調

査した。セラミックス共存下で 1 日間培養した脾臓細胞のフローサイトメトリー解析の結果を Fig.1 に

示す。BAp セラミックス(x=0.4) において、ヘルパーT 細胞、キラーT 細胞、B 細胞の細胞群の中で、特

にヘルパーT 細胞およびキラーT 細胞の割合が高い値を示した。しかしながら、T 細胞の増加に伴い B

細胞の割合は低い値を示した。 

また、フローサイトメトリー解析により、培養した NK 細胞の成熟および活性化を調査した結果、BAp

セラミックス は HAp セラミックスと比べて、NK 細胞の成熟および活性化を促進することがわかった。

さらに、BAp および HAp セラミックス共存下で培養した細胞の増殖性は、Control (ポリスチレンプレー

ト) とほぼ同等であった。 

以上の結果から、BAp セラミックス (x=0.4) 共存下で培養することで T 細胞の割合が高い値を示し、

また NK 細胞が活性化したことから、BAp セラミックス (x=0.4) は「がん免疫療法」に有用なバイオマ

テリアル (イムノセラミックス) として期待できる。 
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1. 緒言 

現在、日本人の死亡原因の第一位は悪性新生物 (がん) である。がんの治療法としては外科的療法、

化学療法、放射線療法といった三大療法が主に用いられているが、これらの療法には人体への悪影響や

副作用が報告されており、患者の生活の質 (Quality of Life; QOL) の低下が懸念されている。そこで、

QOL 向上が期待されるがんの治療法として、現在「免疫療法」が注目されている。この療法は人体へ

の副作用が少ないことやがんの部位を選ばないことなどで新規のがん治療法として期待されている。 

本研究では免疫療法の中でも「養子免疫療法」という患者の免疫細胞を体外で培養、増殖、活性化し、

患者にその免疫細胞を戻すことで、体内の免疫細胞を活性化させがんを治療する方法に注目し、免疫細

胞を体外で培養する際に用いる細胞の免疫賦活を備えた培養基材の作製を行なった。 

ここで、水酸アパタイト (Hydroxyapatite; HAp) は生体硬組織の無機成分と類似した組成を有し、直接

生体骨と結合することから、人工骨などのバイオマテリアルとして臨床応用されている。また、イノシ

トールリン酸 (inositol hexaphosphate; IP6) は抗がん作用や免疫細胞を活性化させる機能を有するという

ことが報告されている[1]。 

本研究では HAp セラミックスに IP6 を表面修飾したセラミックス (IP6-HAp セラミックス) を作製

し、それを培養基材とした際の免疫細胞の応答性を調査するとともに、その免疫細胞の応答が得られた

要因を脾臓細胞と基材表面との相互作用（細胞接着）にあると仮定し、基材への細胞接着について調査

したので報告する。 
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2. 実験方法 

1) HAp セラミックスの作製 
HAp 成形体は既報[2] に従って作製し、温度 1200 C 、保持時間 5 h 、昇温速度 10 C∙min-1 で焼成

することにより HAp セラミックスを得た。その後、耐水研磨紙 (#400, #1000, #2000 の順 ) で鏡面研

磨を行ない、研磨した試料はエタノール中で超音波洗浄し、160 ºC で 1.5 時間乾熱滅菌を行なった。 

 

2) IP6 溶液の調製 

IP6 溶液は、50 % フィチン酸溶液を、濃度がそれぞれ 1000, 2000, 3000, 5000 ppm となるように希釈

し、NaOH 水溶液で pH をすべて 7.3 に調整することで調製した。なお細胞培養実験に用いる IP6 溶

液は 0.2 mm 滅菌フィルターで滅菌を行なった。 

 

3) IP6-HAp セラミックスの作製 

1) で得られた HAp セラミックスを 12 well plate へ設置し、2) で得られた各濃度の IP6 溶液 3 cm3 

に浸漬させた。浸漬は 37 C, 5% CO2 雰囲気のインキュベーター内で 24 時間行なった。また、0 ppm の 

IP6 溶液として超純水 3 cm3 にも同様に浸漬させた。作製したセラミックスを、IP6 の濃度に応じてそ

れぞれ、「IP6-HAp(0)」、「IP6-HAp(1000)」、「IP6-HAp(2000)」、「IP6-HAp(3000)」、「IP6-HAp(5000)」と表

記する。 

 

4) マウス由来脾臓細胞の培養およびフローサイトメトリー解析 

1.0×106 cells∙cm-3 のC57BL/6Nマウスの脾臓から採取した細胞を 3) で得られた IP6-HAp セラミック

ス上に播種し、10%牛胎児血清, 100 U∙cm-3 ペニシリン, 100 mg∙cm-3 ストレプトマイシン, および 50 

mmol∙dm-3 2-メルカプトエタノールを含有した RPMI-1640 培地で、37 C, 5% CO2 雰囲気のインキュベ

ーター内で 1 日間培養を行なった。なお、control としてガラスプレート上に脾臓細胞を播種し、培養

を行なった。 

培養 1 日後に基材に対する脾臓細胞の応答性の評価として、各免疫細胞の割合の変化をフローサイト

メトリーにより解析した。抗体は、T 細胞の表面マーカーとして抗 CD3 抗体 (FITC Hamster Anti-Mouse 

CD3e, BD Pharmingen) 、成熟 T 細胞のヘルパーサブセットマーカーとして抗 CD4 抗体 (PE Rat 

Anti-Mouse CD4, Beckman Coulter) 、B 細胞の表面マーカーとして抗 CD19 抗体 (PerCP-Cy5.5 Rat 

Anti-Mouse CD19, BD Pharmingen) および成熟 T 細胞の細胞障害性サブセットマーカーとして抗 CD8 抗

体 (Pacific Blue RAT anti-MOUSE CD8a, invitrogen) を使用した。なお、各免疫細胞の割合はマウスの個

体により異なるため、以下の式を用いて変動率として評価した。 

 
 

5) 培養した脾臓細胞の形態観察 

培養 1 日後に培地を除去し、PBS(-) で 3 回洗浄したのち、10% グルタルアルデヒドで細胞の固定を

行なった。その後、液体窒素で各試料片を凍結し、24 h 凍結乾燥した。乾燥した試料は白金を 90 s 蒸
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着することで観察試料とし、走査型電子顕微鏡により細胞の基材表面における形態を観察した。 

また、各サンプル上に残存した細胞の細胞種およびその細胞の基材への接着を確認するため、T 細

胞の表面マーカーである CD3 と接着因子の一つである vinculin について免疫染色を行ないその形態

を観察した。 
まず、各サンプル上で 1 日間培養した脾臓細胞を、培地を除去したのち PBS(-) で 3 回洗浄し、4% パ

ラホルムアルデヒドで細胞の固定を行なった。0.25% TritonX-100 で細胞膜処理した後、3% Bovine serum 

albumin でブロッキングを行なった。その後、4 ºC の遮光･湿潤下で一次抗体と一晩反応させ、洗浄した

のち遮光･湿潤下で 1 時間二次抗体による蛍光染色を行なった。なお、CD3 に対する一次抗体は

Hamster anti Mouse CD3 (Clone: 145-2C11, Isotype: IgG) を用い、二次抗体は Alexa Fluor 488 Goat Anti 

Hamster IgG(H+L) を用いた。また vinculin に対する一次抗体は Mouse monoclonal [hVIN-1] to Vinculin 

(Clone: hVIN-1, Isotype: IgG1) を用い、二次抗体は Alexa Fluor 594 Goat Anti Mouse IgG1 を用いた。 

 

3. 結果と考察 

1) IP6-HAp セラミックスに対する脾臓細胞の応答性 

フローサイトメトリー

解析により得られた各細

胞の割合の変動率を図 1, 2 

に示す。ヘルパーT 細胞、

キラーT細胞とも controlに

比較し、全てのセラミック

スにおいてその細胞の比

率が増加したことが確認

できる。さらにヘルパーT

細 胞 に つ い て は

IP6-HAp(3000) および IP6-HAp(5000) において 10% を超える増加率を示した。また、キラーT 細胞につ

いても IP6-HAp(3000) および IP6-HAp(5000) において 10% 近い増加率を示した。この結果が得られた

要因の一つとして考えられるのは細胞の基材への接触であり、脾臓細胞は浮遊細胞であるが実際に培養

する際には細胞は沈降し、基材表面に接触した

状態である。そのためセラミックス表面に IP6

が固定化されていることで細胞と IP6 の接触

が多くなり、IP6 の刺激を細胞が効果的に受け

取っていることが考えられる。 

 

2) 培養した脾臓細胞の形態観察 

SEM による観察結果から、培養した脾臓細

胞の一部は、洗浄等の操作後においてもガラス

プレートおよび IP6-HAp セラミックス上に

残存していることが分かった。また、図 3 に

a) b) 

c) 
図 3 培養 1 日後の各基材

上における細胞形態 

a) ガラスプレート 

b) IP6-HAp(0) 

c) IP6-HAp(3000) 

図 2 ヘルパーT 細胞の変動率 図 1 ヘルパーT 細胞の変動率 
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示すように細胞は球状で、仮足を形成し各基材

上に接着していると思われる様子も観察され

た。一方、IP6-HAp セラミックス上で脾臓細胞

を培養すると T 細胞の割合が増加したことか

ら、その要因が基材表面への T 細胞の接触で

あると考え、T 細胞のマーカーである CD3 （緑

色）と接着因子の一つである vinculin （赤色）

の局在を観察した(図 4)。その結果、セラミッ

クス上では細胞膜上に CD3 を発現した球状

の細胞において、vinculin の発現が認められた。

これらの結果は、基材上に接触または付着して

いる細胞には T 細胞が含まれており、その接

触または付着した T 細胞が IP6-HAp セラミックス上の 

IP6 の刺激を効果的に受けたことが考えられる。 

これらの結果は、IP6-HAp セラミックス上で脾臓細胞を培

養した際にヘルパー T 細胞およびキラー T 細胞比率が増

加した要因が基材に接触した T 細胞の存在が一因となって

いると推察できる。さらに、T 細胞は細胞膜外からのカルシ

ウムイオンの流入により、増殖や分化といった応答をする[3] 

ため、IP6-HAp セラミックスでは、HAp セラミックス表面

に修飾された IP6 のキレート化作用と、図 5 に示す IP6 の表面修飾でゼータ電位の低下による静電的な

作用によって、表面近傍において局所的にカルシウムイオン

濃度の上昇が起こっている可能性がある。このことから、

IP6-HAp セラミックスで T 細胞比率の増加が得られたと考

えられる。 

 

4. 結論 

HAp セラミックスに IP6 を表面修飾した IP6-HAp セラミックス上で、マウス脾臓由来の免疫細胞を

培養し、がん治療に有効な T 細胞の比率の増加が得られ、T 細胞の表面マーカーである CD3 を発現

した細胞が基材表面で観察された。 

そのため、HAp セラミックスの基材表面に IP6 を表面修飾した IP6-HAp セラミックスは、がん治療

に有効な T 細胞を効果的に活性化できる「養子免疫療法」に有用なバイオマテリアルとして期待でき

る。 
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a) b) 

c) 図 4 培養 1 日後の各基材

上における細胞形態 

(CD3: green, vinculin: red) 

a) ガラスプレート 

b) IP6-HAp(0) 

c) IP6-HAp(3000) 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) 
図 5 IP6-HAp セラミックスのゼータ電位 

(a) IP6-HAp(0) (b) IP6-HAp(1000) 

(c) IP6-HAp(2000) (d) IP6-HAp(3000) 

(e) IP6-HAp(4000) (f) IP6-HAp(5000) 

n = 2 ~ 3 
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1. 緒言 

現在、日本の死亡率の第 1 位は悪性新生物（がん）である。がんの治療法として、がん三大療法（外

科療法・放射線療法・化学療法）に加えて、近年免疫療法が注目されている。免疫療法とは、免疫細胞

を活性化することによりがん細胞を排除しがんを治療するという治療法であり、患者自身の免疫細胞を

用いるため副作用が少ないという特徴がある。また、免疫療法のひとつとして、患者自身の免疫細胞を

体外で培養、活性化し、再び患者体内に戻すことにより体内の免疫細胞を活性化させ、がんを治療する

養子免疫療法がある。本研究では養子免疫療法に着目し、免疫細胞を体外で培養する際の免疫賦活効果

を有する培養基材の創製を目的とする。 

フェニルボロン酸基を持つポリマーはリンパ球活性能を有することが報告されている[1]。これは、フ

ェニルボロン酸基中の BO2 基が糖鎖認識部位として作用するためである。これまでの研究で、アパタイ

ト構造中に BO2基をもつホウ素含有アパタイト (Ca9.5+0.5x{(PO4)6-x(BO3)x}{(BO2)1-xOx} (0≦x≦1) ; BAp) 

にも同様に免疫賦活効果を有することが明らかとなっている。また、ゾル-ゲル法により作製された

CaO-P2O5-SiO2-B2O3 (CPSB) 系ガラスセラミックスは BAp を析出することが報告されている[2]。そこで

本研究では、CPSB 系ガラスセラミックスを作製し、それに対する免疫細胞の応答性を調査した。 

 

 

2. 実験方法 

1) CaO-P2O5-SiO2 (CPS) および CPSB 系ガラスセラミックスの作製とその材料特性 

試料溶液は表1にしたがって、出発物質としてCa(NO3)2·4H2O, (NH4)2HPO4, Si(OC2H5)4, H3BO3, C2H5OH,

および HNO3を用いて調製した。この溶液を 50 °C で約 10 日間静置しゲル化させた。得られたゲルを
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80, 100, 150, 200 °C で 8 h 毎に加熱して乾燥させた。乾燥し

たゲル粉体は、か焼温度 500 °C、保持時間 1 h、昇温速度

10 C·min-1 (200 °Cまで) および 1 C·min-1 (500 °Cまで) で

か焼した。得られた粉体を 200 メッシュのふるいを通過す

るまでメノウ乳鉢を用いて粉砕し、か焼粉体を得た。 

か焼粉体を 100 MPaで一軸加圧成形し、焼成温度 1100 °C、

保持時間 1 h、昇温速度 10 C·min-1 (500 °C まで) および 1 

C·min-1 (1100 °C まで) で焼成しセラミックスを得た。 

また、細胞培養に用いたセラミックスは、耐水研磨紙で

鏡面研磨を行ない、エタノール中で超音波洗浄した後、

160 °C で 1.5 h 乾熱滅菌を行なった。 

得られたセラミックスは、粉末 X 線回折法 (XRD)、フーリエ変換赤外分光法 (FT-IR)、走査型電子顕

微鏡法 (SEM) および相対密度の測定により評価した。 

 

2) マウス由来脾臓細胞の培養と評価 

マウス (C57BL/6N ♀ 12 weeks) から脾臓を取り出し、脾臓細胞を採取した。1×106 cells·cm-3 となる

ように細胞懸濁液を調製し、2-1) 項で得られたセラミックス上に播種した。また、コントロールには

24 well ポリスチレンプレートを用いた。培養 1 日後、フローサイトメーターを用いて、各種免疫細胞の

割合を調査した。抗体は、T 細胞の表面マーカーとして抗 CD3 抗体 (BD)、成熟 T 細胞のヘルパーサブ

セットマーカーとして抗 CD4 抗体 (BECKMAN)、B 細胞の表面マーカーとして抗 CD19 抗体 (BD) お

よび成熟 T 細胞の細胞障害性サブセットマーカーとし

て抗 CD8 抗体 (invitrogen) を使用した。 
 

3. 結果と考察 

1) CPS および CPSB 系ガラスセラミックスの材料特性 

各セラミックスの XRD パターンを図 1 に示す。CPS 

系、CPSB1.50 および CPSB1.67 において-リン酸三カ

ルシウム (-TCP) 、CPS2.00, CPS2.50 および CPSB 系

において水酸アパタイト (HAp) の存在が確認された。

特に CPSB2.00 は HAp 単一相であった。調製した Ca/P

比の増加とともに結晶相は-TCP からHAp へとなった。

また、CPSB 系において Ca/P 比が 1.50 および 1.67 の場

合でも HAp が生成したことから、B2O3 を導入するこ

とにより HAp が生成しやすくなったと考えらえる。 

各セラミックスの FT-IR スペクトルを図 2 に示す。

BAp の XRD パターンは HAp と酷似しているため、

FT-IR スペクトルにより区別することができる。

CPSB1.67, CPSB2.00 および CPSB2.50 において、BAp

図 1 各セラミックスの XRD パターン 

(a) CPS1.50, (b) CPS1.67, (c) CPS2.00, 

(d) CPS2.50, (e) CPSB1.50, (f) CPSB1.67, 

(g) CPSB2.00, (h) CPSB2.50 

表 1 サンプルの仕込み組成 
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特有の BO2基の吸収を示したことから、BAp が生成していることが分かった。 

代表的なものとして CPS2.00 および CPSB2.00 の SEM 写真を図 3 に示す。SEM による表面形態の観

察から、CPS 系では気孔が多く存在していたが、CPSB 系では気孔はほとんど観察されなかった。さら

に各セラミックスの相対密度を図 4 に示す。その相対密度は、CPS 系が 61% ~ 70%であるのに対し、CPSB

系は 84% ~ 93%と高く緻密であることが分かる。 

 

2) CPSB 系ガラスセラミックス上でのマウス由来脾臓細胞の応答性評価 

CPSB2.00 は HAp 単一相であり、BAp の生成が確認できたことから、CPSB2.00 共存下で脾臓細胞の

図 2 各セラミックスの FT-IR スペクトル 

(a) CPS1.50, (b) CPS1.67, (c) CPS2.00, 

(d) CPS2.50, (e) CPSB1.50, (f) CPSB1.67, 

(g) CPSB2.00, (h) CPSB2.50 

図 3 各セラミックスの SEM 写真 

(a) CPS2.00, (b) CPSB2.00 

図 4 各セラミックスの相対密度 

(a) CPS1.50, (b) CPS1.67, (c) CPS2.00, 

(d) CPS2.50, (e) CPSB1.50, (f) CPSB1.67, 

(g) CPSB2.00, (h) CPSB2.50 

図 5 培養 1 日後の各種免疫細胞の割合 

(a) ヘルパーT 細胞, (b) キラーT 細胞, (c) B 細胞 
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培養を行った。CPSB2.00 上で培養した脾臓細胞のフローサイトメトリー解析結果を図 3 に示す。コン

トロールと比較してヘルパーT 細胞、キラーT 細胞の割合が高くなっていた。その一方で B 細胞の割合

は低くなっていたが、これは T 細胞の割合が増加したため相対的に減少したものと考えられる。ヘルパ

ーT 細胞およびキラーT 細胞の増加は、CPSB2.00 に BAp が生成しているため、BAp の BO2基が糖鎖認

識部位として作用したためではないかと考えられる。 

 

4. 結論 

本研究では、免疫賦活効果を有する培養基材を創製するために、ゾル-ゲル法を用いて組成を変えた

CPS および CPSB 系ガラスセラミックスを作製し、その材料特性および免疫細胞応答性を調査した。材

料評価の結果より、今回作製した CPSB 2.00 は HAp 単一相が得られ、BO2
-基の吸収を示したことから、

BAp が生成していることが分かった。 

さらに、CPSB2.00 共存下で免疫細胞を培養し、その応答性を調査したところ、コントロールと比較

して CPSB2.00 はヘルパーT 細胞およびキラーT 細胞を増加させた。以上より、CPSB2.00 は免疫賦活効

果を有する可能性があり、養子免疫療法に有用なバイオマテリアルとして期待できる。 

 

5. 参考文献 

[1] 池谷武志, 宮崎浩明, 片岡一則, 岡野光夫, 桜井靖久, 生体材料, 14(6), 260-266(1994). 

[2] M. Aizawa, K. Itatani, F.S. Howell, M. Kinosita, and A. Kishioka, J. Ceram. Soc. Japan, 103, 547-551(1995). 
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骨形成を促進させるセラミックスの創製とその生物学的評価 
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1. 緒言 

 再生医療は組織を形成する細胞、その細胞の足場となる材料（スキャフォルド）および細胞の成長因

子を巧みに組み合わせて組織を再生する技術である。他の先進諸国に先駆けて、超高齢社会突入した我

が国においては、再生医療は多くの人々の生活の質 (Quality of Life) の向上を約束する医工学融合技術

といえる。 

本研究は、再生医療のためのスキャフォルド開発に係わる基礎研究という位置づけである。生体骨に

類似した骨組織の再生を目的に、水酸アパタイト  (Hydroxyapatite; HAp) と結合組織成長因子 

(Connective tissue growth factor; CTGF) に着目する。HAp は骨や歯を構成する主成分であり、優れた生体

親和性やタンパク質吸着能などが知られている。そのため、HAp は医療分野において人工骨など広く応

用されている。一方、CTGF は CCN2 とも呼ばれており、CCN タンパク質・遺伝子ファミリーの一つで

ある。CTGF は細胞接着、増殖、血管形成、軟骨形成、及び骨形成など多くの生物学的プロセスにおい

て重要な役割を有している。さらに、in vitro において、外因性の CTGF は骨芽細胞の増殖及び分化を

促進するという報告[1]がある。 

そこで、本研究では、CTGF を HAp セラミックス上に担持させ、その CTGF 担持セラミックス上で骨

芽細胞を培養することにより、骨芽細胞の増殖や分化に及ぼす影響について調査することを目的とした。

なお、本研究では、CTGF の三次元的な組織形成への影響を調査する予備的な検討として、セラミック

スを用いた二次的な評価を行なった。 

 

2. 実験方法 

1) セラミックスの作製 

 HAp 成形体は既報[2]に従って作製し、空気雰囲気下 1200 ºC、保持時間 5 h、昇温温度 10 °C ･min-1

で焼成することによって、HAp セラミックスを作製した。これを、耐水研磨紙 #400, #1000, #2000 の工

程で研磨処理を行ない、エタノール中で超音波洗浄を行なった。その後、160 °C, 1.5 h 乾熱滅菌を行な

ったものを Pure HAp とした。作製したセラミックスの評価は表面のゼータ電位測定、相対密度、表面



 

190 

 

粗さなどを測定した。相対密度はセラミックスの直径、厚さ、質量から、かさ密度を算出し、理論密度

で割ることで算出した。 

 

2) CTGF 担持セラミックスの作製 

CTGF溶液は、異なる濃度になるように 0.1%BSA-H2O 溶液で調製した。調製した CTGF溶液 100 µl を

Pure HAp にコーティングし、クリーンベンチ内で風乾した。コーティング処理して得た CTGF 担持 HAp

セラミックスを”CTGF HAp(x)”とした。試料名のカッコ内の x はセラミックス表面上に担持させた

CTGF 量 (x=0, 50, 100 ng) を表すものとする。 

 

3) 生物学的評価 

 骨芽細胞のモデルとして、マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様樹立株 MC3T3-E1 を使用した。培地はウシ

胎児血清を 10 vol% 添加した-最小必須培地(-MEM(+))を使用した。培養基材にはコントロールとして

polystyrene 24 well plate, Pure HAp, CTGF HAp (x) (x=0, 50, 100 ng)を用いた。各培養基材に細胞密度

1.0×105 cells･cm-3 の細胞懸濁液 1 cm3 を播種し、5 h の培養を行なった。5 h 後、0.25%トリプシン-EDTA

溶液を用いて各培養基材上の細胞を剥がした。剥がした細胞は血球計算板を用いて算出した。また、相

対細胞初期付着率は、polystyrene 24 well plate への細胞初期付着率を 100% とし、以下の式を用いて計

算した。 

A (%) = (N5 / N0) × 100  RA = (AS / AC) × 100 

  A:細胞初期付着率   RA:相対細胞初期付着率 

N5 :5 時間後の細胞数    AS: Ceramics の初期付着率 

N0 :0 時間後の細胞数      AC:Control の初期付着率 

 

また、組織学的評価には、各培養基材上で 5 h, 24 h 培養した細胞を 4% PFA により固定し、0.25% Triton 

X-100 で膜処理した。その後、免疫染色を行なった。1次抗体には Anti-Vinculin antibody [hVIN-1] ab 11194 

(1:400)、2 次抗体には Alexa Fluorr594 Goat Anti-Mouse IgG1 (1:500) を使用した。なお、核染色には、4', 

6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1:500)、細胞骨格タンパク質 actinの染色にはAlexa Fluor®488 Phalloidin 

(1:500) を用いた。 

 

3. 結果と考察 

1) セラミックスの特性評価 

作製したセラミックスの研磨前後での相

対密度と表面粗さについて結果を図 1 と

図 2 に示す。図 1 より、緻密なセラミッ

クスを作製できたと考えられる。また、表

面粗さを 0.1 µm 以内に統一することで、

セラミックスの表面はタンパク質の吸着や

細胞の接着に対し、大きな影響を与えない

ものと考えられる。さらに、セラミックス

エラーバー：標準偏差 n = 8 

図 2 表面粗さ 図 1 相対密度 

エラーバー：標準偏差 n = 8 
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のゼータ電位を測定した結果、-21.18 ± (4.00) mV であることがわかった。 

 

2) CTGF 担持セラミックスへの細胞接着評価 

培養 5 h 後のCTGF担持セラミックスの相対細胞付着率の結果

を図 3 に示す。図 3 より、セラミックス上に接着した細胞数はセ

ラミックスへ担持させた CTGF 量が多くなるにつれて増加する

傾向が認められた。また、図 4 に 5 h 、図 5 に 24 h 培養後の各

培養基材における細胞形態の観察結果を示す。Phalloidin では、

アクチン繊維を緑色に、vinculin では、接着斑を赤色に染色した。

図 4 より、CTGF HAp (0) において細胞は球状に接着しているこ

とがわかった。これは CTGF タンパク質を溶解する際に非接着タ

ンパク質である BSA を使用しており、この BSA のセラミックス

への吸着が原因と考えられる。一方、CTGFを吸着したCTGF HAp 

(50), CTGF HAp (100) セラミックス上における細胞は、CTGF 

HAp (0) と類似してに球状で接着しているが、担持している

CTGF の刺激によって糸状仮足を形成していることがわかる。ま

た、図 5 の観察結果からも、多くの糸状仮足が形成されているこ

とがわかる。これらの結果は、セラミックスへ担持させた CTGF は細胞接着性を向上させる傾向にある

ことが分かった。 

 

4. 結論 

 セラミックスに成長因子であるCTGFを担持させ、骨芽細胞を培養し、その生物学的評価を行なった。

エラーバー：標準偏差 n = 8 

エラーバー：標準偏差   n = 4 

図 3 相対細胞初期付着率 

図 5 培養 24 h 後の免疫染色 

(a) CTGF HAp (0), (b) CTGF HAp (50), (c) CTGF HAp (100) 

図 4 培養 5 h 後の免疫染色 

(a) CTGF HAp (0), (b) CTGF HAp (50), (c) CTGF HAp (100) 

 

 phalloidin vinculin Merge 

(a
) 

   

(b
) 

   

(c
) 
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その結果、CTGF は骨芽細胞の接着性を向上させる傾向にあることがわかった。CTGF 担持セラミック

スは骨芽細胞の接着を促進させる傾向があり、CTGF は当研究室で開発されたアパタイトファイバース

キャフォルド (Apatite-fiber Scaffold; AFS) などの三次元培養基材と組み合わせることにより、高機能を

有する新たな足場材料の開発に応用できると考えられる。 

 

5. 参考文献 

[1] T. Nishida, T. Nakanishi, M. Asano, T. Shimo and M. Takigawa, J.Cell Physiol, 184, 197-206 (2000). 

[2] Z. Zhuang, T. J. Fujimi, M. Nakamura, T. Konishi, H.Yoshimura and M. Aizawa, Acta Biomaterialia, 9, 

6732-6740 (2013). 
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フォルステライトのガラス構造における温度履歴の効果 
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Effects of quenching process on structure of forsterite glass 

 

Tomoko IKEDA-FUKAZAWA 

 

Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

 

1. 緒言 

ガラスは、原子配列に長距離の周期性がなく液体状の構造を持つが、流動性はない固体である。一般

的に硬質のものが多く、加工・整形が容易で材料設計がしやすいことから様々な分野で応用されている。

しかしながら、ガラス物質は、原子配列に長距離周期性を持つ結晶と比べて、複雑な構造を持つことか

ら、その構造や物性、形成メカニズ等については、不明な点が多く残されている。 

当研究室では、フォルステライト（苦土かんらん石）について、ガラス化のメカニズムを明らかにし

ようとする研究を進めている。フォルステライトは、地球上に存在する主要な鉱物のひとつとして知ら

れているが、ガラスについての研究例は少なく、その構造や物性には不明な点が多い。 

フォルステライトの結晶は、組成 4・Mg2SiO4の単位胞

から成る空間群 Pbnm の斜方晶形をとる [1]。図１に、フ

ォルステライトの結晶構造を示す。フォルステライト結晶

は、SiO4単位の四面体構造と MgO6単位の八面体構造によ

り構成される。SiO4四面体構造と MgO6 八面体構造は、互

いに頂点とする酸素を共有するため、3 次元のネットワー

ク構造を形成する。 

一般的なガラスは、結晶を高温まで加熱した融液を急冷

する融解法を用いて生成される。本稿では、分子動力学計

算を用いて、溶融法により生成したフォルステライトガラ

スの構造を解析した結果を報告する [2]。 

 

2. 実験方法 

分子動力学計算には、MXDORTO [3] を用いた。原子間ポテンシャルモデルにおける各原子のパラメ

ーターは、フォルステライト結晶の密度、熱膨張率、圧縮率等について実験値を再現するように精密化

した [2]。融解前の初期構造としては、160 個の Mg2SiO4 単位から成る 40 単位胞を格子とする計算系を

用いた。結晶を 77 K から 3000 K までゆっくりと昇温して融解し、3000 K で十分に緩和した後に 2 K·fs–1

 

図 1 フォルステライトの結晶構造（温度

298 K、圧力 0.1 MPa）[2]。 
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の速度で融点（2171 K [4]）以下の温度まで急冷してガ

ラス構造を得た。図 2 に、3000 K の融液を 298 K まで急

冷して生成したフォルテライトガラスの構造を示す。計

算は、NTP (定温定圧) アンサンブルで行った。 

 

3. 結果と考察 

図 3 に、分子動力学計算により求めたフォルステライ

トのガラス化過程の密度の温度変化を示す。本研究では、

フォルステライト結晶を 77 K から 3000 K までゆっくり

と昇温し、融液を 3000 K で十分に緩和した後に 2 K·fs–1

の速度で融点（2171 K [4]）以下の温度まで急冷してガ

ラス構造を得た。図中の▲は、昇温過程の結晶および融

液の密度を、●は融液を 3000 K から各温度まで急冷し

て生成したガラスの密度を示す。 

図 3 から、2418 K 付近で結晶の密度が急激に減少する

ことが分かる。この密度の減少は、結晶の融解に起因す

る。融解は、原子の平均二乗変位（MSD）の変化からも

確認できる。図 4 に示すように、2418 K 付近で、全原子

の MSD 値が急激に増加する。 

図 3、図 4 の結果から、融液を急冷して生成したガラ

スの密度および MSD は、融液の密度と MSD 値の温度依

存性の曲線を低温まで延長した線上の値をとることが

分かる。この結果から、フォルステライトガラス構造は

過冷却前の液体の構造に依存することが明らかになっ

た。 

さらに、詳細な構造を解析するため、フォルステライトガラスにおける Si–O 相関および Mg–O 相関

の二体分布関数を計算した。この結果、Si–O 相関につい

ては結晶とほぼ同様の形状を示したが、Mg–O 相関につ

いては、最近接原子相関による 0.21 nm 付近のピークが

結晶の場合と比べて距離側にシフトする傾向が得られ

た(図 5(a))。 

二体分布関数を用いて Mg の配位数を求めた結果、図

5(b) 示すように、フォルステライトガラス中の Mg の配

位数（平均 5.6）は結晶中の配位数（6）よりも小さくな

ることが明らかになった。この結果から、フォルステラ

イトガラス中の MgOx単位は Mg–O 結合が部分的に切断

された歪んだ構造になっていると考えられる。本研究に

より求めた配位数は、過去に報告されている値（4.9）よ

 

図 2 分子動力学計算によって得た 298 K にお

ける (a) フォルステライト結晶と (b) フォル

ステライトガラスの構造 [2]。 

 

図 3 融解過程（▲）およびガラス化過程（●）

の密度変化 [2]。 
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りもやや大きいため、フォルステライトガラスの構造

がガラス化過程およびガラス化後の温度履歴に依存す

ることが示唆される。当研究室では、ガラス構造にお

ける温度履歴の効果を明らかにするため、さらに研究

を進めている。 

 

4. 結論 

本研究では、フォルステライトガラスの構造を解析

するため、分子動力学計算を行った。この結果、液体

を 1000 K 以下まで急冷することにより形成したフォ

ルステライトガラスは、急冷前の液体構造を反映した

非平衡構造を持つことが分かった。さらに、二体相関

関数の解析により短距離構造の温度変化を解析した。

本研究の結果として明らかになった温度履歴の効果は、

星間分子雲に存在するフォルステライトガラスの機能

を解き明かす上でも重要であると考えられる。 
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図４ 融解過程（○: Mg, △: Si, □: O）および

ガラス化過程（●: Mg, ▲: Si, ■）の平均二乗

変位（MSD）の変化 [2]。 

 

図 5 (a) フォルライトガラスにおける Mg–O 

相関の二体分布関数および (b) Mg の配位数の

温度依存性 [2]。○は文献値を示す[5]。 
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第 3 章 

三次元組織の構築と機能 
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1. 緒言 

近年、失われた組織に対し細胞・成長因子・スキャフォルドの三要素を組み合わせて組織を再生させ

る「ティッシュエンジニアリング」の研究が活発に行われている。ティッシュエンジニアリングは自己

の細胞を用いて組織が再生可能であるので、臓器移植時のドナー不足や免疫拒絶反応など現在抱えてい

る問題を打開することができる。当研究室では、均一沈殿法により合成したアパタイトファイバー (AF) 

にカーボンビーズ (CB) を添加して焼成することにより三次元連通気孔を持つスキャフォルド (アパタ

イトファイバースキャフォルド; AFS) を開発し、その in vitro評価および in vivo評価を行ってきた [1, 2] 。

さらに、我々は AFS をラジアルフロー型バイオリアクター (RFB) に装填し、ラット骨髄由来間葉系幹

細胞 (RBMC) を三次元培養することにより再生培養骨を構築した[3]。また、AFS と RBMC を用いて再

構築した再生培養骨内の骨芽細胞の分化における RFB 内の培地の流速の影響を調査し、物理的刺激によ

り骨芽細胞の分化が促進されることを明らかにした[4]。本研究では、AFS と RBMC を用いて再構築し

た再生培養骨内の骨芽細胞の分化における RFB 内の培地循環速度の最適化を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 AFS の作製 

既報 1) に従って AFS を作製した。均一沈殿法により合成した AF スラリーに対し質量比で 20 倍量の

CB を添加し、成形、焼成させて AFS を作製した。20 倍量の CB を加えて作製した AFS を  “AFS2000”

と表記する。本実験で用いた AFS2000 は直径~18 mm、高さ~16 mm の円柱状で、気孔率~98%のもので

あった。 

2-2 ラット骨髄細胞の初代培養 

4 週齢の雄ラット (Wistar 系) 4 匹の大腿骨および脛骨より骨髄を採取した。採取した骨髄は培養時の

抗生剤 (ペニシリン, ストレプトマイシン) を含んだ-Minimum Essential Medium (-MEM) で洗浄後、
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培養フラスコに播種した。初代培養は 16 日間、10%FBS および抗生剤を含む-MEM (以下、これを「通

常培地」とする) で行われ、37 ºC 、5% CO2 に維持したインキュベーター内で行なった。培養培地は骨

髄採取 3 日後までは毎日新しいものに交換し、それ以降は 2 日おきに新しいもの交換にした。また、RFB

の実験には継代を 1 回行った細胞を使用した。 

2-3 RFB による高密度三次元培養 

AFS をバイオリアクター内に装填し、1.0×107 cells の RBMC を播種して循環培養を行った。このとき

流速を 0.4, 1.3, 6.3, 11.5 および 16.5 cm3∙min-1 に設定し、構築させた再生培養骨をそれぞれ “Bone#1, 2, 

3, 4, 5” と定義する。通常培地で 1 週間培養した後、通常培地に 10 mmol∙dm-3 -グリセロリン酸ナトリ

ウム、 200 mmol∙dm-3 L-アスコルビン酸、 10 

nmol∙dm-3 デキサメタゾンを添加した「分化誘導培

地」で 1 週間培養した。培養期間中は、培地の pH、

グルコース量、乳酸値をモニタリングした。培養終

了後の AFS は、組織学的観察、単位 DNA 当たり

のアルカリホスファターゼ (ALP) 活性およびオ

ステオカルシン (OC) 産生量の測定を行った。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 RFB による高密度循環培養 

 RFB での培養期間中における RBMC のグルコー

ス消費量および乳酸産生量のモニタリング結果を

Fig. 1 (a, b) に示す。これらの結果から、グルコー

ス消費量および乳酸産生量のどちらも経時的に増

加していることがわかった。これは細胞が生育し、

解糖系によりグルコースが分解された後、解糖され

て生じたピルビン酸が一部の嫌気的条件下におい

て乳酸に変わったためであると考えられる。しかし

ながら、Bone#1 は他のサンプルと比べ生育状態が

良好ではなかった。この理由として、培地の循環速

度が遅すぎたためにリアクター内の細胞に新鮮な

栄養や酸素が行き届かなかったことが考えられる。 

 

3-2 組織学的評価 

培養後の AFS を組織学的に評価するために、HE 染

色およびアリザリンレッド染色を行なった。HE 染

色およびアリザリンレッド S 染色の結果を Fig. 2

に示す。Fig. 2 より、Bone#2~Bone#5 においては細

胞が AFS の骨格に沿って存在している様子が確認

できた。さらに、細胞が AFS の骨格に沿って存在
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している様子は比較的均一に観察でき、三次元的に

細胞が存在している様子が確認できた。しかし、

Bone#1 においては、細胞の存在をほとんど確認する

ことができなかった。この結果はグルコース消費量

および乳酸産生量の推移の結果と対応しており、リ

アクター内部で細胞死が起こったことがわかった。 

 また、Fig. 2 より、Bone#2 および Bone#3 でのみ

AFS の骨格に沿って赤色に染まっていることが確

認できた。これは、前項の HE 染色の結果より、AFS

の骨格に存在している細胞が石灰化物を産生し、そ

の石灰化物が赤色に染まったと考えられる。しかし、

bone#1 においては、石灰化物の存在をほとんど確認

することができなかった。 

 

3-3 生化学的評価 

 培養後の AFS における単位 DNA 量当たりの ALP

活性および OC 量の測定結果を Fig. 3 (a, b) に示す。

Fig.3 (a) より、Bone#3 の培養条件で構築した再生

培養骨が最も高い ALP 活性を示し、他の条件と比べ

有意な差があることがわかった。さらに、Fig. 3 (b) 

より、Bone#3 の培養条件で構築した再生培養骨の

OC 産生量も、最も高い値を示すことが分かった。

これらの結果は、Bone#3 の培養条件、すなわち RFB

の流速が 6.3 cm3∙min-1 のとき、最も骨芽細胞

の分化を促進することを示しており、ALP 活

性の値が有意に高かったことから、骨芽細胞

の初期から中期の分化を促進することが考え

られる。この理由として、循環される培地に

よる細胞への力学的負荷によるものであると

考えられる。細胞に液体流動による刺激が断

続的に加わることにより骨芽細胞の活性を高

める可能性が考えられる。また、循環速度が

速くなることで新鮮な栄養分や酸素を得やす

い環境になり、細胞の生育状態が向上したこ

とも一因として考えられる。 
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しかしながら、循環速度の増加に伴い分化レベルが高くなるわけではなく、Bone#3 の培養条件を 

境に分化レベルが下がることがわかった。この理由として、過度な力学的負荷が細胞にかかり、その生

育に悪影響を与えてしまったことが考えられる。以上より、RFB による骨再生において、Bone#3 の培

養条件が最も骨芽細胞の分化を促進すると考えられる。 
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3) Department of Laboratory Medicine, Jikei University Hospital 
 

1. 緒言 

我々はこれまでに三次元的な組織を再生させる技術を確立することを目的として、三次元的な連通気

孔構造を持つアパタイトファイバースキャフォルド(AFS)を開発している[1]。本研究では、三次元的な

再生培養骨の構築を目的として、気孔率の異なるアパタイトファイバースキャフォルドを装填したラジ

アルフロー型バイオリアクター(RFB)を用いてラット骨髄由来間葉系幹細胞(RBMC)を三次元培養し、そ

の組織学的および生化学的評価を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 AFS の作製 

既報[1]に従って、アパタイトファイバー(AF)を合成した。成形時に合成した AF スラリーに対して質

量比が 5, 10, 20 倍量のカーボンビーズ(150 mm)を含有させ、焼失させることにより各 AFS を作製した。

これらを“AFS500, AFS1000, AFS 2000”と表記する。本実験で用いた各 AFS は直径~18 mm、高さ~16 

mm の円筒状で、気孔率は AFS500 で~96%、AFS1000 で~97%、AFS2000 で~98%であった。 

2-2 RFB による高密度三次元培養 

作製した各 AFS をバイオリアクター内に装填し、10%FBS および抗生剤(ペニシリン, ストレプトマイ

シン)を含む-MEM 培地(以下、「通常培地」とする) 60 cm3 を注入後、RBMC 細胞懸濁液 2.5×105 cells/cm3

を 40 cm3 播種して循環培養を行なった。1 週間培養した後、通常培地に 10 mmol∙dm-3 -グリセロリン酸

ナトリウム、200 mol∙dm-3 L-アスコルビン酸、10 nmol∙dm-3 デキサメタゾンを添加した「分化誘導培
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Fig.1 AFS の ALP および OC 産生量 

(a) AFS1/4 個あたりの ALP 活性(エラーバー:標準偏差), 

(b) AFS1/4 個あたりの OC 産生量(エラーバー:標準偏差) 

地」で 1 週間培養した。培養期間中は、培地中の pH、グルコース量、乳酸値をモニタリングした。培

養終了後の AFS は、組織学的観察、単位 DNA 当たりのアルカリホスファターゼ(ALP)活性およびオス

テオカルシン(OC)産生量の測定を行なった。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 RFB による高密度三次元培養およびその生化学的評価 

RFB による高密度循環培養において、グルコ

ースの消費に伴い乳酸が産生されていること

が確認できた。このことから、培養基材である

AFS は気孔構造を変えても RFB による細胞の

高密度循環培養が安定して実施できることが

分かった。次に、単位 DNA あたりの ALP 活性

および OC 産生量の測定結果を fig.1 に示す。

AFS2000 を培養基材として用いた再生培養骨

が、単位 DNA 当たりの分化レベルが高い細胞

が多く存在していることが確認された。さらに、

HE 染色およびアリザリンレッド S 染色による

組織学的評価の結果から、AFS の骨格に沿って

細胞がより多く増殖しており、三次元的に細胞

および石灰化物が存在していることがわかっ

た。しかしながら、AFS500 においては石灰化

物の沈着をほとんど確認できなかった。 

以上の結果より、今回の実験系(予備培養 1 週間の後、分化誘導培地を用いた培養 1 週間)では、AFS2000

を培養基材に用いたものが最も分化の進行が早かったことから、AFS2000 が再生培養骨の構築に有用な

バイオマテリアルとして期待できる。 
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1. 緒言 

近年、事故や疾病により失われた組織を再生させる “ティッシュエンジニアリング” に関する研究が

活発に行なわれている。ティッシュエンジニアリングは、「細胞」、「成長因子」、「足場材料 (スキャフォ

ルド) 」の三つの要素から成り立っており、その三要素を適切に組み合わせることで組織再生が実現可

能となる。 

当研究室では、均一沈殿法により合成したアパタイトファイバー (AF) とカーボンビーズ (CB) を混

合して焼成し、繊維の絡み合いによる細孔に加えて、CB の焼失に由来する気孔により細胞が材料内部

まで侵入可能な連通気孔を有するアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) の開発に成功している。

この AFS は c 軸方向に配向した AF を用いており、溶解性を有する結晶面 (a 面) を多く露出してい

るため、生体吸収性スキャフォルドとして期待されている。また、AFS は三次元連通気孔を有するため、

三次元での組織再生が可能である [1, 2]。さらに AFS をラジアルフロー型バイオリアクター (RFB) に

装填し、ラット骨髄由来間葉系幹細胞 (RBMC) を三次元培養することにより再生培養骨の構築にも成

功している [3] 。本研究では RFB を用いて構築した再生培養骨を同種のラットへ埋入する予備的検討

として、RBMC と AFS を組み合わせて構築した再生培養骨を同種のラットに対して埋入し、免疫拒絶

の有無を調査したので報告する。 

 

2. 実験方法 

1) AFS の作製 

既報 [1] に従って AFS を作製した。均一沈殿法により合成した AF をスラリーにし、AF に対する質

量比で 20 倍量の CB を添加し、成形、焼成させて AFS を作製した。20 倍の CB を加えて作製した AFS

を“AFS2000”と表記する。なお、本実験で使用した AFS の寸法は直径 6~8 mm、高さ 3~4 mm の円柱状

であり、気孔率は~98%である。 
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2)RBMC の初代培養 

4 週齢の雄ラット (Wistar 系) 4 匹の大腿骨および脛骨から骨髄を採取した[4]。採取した骨髄は抗生

物質 (ペニシリン, ストレプトマイシン) を含んだ -Minimum Essential Medium (-MEM) で洗浄後、培

養フラスコに播種した。初代培養は 1 週間、10%FBS および抗生剤を含む -MEM (以下、通常培地と定

義する) を用いて、37 C で 5% CO2 に維持したインキュベーター内で行なった。 
 

3)埋入サンプルの作製 

2-1 節で作製した AFS を組織培養用 48 well polystyrene plate に入れ、通常培地に浸漬し、初代培養を

行なった RBMC を細胞密度 2.0 × 105 cells∙cm-3 の細胞懸濁液 1 cm3 で播種した。培養に用いる培地は通

常培地、または分化誘導培地 (Osteoblast-Inducer Reagent, TaKaRa) を用いて 1 週間培養を行なった 

 

4)ラット背部皮下へ埋入と in vivo 評価 

In vivo 評価には、7 週齢の雄ラット (Wistar 系) を用い、背部皮下に AFS を 2 週間埋入した。サンプ

ルには細胞培養を行なっていない AFS である Control 、通常培地を用いて RBMC を培養した AFS (-) 、

分化誘導培地を用いて培養を行なった AFS (+) の 3 種類を使用した。埋入 2 週間後に取り出し、ヘマト

キシリン・エオジン (HE) 染色、アルカリフォスファターゼ (ALP) 染色およびアリザリンレッド S  

(ARS) 染色による組織学的評価を行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) 埋入前のサンプルの組織学的評価 

埋入を行なう前のサンプルにおいて、凍結切片を作製し、埋入後と同様の染色方法で組織学的評価 

を行なった。図 1 に HE 染色による結果を示す。HE 染色を用いて AFS 中の細胞の局在を調査した。図

1 より分化誘導の有無に関わらず、いずれのサ

ンプルにおいても細胞が AFS 内に侵入してい

ることが分かった。さらに、両サンプルとも

AFS の骨格に沿って細胞が生育していること

が分かった。 

図 2 に ALP 染色の結果を示す。ALP 染色で

は、ALP 陽性の細胞、すなわち、骨芽細胞の

存在を調査した。図 2 より、AFS(-)では ALP

活性陽性の細胞は確認されなかった。一方、

AFS(+)では ALP 活性陽性の細胞が観察された。

これらの細胞もまた、AFS の骨格に沿って存

在していることが分かった。 

最後に ARS 染色の結果を図 3 に示す。ARS

染色では培養した細胞の石灰化レベルを調査

した。AFS(-)において、わずかな石灰化が確認

図1 HE染色による組織学的観察像 

上段: 低倍率, 下段: 高倍率 

矢印: 骨格に沿って細胞が生育していた部分 
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され、また AFS(+)においても石灰化が確認された。両サンプルの石灰化レベルを比較すると AFS(+)で

より石灰化が起きていた。これは分化誘導を行なったことに由来すると考えられる。AFS(-)においても

石灰化が確認されたことについては、水酸アパタイトが骨分化誘導を促進させることが報告されている

ため[5]、その影響で一部の RBMC において石灰化が確認されたと考えられる。 

AFS(+)では骨芽細胞の存在が ALP 染色において明らかになっていることから、骨形成には有利な状

態であると考えられる。さらに、ALP は骨分化における初期のマーカーであることから、骨分化へ向か

う初期段階の細胞と石灰化した細胞がともに存在していると考えられる。 

  

2) 埋入後のサンプルの組織学的評価 

埋入後のサンプルについても埋入前の評価と同様に行なった。図 4 に示す HE 染色ではサンプル中の

細胞の局在を観察した。図 4 の結果より、全ての AFS において細胞が内部まで侵入していることが分か

った。また、埋入したサンプルと組織との境界面において線維性の組織の介在などが見られなかったこ

とから、埋入に伴う炎症反応は惹起されなかったと考えられる。よって、AFS および細胞培養を行なっ

た AFS は免疫拒絶がなく、生体親和性を有していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

図2 ALP染色による組織学的観察像 

上段: 低倍率, 下段: 高倍率 

矢印: ALP活性が確認された部分 

図3 ARS染色による組織学的観察像 

上段: 低倍率, 下段: 高倍率 

矢印: 石灰化が確認された部分 

図4 HE染色による組織学的観察像 
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次に、静置培養時の分化誘導の有無が骨分化に与える影響について調べるためにALP 染色およびARS

染色を行なった。その結果を図 5 および 6 に示す。分化誘導を行なった AFS(+)のサンプルにおいては、

サンプル内部まで ALP 活性陽性の細胞が観察されただけでなく、石灰化した細胞も確認できた。一方、

通常培地で培養を行なった AFS(-)または AFS のみの Control の場合は、ALP、ARS 陽性の細胞の割合は

少なかった。 

 

これらの結果の違いはまず、埋入前のサンプルの状態から石灰化を多く示していた AFS(+)において骨形

成能が強かったためと考えられる。さらに、AFS(+)においては ALP 活性陽性である細胞が存在してい

たことから、その後の骨形成に関与する細胞が多く存在していたことも影響を与えたと考えられる。ゆ

えに培養条件の違いから分化レベルが異なる細胞が存在し、分化誘導を行なったサンプルでは骨形成に

関与する細胞が多かったと考えられる。 

 
4. 結論 

AFS と RFB を用いて RBMC を培養し作製した再生培養骨の in vivo 評価の予備的検討として、AFS に

RBMC を播種し、静置培養後、同系のラットの背部皮下へ埋入を行ない免疫拒絶および骨形成を調査し

た。全ての埋入サンプルにおいて、免疫拒絶は確認されなかった。ゆえに基材および作製したサンプル

は良好な生体親和性を持ったといえる。また、細胞培養を行なった AFS では ALP 活性陽性な細胞およ

び石灰化が見られ、特に分化誘導を行なった AFS では内部にまで ALP 活性陽性な細胞が観察された。 

これらの結果から、本検討より得た知見をもとに RFB を用いて構築した再生培養骨の in vivo 評価を

行なうことで、より良い再生培養骨の構築が可能であると考えられる。また、RFB を用いた再生培養骨

図5 ALP染色による組織学的観察像 

矢印: ALP活性陽性が確認された部分 

図6 ARS染色による組織学的観察像 

矢印: 石灰化が確認された部分 
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の in vivo 評価を行なうことで骨欠損患者への治療に対する新たなアプローチとして期待出来るのでは

ないかと考えられる。 
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アパタイトファイバースキャフォルドを用いた株化軟骨細胞の三次元培養とその機能評価 

 

宮澤雄太 1)・内村祐太 1)・中村まり子 2)・相澤 守 1) 

 

1) 明治大学理工学部応用化学科 

2) 明治大学研究知財戦略機構 

 

In vitro evaluation of chondrogenic cell line ATDC5 cultured in porous apatite-fiber scaffold 

 

Yuta MIYAZAWA1), Yuta UCHIMIRA 1), Mariko NNAKAMURA 1) and Mamoru AIZAWA 1) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property, Meiji University 

 

1. 緒言 

超高齢社会を迎え、スポーツ人口も年々増加する我が国では、関節疾患の患者が増加している。これ

らの関節疾患に対して、患者負担の少ない根本的な治療方法の開発が望まれている。そこで注目されて

いるのがティッシュエンジニアリングによる再生医療である。 

ティッシュエンジニアリングとは、「細胞」・「細胞が増殖するための足場材料」・「増殖因子」を組み

合わせて生体組織を再生させる技術である。我々は、これまでに足場材料としてアパタイトファイバー

スキャフォルド (AFS) の開発に成功している 1)。AFS は、細胞の三次元培養が可能であり、これまでに

再生培養骨の構築などに使用してきた。 

本研究では、この AFS を用いて軟骨細胞を三次元培養することで、生体外における軟骨組織の構築

を究極の目標とする。その予備検討として、本研究では、AFS を用いて株化軟骨細胞 ATDC5 を培養し、

AFS に対する細胞応答性を調査した。 

 

2. 実験方法 

均一沈殿法 2) により合成したアパタイトファイバー (AF) に、等量の超純水とエタノールを加えて、

1 mass% AF スラリーを調製した。このスラリーに、カーボンビーズ (CB) を添加し、内径 ～16 mmの

塩化ビニル管を用いた吸引濾過により成形した。培養基材として使用した AFS は、この成形体を焼成

温度 1300 °C、保持時間 5 h、昇温速度 5 °C/min の条件で、水蒸気雰囲気下で焼成して作製した。作製

した AFS は、添加した CB 量にもとづき、“AFS0”, “AFS1000”, “AFS2000”と表記する。例えば、

AFS2000は、AFに対して20 倍量のCB (wt/wt %) を添加して作製している (寸法: ~16 mm × ~2.5 mm)。

作製した AFS の微細構造は、走査型電子顕微鏡 (SEM) で観察した。 

AFS を用いた細胞培養実験では、 AFS に対する ATDC5 細胞の機能発現を明らかにするため、細胞

接着および形態、さらに細胞分化について調査した。具体的には、AFS に対して 5.0×105 cells/個の 

ATDC5 細胞を播種し、37 °C に温度設定されたインキュベーターを用いて、95 %の空気と 5 % の二酸

化炭素を含む加湿された環境下で 3 週間培養した。培養後のサンプルは、凍結切片の作製に使用した。
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Figure 2  Histological observation by HE staining: 

(A) AFS0, (B) AFS1000, (C) AFS2000. 

 

Figure 3 Histological observation by AB staining: 

(A) AFS0, (B) AFS1000, (C) AFS2000. 

 

Figure 1 SEM micrographs of the resulting AFSs: 

(A) AFS0, (B) AFS1000, (C) AFS2000. 

作製した凍結切片は、ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色とアルシアンブルー (AB) 染色により染色

した。 

 

3. 実験結果と考察 

AFS0, AFS1000 および AFS2000 の微細構造を

Figure 1 に示す。AFS0 の微細構造では、アパタイト

ファイバー同士の絡み合いにより形成されたミク

ロ気孔のみ観察され、マクロ気孔が存在せず非常に

緻密であることが確認された。一方で、AFS1000 お

よび AFS2000 では、大きな空隙が内部まで連通して

いる様子が確認された。このマクロ気孔は、~ 150 mm

以上であった(Figure 1; asterisk)。また、マクロ気孔

同士を繋ぐ連通気孔は、細胞が内部まで侵入するこ

とを可能としている(Figure 1; arrow)。さらに、この

マクロ気孔に加え、栄養分の供給、コラーゲン繊維

および血球が通るのに充分なミクロ気孔を有して

いることが確認された。 

培養 21 日目におけるヘマトキシリン・エオジン

(HE)染色およびアルシアンブルー(AB)染色の結果

は、Figure 2 および Figure 3 に示す。ここで、図中

の asterisk は、AFS のマクロ気孔を示している。HE

染色より、AFS0 では細胞がスキャフォルド表面に

のみ接着した。これに対して、マクロ気孔を有する AFS1000 と AFS2000 では、細胞がスキャフォルド

内部にも分布し、スキャフォルド骨格に沿って接着したことが確認された。アルシアンブルー染色より、

細胞が軟骨特異的タンパク質であるプロテオグリカンを産生したことが見て取れる。また、その分布は 

HE 染色の結果と対応しており、AFS 上／内部においてプロテオグリカンが確認された。以上の結果よ

り、AFS を足場材料として用いることで三次元的な軟骨組織モデルを構築できる可能性が示された。 

 

4. 参考文献 

[1] M. Aizawa, H. Shinoda, H. Uchida, I. Okada, T. J. Fujimi, N. Kanzawa, H. Morisue, M. Matsumoto and Y. 

Toyama, Phosphorous Res. Bull., 17, 262-268 (2004). 

[2] M. Aizawa, H. Ueno, K. Itatani and I Okada, J. Euro. Cera. Soc., 26, 501–507 (2006). 
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1) Y. Miyazawa, Y. Uchimura, M. Nakamura and M. Aizawa, “In vitro evaluation of chondrogenic cell line 

ATDC5 cultured on dense hydroxyapatite ceramics and in porous apatite-fiber scaffold” , 13th Asian BioCeramics 

Symposium, Kyoto University, Kyoto, Japan, 4th-6th, Dec 2013. 
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 高強度化アパタイトファイバースキャフォルドによる 

株化軟骨細胞 ATDC5 の三次元培養とその生物学的評価 

 

内村祐太 1)・宮澤雄太 1)・中村まり子 2)・本田みちよ 2)・相澤 守 1) 
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Yuta UCHIMURA1), Yuta MIYAZAWA1), Mariko NAKAMURA2), Michiyo HONDA2)  

and Mamoru AIZAWA1) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property, Meiji University 

 

1. 緒言 

軟骨は、他の組織に類をみない力学的特性を持つ。さらに、他の組織と異なり軟骨内部に血管が存在

していないために一度損傷してしまうと自己治癒することができない。現在、日本では変形性膝関節症

や関節リウマチなどの関節疾患の患者が多く存在している。従来の治療法として、ドリリング法やモザ

イクプラスティーなどの治療法が行なわれてきたが、損傷を完治させるまでには至っていない。そこで、

近年失われた組織に対して細胞・成長因子・スキャフォルドの三要素を組み合わせて組織を再生させる

「ティッシュエンジニアリング」による軟骨組織再生が注目されている。 

生体硬組織の主成分である水酸アパタイト (Ca10(PO4)6(OH)2; HAp) は再生医療においてよく利用さ

れている材料であり、これまでに当研究室では尿素を用いた均一沈殿法により繊維状の HAp 単結晶粒

子 (アパタイトファイバー; AF) を合成することに成功している[1]。そしてこの AF とカーボンビーズ 

(CB) を混合し、細胞の三次元培養可能な連通気孔を持つ多孔質アパタイトファイバースキャフォルド 

(AFS) の開発に成功している[2]。 

本研究では、この AFS を高強度化させた「高強度化 AFS」[3]を用いて三次元培養軟骨を構築するこ

とを目標としている。そのための予備的検討として、株化軟骨細胞 ATDC5 を高強度化 AFS 上に播種し、

その増殖性や生物学的評価を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの作製とその材料評価 

試料溶液はCa/P比が 1.67になるように Ca(NO3)2･4H2O (0.167 mol･dm-3), (NH4)2HPO4 (0.100 mol･dm-3), 

(NH2)2CO (0.500 mol･dm-3) および HNO3 (0.100 mol･dm-3) を混合して調製した。この試料溶液を 80 ºC で

24 h 加熱後、90 ºC で 72 h 加熱して AF を合成した。得られた AF に対して 7 倍量のカーボンビーズ (CB) 
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を添加し、吸引濾過後、 30 MPa の成形圧で一軸加圧成形を行なった。この成形体を 1300 ºC で 5 h 水蒸

気雰囲気下で焼成することで高強度化 AFS を作製した。なお、作製した高強度化 AFS は粒径 150 μm と

20 μm の CB を併用し、CB の添加割合に基づき、粒径 150 μm が 100%, 20 μm が 0%のものを 

『AFS700(100-0)』などと表記する。 

合成した AF および作製した高強度化 AFS は粉末 X 線回折法 (XRD)、フーリエ変換赤外吸収分光法 

(FT-IR)、走査型電子顕微鏡法 (SEM) を用いて評価を行なった。 

 

2-2 高強度化 AFS を用いた ATDC5 の三次元培養およびその生物学的評価 

培養を行なう高強度化 AFS は直径約 15 mm、高さ約 2 mm の円板状とし、細胞を播種する前に 160 ºC, 

1.5 h の乾熱滅菌を行なった。細胞は、株化軟骨細胞株 ATDC5 を用いた。培地は、ウシ胎児血清を 5 vol%、

インスリンを 0.1 vol%添加した D-MED/F12 培地を用いた。細胞は、1×105 cells/cm3 の播種密度で高強度

化 AFS 上に播種した。軟骨組織の構築を評価するため、ATDC5 細胞を、高強度化 AFS を用いて 14 日

間培養後、Sirius Red & Fast Green染色および II型コラーゲンの免疫染色などの組織学的評価を行なった。 

 

3. 実験結果と考察 
作製したAFS700(100-0)およびAFS700(50-50) は、直径約15.0 mm、高さ約2.0 mmの円板状であり、XRD

の結果により水酸アパタイト単一相であることが確

認された。SEMによる形態観察により、作製した高

強度化AFSはAFの絡み合いによるミクロ気孔および

CB焼失によるマクロ気孔を有していることが確認さ

れた。これらの気孔は、培地などの栄養分の供給や

細胞の侵入に有利に働く。 

 図1にDNA量測定の結果を示す。高強度化AFSは

control (ポリスチレンプレート) と比較して、旺盛な

増殖性を示した。培養基材間において、増殖性の差

はほとんどみられず、各高強度化AFSは三次元的な構

造により細胞が増殖することが可能であることがわ

かった。 

 図2に7日間培養後のAFS700(100-0) (a) および

AF700(50-50) (b) 上における細胞のSEM観察像を示

す。細胞はAFの絡み合いによって形成されたAFS骨

格に沿って接着している様子が確認された。また、

ミクロ気孔内にも細胞が凝集して存在していること

がわかった。 

 図3に14日間培養後の各培養基材における免疫染

色画像を示す。DAPI染色では、細胞核を青色に染色

し、phalloidinでは、アクチン繊維を赤色に、軟骨特

有の分化マーカーであるII型コラーゲンを緑色に染色した。図3のDAPIおよびphalloidin染色により、SEM

の形態観察 (図2) と同様に細胞がAFS骨格に沿って増殖している様子が観察された。いずれの高強度化

図 1 DNA 量の測定結果 
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AFSにおいても、培養5日以降からII型コラーゲンは発現しており、培養日数が増加するにつれて、II型

コラーゲン発現量が増加している様子が観察された。二次元培養では、II型コラーゲンは培養日数が8

日目を超えた当たりから産生されるという報告[4]がある。今回の結果において、その報告よりもII型コ

ラーゲンの早期な発現が観察された。これは、培養初期におけるAFSのミクロ気孔による凝集および三

次元的な培養環境が原因であると考えられる。 

以上の結果より、高強度化AFSは、骨再生・肝再生だけでなく軟骨再生のための足場材料としても有用

であると考えられる。 

 

4. 参考文献 
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1. 緒言 

多くの肝臓疾患患者に対する究極的な治療法は、現在のところ肝臓移植しかない。我が国でも、この

移植の恩恵に浴する患者はごく限られている。劇症肝炎や急性肝不全では、解毒や代謝機能障害による

肝毒性物質の蓄積、各種蛋白質など生体維持に必要な物質の不足をもたらし、生体に致命的な障害をき

たすことになる。このような観点から人工肝臓は待望の人工臓器なのであるが、肝細胞は体外では急速

に機能を失う。従ってバイオ人工肝臓開発のためには、肝細胞の大量調製、肝と同等の構造、安定かつ

高性能の細胞培養技術、細胞の組織化・極性発現を誘導・維持する材料とモジュール （装置） の開発

という人工肝臓機能としての課題と人工肝臓内の細胞の免疫性、使用する材料の安定性などの課題をク

リアすることが不可欠となっている。 

 当研究室では、均一沈殿法により合成したアパタイトファイバー（AF）にカーボンビーズ（CB）を

添加して焼成することにより三次元連通気孔を持つスキャフォルド（アパタイトファイバースキャフォ

ルド；AFS）の開発に成功している［1］。また、我々は、肝細胞モデルである FLC－4 ［2］と AFSを装填

したラジアルフロー型バイオリアクター (RFB) を組み合わせて、三次元培養を行うことにより「再生肝オルガノイ

ド」を構築し、1カ月間に亘る細胞の生存と形態を明らかにした［3］。 

本研究では、長い移植待機時間を考慮し、3 カ月間培養における肝機能の評価としてアンモニア代謝能

アルブミン産生量について検討を行ったので報告する。 

 

2. 実験方法 

1）AFS の作製 

既報［1］に従って AFS を作製した。均一沈殿法により合成した AF スラリーに対し質量比で 20 倍量

の CB を添加し、成形、焼成させて AFS を作製した。20 倍の CB を加えて作製した AFS を“AFS2000”

と表記する。本実験で用いた AFS2000 は直径~18 mm、高さ~16 mm の円柱状で、気孔率~98%のもので

あった。 
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2）RFB による高密度三次元培養 

AFS をバイオリアクター内に装填し、通常培地 60 cm3 を注入後、3.75×105 cells·cm-3 の細胞懸濁液 40 cm3 

播種して循環培養を行い、13C-グルコース 125 mg と D-グルコース 1 g を添加した ASF104N 培地で 1

週間培養後、3 mM 塩化アンモニウム添加した ASF104N 培地に切り替え、さらに 11 週間培養を行なっ

た。pH は CO2供給装置を用いて、調整した。また、培養期間中の細胞の成長状態を pH、グルコース量、

乳酸値を基にモニターした。 

3）再生肝オルガノイドの肝機能の評価 

アンモニアの代謝能の評価は、アンモニア添加培地からのアンモニア窒素減少量、尿素合成量を測定

することによって行った。アンモニア窒素量の定量方法には、インドフェノール法・藤井-奥田法変法定

原理とする測定キット、アンモニア‐テストワコー（和光純薬）を用い、その添付のプロトコル記載の

容量を 8 分の 1 にスケールダウンし、吸光度は 600 nm の値を用いた。また、尿素合成量の定量方法に

は QuantiCromTM Urea Assay Kit （DIUR-500）を用い、その添付プロトコルに従い、吸光度は 450 nm を

用いた。 

4）再生肝オルガノイドの蛋白合成能評価 

 アルブミン産生能の評価は、培地内のアルブミン濃度を測定することによって行った。アルブミンの

定量方法には、Human Albumin ELISA Quantitation Kit（BETHYL LABORATORIES, INC）を用い、その添

付プロトコルに従って測定した。 

5）再生肝オルガノイドの組織学的評価 

培養後の AFS を組織学的評価に用いた。組織学的評価では HE（ヘマトキシリン・エオジン）染色に

より細胞を染色した。 

 

3. 結果と考察 

1）RFB による高密度循環培養 

RFB による高密度循環培養においてグルコ

ース量に伴う乳酸値を経時的に測定した結果

（d45～d82）をそれぞれ図 1 に示す。図 1 から

グルコースの消費に伴って乳酸値が上昇して

いることが分かった。これはグルコースが解糖

されて生じ 

たピルビン酸が嫌気的条件下において乳酸に

変わったためであると考えられる。 

 

2）再生肝オルガノイドの肝機能の評価 

測定したアンモニア濃度と尿素濃度の結果

（d45～d82）を図 2 に示す。図 2 より、アンモニア濃度の低下に伴って、尿素濃度が上昇していること

がわかった。これは、尿素回路が回ることで、アンモニアが代謝され、尿素が合成されていたためであ

ると考えられる。よって、アンモニアの代謝能を持っていたことが理解できる。 

 

図 1 グルコース量と乳酸値の経時変化 
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3）再生肝オルガノイドの蛋白合成能評価 

測定したアルブミン産生量の結果（d45～d82）を図 3 に示す。図 3 より、アルブミンの総産生量が経

時的に増加していたことが確認できた。この結果より、培養中において、アルブミン産生能を維持できていた

と考えられる。 

 

4）組織学的評価 

 培養後の AFS を組織学的に評価するために、

HE 染色を行なった。この結果を図 4 に示す。図

4（A）より、細胞が AFS の骨格にそって三次元

的に存在している様子が確認できた。また、図 4

（B）の矢印部分より、細胞が AFS の骨格のない

部分（気孔内部）にも侵入し、マクロポアを埋め

尽くしている様子が確認できた。このことより、

細胞が AFS 中で三次元的に存在していることが

確認できた。しかし、図 4（C）より、一部にお

いて、細胞の侵入よりも先に AFS が溶けてしま

っている様子も観察された。 

以上より、3 ヶ月間の長期培養において、高密

度循環培養が安定して行なわれており、さらに、

肝機能であるアンモニア代謝能、アルブミン産生

能を維持した状態で培養できることも確認でき

た。また、HE 染色の結果より、細胞がマクロポアの内部まで侵入している様子が確認できた。これら

の結果から、本スキャフォルドと RFB を組み合わせて構築された再生肝オルガノイドは、長期培養にお

いて、肝機能を維持していることが分かった。 

しかし、HE 染色より、一部で細胞侵入よりも先に AFS が溶けてしまっている様子も観察されたため、

次年度以降は、より早い組織の導入を目指し、共培養を行なっていく予定である。 

 

4. 参考文献 
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1. 緒言 

多くの肝臓疾患患者に対する究極的な治療法は、現在のところ肝臓移植しかない。劇症肝炎や急性肝

不全では、解毒や代謝機能障害による肝毒性物質の蓄積など生体維持に必要な物質の不足をもたらし、

生体に致命的な障害をきたすことになる。このような観点から人工肝臓は待望の人工臓器であるが、肝

細胞は体外では急速に機能を失う。したがってバイオ人工肝臓開発のためには、肝細胞の大量調製、肝

と同等の構造、安定かつ高性能の細胞培養技術、細胞の組織化・極性発現を誘導・維持する材料とモジ

ュール (装置) の開発という人工肝臓機能としての課題と使用する材料の安定性などの課題をクリアす

ることが不可欠となっている。 

我々はこれまでに三次元的な組織を再生させる技術を確立することを目的として、三次元的な連通気

孔構造を持つアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) を開発している[1]。本研究では、この AFS

を装填したラジアルフロー型バイオリアクター (RFB) を用いて、肝細胞 (FLC-4 細胞) [2]と肝星細胞 

(A7 細胞) [3]および内皮細胞 (M1 細胞) [4]との共培養を行い、「再生肝オルガノイド」を構築した。また、

構築した再生肝オルガノイドの肝機能評価としてアンモニア代謝能、アルブミン合成能を評価し、RFB

における細胞の足場材料としての AFS の有用性を検討した。 

 

2.  実験方法 

アパタイトファイバー (AF) は試料溶液の Ca/P 比が 1.67 になるように、0.167 mol·dm-3 硝酸カルシウ

ム四水和物 (Ca(NO3)2·4H2O) 、0.100 mol·dm-3 リン酸水素二アンモニウム((NH4)2HPO4)、0.500 mol·dm-3

尿素 ((NH2)2CO) および 0.10 mol·dm-3 HNO3 を混合することにより調製し、この試料溶液を均一沈殿法

により、80 ºC で 24 時間、90 ºC で 72 時間加熱することによって合成した。AFS は合成した AF スラリ

ーに対し質量比で 20 倍量の CB を添加し、成形、焼成させて AFS を作製した。これを“AFS2000”と
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表記する。本実験で用いた AFS2000 は直径~18 mm、高さ~16 mm の円柱状で、気孔率~99%のものであ

った。 

 AFS をバイオリアクター内に装填し、13C-グルコース 125 mg と D-グルコース 1 g を添加した ASF104 

N 培地 60 cm3 を注入後、肝細胞モデルである FLC-4 細胞懸濁液 2.5×105 cells/cm3 を 40 cm3 播種して循

環培養を行なった。1 週間後、肝星細胞モデルである A7 細胞懸濁液 1.0×105 cells/cm3 を 100 cm3 播種し

た。ついで、2 日後に 3 mM 塩化アンモニウム添加した ASF104N 培地に切り替えた。さらに 1 週間後

に内皮細胞モデルである M1 細胞懸濁液 5.0×104 cells/cm3 を 100 cm3 播種し、8 日間培養を行なった。培

地の pH は CO2 供給装置を用いて調整し、培養期間中の細胞の生育状態を培地中の pH・グルコース量・

乳酸値からモニターした。また、アンモニアの代謝能の評価は、尿素サイクルにおいて最終生成物であ

る尿素合成量を測定することによって行ない、アルブミン合成能評価は、培地中のアルブミン量を測定

することによって行なった。測定結果は、肝細胞の単層培養、単一培養と比較検討した。また、培養後

の AFS 内の細胞形態を走査型電子顕微鏡 (SEM) により観察した。 

 

3.  結果と考察 

RFB による高密度循環培養において、グル

コース量に伴う 13CO2排出量の測定結果より、

グルコースの消費に伴って 13CO2変化量の値

が上昇していることが分かった。また、乳酸

値の測定結果より、乳酸が産生されているこ

とが確認できた。これらの結果より、RFB

による細胞の高密度循環培養が安定して実

施されたことが理解できる。 

測定した尿素産生量の結果を図 1 に示す。

ここで、単層培養とは FLC-4 細胞を 10 cm シ

ャーレで培養したもの、単一培養とは

FLC-4 細胞を RFB によって循環培養した

もの、共培養とは FLC-4 細胞、A7 細胞、

M1 細胞を RFB によって培養したものを

指す経時的に尿素産生積算量は増加して

いることが確認された。これは、尿素サ

イクルによってアンモニアが代謝され尿

素に変わったためであると理解できる。 

このことから、いずれの培養条件にお

いても尿素産生能が維持されていたと考

えられる。また、単層培養とに比較して、

単一培養と共培養のほうがともに大きな尿素産生積算量を示したことから、二次元培養よりも三次元培

養のほうがアンモニア代謝能が高いことが示唆された。 

図2 各培養条件におけるアルブミン産生量の比較
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次に、アルブミン産生量の測定結果を図 2 に示す。図 2 より、

アルブミン産生積算量が経時的に増加していることが確認され

た。したがって、いずれの培養条件においてもアルブミン合成能

を維持していたと考えられる。また、単層培養と比較して、単一

培養と共培養のほうがともに大きなアルブミン産生量を示した

ことから、二次元培養よりも三次元培養のほうがタンパク合成能

も高いことが示唆された。 

最後に、22 日間培養後の AFS の SEM 画像を図 3 に示す。図 3

より、AFS が細胞に覆われている様子が確認された。また、内皮

細胞に特有の窓 (100 nm～200 nm の小孔) が観察された。したが

って、SEM 画像の結果から、AFS 外側は内皮細胞に覆われていたことが示唆された。 

以上の結果から、本スキャフォルドはバイオ人工肝臓用足場材料として有用であり、RFB と組み合わ

せることで三次元の再生肝オルガノイドの構築が可能であると考えられる。 
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遺伝子改変ブタ頭蓋骨由来骨芽細胞および間葉系幹細胞の単離と培養技術の確立 
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1) 神奈川科学技術アカデミー 相澤「次世代バイオセラミックス」プロジェクト 

2) 明治大学理工学部応用化学科 

 

Isolation of osteoblasts derived from transgenic-cloned pig calvaria and mesenchymal stem cells (MSCs) 

derived from transgenic-cloned neonatal pig and establishment of cell culture technique 

 

Michiyo HONDA1) and Mamoru AIZAWA2) 

 

1) Kanagawa Academy of Science and Technology (KAST), Aizawa “Next-generation Bioceramics” Project 

2) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

 

1. 緒言 

骨は破骨細胞により吸収され、骨芽細胞により形成されることで微妙なバランスを保ちながら、新し

く生まれ変わるが、骨粗鬆症の場合、このバランスが崩れ、骨吸収に傾く[1]。現在我が国では約一千万

人もの骨粗鬆症患者がいると推定されており、治療法・治療薬の開発が切望されている。開発に当たっ

ては、骨代謝に関する研究を行うことが必須となるが、その際、器官培養系による総合的な評価に加え、

個々の骨細胞の活性について理解することが重要である。しかし、現在多用されている株化細胞は生体

内での骨芽細胞の機能が全て発現しているわけではなく、個々の細胞の特性を十分に理解できるとは言

えない。そこで、本研究ではまず、より生体に類似した機能を有する骨芽細胞を単離し、その生化学的

評価を実施することを目的とした。なお、本研究では、ヒトと類似した生物学的要素を有する大型動物

であるブタに注目し、一度に多量の細胞を単離することが可能な実験方法を確立することを目標とした。

続いて、再生医療にも適応されており、骨、軟骨、心臓、脂肪、神経などの多種類の細胞に分化する能

力を有する間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell; MSC) [2]に注目し、遺伝子改変ブタ(クサビラオレンジ

ブタ)より高い分化能を有する MSC を単離し、培養する技術を確立し、バイオマテリアルの評価や再生

医療への応用を目指すことを目的とした。 

 

2. 実験方法 

1) 遺伝子改変ブタ頭蓋骨由来骨芽細胞の単離とその生物学的評価 

分娩直後のクサビラオレンジ(humanized kusabira orange; huKO)ブタ[3] (明治大学農学部、長嶋教授より

提供いただいた)の頭蓋骨片(3×3 cm 程度)を 3×3 mm 程度に細かく切断し、濾過滅菌済 2 ml 0.1%コラゲ

ナーゼおよび 0.2%ディスパーゼ含有 0.01 M phosphate buffered saline (PBS)にて処理した。頭蓋骨片 10 個

あたりに上記の酵素処理液 2 ml を 50 ml 遠沈チューブにいれて、37°C、10 分間、振とうさせた[4]。上

清のみを 100 mm セルストレーナーで濾過した。新しい酵素処理液を添加して、同様の操作を繰り返し
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た。4 回目および 5 回目の濾過液に 10% FBS/-MEM を 6 ml 添加し、毎分 2,000 回転で 5 分間遠心し

た。細胞ペレットを確認し、上清を吸引し、新しい 10% FBS/-MEM を 10 ml 添加した。細胞塊を静か

にチャーディッシュ上へ播種した。1 日おきに培地交換を行い、70~80%のコンフルエント状態まで増殖

させた。増殖させた細胞を trypsin-EDTA で剥離させ、適当な濃度に希釈し、dish, well plate などへ播種

し、以下の試験を行った。 

1) RT-PCR：12 well plate へ 6x104 cells/well となるように骨芽細胞様細胞を播種し、培養 7 日目の細胞

から cDNA を合成し、各マーカー遺伝子(Runx 2, type I collagen (ColI), Alkaline phosphatase (ALP), 

osteocalcin (OC), GAPDH)の発現を RT-PCR により調べた。 

2) ALP 染色：12 well plate へ細胞を播種し、7, 14, 21, 28 日間培養した。培養した細胞を 4% PFA/PBS 

溶液で固定し、さらに 0.25% Triton-X/PBS 溶液で膜処理をした後、ALP 染色キット(Wako)を用いて、

ALP 染色を行った。これを顕微鏡により観察した。 

 

2) 遺伝子改変新生仔ブタ由来間葉系幹細胞の単離 

生後 1 週齢のクサビラオレンジ(humanized kusabira orange; huKO) 新生児ブタ(約 3 kg)を犠牲にし、両

足大腿骨を採取した(明治大学農学部、長嶋教授ご提供)。その後、以下に示す方法で間葉系幹細胞

(mesenchymal stem cell; MSC)を単離した[5]。 

大腿骨の骨端をノミで割り落とし、骨端を落とした骨は 100 mm dish に入れて、乾燥しないように PBS

に浸漬した。シリンジを使い、抗生物質含有 PBS(-)で骨髄を灌流し、出てきた溶液を 70 μm セルストレ

イナーで濾過した。濾液を遠心分離(310 g x 5 min, 室温)を行ない、上清除去後、PBS(-) 50 ml で懸濁し

た。懸濁液をさらに 40 mm セルストレイナーで濾過し、濾液を遠心分離(310 g x 5 min, 室温)した。上清

を除去した後に、培地 10 ml に再懸濁し、細胞数をカウントした。この際、チュルク液とトリパンブル

ーを加えてカウントを行った。翌日、PBS(-)で洗浄した後に培地交換を行った。その後、3-4 日間ごとに

半培地交換を行った。なお、培養液には、①20%FBS/D-MEM, ②SFM (human MSC medium, GIBCO)の 2

種を使用した。 

 

3) MSC の分化誘導 

 MSC は骨、脂肪、軟骨、筋肉など様々な組織の細胞に分化することが可能である。そこで、今回単離

した細胞が多分化能を有する MSC であるかを評価するために、はじめに骨(芽)細胞と脂肪細胞への分化

誘導を行った。2)で単離した細胞を 24 well plate へ播種し直し、コンフルエントになるまで培養した。

その後、各細胞へ分化誘導することができる培地 (Osteogenesis Differentiation medium, Adipogenesis 

Differentiation medium (Gibco))を用いて、分化誘導を行った。なお、分化の評価には、骨(芽)細胞は ALP

活性染色およびOsteoimage Mineralization assay (Lonza)を用い、脂肪細胞はOil Red O 染色および Lipidtox 

(Invitrogen)を用いた。 

 

3. 結果と考察 

1) 遺伝子改変ブタ頭蓋骨由来骨芽細胞の単離とその生物学的評価 

huKO 新生仔ブタの頭蓋骨片を連続的に酵素処理することにより、骨芽細胞様細胞を分離した(Fig. 1)。

得られた細胞を蛍光顕微鏡により観察するとクサビラオレンジ遺伝子由来のオレンジ色の発色が認め

られた。 
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Fig. 4 Morphological observation of osteoblasts on 
HAp ceramics and culture plate 

次に、得られた

huKO 細胞を 7 日

間培養した後、

cDNA pool を合

成した。それを鋳

型にRT-PCRを行

い、単離した細胞

が骨芽細胞であ

るかどうかを骨分化関連マーカー遺伝子の発現から評価した

(Fig. 2)。その結果、様々な分化段階における骨関連遺伝子の発

現が認められ、単離した細胞が骨芽細胞であることを同定した。また、各種マーカー遺伝子の発現が確

認されたことから、単離した huKO 細胞群は株化細胞とは異なり、様々な分化段階にある細胞集団であ

ることが明らかになった。さらに、得られた huKO 細胞を一定期間培養し、骨芽細胞の代表的な分化マ

ーカーである ALP の活性染色を行ったところ、全ての細胞は紫色に染色され、また培養日数の経過と共

にそれらの細胞は紫色に濃染されたことから高い分化能を有する骨芽細胞であることが分かった。続い

て、この単離した huKO 骨芽細胞と骨芽細胞の株化細胞であ

る MC3T3-E1 細胞についてその分化能を比較するために

ALP 活性染色を実施した。その結果、huKO 細胞は培養した

全ての期間において、MC3T3-E1 細胞よりも著しく高い活性

を有することが明らかになった(Fig. 3)。しかし、単離した

huKO 細胞を継代培養し、長期的な培養を継続したところ、

ALP 活性の低下が認められ、初期の分化能が損なわれること

が分かった。このことから、高い分化能を維持したまま細胞

を培養するためには、継代は 2 回程度までとするのがよいと考えられた。 

 最後に、単離した細胞を緻密な水酸アパタイト(HAp)セラミックス上へ播種し、その形態観察を行

った(Fig. 4)。通常、光を透過しないセラミックス上で細胞の形態を観察する際には細胞の固定、膜処理、

蛍光染色といった操作を経る必要があるが、単離した huKO 細胞ではその工程を省くことができ、ポリ

スチレンプレート上の細胞を観察する時と同じように生きたままの細胞の形態を蛍光下で直接観察す

ることができた。このように非透過性の生体材料上で非侵襲的に細胞の形態を経時的に観察することが

できることは、材料と細胞との相互作用を理解する上

で非常に有益であり、単離した細胞は様々な生体材料

の評価に使用可能であると考えられる。さらに、本研

究では、頭蓋骨の一部を利用し、細胞の単離・同定・

評価を行ったが、新生仔ブタ頭蓋骨を用いれば、一度

に多量の細胞も単離可能であると思われる。したがっ

て、連続酵素消化法により新生仔 huKO ブタ頭蓋骨か

らより生体に近い状態の骨芽細胞を単離する本法は

有用な方法であると判断できる。 

 

Fig. 1 Isolation of osteoblasts from pig calvaria 

Fig. 2 Expression of bone-related genes in 
osteoblasts isolated from pig calvaria 

Fig. 3 Comparison of ALP activity between 
huKO osteoblasts and MC3T3-E1 cells 
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2) 遺伝子改変新生仔ブタ由来間葉系幹細胞の単離とその生物学的評価 

 生後 1 週齢の huKO ブタ大腿骨より採取した骨髄

細胞を 2 種の培地を用いて培養した結果、培地② (ヒ
ト MSC 用培地)を用いた場合の方が、その増殖性は

優れていた。しかし、培地②を使用する際には、予

め専用のコーティング剤を培養基材に塗布する必要

があり、塗布しなかった場合は、細胞がほとんど接

着できないことが分かった。 
次に、培地①を用いた際の MSC の分化能について

調べた。今回は脂肪細胞と骨細胞への分化について

検証した。細胞をコンフルエントになるまで培養し

た後、各細胞専用の分化誘導培地を用いて、培養を

行い、誘導 7 日目と 14 日目の細胞の形態および分化

マーカーの発現などを観察した。誘導 7 日目におけ

る MSC の脂肪細胞への分化能を調べた結果、脂肪が

存在すると緑色の蛍光が確認される Lipidtox は分化

誘導していないもの(Non), 脂肪細胞へ分化誘導した

もの (Adipocyte), 骨細胞へ分化誘導したもの

(Osteoblast)いずれにおいても同程度に認められ、

その蛍光は非特異的なものであることが考えられ

た(Fig. 5)。また、Oil red O 染色も行ったが陽性反

応は認められなかった(data not shown)。このこと

から、誘導 7 日目では脂肪細胞へは分化していな

いことが明らかになった。続いて、骨細胞への分

化能を ALP 活性染色(Fig. 6a)と Mineralization 

assay (Fig. 6b)を用いて検証した。ALP 活性染色の

結果、Osteoblast > Non >Adipocyte の順に活性が高

いことが分かった。特に、骨細胞へ分化誘導した

細胞(Osteoblast)では、強い ALP 活性を示した。し

かし、シート状になった細胞は dish に接着し続け

ることが困難で一部剥離した細胞が存在した。他

方、Non においても、ALP positive な細胞が多く認

められたことから、増殖培地を用いて培養しても、

骨細胞への分化が進行してしまうことが分かった。

Mineralization assay では、Osteoblast のバックグラ

ウンドが高くなっていたが、特異的な蛍光は確認

できなかったことから、石灰化はまだ起こってい

なかったと推測される。さらに、誘導 14 日目の分

化能について調べたところ、Adipocyte にのみ

Lipidtox に反応した脂肪滴が確認された(Fig. 7)。増殖培地(Non)でも骨細胞への分化が進行してしまった

Fig. 5 huKO MSC の脂肪細胞への分化 (誘導 7 日目) 

Fig. 6 huKO MSC の骨細胞への分化 (誘導 7 日目) 
(a) ALP stain, (b) Osteoimage Mineralization assay 

(a) 

(b) 
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ことから、脂肪細胞へ分化する割合が低減してしまったため、脂肪滴が確認できるまでに時間を要した

と考えられる。なお、脂肪滴は他の培地を用いた場合には確認されなかった。骨分化に関しては、7 日

目と同様に、Non においても ALP positive 細胞が多数観察され、骨細胞特有な配行性を示した(Fig. 8a)。

Adipocyte は僅かに紫色を呈したが、他の 2 条件と比較すると明らかに淡染色であったことから、骨へ

の分化は抑制されていることが分かる。一方、骨細胞へ分化した Osteoblast に関しては、細胞が完全に

剥離してしまい、残った一部の細胞でしか評価できなかったが、細胞塊は強い ALP 活性を示し、さらに

Mineralization assay においても Osteoblast でのみ石灰化が観察されたことから、骨化が優先的に進行して

いることが明らかになった(Fig. 8b)。以上のことから、今回単離した MSC は脂肪細胞や骨細胞へ分化可

能な多分化能を有する細胞であることが分かった。しかしながら、一般的に骨髄より採取した細胞に含

まれる MSC の割合は極めて低いことから、本実験においてもその割合は低かったことが推測できる。

高純度の MSC を単離するためには、FACS でソートをかける必要があるが、そこまでしなくとも、ficoll

などを用いて細胞の精製を行うことで純度を向上させることが可能であると考えられる。高い分化能と

様々な組織への分化能を有するMSCを単離する

ことができれば、材料評価にも広く応用できる

と期待できる。 

 

4. 結論 

新生仔ブタの頭蓋骨片を連続的に酵素処理することにより、各種骨分化マーカー遺伝子を発現する骨

芽細胞を分離することができた。得られた huKO 細胞は骨芽細胞の株化細胞である MC3T3-E1 細胞と比

較すると培養した全ての期間において、MC3T3-E1 細胞よりも著しく高い ALP 活性を有することが分か

った。また、単離した細胞を緻密な水酸アパタイト(HAp)セラミックス上で培養し、その形態を観察す

る際、通常、光を透過しないセラミックス上で細胞の形態を観察する際には細胞の固定、膜処理、蛍光

染色といった操作を経る必要があるが、単離した huKO 細胞ではその工程を省くことができ、ポリスチ

Fig. 7 huKO MSC の脂肪細胞への分化 (誘導 14 日目) Fig. 8 huKO MSC の骨細胞への分化 (誘導 14 日目) 
(a) ALP stain, (b) Osteoimage Mineralization assay 

(a) 

(b) 
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レンプレート上の細胞を観察する時と同じように生きたままの細胞の形態を蛍光下で直接観察するこ

とができた。このように非透過性の生体材料上で非侵襲的に細胞の形態を経時的に観察することができ

ることは、材料と細胞との相互作用を理解する上で非常に有益であり、単離した細胞は様々な生体材料

の評価に使用可能であると考えられる。 

一方、遺伝子改変新生仔ブタ大腿骨より得た骨髄細胞は骨や脂肪など様々な細胞へ分化可能な細胞で

あった。新生仔ブタを利用したが、ラットやマウスに比べ大腿骨は十分大きかったことから、多量の細

胞を得ることができた。しかしながら、一般的に骨髄より採取した細胞に含まれる MSC の割合は極め

て低いことから、本実験においてもその割合は低かったことが推測できる。様々な方法で純度を向上さ

せたMSCを用いることで、生命機能マテリアルの生物学的評価にも広く応用可能であると期待できる。 
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力学的圧縮ストレス負荷が培養軟骨細胞に与えるシグナルの変化 

            －バイオスキャフォールドの影響について－    

 

武田勇樹 1)・二木康夫 1)・宇田川和彦 1) 
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Characteristics of cultured chondrocytes under dynamic compressive loading ;effects of bioscaffold 

 

Yuki TAKEDA1), Yasuo NIKI1), and Kazuhiko UDAGAWA1) 

 

1) Department of Orthopaedic Surgery, Keio University 

 

1. 緒言 

近年、軟骨再生治療（自家培養軟骨細胞移植）が一部の施設で行われているが、その成績は従来か

ら行われている自家骨軟骨移植術と変わらないという研究報告がなされている。実際には、軟骨マト

リックスの成熟に時間を要する点、4cm2を超える範囲の病巣には適応できない点などの問題を抱えて

いる。前者では、とくに下肢荷重関節において初期から大きな力学的ストレスにさらされる点が問題

となる。実は現在、この点に逆行する形でスキャフォールドフリーの軟骨細胞移植が広まりつつある

が、初期の過剰な力学的ストレスの問題は解決されていない。 

本研究では、三次元力学刺激装置を用いて、圧負荷環境下で軟骨細胞を三次元培養する。これまで

三次元培養環境に圧負荷を持続的に加えたものはなく、実際の in vivo 環境を再現すること、圧負荷に

耐え且つ生物学的に適した鋳型を開発することを目的とする。力学的ストレス下に軟骨細胞を三次元

培養し、バイオスキャフォールドの有無により細胞の性質や、マトリックス産生にどのような変化を

もたらすのかを明らかにする。 
一方で、先行研究により、インターロイキン32の関節疾患における役割とその下流シグナルの 

解明を行っている。ヒト細胞を用いたIL-32下流シグナルの検索を行い、siRNAの手技を用いて下流分

子の候補について検討し、IL-32はとくにToll like receptor 4下流の一部の分子を介する経路に関与

することが考えられた。TNFαやⅠ型インターフェロンをmRNAレベルならびにタンパクレベルで定量し、

またIL-32の受容体分子の検討を行い、IL32-PAR2 axisとLPS-TRIF axisの関連について報告した。

TLR-TRIF axisを中心に変形性関節症に与える影響を、前述の三次元力学刺激装置を用いて検討してい

く。 

 

2. 実験方法 

2-1 KO マウスを用いた OA モデルの作製 

OAモデルとして destabilization of medial meniscus（DMM）モデルを作製する[1]。8週齢雄のTRIF KO、

Myd88 KO マウスと野生型マウス（WT）に OA モデルを作製し、術後 12 週にて病理組織学的検討を

行う。 
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2-2 ATDC5 と三次元培養組織の構築 

ATDC5 は、マウス EC（Embryonal Carcinoma）細胞由来クローン化細胞株で、軟骨初期分化から後

期分化に至る軟骨細胞の全分化段階を in vitro で忠実に再現できることが報告されている[2]。ATDC5

を、5%fetal bovine serum（FBS）添加 DMEM（Dulbeccos modified Eagles medium）培養液にて培養した。

三次元下で細胞を培養するため、ATDC5 を単層培養した後、alginate beads に包埋した。ITS を含む培

養液に、BMP2 を添加して 5 日間培養し、alginate を溶解して細胞を抽出した。5×106個の細胞をコラ

ーゲン溶液に混和し、コラーゲンスキャフォールド（アテロコラーゲンスポンジ MIGHTY, KOKEN）

に細胞を播種し、三次元組織を作製した。 

2-3 力学刺激培養 

上記により作製した三次元培養組織を力学刺激下で培養するため、生体力学刺激培養装置（Cyclic 

Load Stimulator, Technoview）を用いて、圧縮刺激を加える。負荷刺激は細胞培養用インキュベーター

内 37℃5%CO2 環境下で行い、40kPa の荷重を 0.5Hz で 3 時間行う。 

2-4 力学刺激の評価 
力学的刺激の効果を見るために、力学刺激終了後 6 時間で、組織から mRNA を抽出して逆転写酵素を

用いて cDNA を作製し、Real Time PCR 法にて mRNA の検出を行う。また組織学的検討やタンパクレ

ベルの分析のため ELISA を行う。負荷群と非負荷群の培養上清中の PGE2 濃度を測定し、組織の Col-
Ⅱの発現を real time PCR にて評価する。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 KO マウスを用いた OA モデルの検討 

TRIF KO（n=3）、Myd88 KO（n=3）マウスを用いて in vivo での検討を行った。術後 12 週の病理組

織学的検討にて、Modified semi-quantitative grading score を用いて検討した。平均 WT4 点、TRIF KO 2

点、Myd88 KO 2.66 点と KO マウスにて OA の進行が抑制された。TRIF、Myd88 は OA の発症に関与

し、増悪させている可能性が示唆された。 

3-2 力学刺激 
組織学的には 5 日間の培養で、軟骨細胞は球状を呈し、細胞の成熟と軟骨基質の形成を認めた。軟

骨分化因子である BMP2 の添加により Col-Ⅱの発現は増加した。またメカニカルストレスにより、培

養上清中の PGE2 と ADAMTS4 の発現は有意に増加した。 

 三次元での軟骨細胞実験には大量の細胞が必要であり、また周囲の基質が重要視される。ATDC5 を

Alginate beads 培養することで、短期に軟骨化が可能となった。今回使用した方法は、細胞には ATDC5

を周囲基質にはコラーゲンスキャフォールドを用いることで再現性の高い研究が可能となった。細胞

形態、力学負荷による反応から生体軟骨の組織変性を反映する実験モデルとして有用であると考えら

れた。 
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ラジアルフロー型バイオリアクターを利用した 
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1. Department of Laboratory Medicine, The Jike University School of Medicine,  

2. Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University,  
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研究要旨：ラジアルフロー型バイオリアクター（RFB）にハイドロキシアパタイト（HA）

ビーズを充填した培養システムをバイオ医薬品の生産系に応用するための基礎的な検討

を行った。ヒト肝癌由来株化培養細胞 FLC-4、7 及び組換え型ヒトアルブミン（rHAL）産

生型 FLC-4M#1 を用いて 2 次元及び 3 次元での高密度培養を行い、長期培養における細胞

増殖・維持の適性、蛋白質生産性等の適性を調べた。FLC-4 と FLC-4M#1 を用いた蛋白質

生産向上へ向けた検討では異なる培地を用いたスイッチングを試行し影響を調べた。その

結果、RFB と HA ビーズを用いた 3 次元培養系は FLC-4 の長期培養に適しておりタンパク

生産系への応用が十分に期待された。今後、足場材料等の検討により更なる向上の余地が

あると考えられる。

                  

１．緒元 

バイオ医薬品とその生産法の開発は蛋白質性医薬品の安全かつ安定的な供給確保の上で世界的にそ

の要求性が高い。中でもアルブミン製剤は投与単位量が多く、また種々の疾患において使用される代表

的な血漿性蛋白質医薬品である。日本においてアルブミン製剤は血漿分画製剤としての国内生産量は減

少傾向にあるにも関わらず組換え製剤等バイオ製剤の供給は極めて少ない 1) 2)。血液製剤を含め蛋白質

性医薬品はその性質上、完全国産化への要求も高い。現在流通している組換えアルブミン製剤は酵母を

利用した生産系である。この系は酵母由来成分の夾雑が懸念される他、将来的に多様な生産系への応用

を指向した場合は修飾糖鎖の違いが生ずるという問題は不可避である。このような背景の中でヒトの細

胞を用いた人工肝臓の開発とその蛋白質大量生産系への応用は、肝臓由来ヒト血漿性タンパク質医薬品

の国産化と安全かつ安定的な供給に寄与する事が期待され、意義がある。 

そこで本研究では、ラジアルフロー型バイオリアクター (Radial Flow Bioreactor: RFB) 、多孔質ハイ
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ドロキシアパタイト（HA）ビーズ、および肝癌由来株化培養細胞株（FLC）と無血清培地を組み合わせ

た人工肝臓システムをアルブミン生産系モデルとし、大量蛋白質生産系開発の研究を行う事とした。 

 

２．研究方法 

【細胞の培養特性の適性検討】人工肝に利用する肝臓癌由来株化培養細胞として FLC-4 と FLC-7 につい

て検討した。2 セットの RFB-HA 人工肝システム（5 mL）を用いそれぞれ FLC-4, FLC-7 を同期培養させ
13C-glucose 呼気試験によって培養状態を比較した。また培養終了後、両細胞の糖代謝関連遺伝子の 

mRNA 量をリアルタイム PCR で測定し転写レベルの比較を行った。 

【rHSA 生産株利用の検討】2 セットの RFB-HA 人工肝システム（5 mL）を用い FLC-4 細胞と rHAS 産 

生型 FLC-4M#1 細胞を同期培養し、13C-glucose 呼気試験によって培養状態を比較するとともに、継時的

に HSA 産生量を蛍光サンドイッチ ELISA 法で測定した。培養終了後、両細胞の HAS mRNA 量をリア

ルタイム PCR で測定し転写レベルの比較を行った。培養は 28 日間行い、前半 14 日を ASF104N 培地で、

後半 14 日を高グルコース含有の ERDF 培地にスイッチングした。 

【培養液組成の影響の検討】ASF104N と、その Ornithine 欠損培地である ASOR(-)、ERDF とその Ornithine

添加培地である ERLO の計 4 種の培地について 96well plate にて FLC-4 を培養し細胞の増殖とアルブミ

ンの生産に関して検討した。細胞増殖は抽出 DNA の定量で、アルブミン生産は蛍光サンドイッチ ELISA

法で測定した。 

【Ornithine の有無によるアミノ酸代謝変化の解析】ASF104N と、その Ornithine 欠損培地である ASOR(-)

を用いて、Ornithine 代謝に関する検討を行った。6well plate に FLC-4 を培養し細胞内 Polyamine 量を定

量した。培養は 12 日間行い、3 日目から培地を 2 つに分け、6 日目、12 日目の細胞を回収し HPLC によ

る分離と定量に用いた。またこれとは別に 6 日目に 3 mM の NH4Cl を培地に添加し 9 日目と 12 日目の

培養上清を回収しアンモニアと尿素の変化量を測定した。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究は、すでに樹立した培養細胞株を用いての実験の為、研究倫理面での問題はない。 

 

３．結果と考察 

【細胞の培養特性の適性検討】RFB へ導入する細胞は

長期に安定的に培養が可能で、物質生産能を維持でき

ることが求められる。株化培養細胞はその用に適する

が、由来となる肝癌の性質が異なり検討の必要がある。

FLC-4 と FLC-7、２つの株について RFB での培養試験

を行い 13C-glucose 呼気試験によって培養状態の確認を

行った。いずれも 13CO2 排出は 15～25‰以内で推移し

細胞の維持に問題はなかったが、FLC-4 においてその

動態はより安定していた（図１）。  

両細胞の糖代謝関連遺伝子の発現を調べたところ（表

1）、FLC-4 は肝型の遺伝子発現状態をよく残している
図 1 RFB 培養での 13CO2/

12CO2の変化 



 

235 
 

図３．RFB での培養経過 

ことが判った。これは糖代謝によって得られるエネ

ルギーの生産効率が高い事を示すと考えられる。一

方 FLC-7 は癌細胞に見られる、低いエネルギー生産

効率と増殖有意な糖利用のであった。以上から RFB

には以後 FLC-4 及びその改変株を用いる事とした。

特徴が予想される（表１、図２）発現パターン 

                     

【rHSA 生産株利用の検討】FLC-4 に rHAL の発現

ベクターをトランスフェクションする事で得られ

た rHAL 生産型 stable clone である FLC-4M#1 を

用いて長期培養を行い FLC-4 と比較した。 

FLC-4 細胞と FLC-4M#1 細胞でのグルコース消

費量は差がなかったが、13CO2排出量は FLC-4M#1

細胞で明らかに高値を示した（図３）。これは

FLC-4M#1 において ATP 生産の要求性が上昇している可能性が考えられた。培養 14 日後から高グルコ

ース型培地（ERDF）にスイッチングを行ったが、グルコース消費については変わらないもの               

の 13CO2排出量の差は大きくなった。 

培養期間中の抜き取り培地試料中のHAL量を測定

したところ、培地スイッチングをおよその境目として

HAL 生産性に変化が見られた（図 4）。この観察結果

から、ASF104N 培地と ERDF 培地の成分組成につ

いて比較検討を行ったところ、OrnithineとArginine

において大きく異なる事がわかった（表２）。そこで、

Ornithine に注目し、その意義を検討する事とした。                

 

表１ 糖代謝関連遺伝子発現の比較 

gene 特徴 mRNA 量の比較  

GLUT1 癌特有 FLC-4 < FLC-7  

GLUT2 肝型 FLC-4  > FLC-7 

GLUT3 脳型 FLC-4 ≪ FLC-7  

HKⅡ 癌特有 FLC-4 ≪ FLC-7  

HKⅣ 解糖系 FLC-4  > FLC-7 

PK 解糖系 FLC-4  > FLC-7  

図２．予想される FLC-4, 7 の糖利用経路の違い 

図４．RFB 培養中の HSA 産生 



 

236 
 

 

 

 

 

 

【培養液組成の影響の検討】Ornithine に着目して、改変培地を含む 4 種の培地{ASF104N、ASOR(-)、

ERDF、ERLO}を用いて FLC-4 の培養を行った。

4 種の培地のうち、ASF104N において 9 日目まで

での増殖性が良好であった。他の 3 種の培地には

明確な差は認められなかった（図 5）。このことは

細胞の増殖性においては Ornithine 単独での影響

は少ないことを示していると考えられた。 

培養中の HAL 生産の変化では ERLO、ERDF、

ASF104N の順に HAL 量が多く、ASOR(-)では検

出  できなかった（図６）。Ornithine は 

Arginine の代謝産物であり、ともに尿素回路を構

成している分子である。図６の HAL 生産性の培地

別順位は Ornithine と Arginine の合計量（物質量

比較）の多い順に一致しており（表２）、HAL 生

産能における Ornithine、あるいはその代謝物の重

要性を示唆する結果であると考えられた。 

 Ornithine は尿素回路を構成する一方、

Polyamine 合成の出発物質としても考えられてい

る。Polyamine は細胞内で高濃度に存在し細胞の

転写、翻訳を調節して様々な生理的役割を担って

いる。そこで次に Ornithine 欠損培地中の

Polyamine 及び尿素回路に関する代謝物の解析を

行った。 

 

【Ornithine の有無によるアミノ酸代謝変化の解析】 

 ASF104N から Ornithine を欠損させた

ASOR(-)培地を用いた場合、代謝経路上

Polyamine 合成の上流に位置している

Arginine と Ornithine が両方含まれないことに

なる。Polyamine レベルの減少は転写・翻訳

の両方に大きな影響を与える 3)。このことか

ら ASOR(-) で 培 養 し た FLC-4 中 で は

Polyamine レベルが大幅に下がっていると予想した。しかし実際に Polyamine の定量を行うと、比率に若

図５ 培地の違いによる増殖性への影響 

図６ 培地の違いによる HAL 生産性の比較 
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干の違いがあるものの、細胞増殖や転写抑制に直結するような大幅な減少は見られなかった（表３）。 

 次に、Arginine と Ornithine は尿素回路を構成す

るアミノ酸である事から尿素回路によるアンモニ

ア代 

謝が起きているかどうかを調べた（図７）。 

ASF104N を用いた場合はアンモニア量の減少と尿

素の合成がともに確認されたが、ASOR(-)において

は培地中のアンモニア量は増加し、尿素は検出され

なかった。このことは ASOR(-)で培養した FLC-4

中では尿素回路が抑制されている事を示すと考え

られる。この時 HAL の mRNA 量を調べたところ、

転写レベルで HAL 合成が抑制されていることが解

った（図８）。また尿素回路、HAL mRNA レベルと

もに ASOR(-)に Arginine を添加することで回復する事

がわかった。 

 このように 12 日目の時点で、Arginine と Ornithine の

欠損した培地中では Polyamine 代謝経路には影響が無

かったが尿素回路には影響が出て 

いた。尿素回路によるアンモニア代謝と HAL の合成は

ともに肝細胞特有の機能である。以上から、Ornithine

及び Arginine は肝機能発現と細胞増殖を共に良好に保

つ上で重要である事が解った。 

 

４. 結論 

 ヒト血漿蛋白質生産系を開発するために、血漿蛋白

質で最大濃度の HSA 産生系の開発に挑んだ。RFB で

の高密度培養には FLC-4 を用いる事が適切であること、rHSA 産生型 FLC-4M#1 細胞株を利用する事で

生産能が上げられる可能性があることが明らかとなった。さらに、培養液の組成においては肝細胞の機

能発現と増殖性の維持には Arginine と Ornithine がともにあることが望ましい事が明らかとなった。今後

rHSA 産生型 FLC-4 の改良（promoter 検討）や RFB 足場構造の検討により更なる向上が期待される。 
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1. 緒言 

 生命機能マテリアルによる三次元的な組織構築を目指して、本研究では「肝臓の三次元培養条件の最適化」

の基盤研究を行った。肝臓は大部分を占める分化した肝実質細胞と、これ以外の非実質細胞群から構成さ

れている。肝実質細胞は肝臓の機能を担う細胞であるが、分化状態を維持して生体外で培養することが非常

に困難であり、肝臓特異的機能の多くは分離・培養した肝細胞では速やかに低下してしまう１）。したがって、

肝臓の三次元培養に際しては肝臓特異的機能が維持される条件を慎重に検討する必要がある。肝臓特異的機

能の多くは肝臓がもつ特徴的な遺伝子発現パターンによって維持され、肝臓特異的転写因子群がこの遺伝子

発現パターンを誘導する。したがって、肝臓特異的転写因子は肝機能維持の重要な制御因子であると同時に、

肝細胞の分化状態の指標として信頼性の高いマーカーであると考えられる。一方、肝細胞の個々の機能や状

態を反映する信頼性の高いマーカーの開発も同様に重要である。 

 肝臓は消化管で吸収された栄養素が門脈を通って最初に到達する臓器であるため、消化吸収された栄

養素の過不足の認識、栄養素の代謝および血中への輸送機能を担っている。そこで本研究では栄養素の

代謝・輸送機能および栄養素の欠乏に応答した遺伝子発現変化の２点に注目し、肝細胞の機能や状態を

評価するマーカー作成に向けた基盤研究を行った。 

 栄養素の輸送機能としては、α-トコフェロール輸送タンパク質（α-TTP）によるビタミン E 輸送に

注目した。α-TTP の機能不全により哺乳類はビタミン E 欠乏に陥り、身体面だけでなく精神・行動に

も異常が表れる。α-TTP は分化した肝細胞でのみ特異的に発現することが明らかになっていることから、

この遺伝子の肝臓特異的転写因子による発現制御機構の解析を行い、肝臓の栄養素輸送機能のマーカー

としての特徴と妥当性を詳細に検討した。また、栄養素の不足を感知する機能として必須アミノ酸不足

の認識機構に注目した。まず、アミノ酸欠乏に応答した in vivo 肝臓における遺伝子発現変化を網羅的に

解析し、アミノ酸欠乏応答遺伝子を検索した。これらの遺伝子の中には他臓器からのシグナルに二次的

に応答するものも含まれるため、アミノ酸欠乏培地で培養した肝細胞での応答性を解析することで、三

次元培養時にも利用可能な栄養欠乏マーカーを検索した。 

 

2. 実験方法 

1) 肝臓特異的遺伝子の発現解析 

 まず、肝臓の分化状態が細胞の生体外培養によりどのように変化するかを、肝臓特異的遺伝子の発現

解析により検討した。分化したラット肝臓、肝臓から分離した肝細胞、株化した肝臓由来の培養細胞
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（H4IIE）、の 3 種のサンプルから total RNA を調製し、realtime PCR によりマーカー遺伝子発現量を解析

した。肝臓特異的転写因子（HNF-1α、HNF-3γ、HNF-4α、c/EBPα）およびα-TTP の mRNA 量をリ

アルタイム PCR で解析し、サンプルごとの発現パターンを比較検討した。 

2) 肝臓特異的転写因子発現細胞の機能解析 

α-TTP 遺伝子の発現を維持するのに必要な転写因子の検討を行った。肝臓特異的転写因子（HNF-1

α、HNF-3、HNF-4）の cDNA を含む発現ベクターを構築し、培養細胞（H4IIE）にリポフェクション法

により導入し、α-TTP遺伝子の発現量をリアルタイムPCRとウェスタンブロット分析により解析した。 

3) gel shift assay 

α-TTP 遺伝子と肝臓特異的転写因子の結合を解析した。α-TTP 遺伝子プロモーター上の HNF-1 結合

配列を TFSEARCH により検索し、転写開始点から-4119~-4135bp(p1), -4019~-4033bp(p2), 

-2790~-2803bp(p3) 付近に 3 カ所の結合配列を見いだした。それぞれの配列をもつ DNA 断片をビオチン

標識してプローブとし、2)の肝臓特異的転写因子発現細胞の核タンパク質を混合して結合させた後、ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動に供した。ゲルから転写後のメンブレンをストレプトアビジン-HRP で

検出し、プローブの移動度から DNA-タンパク質の結合活性を検出した（EMSA Gel Shift Kit (Panomics)

を使用）。 

4) 肝臓特異的転写因子によるα-TTP 遺伝子転写活性化の解析 

肝臓特異的転写因子によるα-TTP 遺伝子の転写活性化を解析した。α-TTP 遺伝子の 5‘UTR 約 5kb

およびこの領域をさまざまな長さに delete した配列を含むホタルルシフェラーゼレポーターベクターを

構築し、2)の肝臓特異的転写因子発現ベクターと共に培養細胞（H4IIE）にリポフェクション法により導

入した。24 時間培養後のルシフェラーゼ活性を測定（Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega）す

ることでプロモーター活性を解析した。 

5) マイクロアレイ解析 

6 週齢の Wistar 系雄ラットにタンパク質を 15%含む対照食 (20P) あるいは 5%含むアミノ酸欠乏食 

(5P) を 8 時間与え、16 時間後に解剖して肝臓を採取した。各群 3 匹のラットから RNeasy mini kit (Qiagen, 

Hilden, Germany)を用いて RNA を抽出後、GeneChip 3’ IVT express kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)

による処理後、GeneChip Rat Genome 230 2.0 Array (Affymetrix)とのハイブリダイズ、Affymetrix GeneChip 

Scanner 3000 7G (Affymetrix)を用いた蛍光強度の解析を行った。また、各群 5 匹の肝臓から TriPure 

Isolation Reagent (Roche Applied Science, Basel, Switzerland)を用いて RNA を抽出後、SYBR Green Real-time 

PCR Master Mix -Plus- (Toyobo, Osaka, Japan) を用いて LightCycler 480 (Roche, Basel Switzerland) により

realtime PCR 解析を行った。 

6) 肝細胞のアミノ酸欠乏培地での培養 

 RL34 細胞、H4IIE 細胞を、10％FBS を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)でサブコンフ

ルエントになるまで培養した。実験培地として minimum essential medium (MEM)+0.1% BSA 培地で一晩

無血清培養した後、アミノ酸を含むあるいは含まない MEM (AA+, AA-) で 24 時間培養した。RNA を抽

出後、realtime PCR 解析を行った。 
 

3. 結果と考察 

1) α-TTP 遺伝子発現制御機構の解析 

 α-TTP の遺伝子発現量は、ラット肝臓や分離肝細胞では高かったが、株化した培養細胞では低かった。
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肝臓特異的転写因子HNF-1αはα-TTP遺伝子と同

様の発現パターンを示したが、他の転写因子は必

ずしもα-TTP遺伝子と一致した発現パターンを示

さなかった。また、HNF-1, -3, -4 を強発現させた細

胞のα-TTP 発現を検討したところ、HNF-1 発現細

胞でのみ発現誘導がみられた。この結果から、α

-TTP の発現は転写因子 HNF-1 の制御下にある可

能性が示された。また gel shift assay の結果から、

α-TTP 遺伝子プロモーター領域の 3 つの HNF-1

結合配列の中で、HNF-1 発現細胞の核タンパク質

は-4019~-4033bp 付近の結合部位（p2）と結合する

ことを示した。さらにα-TTP 遺伝子のプロモーター活性の結果、HNF-1αを高発現する細胞でのみ、α

-TTP 遺伝子 5’UTR のプロモーター活性が高くなった（Fig. 1）。また、HNF-1αによるプロモーター活性

の増加には 5’UTR の存在が必要であった（Fig. 1）。5’UTR をさまざまな長さに delete したベクターのル

シフェラーゼ活性は、-4019~-4033bp, -2790~-2803bp を delete したもので低下した。以上の結果から、α

-TTP 遺伝子の転写活性は HNF-1αによって増加すること、この増加にはα-TTP 遺伝子の-4019~-4033bp, 

-2790~-2803bp の領域が重要であることが示された。 

 

2) アミノ酸欠乏に応答した肝細胞の遺伝子発現応答の解析 
 ラット肝臓を用いたマイクロアレイ解析で、食餌

中のアミノ酸欠乏に応答した発現の増加あるいは減

少率が最も大きかった遺伝子を 10 ずつ選抜し、

realtime PCR により発現変動の確認を行った。マイ

クロアレイ解析で選抜された遺伝子のほとんどの発

現変動が realtime PCR でも確認された（Table 1）。さ

らに、アミノ酸欠乏培地で培養した RL34 細胞およ

びH4IIE細胞でこれら 20の遺伝子発現を解析した結

果、ASNS, PHDGDH, KRT10, FGF21, IGTP, PNPLA3, 

FADS2, IDI1, INSIG1 は培養細胞においても in vivo

と同様の発現変動を示すことが明らかとなった。さ

らに、アミノ酸欠乏によって活性が変化する転写因

子を検索したところ、ATF4 が活性化することが示さ

れた。 

 

4. 結論 

本研究の結果から、α-TTP の肝臓特異的遺伝子発

現が HNF-1αによって誘導されることを分子レベルで明らかにした。α-TTP の発現が肝細胞の分化状

態を非常に良く反映したパターンを示すことは知られていたが、発現制御機構を明らかにしたことによ

り、肝臓特異的機能マーカーとしての基盤を作ることができたと考える。さらに、本研究では肝細胞の

Table 1 アミノ酸欠乏による遺伝子発現変動（realtime PCR）

UP-regulated genes fold increase significance

IGTP 1.00

FGF21 7.70

CIB2 2.79

KRT10 1.06

GSTA3 1.63

GPM6A 2.76 *

PSAT1 4.14 **

UGT2b 1.65

PHDGDH 28.75 *

ASNS 7.17 *

Down-regulated genes fold decrease significance

INSIG1 -4.00 **

SDS -3.93

IDI1 -5.07 *

FADS2 -2.64 **

PCSK -7.19 *

FADS1 -5.97 **

STAC3 -2.95 **

PNPLA3 -25.29 *

OAT -8.85 **

FOS -4.04

*, p<0.5; **, p<0.01

 
Fig.1 肝臓特異的転写因子によるα -TTPプロモーター活性の制御 	
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アミノ酸欠乏のマーカー遺伝子候補を選抜することもできた。今回選抜した遺伝子は、in vivo と培養肝

細胞でいずれもアミノ酸欠乏によって発現が上昇しており、生体における栄養欠乏状態を培養細胞でも

同様にモニターできるマーカーである。さらに、これらの遺伝子の制御因子として転写因子 ATF4 の重

要性が明らかになった。ATF4 は、アミノ酸欠乏に応答して翻訳活性が増加しすることが肝臓培養細胞

で明らかになっている。しかし、in vivo でもアミノ酸低栄養に応答してこの因子が活性化することはこ

れまで明確に示されておらず、ATF4 を介した遺伝子発現制御がアミノ酸欠乏のマーカー遺伝子を選択

する上で利用可能であることが明らかとなった。三次元培養肝細胞はさまざまな目的で利用されると予

想するが、細胞の状態や機能の評価にはそれぞれの目的に適したマーカーが必要となる。この際、発現

制御機構が明確になっているマーカーを使うことが重要であり、本研究の成果がその一助となることを

期待する。 
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血管形成の制御 
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血管内皮細胞増殖因子を担持させた高強度化アパタイトファイバースキャフォルドの作製と 

その in vitro および in vivo 評価 
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1. 緒言 

我々はこれまでにアパタイトファイバー(AF)を合成し、この AF と直径 150 mm および 20 mm の 2 種

類のカーボンビーズ(CB)を用いて作製した成形体に一軸加圧成形を施すことにより高強度化アパタイ

トファイバースキャフォルド(AFS)の作製に成功している[1], [2]。本研究では、様々な気孔率を有する高強

度化 AFS を作製し、それらに血管内皮細胞増殖因子(VEGF)を担持させ、内皮細胞を用いた in vitro 評価

や大型動物であるブタを用いた in vivo 評価を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 材料作製 

AF および高強度化 AFS は既報[1, 2]と同様のプロセスで作製した。なお、ここで得られた AFS は AF

の質量に対して 1, 5, 7 倍量の CB を添加していることから、例えば 1 倍の場合には“AFS100”と表記す

る。また、添加する CB の比率は、すべて 150 mm ビーズが 50 mass%、20 mm ビーズが 50 mass%である

ので、例えば“AFS100(50-50)”と略記する。続いて、VEGF 担持高強度化 AFS は既報[3]と同様のプロセ

スで作製した。ここで、VEGF を担持させた AFS を“AFS100(50-50)(+)”とし、担持していないものを
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“AFS100(50-50)(-)”と略記する。 

2-2 In vitro および in vivo 評価 

AFS700(50-50)を培養基材に用いて、血管内皮細胞のモデルとしてマウス不死化肝類洞内皮細胞(M1

細胞)[4]を所定の期間培養した。そのサンプルを用いて薄切切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン(HE)

染色により組織学的評価を行なった。また、[バイオセラミックスの細胞侵入性評価試験プロトコル

Rev(1)][5]にしたがって、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いて AFS への細胞侵入性評価試験を行なっ

た。 

In vivo 評価として、大型動物であるブタを用いてインプラント実験を行なった。使用サンプルは

AFS100(50-50)(+), AFS100(50-50)(-), AFS500 (50-50)(+) および AFS500(50-50)(-)であった。これを脛骨

に 4 週間埋入し、血管内皮細胞が特異的に発現するタンパク質である CD31 の定量および、材料の生体

内吸収性、新生骨形成量の定量評価を行なった。 

 

3. 実験結果と考察 

3-1 In vitro 評価 

AFS700(50-50)(+)および AFS700(50-50)(-)を用

いて M1 細胞を 21 日間培養し、切片を作製して

HE 染色した結果を Fig. 1 に示す。Fig. 1 より

AFS700(+)の方がより多くの細胞を観察すること

ができ、VEGF 担持 AFS は内皮細胞の増殖を促進

させていることが確認できた。 
次に、AFS100(50-50), AFS500(50-50)および

AFS700(50-50)を用いて細胞侵入性評価試験を行

なった結果を Fig. 2 に示す。Fig. 2 より、AFS700 が最も長い細胞

侵入距離を示した。気孔率が高い AFS ほど細胞侵入距離が長い

という結果が得られた。 

 

3-2 In vivo 評価 

AFS100 および AFS500 をブタの脛骨に 4 週間のインプラント

し、取り出したサンプルで切片を作製してトルイジンブルー(TB)

染色したものを画像処理ソフトを用いて AFS 内に新生した骨を

定量化した結果を Fig. 3 に示す。Fig. 3 より、AFS100 と比較して

AFS500 においてより多い骨形成率を示した。また、AFS500 にお

いて VEGF を担持させることにより、さらに骨形成を促進させて

いることがわかった。AFS100 において差が見られなかったのは VEGF 徐放挙動が AFS500 と比較して

緩やかであることが要因として考えられる。 

次に、血管内皮細胞が特異的に発現するタンパク質である CD31 を免疫染色し、その発現領域を画像

解析ソフトを用いて面積率を算出した結果を Fig. 4 に示す。Fig. 4 より、AFS100(50-50)(-)と

AFS100(50-50)(+) の間に CD31 の発現領域には差は観られなかったが、 AFS500(50-50)(-) と

Fig. 1 切片の HE 染色画像: 

a) AFS700(50-50)(+), b) AFS700(50-50)(-) 

Fig. 2 細胞侵入距離 
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AFS500(50-50)(+) に

間にはおよそ倍の差

が 観 ら れ 、

AFS500(50-50)(+) が

最も多くの CD31 を

発現していることが

わかった。CD31 の発

現が観られたことか

ら AFS 内部に周辺組

織からの血管侵入あ

るいは血管新生が生

じたものと考えられ、

AFS500(50-50)(+) は

最も血管を導入しうる材料であると考えられる。 

以上の結果から、本研究で作製した VEGF 担持高強度化 AFS は、より多くの細胞侵入を可能とし、

生体内において骨形成を促進させる DDS キャリアとして期待できる。特に、AFS500(50-50(+)は、細胞

が侵入するのに充分な細孔径を保有し、VEGF を担持可能なことから、血管新生を誘導するティッシュ

エンジニアリングのための新規な足場材料として有効であると期待できる。 
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1. 緒言 

近年、事故や疾患などで失った組織を再生させるティッシュエンジニアリングが注目されている。

我々は骨再生のためのスキャフォルドに着目して、尿素の加水分解を利用して合成されるアパタイトフ

ァイバー (AF) と二種類の粒径のカーボンビーズ (CB) を混合し焼失させることによって、三次元的に

細胞培養可能なアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) の開発に成功している[1]。また、作製し

た AFS の前駆体に一軸加圧を加えることで「高強度化 AFS」の作製にも成功している[2]。本研究の目

的は、組織機能を高いレベルで維持することが可能な再生組織の構築である。これを達成するためには

再生組織への血管の導入が必要であると考えた。また、血管の内皮を構成する血管内皮細胞を増殖させ

る因子として血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) が知られている。そこで、VEGF が血管内皮細胞に与える

影響をヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) を用いて調査した。また、VEGF を高強度化 AFS に担持させて

「VEGF 担持高強度化 AFS」を作製した。作製した VEGF 担持高強度化 AFS を大型動物であるブタの筋

および脂肪に埋入し in vivo 評価を行なったので報告する。 
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2. 実験方法 

1) 高強度化 AFS の作製 

 合成した AF の質量に対して、粒径 20 mm および 150 mm の CB を合わせて 1, 3, 5 および 7 倍量となる

ように添加してスキャフォルド“AFS100, AFS300, AFS500, AFS700”を作製した。なお、CB は、20 mm

のものを 50 mass%、20 mm のものを 50 mass%ずつ混合して添加した。 

 

2) VEGF 担持高強度化 AFS の作製と薬剤徐放実験挙動 

 AFS と VEGF は互いに正の電荷を帯びており、静電気的な相互作用により、AFS へ VEGF を担持させ

ることが難しい。そこで、負の電荷をもつウシ血清由来アルブミン溶液 (BSA)を AFS と VEGF とのバ

インディング剤として利用した。VEGF 担持高強度化 AFS (高さ: ~7.5 mm, 直径: ~3.6 mm) は、はじめに

高強度化 AFS を BSA 中で脱気し、4 ºC で 24 時間浸漬させた。その後、高強度化 AFS に VEGF 溶液 (高

強度化 AFS 1 個当たり 10 または 100 ng の VEGF を含んだ PBS 溶液) を滴下して減圧脱気後、凍結乾燥

させた。ここで、高強度化 AFS500 に VEGF 溶液 10 ng 滴下したサンプルを “AFS500(10)”と表記する。 

 VEGF 担持高強度化 AFS500(100)を 50 cm3 の遠沈管に入れ、PBS (-) 10.0 cm3 を加えた。この遠沈管を

恒温振盪槽機 (37 ºC, 50 回·min-1) で、1 日毎に溶液を採取し、Human VEGF ELISA kit Quantikine® (R&D 

Systems) を用いて VEGF 放出量を測定した。 

 

3) VEGF 添加培地による血管内皮細胞の培養 

 24 well plate 上に HUVEC (3.0×104 cells·cm-3) を播種し、7 日間培養を行なった。HUVEC の専用培地と

して、Endothelial Cell Growth Medium 2 kit を用いた。1 well 当たりの培地量は 1 cm3 であり、1 well 当

たりに VEGF が 10 ng または 100 ng (VEGF 濃度 : 10 ng·cm-3, 100 ng·cm-3) が添加されているように培地

を調製した。培養後、細胞増殖性とヘマトキシリン･エオジン (HE) 染色、内皮細胞に特異的に発現が

みられる CD31 および von Willebrand 因子 (vWF) の免疫染色を行なった。 

 

4) VEGF 担持高強度化 AFS を用いた in vitro 評価 (TranswellⓇを用いた間接培養試験) 

 これまでに、in vivo における最適なスキャフォルドは AFS500 であることが分かっている。そこで、

AFS500 に加えて、それよりもさらに気孔率の高い AFS700 および気孔率の低い AFS100 を試験片として

使用し、これらに 2)と同様の方法で VEGF を担持させた (高さ: ~1.8 mm, 直径: ~14 mm) 。さらに、

TranswellⓇを用いて間接培養を行ない、VEGF 担持高強度化 AFS から徐放された VEGF による細胞への

影響を調べるために、細胞増殖性と細胞形態を調査した。 

 

5) VEGF 担持高強度化 AFS への細胞侵入性試験 

 作製した高強度化 AFS の細胞侵入性を評価するために、「バイオセラミックスの細胞侵入性評価試験

プロトコル Rev(1)」[3] にしたがって実験を行なった。作製した VEGF 担持高強度化 AFS (高さ: ~1.8 mm, 

直径: ~14 mm) はエチレンオキサイドガス (EOG) 滅菌により処理した。6 well plate に 5.0×105 cells · 

well-1 で HUVEC を播種し、3 日間培養しコンフレントな状態にした。そこへ AFS500(0), AFS500(10), 

AFS500(100)の三種類のサンプルを 1 well に一つずつ設置し、サンプルの重石として滅菌済みのステン

レスリング (SUS316 stainless steel double ring) を用いた。サンプル設置 3 日後、サンプルを取り出し、

ギムザ染色を行なった。 
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6) VEGF 担持高強度化 AFS を用いた HUVEC の三次元培養 

 2)で作製したVEGF担持高強度化AFSを 24 well plateに設置した。そこにHUVEC を播種 (3.0×104 cells 

· cm-3) し、9 日後にサンプルを取り出し、凍結切片を作製した。形態観察では、HE 染色、CD31 および

vWF の免疫染色を行なった。 

 

7) in vivo 実験 

 2)で作製した VEGF 担持高強度化 AFS サンプルは EOG 滅菌により処理し、ブタの筋および脂肪に 4

週間埋入した。取り出し後、作製したサンプルの切片を HE 染色、CD31 および vWF による免疫染色を

行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) 高強度化 AFS の作製 

 XRD の結果より、すべての AFS の結晶相は水酸

アパタイト単一相であった。SEM による微細構造

観察より、CB焼失部分に気孔が確認できた。また、

CB 添加量の添加に伴い、気孔率および吸水率は増

加し、圧縮強度は CB 添加量に伴い低下した。 

 

2) VEGF 担持高強度化 AFS からの薬剤徐放挙動 

 図 1 に VEGF 担持高強度化 AFS からの VEGF 徐放

挙動を示した。バインディング剤が BSA 溶液の場合

は、VEGF は 1 日目で初期バーストが認められたもの

の、その後徐放量は徐々に増加した。一方、PBS 溶液

を用いた場合は、VEGF の徐放はほとんど認められな

かった。これらの結果から、BSA が AFS と VEGF と

のバインディング剤として有効であることが分かり、

以降の研究では BSA をバインディング剤として用いることを決定した。 

 

3) VEGF 添加培地による血管内皮細胞の培養 

 VEGF 添加濃度に伴う細胞増殖性の違いは見ら

れなかったが、いずれも細胞は良好に増殖してい

ることから、VEGF の細胞毒性は見られなかった。

また、図 2 に HE 染色の結果を示した。VEGF を 100 

ng 添加した培地で HUVEC を培養したサンプルで

は、細胞が渦を巻くような形態を示した。CD31 お

よび vWFによる免疫染色でも同様の結果が得られた。このことから、VEGFがHUVECに与える影響は、

細胞増殖よりも先に細胞形態に違いが出ることが明らかとなった。 

サンプル AFS100 AFS300 AFS500 AFS700

気孔率 / % 67.5 84.6 89.3 91.4

吸水率/ % 71.5 214 294 410

圧縮強度/ MPa 8.2 0.67 0.19 0.10

表1) 高強度化AFSのキャラクタリゼーション

図 2 HE染色による形態観察
血管内皮細胞専用培地にVEGF (a) 0 ng·cm-3, 

(b) 10 ng·cm-3, (c) 100 ng·cm-3 添加しHUVECを7日間培養した。
赤紫 : 細胞核, ピンク : 細胞質
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4) VEGF 担持高強度化 AFS を用いた in vitro 評価 

(TranswellⓇを用いた間接培養試験)  

 図 3 に示した細胞増殖性の結果と HE 染色、CD31 による免疫染色、よ

り、いずれのサンプルでも細胞は良好に増殖していた。しかし、サンプル

毎の差はほとんどなかったことから、気孔率と強度の高い AFS500 を以降

の実験で用いることに決定した。 

 

 

5) VEGF 担持高強度化 AFS への細胞侵入性試験 

 各 AFS のギムザ染色後の細胞接着面の画像と

AFS 除去後の well plate の染色画像を図 3 に示し

た。図 3 より、どの AFS においても、plate 上で

コンフレントになり行き場をなくした細胞が

well plate から AFS へ移動し AFS 側で多くの細

胞が染色されている様子が観察された。 

 

6) VEGF 担持高強度化 AFS を用いた HUVEC の三次元培養 

作製した切片を染色した結果を図 5 に示した。VEGF 担持高

強度化 AFS 上で HUVEC を培養することで、細胞が AFS の骨

格に沿って増殖していた。また、免疫染色により、CD31 およ

び vWF の発現が確認された。しかし、VEGF 量に伴う有意な

差は見られなかった。この要因としては、短期間の培養である

ため、VEGF を効果的に活用することができなかったためでは

ないかと考えられる。 

 

7) in vivo 実験 

 筋に埋入したサンプルの HE 染色の結果から、いずれのサンプ

ルでも血球が局在している様子が確認できた。特に、AFS500(100)

では、血管と思われる組織が多く観察された。それらが血管であ

るかを確かめるために、CD31, vWF を用いた免疫染色を行なった

ところ、すべてのサンプルでそれぞれの発現がみられた。また、

図 4 に示した AFS500(100)では、AFS500(0), AFS500(10)と比較す

ると CD31 および vWF の発現が多く見られ、血管様の組織の形成

が認められた。これらの結果より、筋埋入サンプルでは AFS への

VEGF 担持量に伴い、血管内皮細胞が多く存在することが分かっ

た。続いて、脂肪に埋入したサンプルも同様に血球が集合してい

る部分が見られ、CD31 および vWF 陽性の細胞も散見された。 

 

 

(a)

図 5 AFS500(100)の形態観察
(a) HE染色, (b) 免疫染色

(a ; 赤紫 : 細胞核, ピンク : 細胞質, 
b ; 青 : 細胞核, 赤 ; CD31, 緑 : ｖWF)
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図3 間接培養における細胞増殖
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図4 ギムザ染色後のwell plate とAFSの表面
(a) AFS500(0), (b) AFS500(10), (c) AFS500(100)
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図 6 筋肉埋入AFS500(100）の
免疫染色のMerge画像
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(青 : DAPI, 赤 : CD31, 緑 : vWF)
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4. 結論 

本研究では、高強度化 AFS を用いて、血管新生を誘導する材料を指向した VEGF 担持高強度化 AFS

を作製し、血管内皮細胞の細胞応答性や大型動物のブタにおける血管形成を含む生物学的評価を行なっ

た。 

 本研究で作製した高強度化 AFS は、HAp 単一相であった。 

 VEGF が HUVEC に与える影響を調査したところ、渦を巻くように細胞が局在しており形態に影響を

及ぼすことが分かった。この VEGF を高強度化 AFS に担持させた「VEGF 担持高強度化 AFS」は、初期

バーストが確認されるものの、細胞侵入性は良好であり、三次元培養のための材料としても有効であっ

た。さらに、この VEGF 担持高強度化 AFS をブタの筋に埋入した際には、AFS500(100)では、他の材料

よりも血管と思われる構造を多く観察することができた。 

以上の結果から、本研究で作製した VEGF 担持高強度化 AFS500(100)は、血管新生を誘導するティッ

シュエンジニアリングのための新規な足場材料として期待できる。 
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1. 緒言 

近年、超高齢社会の到来にともない悪性新生物(がん)による死亡率が年々増加傾向にある。がん治療

法には、外科的治療法や放射線療法、温熱療法などあるが、いずれもいくつかの課題がある。そこで、

我々は新たな低侵襲ながん治療として抗がん剤をリン酸カルシウム微小球に担持させた薬物送達シス

テムの開発に取り組んでいる[1]。この微小球は超音波噴霧熱分解法により合成される[2]。この方法は合

成粉体の組成制御を行なうことが容易であり、さらに内部を中空とする微小球を得ることが可能である。

本研究では、超音波噴霧熱分解時にフラックス成分である硝酸カリウム(KNO3)を添加することにより、

表面にナノサイズの微細孔を備えた中空微小球を調製し、その粉体性状を評価した。さらに、得られた

微小球からの抗がん剤（モデル薬剤：ドキシフルリジン）の放出挙動および細胞毒性についても調査し

たので報告する。また、血管新生抑制剤(モデル薬剤：TNP-470)担持微小球を用いた FU-MMT-3 細胞皮

下植え付けヌードマウスの抗腫瘍効果の検証結果についても記載する。 

 

2. 実験方法 

試料溶液は Ca/P 比が 1.50 となるように、0.60 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4H2O, 0.40 mol·dm-3 (NH4)2HPO4, 

0.50 mol·dm-3 HNO3 および 0.80 mol·dm-3 KNO3を混合して調製した。上記の試料溶液を用いて、超音

波噴霧熱分解(熱分解温度：上部 850 ˚C, 下部 350 ˚C；超音波振動数 2.4 MHz)を行ない、リン酸カルシ

ウム微小球を得た。添加したフラックスは、微小球を合成後、純水中で超音波洗浄することで除去した。

得られた微小球の粉体性状を粉末 X 線回折法(XRD), 赤外分光光度法(FT-IR), および走査型電子顕微鏡

法(SEM)等を用いて調査した。 



 

256 
 

また、実際に得られた微小球に薬剤モデルとして、抗がん剤ドキシフルリジンを担持させ、その薬剤

徐放特性および細胞毒性を調査した。ドキシフルリジンを純水で 25 ppm に調製し、この溶液 12 cm3 を

微小球 0.6 g に加え、混合し凍結乾燥することで薬剤を担持させ「薬剤担持微小球」を調製した。この

薬剤担持を微小球生理食塩水中に浸漬させ、放出した薬剤成分を紫外可視分光光度計法(波長: 269 nm)

より測定して微小球からの薬剤徐放量を決定した。また、HeLa 細胞を 10%牛胎児血清を含む D-MEM

培地で 1 日前培養し、ついで所定の濃度のドキシフルリジンを含む培地に交換することでドキシフルリ

ジンの細胞毒性を調査した。 

さらに、表面にナノポアを備えた微小球からの二段階徐放や溶解性の違いによる影響を確認するため

皮下植え付けヌードマウスによる抗腫瘍効果の検証を行なった。無添加/塩添加(KNO3 0.8 mol·dm-3)洗浄

粉体 0.60 g にエタノールで調製した 2000 ppmTNP-470 溶液を 12 mL 加え、24 時間凍結乾燥することで

担持させた。その後、1.5 mL のマイクロチューブに凍結乾燥した TNP-470 担持微小球を 25 mg ずつ分注

し、EOG 滅菌を 2 回行なった。この微小球をシリンジでマウス腫瘍近傍に 2 日に 1 回注射した。 

 

3. 実験結果と考察 

合成した微小球の SEM 画像および比表面積の測定値を図 1 に示す。SEM による形態観察により、得

られた微小球は球状粒子から構成されており、それらの粒子径は 0.5 μm～5 μm の範囲であった。また、

表面に微細な気孔が形成されていることが確認さ

れた。これは洗浄操作によりフラックス成分である

過剰な KNO3が表面から消失したためだと考えられ

る。さらに、KNO3 を添加すると、添加していない

微小球と比較して、その比表面積は大幅に増加した。 

図 2 に無添加/塩添加微小球からのドキシフルリ

ジンの徐放プロファイルを示す。表面に微細気孔を

持たない無添加微小球からの薬剤徐放は、バースト

に近かったのに対し、微細気孔を備えた塩添加微小

球では、より持続的な徐放を可能にし、総計徐放量

も増加した。各微小球から放出した薬剤の最終濃度

はそれぞれ 19.88 ppm, 24.67 ppm であった。 

また、HeLa の増殖性に及ぼす培地中のドキシフ

ルリジン濃度の影響において、20, 40 ppm では

0 ppm と比較すると増殖は抑制されていたが、細胞

の増殖性に与える影響はほとんど変わらなかった。

また、100 ppm においてより細胞の増殖を抑制して

いることが確認された。この結果と図 2 で示した

25 ppmドキシフルリジン担持塩添加微小球の最終薬剤濃度が 24.67 ppmであったことをあわせて考える

と、ナノポアを備えた微小球は腫瘍細胞の増殖を抑制するのに有効な薬剤キャリアであることが分かる。 

さらに、皮下植え付けヌードマウスによる抗腫瘍効果の検証結果から、抗腫瘍効果の観点では TNP

担持セラミックスである、無添加・塩添加ともに有効であることがわかった。また、TNP-470 の抗腫瘍

KNO3 0.8 mol·dm-3添加無添加

SEM像

0.5 µm 0.5 µm

比表面積 14.40 m2·g-1 36.92 m2·g-1

図1 微小球のSEM形態観察および比表面積測定結果図 1 微小球の形態観察および比表面積測定結果 
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図2 ドキシフルリジンを担持した微小球からの薬剤徐放プロファイル

KNO3 0.8 mol·dm-3 添加

無添加

図 2 ドキシフルリジンを担持した微小球からの薬

剤徐放プロファイル 
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効果は非常に有効であるが、無添加微小球では初期放出が早いため効きすぎることで薬物毒性を与える

ことも確認された。これらのことより、塩添加微小球では抗腫瘍効果では無添加とあまり変わらないも

のの、安全性において無添加よりも優れていることがわかった。 

以上の結果より、本研究で創製した「表面にナノポアを備えたリン酸カルシウム中空微小球」は、新

しいがん化学塞栓療法のための薬剤徐放担体としての応用が期待できる。 
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悪性子宮腫瘍株移植腫瘍に対する血管新生阻害剤を担持した KNO3添加中空微小球の抗腫瘍効果と血

管新生阻害能の検討 

 

江本  精１）・矢野杏子（研究協力者）2）・ 

チョイジャムツ バトスレン（研究協力者）1）相澤 守 3） 

 

1) 国際医療福祉大学・福岡山王病院 

2) 福岡大学医学部病理学 

3) 明治大学理工学部応用化学科 

 

Anti-tumor and anti-angiogenic effects of KNO3 Ceramics Microspheres loaded with TNP-470 for Uterine 

Cancer Xenografts 

 

Makoto Emoto1), Kyoko Yano2), Choijamts Batsuren1), Mamoru Aizawa3) 

 
1) International University of Health and Welfare and Fukuoka Sanno Hospital 

2) Department of Pathology, School of Medicine, Fukuoka University 

3) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

 

1. 緒言 

1-1 TCP アパタイトセラミックス微小球を用いた固形がんに対する新たな化学塞栓療法の開発 

 著者らは、難治性の固形がんに対して TCP アパタイトセラミックス微小球を用いた癌化学塞栓療法の

開発を行ってきた。前回の研究では、血管新生阻害剤であるフマジリン誘導体 TNP-470（武田薬品工業）

をセラミックス微小球に担持することに成功し、我々が樹立した子宮癌肉腫細胞株(Emoto M, et al. 

Cancer 1992)のマウス移植腫瘍への同微小球の投与を行った。その結果、有意な腫瘍増殖抑制効果と血

管新生阻害効果が認められ、これらの効果は同微小球の化学塞栓効果に起因すると考えられた 1)。 

1-2  より精密で安全ながん化学塞栓療法を目指して 

 今回の研究では、TNP-470 を担持したセラミックス微小球の「安全（生体への侵襲が小さい）でより

精密に調整された徐放」を目指すことを課題とし、KNO3添加中空微小球（表面に多数のナノポア）を作

製した。 

 

2. 実験方法 

2-1 FU-MMT-3子宮癌肉腫細胞株移植腫瘍に対するKNO3添加中空微小球を用いた治療 

 子宮癌肉腫は、以前から癌幹細胞腫瘍ではないかと推察されていた極めて悪性度の高い腫瘍である。

我々はこれまでの研究と同様に同腫瘍から樹立したFU-MMT-3株2)を用いて今回の化学塞栓療法の研究を

行った。また、前回の研究で開発したTCPセラミックス微小球を改良し表面にナノポアを備えた（KNO3

添加による）アパタイト中空微小球を用いた。 
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2-2 マウス有害事象の評価 

 これまでの研究3-6)と同様に、癌治療の有害事象の評価としてマウスの体重減少の有無を検討した。同

時にマウスの神経学的異常（TNP-470による有害事象）の有無も評価した。 

2-3 TCPセラミックス微小球の化学塞栓効果 

 前回の研究と同様、治療期間が終了した後に全身麻酔下にマウスを屠殺、移植腫瘍を切除し、ホルマ

リン固定後にヘマトキシリン・エオジン染色を行い組織内における微小球の有無と腫瘍壊死の評価を行

った。 

2-4 微小血管密度の評価 

 前回の研究と同様、治療期間が終了後に切除した移植腫瘍に対して、抗CD31抗体を用いた免疫組織化

学染色を行い、微小血管密度(Microvessel Density)の評価を行った。 

2-5 マウス生存率曲線 

 治療の効果を判定するため、マウスの生存日数を算定し、カプラン・マイヤー法にて生存率曲線を作

製、ログランク検定を行った。 

 
3. 実験結果 

3-1 腫瘍体積 

 TNP-470 担持 KNO3 添加微小球群および TNP-470

担持無添加微小球群は、コントロール群と比較して

腫瘍増殖を有意に抑制した（図 1)。しかし、両群間

の平均腫瘍体積に有意差はなかった。 

3-2 マウス体重 

 治療の有害事象の指標の一つであるマウスの体重

減少については、いずれの治療群とも有意な減少は

認められなかった（図２）。また、いずれのマウスに

おいても痙攣や振戦等の神経学的異常は認められな

かった。 

3-3 マウス生存日数 

 コントロール群と比較して、無添加微小球群は有

意な生存日数の延長を、また TNP-470 担持 KNO3

添加微小球群と KNO3 添加微小球群は生存日数延

長の傾向を認めた。TNP-470 担持無添加セラミック

ス微小球群は治療中に２匹死亡したが、TNP-470 担

持 KNO3 添加微小球群では治療中の死亡はなかっ

た。 

3-4 腫瘍組織の病理組織学的検討（HE 染色および

CD31 免疫染色） 

 腫瘍内の多くの微小血管の中にセラミックス微小球の集簇が確認された（図３）。いずれの治療群に

おいても壊死領域が大きく、化学塞栓療法の組織学的効果が示唆された（図４）。コントロールに比較

図 1：子宮癌肉腫細胞株 FU-MMT-3 移植腫瘍

の体積の推移（縦軸は体積：単位は mm3） 

図 2: 治療期間中のマウス体重の推移

（縦軸は体重：単位は g） 
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して、TNP-470 担持無添加微小球群及び TNP-470 担持 KNO3 添加微小球群は有意に微小血管密度の低下

を認めた（図５）。また、薬剤なしの微小球投与でも血管新生阻害効果があることも示唆された。尚、

全てのマウスにおいて腫瘍の転移は認めなかった。 

 

4. 考察 

 これまでの研究履歴において、子宮癌肉腫細胞株

の異種移植系に対するTNP-470単独療法は治療効果

が大きい反面、強い有害事象（高度の体重減少）も

認められた。今回、同薬を KNO3 添加セラミックス

微小球に担持し化学塞栓療法を行うことにより、治

療効果を損なわず、より調節された緩やかな徐放

(control release)が可能となる事が示唆された。今回

の実験では無添加微小球群とKNO3添加微小球群間

において治療効果の有意な差はなかったが、KNO3 添加セラミックス微小球群では治療中の死亡例はな

く、無添加セラミックス微小球と比較して KNO3 添加セラミックス微小球の薬剤キャリアとしての精密

な徐放効果と生体に対するより高い安全性が示唆された。 
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5. 血管を含む組織再生 
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1. 緒言 

近年、幹細胞の基礎研究が進展し、iPS (induced pluripotent stem cell)細胞を含む幹細胞による臓器構築

技術には期待が寄せられている。しかしながら、幹細胞の多分化能に関する研究の多くが二次元培養に

よる成果であり、現段階では幹細胞から移植可能な三次元的な構造をもった再生臓器の構築は実現され

ていない。細胞・増殖因子、そして足場材料を利用して如何に三次元的な構造を有する臓器構築を試み

るかが課題である。 

骨組織に注目すると、骨再生を実現するためには、骨幹細胞の供給と共に、機能的な組織構築を行な

うための細胞を取り巻く環境、すなわち、適切な細胞の足場(スキャフォルド)を開発することが必要で

ある。同時に、骨再生組織への「血管新生の誘導・制御」が骨再生過程において非常に重要となる [1, 2]。

そこで、本研究では、生体硬組織の再生を実現させるために、優れた生体活性を有するアパタイトファ

イバー(Apatite fiber; AF)からなる三次元培養可能な多孔質スキャフォルド(Apatite-fiber Scaffold; AFS)を

創製した [3, 4]。はじめに AFS において骨髄間質細胞を培養し、その増殖や分化過程について解析する

ことで、AFS が三次元的な構造を有する骨組織を再生するために適した足場材料であるかを評価した。

さらに、AFS において血管内皮細胞と骨芽細胞を共培養することにより、AFS が血管侵入をサポートで

きる骨再生環境を提供し、骨再生と血管新生を誘導することが可能な材料であるかを解析した。 

 

2. 実験方法 

1) AF の合成と AFS の作製 

試料溶液は水酸アパタイト(HAp) の化学量論組成である Ca/P 比 1.67 となるように Ca(NO3)2·4H2O, 

(NH4)2HPO4, (NH2)2CO および HNO3 を混合して調製した。この溶液を 80°C で 24 時間、ついで 90°C で

72 時間加熱して AF を合成した。得られた AF に対して質量比で 10 倍量のカーボンビーズを添加し、
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15 mm の塩ビ管へ注ぎ、吸引ろ過することで、成形体を作製した。得られた成形体を 1300°C で 5 時

間水蒸気雰囲気下で焼成すること AFS を得た [3, 4]。なお、カーボンビーズは粒径 150 mm のものを利

用した。 
 

2) AFS における骨髄間質細胞の骨分化過程の解析 

AFS を 24 well plate へセットし、100% ethanol で親水処理した後に、-MEM 培地に懸濁した bone 

marrow-derived mesenchymal stromal cells (BMSCs)を 1×106 cells 播種し、一定期間培養した。なお、BMSCs

は 7 週齢の Wistar ラット骨髄より単離し、増殖培地には 10% FBS/-MEM、分化誘導培地には増殖培地

へ 10 nM DEX, 1 mM Na-GP, 200 mM ascorbic acid を添加した。 

組織学的評価には、一定期間細胞を培養した AFS を O.C.T.-compound へ包埋し、cryostat を用いて凍

結薄切切片を作製し、HE, Alizarin Red, Alcian Blue, Sudan IV 染色などを行なった。 

遺伝子レベルでの解析を行なう際は AFS もしくは Tissue culture plates (TCPs) で一定期間培養した細

胞から RNA を抽出後、cDNA を合成した。これを鋳型に RT-PCR を行ない、バンド強度を測定するこ

とにより分化マーカー遺伝子の発現レベルを半定量した。 

 

3) 血管内皮細胞と骨芽細胞の共培養 

 培養には、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC, Lonza)およびヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞(MG-63, Riken 

cell bank)を用い、任意の割合で一定期間単独もしくは共培養を行なった。HUVEC のみの培養には EGM-2

培地(Lonza)、MG-63 のみの培養には Eagle’s MEM 培地 (Sigma)を用いた。なお、共培養時は EGM-2 培

地を利用した。また、AFS における培養は、以下の手順で行なった。24 well plate へセットした AFS を

エタノールにて親水処理し、これに MG-63, MG63+HUVEC, もしくは HUVEC 細胞の懸濁液を 0.25 ml

添加し、10 分程度静置した。その後、さらに培地 2 ml を加え、一定期間培養を行なった。この時、コ

ントロールには 24 well Tissue culture plates (TCPs)を用いた。 

 
4) 血管内皮細胞と骨芽細胞の共培養時における生物学的評価  

 TCPs における細胞増殖性は、培養後Trypsin 処理した細胞の数をカウントすることによって評価した。

共培養した細胞に関しては、フローサイトメーターを用いて、骨芽細胞と血管内皮細胞の割合を決定し、

各細胞の細胞数を算出した。組織学的評価には、一定期間培養した細胞を 4% PFA により固定し、0.25% 

TritonX-100 で膜処理した後、各種染色(HE 染色、免疫染色)を行なった。AFS に関しては、培養後の AFS

を O.C.T.-compound へ包埋し、cryostat を用いて凍結薄切切片を作製した後に各種染色を実施した。骨分

化レベルの解析には、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性をラボアッセイ ALP キット(Wako) を利用

して測定した。ALP 活性染色は TRAP/ALP 染色キット(Wako)を用いた。石灰化の評価は OsteoImage 

(Lonza)により行なった。また、血管新生の評価には、培養液中の VEGF (endothelial growth factor)を Human 

VEGF Assay Kit (IBL)により定量した。フローサイトメトリーによる解析では、血管内皮細胞の分離に

FITC-CD31 抗体(BD)を用いた。また、免疫染色には、血管内皮細胞のマーカーである von Willebrand factor 

(vWF, Abcam)および CD31 (DAKO)抗体を使用した。 

 

3. 結果と考察 

1) AFS のキャラクタリゼーション 
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作製した AFS の結晶相はアパタイト単一相であ

り、気孔率は約 98%であった。AFS の微細構造を

図 1 に示す。AFS は繊維の絡み合いによるミクロ

気孔(図 1b)に加え、カーボンビーズ (粒径 150 mm) 

に由来するマクロ気孔(図 1c)が観察された。 

 
2) AFS における BMSCs の骨分化過程の解析 

 はじめに AFS 内部における細胞の局在について調

べるために、培養 7 日後のスキャフォルドの薄切切

片を作製し、HE 染色を行なった(図 2)。その結果、

細胞は AFS 骨格に沿うように局在しており(図 2a)、

培養日数が経過するとカーボンビーズの消失により

生じたマクロ気孔を埋めるように細胞が増殖するこ

とが分かった(図 2b)。また、共焦点レーザー顕微鏡

による観察から、播種した細胞は培養時間の経過と

共に AFS 内部へと侵入し、さらに、AFS 内部では細

胞-細胞間の三次元ネットワークを構築していること

が分かった (data not shown)。 

 次に、BMSCs の局在と骨分化の関係を調査した。

細胞の局在観察には、細胞骨格アクチンと核を、石

灰化の確認には、Alzarin red によりカルシウムの沈着

を、骨基質の産生には Alcian blue により多糖類を染

色した(図 3)。その結果、細胞はミクロ気孔での増殖

の後に、マクロ気孔を利用して増殖していることが

分かった。また、培養 14 日目以降は石灰化が顕著に

確認され、さらに AFS 外周部で多量な基質が産生さ

れることが明らかになった。 

図 1. SEM による AFS の微細構造の観察像 
(a) AFS の微細構造, (b) ミクロ気孔, (c) マクロ気孔 

50 μm

(a) (b) (c) 

(a) (b) 

図 2. HE 染色による AFS 内部の細胞の局在観察 
←:ミクロ気孔, *: マクロ気孔 

Actin/Nuclei Alizarin red Alcian blue 

図 3 . AFS における細胞の局在と骨分化の関係 
培養 14 および 21 日後の AFS 内部における細胞の

局在をアクチンおよび核染色により観察。Alizarin 
red によりカルシウムの沈着を、Alcian blue により

骨基質の産生を観察。 

図 4 . 異なる培養基材における BMSCs の骨分化 
マーカー遺伝子の発現量の比較 

AFS または TCPs (dish)で培養した BMSCs の骨分化マ

ーカー遺伝子(a: type I collagen; ColI, b: osteocalcin; OC)
の発現量を RT-PCR により半定量解析 

(a) (b) 

図 5 . 異なる培養基材における BMSCs の 
脂肪細胞への分化 

培養 21 日後の AFS またはポリスチレン dish で培

養した BMSCs の脂肪細胞への分化を Sudan IV 染

色により観察した。上段を強拡大した図が下段と

なり、スケールはそれぞれ 1 mm, 100 mm である。 

Dish AFS 
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 さらに、骨分化に関して、その遺伝子発現をいくつかの骨分化段階に応じたマーカーを用いて RT-PCR
により半定量解析を行なった。TCPs (dish)で培養した場合と比較すると、dish では培養初期にマーカー

遺伝子の発現がピークに達し、その後減少する傾向が認められたのに対し、AFS では、培養日数の経過

と共に発現量が増加し、それが維持されていることが分かった。細胞は足場の材質や三次元性から分化

誘導を受けるため、AFS の提供する三次元的な培養環境が骨分化を促進している可能性が示唆された。

最後に AFS の分化選択性についても評価を行なった。BMSCs は未分化間葉系細胞を含む細胞であり、

骨、軟骨、脂肪、筋肉といった間葉系組織へ潜在的に分化する能力を持つ。そこで、AFS が BMSCs に
対し、様々な種類の細胞へ分化可能な環境を提供できるかどうかを調べるために、中性脂肪を染める

Sudan IV 染色を行なうことで、BMSCs の脂肪細胞への分化能について調べた(図 5)。その結果 dish では

培養 21 日目以降になると脂肪滴の存在が確認されたが、AFS ではそれは確認されず、脂肪への分化が

抑制されている可能性が考えられた。これは AFS の培養環境が細胞の分化を骨分化の方向へと誘導させ

る能力を持つことを示唆している[3]。 
 
3) 二次元培養基材(TCPs)における血管内皮細胞と骨芽細胞の共培養 
 骨は、血管分布の非常に高い組織であり、そのモデリング・リモデリングには血管新生が密接に関連

していると言われている。血管新生において、最も重要な因子の一つである VEGF は、血管内皮細胞だ

けではなく、正常な骨芽細胞においても産生されていることからもまた骨形成への血管新生の重要性を

理解することができる [5]。そこで、本研究ではまず TCPs において血管内皮細胞(HUVEC)と骨芽細胞

(MG-63)を共培養し、血管内皮細胞の存在が骨芽細胞の増殖や分化にどのような影響を与えるかを調査

した。はじめに、MG-63 と HUVEC の関係を調

べるために、細胞形態の観察を行なった。なお、

MG-63 と HUVEC は 1:1 の割合で播種し、一定

期間培養した。観察の結果、共培養時にのみ、

目視により確認できるサイズのスフェロイド

状の細胞塊を形成した。次に、各細胞の形態を

顕微鏡により詳細に観察した結果、MG-63 およ

び HUVEC のみを単一培養した場合には、細胞

が単層で増殖したのに対し、MG-63 と HUVEC
を共培養した場合は、細胞の積層、凝集塊の形

成、毛細血管網の形成が確認された。さらに共

培養時の形態を継時的に解析してみると、細胞

が積層した後に、管腔が形成され、その後、毛

細血管網が形成されていたことが明らかにな

った。次に、2 つの細胞の存在比が細胞増殖能

や分化能にどのような影響を与えるかを調べ

るために、様々な割合(MG-63: HUVEC = 1:0, 
1:1, 1:2, 1:4)で混合した細胞を plate へ播種し、7
日間培養した。その結果、細胞の増殖性は 1:4 > 
1:2 > 1:1 > 1:0 の順に高なり、HUVEC の割合が

多くなると総細胞数が増加することが分かっ

た。また、この時、MG-63 単位細胞当たりの

ALP 活性も 1:4 > 1:2 > 1:1 > 1:0 の順に大きくな

った。そこで、MG-63: HUVEC = 1:4 の割合で

共培養した場合における 2つの細胞の関係をフ

ローサイトメトリーにより分離し、解析を行な

った(図 6a)。播種時、1:4 の割合であった細胞

図6. MG-63およびHUVECs共培養時における各細

胞の割合変化 
(a) FITC-CD31抗体を用いたFACSによるドットプ

ロット。CD31陽性細胞(CD31+) はHUVECs, CD31
陰性細胞 (CD31–)はMG-63を示す。 
(b) 共培養時におけるMG-63およびHUVECsの各

細胞割合の継時的変化 

図7. 単独培養およびHUVECとの共培養時に

おけるMG-63細胞の細胞増殖性の比較 
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数は、培養時間の経過と共に、総細胞数における

MG-63 の割合が増加し、培養 7 日目には MG-63 と

HUVEC の割合が 1:1 に変化した(図 6b)。ここで、

MG-63 に注目すると、HUVEC と共培養することに

より、MG-63 を単独で培養した場合に比べ、その

細胞増殖性が抑制されることが分かった(図 7)。し

かしながら、培養 7 日目の ALP 活性は、MG-63 を

単独で培養した場合に比べ、共培養した場合は、約

8 倍もの高い活性を示し、また、ALP 活性染色のデ

ータもこの結果を支持している(図 8)。これの結果

は既報とも一致しており[6]、HUVEC が骨芽細胞の増殖や分化を促進することを示した。 
 
4) 三次元培養基材(AFS)における血管内皮細胞と骨芽細胞の共培養 

はじめに、AFS 三次元培養環境下における共培養

時の骨芽細胞への影響については HUVEC: MG-63 = 

1:1 の条件で 28 日間培養した結果を以下に示す。培

養 28 日後の AFS から作製した薄切切片の HE 染色の

結果から、MG-63 単独での培養および MG-63 と

HUVEC の共培養はいずれの培養条件においても、細

胞は AF へ接着した後に、ミクロ気孔を利用して増殖

した。より詳細に AFS における細胞の分布を観察す

ると、MG-63 は、マクロ気孔の外周部から内部へと

増殖し、さらにマクロ気孔を架橋するように三次元

的に局在していた((図 9a)。一方、共培養した場合は、マクロ気孔を充填するようにそれぞれの細胞が増

殖し、一部では、管腔様の構造を形成していた(図 9b)。この血管様構造について、さらに詳細に解析す

るために血管内皮細胞のマーカーである vWF および CD31 の発現について免疫染色を行なった。その結

果、形成されていた管腔はいずれも vWF, CD31 陽性の細胞であり、HUVEC 由来の細胞から形成されて

いることが分かった(data not shown)。すなわち、AFS はその内部へ血管内皮細胞を誘導し、血管を形成

させることが可能な三次元的な骨形成の足場を提供できるということが示された。 

 さらに、細胞-細胞間の相互作用を調べるために、Bulk 状の AFS を染色することで、細胞の局在を観

察した(図 10)。細胞骨格タンパク質である F-actin (緑色)と血管内皮細胞のマーカーである CD31 (赤色)

を染色することにより、2 種の細胞の局在を観察した。その結果、HUVEC は播種面全体にシート状に

広がって増殖していた。また、HUVEC の存在しな

い部分に CD31 (-)の MG-63 が存在しており、両者

が直接接触しながら増殖している様子も観察され

た。一方、シート状に局在していたHUVECに対し、

内部に単独で存在していたHUEVCでは仮足の伸展

が認められず、丸い形状のまま点在していた。二次

元培養の場合にも観察されたが、管腔構造の形成に

は多数の細胞が存在していることが重要であった

ことから、細胞が点在してしまうことは管腔構造の

図8. MG-63細胞単独培養およびMG-63＋HUVECと
の共培養時におけるALP活性の比較(培養7日目) 
(a) MG-63 (mono-culture), 
(b) MG-63+HUVEC (co-culture), scale: 200 mm 

図9. HE染色によるAFSにおけるMG-63および

MG-63＋HUVECの細胞局在観察 
(a) MG-63 (mono-culture), (b) MG-63+HUVEC 
(co-culture), *:マクロ気孔, →:管腔様構造,  
Scale bar: 50 mm 

図10. AFSでの共培養時における細胞の局在 
*:マクロ気孔, 矢尻:毛細管様構造 
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形成には不利であると考えられる。しかし、培養 21 日目以降、特に 28 日目辺りになると、シート状に

存在していた HUVEC が管腔を形成し始めることが明らかになった。今回観察された管腔はいずれも播

種面状に形成されており、ここを起点に内部へと侵入する可能性が見出された。しかし、培養 35 日目

は MG-63 単独培養の結果と同様に、細胞数の減少が認められた。ただし、MG-63 と HUVEC を共培養

していると両細胞の細胞増殖性にも影響を与えているようで、それぞれ単独で培養するよりも細胞生存

率が向上している様子が認められた。なお、CLSM を用いて bulk AFS を観察した場合、細胞は播種面か

ら約 200 mm 程度まで存在していることが分かった。しかし、単独培養に比べ、共培養した方が細胞の

侵入性が高い傾向が認められた。 

次に、共培養による骨芽細胞の分化への影響を

調べるために、ALP 活性染色を行なった(図 11)。培

養条件に関わらず、ミクロ気孔内で細胞が多数存在

する箇所で ALP 活性を有する細胞が確認された。

特に、共培養時に ALP 活性を強く持つ細胞が多く

観察された。この結果は、三次元培養環境において

も骨芽細胞と血管内皮細胞を共培養すると、骨分化

を促進させる傾向にあることを意味している。さら

に、血管内皮細胞との共培養が、骨芽細胞の石灰化に対し、

どのような影響を及ぼすかを検証するために、Osteoimage

を用いて、石灰化レベルを評価した。その結果、MG-63

を単独で培養した場合、OsteoImage 試薬の多くは、AF へ

結合しており、石灰化が進行している様子はあまり観察さ

れなかったが、共培養系では単一培養系に比べ、細胞が局

所的に集中している部分で石灰化による蛍光が強く観察

された。このことから、MG-63 を単独で培養するよりも

HUVEC と共培養した方が、石灰化を促進するということ

が明らかになった(data not shown)。最後に、血管新生に重

要な VEGF 産生量について調べたところ、MG-63 におい

ては、細胞数の増加と共に VEGF 産生量の増加が認められた。これに対し、共培養した場合には培地中

の VEGF 量が著しく減少することが明らかになった(図 12)。フローサイトメーターを用いた解析結果か

ら、培養 14 日目以降の MG-63 の細胞数は培養方法に関わらず、同程度であったことから培養 14, 21 日

目における VEGF 産生量には大きな差が認められないと考えられていた。しかしながら、培地中の VEGF

は大きく減少しており、これは、HUVEC が VEGF を消費している可能性を示した。これらの結果から、

VEGF は骨芽細胞において非常に多く産生され、この産生された VEGF は血管内皮細胞上に存在する

VEGF receptor へ結合し、速やかに消費され、血管新生を誘導するカスケードに寄与している可能性が

考えられる。一方、血管を介して供給される増殖因子や酸素、栄養が骨形成を促進する要因の一つとし

て働き、互いに作用しあうことで、骨分化、血管新生を促進していることが考えられる。以上の結果か

ら、骨芽細胞と血管内皮細胞を共培養することにより、直接的な相互作用に基づき、血管新生を伴う骨

形成が促進され、AFS においては、三次元的な構造を有する再生骨の構築が可能となると言える。 
 

図11. AFSでのMG-63細胞単独培養およびMG-63
＋HUVECとの共培養時におけるALP活性の比較 
(a) MG-63 (mono-culture), (b) MG-63+HUVEC 
(co-culture), ▼: ALP活性陽性 

(a) (b) 

図12. AFSにおける単独培養および共培養時

のVEGF産生量の比較 
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4. 結論 

 AFS において、BMSCs を培養し、骨分化能について解析した結果、二次元培養系と比較すると、TCPs

では培養初期にマーカー遺伝子の発現がピークに達し、その後減少する傾向が認められたのに対し、AFS

では、培養日数の経過と共に発現量が増加し、それが維持されていることが分かった。細胞は足場の材

質や三次元性から分化誘導を受けるため、AFS の提供する三次元的な培養環境が骨分化を促進している

可能性が示唆された。また、AFS の分化選択性についても評価するために脂肪細胞への分化能について

調査したところ、TCPs では脂肪への分化が認められたが、AFS では確認されず、脂肪への分化が抑制

されている可能性が考えられた。これは AFS の培養環境が細胞の分化を骨分化の方向へと誘導させる能

力を持つことを示唆している。以上の結果から、AFS は BMSCs を含む幹細胞を選択的に骨分化へと誘

導する可能性を持ち、三次元的な構造を有する再生骨を構築する足場材料として期待できることを意味

する。 

 さらに、AFS で骨芽細胞と血管内皮細胞を共培養した結果、血管内皮細胞が存在することにより骨芽

細胞の ALP 活性は増加し、さらにその活性はより早期に発現することが分かった。また、ALP 活性が

陽性な細胞の周辺には血管内皮細胞や毛細血管様の構造を有する細胞が局在していた。この細胞－細胞

間の相互作用や血管内皮細胞により産生される増殖因子などを介して骨芽細胞の分化が促進されたも

のと考えられた。一方、共培養を行なう上で骨芽細胞と血管内皮細胞が直接的にコンタクトできること

が非常に重要であり、例えば、HUVEC のみが単独で存在してしまうと、管腔形成の起点となる血管内

皮細胞のシート状の増殖が認められず、死細胞と思われる細胞が AFS 内部に点在する様子が観察された。

これらの結果は、HUVEC の生存、強いては管腔の形成には、骨芽細胞との直接的なコンタクトが必要

であり、そのためには、各々の細胞が適度な距離で接触できる空間を形成するスキャフォルドを創製す

ることが重要であることが分かった。また両細胞が産生する増殖因子などが血管新生を誘導するカがケ

ードや骨形成を促進するカスケードに寄与している可能性が考えられ、互いに作用し合うことで、骨分

化、血管新生を促進していることが考えられる。従って、骨芽細胞と血管内皮細胞を共培養することに

より、直接的な相互作用に基づき、血管新生を伴う骨形成が促進され、AFS においては、三次元的な構

造を有する再生骨の構築が可能となると考えられる。 
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1. 緒言 

我々は三次元的な組織を再生させる技術を確立することを目的として、三次元的な連通気孔構造を有

するアパタイトファイバースキャフォルド(AFS)を開発している[1]。本研究では、再生肝オルガノイド

の構築を目的として、ラジアルフロー型バイオリアクター(RFB)に AFS を装填し、肝細胞(FLC-4 [2])の

三次元培養を行なった。さらに、その培養システムを用いて、肝細胞(FLC-4),肝星細胞(A7)[3]および内

皮細胞(M1)[4]とを共培養し、その組織学的および生化学的評価を行なったので報告する。 

 

2. 実験方法 

2-1 RFB による高密度三次元培養 

既報[1]に従って作製したAFSをRFB内に装填し、13C-glucose125 mgとD-glucose 1 gを添加した ASF104 

N 培地を注入後、FLC-4 細胞 1.0×107 cells を播種して循環培養を行なった。1 週間後、A7 細胞懸濁液

1.0×107 cells を播種した。ついで、2 日後に 3 mM 塩化アンモニウム添加した ASF104N 培地に切り替え

た。さらに 1 週間後に M1 細胞 5.0×106 cells を播種し、8 日間培養を行なった。培養期間中は培地中の

pH、グルコース量、乳酸値をモニタリングした。また、肝機能の評価は、尿素合成量、培地中のアルブ

ミン量を測定して行なった。 
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3. 実験結果と考察 

3-1 RFB による高密度三次元培養およびその機能評価 

RFB による高密度循環培養において、グルコース量に

伴う 13CO2排出量および乳酸値の測定結果より、グルコ

ースの消費に伴い 13CO2変化量の値が上昇し、また乳酸

が産生されていることが確認された。次に、測定した

尿素産生量の結果を fig 1 に示す。ここで、「単層培養」

とは FLC-4 細胞を 10 cm シャーレ上で培養したもの、

「単一培養」とは FLC-4 細胞を RFB によって培養した

もの、「共培養」とは FLC-4、A7、M1 細胞を RFB によ

って培養したものである。fig 1 から、尿素産生積算量

は経時的に増加していることが確認された。これは、尿素サイクルによってアンモニアが代謝され、尿

素に変わったと理解できる。このことから、いずれの培養条件においても尿素産生能が維持されていた

と考えられる。また、単層培養と比較して、単一培養と共培養のほうがともに大きな尿素産生積算量を

示したことから、二次元培養よりも三次元培養の方がアンモニア代謝能が高いことが分かった。また、

アルブミン産生量に関しても二次元培養よりも三次元培養の方がより産生能をもつことも明らかにし

ている。 

以上の結果から、本スキャフォルドはバイオ人工肝臓用足場材料として有用であり、RFB と組み合わ

せることで三次元の再生肝オルガノイドの構築が可能であると考えられる。 
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[1] M. Aizawa et al., Phosphorus Res. Bull., 17, 268-273(2004).  

[2] 松浦知和, 組織培養工学, 23, 288-291(1997).  

[3] T. Matsuura et al., Inter. J. Artificial Organ., 21, 229-234 (1998). 

[4] M. Saito et al., World Journal of Gastroenterology., 21, 1881-1888(2006).  

 

5. 本研究に関する成果報告(2013 年度分) 

＊学会発表（国内会議） 

1) 中村まり子・安生絵利奈・藤見峰彦・前橋はるか・松浦知和・相澤 守、“アパタイトファイバース

キャフォルドと肝細胞・肝星細胞・内皮細胞との共培養による再生肝オルガノイドの構築とその機能評

価”、 第 35 回 日本バイオマテリアル学会大会、東京都江戸川区 タワーホール船堀、日本バイオマテ

リアル学会、2013.11.25-26 

fig.1 各培養条件における尿素産生量の比較 
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血管を含む肝組織の構築 

 

中村まり子 1)・本田みちよ 1)・前橋はるか 2)・松浦知和 2)・相澤 守 3) 

 

1) 明治大学 研究・知財戦略機構 

2) 東京慈恵会医科大学 臨床検査医学講座 

3) 明治大学 理工学部 応用化学科 

 

Construction of liver tissue including blood vessel 

 

Mariko NAKAMURA1), Michiyo HONDA1), Haruka MAEHASHI2), Tomokazu MATSUURA2) 

and Mamoru AIZAWA3) 

 

1) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property, Meiji University 

2) Department of Laboratory Medicine, Jikei University Hospital 

3) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

 

1. 緒言 

多くの肝臓疾患患者に対する究極的な治療法は、現在のところ肝臓移植とされていることから、人工

肝臓は待望の人工臓器である。 

我々は三次元的な組織を再生させる技術を確立することを目的として、三次元的な連通気孔構造を有

するアパタイトファイバースキャフォルド(AFS)を開発している[1]。また、開発した AFS を用いて肝細

胞の培養にも成功している。本研究では、再生した組織の長寿命化を指向し、肝細胞として FLC-4 と血

管内皮細胞として HUVEC を共培養し、評価したので報告する。 

 

2. 実験方法 

既報[1]に従って作製した AFS1000、AFS2000 および polystyrene-plate に HUVEC および FLC-4 を 5×

105 cells/24 well となるように播種し、21 日間培養を行なった。培養期間中は培地中の pH、グルコース

量、乳酸値をモニタリングした。また培養終了後に SEM による形態観察、HE 染色および免疫染色を行

なったので報告する。 

 

3. 実験結果と考察 
サンプリングした培地を用いて測定したグルコース消費量を図 1、乳酸産生量を図 2に示す。図 1, 2 よりグル

コースの消費に伴い乳酸産生量が大きくなっていることから、細胞が増殖していることが確認された。また、

HUVECのみで培養した際はコンフルエントになり細胞が剥がれてしまうなどの影響から、FLC-4 との共培養と比

較するとグルコース消費量が少なく、乳酸産生量が低い値を示した。更に、AFSを用いて培養することで 7 day

以降からはAFS1000>AFS2000>Controlの順でグルコース消費量が大きい値を示した。このことからAFSを用い

ることで三次元的に培養が行なわれたと考えられる。 
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次いで、AFS1000 および 2000 上で培養した細胞の SEM 観察の結果を図 3, 4 に示す。図より細胞が AFS

の骨格に沿って存在しており、気孔内部への侵入が見られた。また、気孔率の低い AFS1000 の方が AFS 表面

上(培養面)に細胞が多く存在していることが観察された。よって、スフェロイドや細胞を初期の段階から高密度で

培養するには AFS1000が適していると考えられる。 

さらに、プレート上で培養した細胞の HE 染色

の結果を図 5 に示す。HUVEC を単独で培養した

際は単層であったのに対し、HUVEC と FLC-4 を

共培養することで細胞は凝集し、管腔を形成して

いる様子が観察された。次に、CD31 および

albumin の免疫染色の結果を図 6 に示す。図 6 よ

りHE染色と同様に、HUVECと FLC-4を共培養す

ることで管腔を形成している様子が観察された。今

回の結果から、HUVECは FLC-4をフィーダーとし

て FLC-4 上で増殖すると考えられる。今回の実験

では FLC-4 と HUVEC の細胞比率を 1：1 とし

たが、FLC-4 の方が倍加時間が早いため FLC-4

が大半を占めてしまっていた。よって今後は播

種比率を検討する必要があると考えられる。 

 以上の結果から、AFS1000 は足場材料として

最適であり、細胞の播種比率を比較することで、

図 1. グルコース消費
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図 3. AFS1000 上で 7、14、21 日間培養した

HUVEC および FLC-4 の SEM 観察 

図 4. AFS2000 上で 7、14、21 日間培養した

HUVEC および FLC-4 の SEM 観察 
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図 5. 14日間培養した HUVECおよび FLC-4の HE染色 

図 6. 14日間培養したHUVECおよび FLC-4の免疫染色 
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血管を含む肝組織の構築が可能であると考えられる。 

 

4. 参考文献 

[1] M. Aizawa et al., Phosphorus Res. Bull., 17, 262-268(2004). 
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第 6 章 

評価系の構築 
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バイオ人工肝臓の構築に向けた要素技術の開発 
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1) 明治大学理工学部応用化学科 
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Development of element technology for construction of bio-artificial liver 

 

AKIRA YOSHIKAWA 1), Mariko NAKAMURA 2), Haruka MAEHASHI 3),  

Mamoru AIZAWA 1) and Tomokazu MATSUURA 3) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Organization for the Strategic Coordination of Research and Intellectual Property, Meiji University 

3) Department of Laboratory Medicine, The Jikei University School of Medicine 

 
 

1. 緒言 

現在、肝がんや肝硬変といった重度肝疾患における完全な治療法はなく、肝臓移植が最も有効な治療

法となっている。しかし、移植時の拒絶反応やドナー不足、生体肝移植の場合にはドナーへの危険性な

どの問題があり、体内埋め込み型のバイオ人工肝臓の開発が期待されている。その方法の一つとして、

近年では細胞と足場材料、成長因子によって生体組織の再生を目指す「ティッシュエンジニアリング」

と呼ばれる方法が注目されている。このティッシュエンジニアリングによりバイオ人工肝臓を構築する

ためには、肝細胞や成長因子、培養担体 (スキャフォルド) といった各要素の選択が重要となる。 

我々はこれまでに三次元的な組織を再生させる技術を確立することを目的として、三次元的な連通気

孔構造を持つアパタイトファイバースキャフォルド (AFS) を開発している [1]。さらに、この AFS が

肝細胞を培養するための担体として有用であることを明らかにしている [2 , 3]。しかし、どのようなAFS

がバイオ人工肝臓の構築に適しているのかは明らかとなっていない。また、その調査を行うためには複

数条件を一度にアッセイできる系が必要である。 

本研究では、96 well プレートで使用可能な小型の AFS ディスクを作製し、その有用性を他の三次元

培養プレートと比較することで検討した。 

 

2. 実験方法 

アパタイトファイバー (AF) は試料溶液の Ca/P 比が 1.67 になるように、0.167 mol·dm-3 硝酸カルシウ

ム四水和物(Ca(NO3)2·4H2O) 、0.100 mol·dm-3 リン酸水素二アンモニウム((NH4)2HPO4)、0.500 mol·dm-3

尿素 ((NH2)2CO) および 0.10 mol·dm-3 HNO3を混合することにより調製し、この試料溶液を 80 ºC で 24

時間、90 ºC で 72 時間加熱することによって合成した。AFS は合成した AF スラリーに対し質量比で 10
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倍量のカーボンビーズを添加し、成形、焼成することで作製した。本実験では直径 6 mm、高さ 2 mm の

ディスク状の AFS を作製した。 

このAFSを充填した 96 wellプレート、三次元培養プレートであるELPLASIAおよびNano Culture Plate 

(NPC) で肝細胞モデルの FLC-4 を培養した。FLC-4 細胞は 1×105 cells･cm-3 の濃度の懸濁液を調製し、

200 mm3･well-1 を播種した。培地交換は 2, 3 日毎に半量の 100 mm3 を交換した。培養 30 日後、細胞形

態、細胞増殖性および機能発現能を比較した。細胞形態は位相差顕微鏡および走査型電子顕微鏡 (SEM) 

により観察を行った。AFS は厚さがあるために位相差顕微鏡では観察できず、SEM のみで観察を行った。

また、NPC は培養面と細胞の接着が弱く、SEM で観察するための前処理の段階で細胞が剥がれてしま

ったため、位相差顕微鏡のみで観察を行った。細胞増殖性は Hoechst33342 を用いた細胞核染色により測

定し、機能発現能は酵素免疫測定法 (ELISA) によりアルブミン産生能を測定することで調査した。 

 

3. 実験結果と考察 

位相差顕微鏡および SEM で観察した細胞形態を図

1 に示す。位相差顕微鏡の観察結果より、ELPLASIA

および NCP では細胞凝集体 (スフェロイド)を形成し、

細胞が三次元的に培養されていることが確認された。

どちらのプレートもスフェロイドを形成するプレー

トではあるが、スフェロイドは ELPLASIA でより大

きいものが形成された。また、SEM を用いた観察結

果より、AFS では細胞が AFS の骨格に沿って増殖し

ていることが観察された。細胞は広範囲に渡り綿状

の形態を有していた。ELPLASIA では位相差顕微鏡で

観察を行った際と同様に、細胞が三次元的にスフェ

ロイドを形成していることが確認された。 

細胞数の測定結果を図 2 に示す。培養 30 日後にお

ける細胞数は AFS, NCP, ELPLASIA の順で多くなっ

た。これは AFS を用いることで他のプレートよりも

細胞が増殖することができる場が増えたためである

と考えられる。また、NCP 及び ELPLASIA では細胞

をスフェロイドとして培養することで三次元的に培

養できるが、増殖できる場は二次元に限られている

ことや、初期の段階でスフェロイドを形成したこと

で細胞増殖が抑制され、AFS よりも細胞数が少なか

ったのではないかと考えられる。 ELPLASIA および

NCP はどちらもスフェロイドを形成するプレートで

あるが、細胞数は NCP の方が多くなった。これは、

ELPLASIA ではスフェロイド周囲の仕切りにより細

胞が増殖できる場が限られているため、早い段階で

細胞数の比較 
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細胞密度が高まり、増殖が抑制されたためではないかと考えられる。 

培養 30 日後の培養上清を採取し、アルブミン産生量を ELISA にて測定した。その結果を図 3 に示す。

培養上清中のアルブミン濃度は ELPLASIA において最も高い値を示した。また、肝細胞は細胞密度が高

まることで機能発現が高まると言われているが、細胞数が最も多かった AFS では他の二つのプレートと

比較してアルブミン産生を示した。このことから、足場材料を介さずに細胞のみで三次元的に培養され

ているスフェロイドの方が機能発現は高くなることが示唆された。これらの測定結果より、AFS を用い

て培養した肝細胞ではアルブミンの産生といった機能発現ではなく、細胞増殖にエネルギーが多く使わ

れている可能性が示唆された。 

以上の結果から、AFS は肝細胞が増殖するための足場として優れていると考えられる。また、小型の

AFS ディスクは一度に複数のアッセイを行うことが可能であり、スクリーニングの系として有用である

ことが示唆された。 

 

4. 参考文献 

[1] M. Aizawa et al., Phosphorus Res. Bull., 17, 268-273 (2004). 

[2] 平本篤司, 2006 年度修士論文 

[3] 安生絵利奈, 2012 年度修士論文 

 

5. 本研究に関する成果報告 

＊学会発表（国内会議） 

1) 吉川 輝・中村まり子・前橋はるか・相澤 守・松浦知和、“ラジアルフロー型バイオリアクターを利

用したヒト血漿蛋白質生産系の構築－ヒトアルブミン生産系の検討－”、第 32 回日本ヒト細胞学会学術

集会、2014.8.31 
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血漿製剤・ワクチン製造に展開可能な物質生産系の構築を目的とした 

アパタイトファイバースキャフォルドの構造最適化 

 

森田恵里香 1)・松浦知和 2)・相澤 守 1) 

 

1) 明治大学理工学部応用化学科 

2) 東京慈恵会医科大学 

 

Structural optimization of apatite-fiber scaffold for the purpose of construction of expandable material 

production system in plasma products vaccine production 

 

Erika MORITA1), Tomokazu MATSUURA 2) and Mamoru AIZAWA1) 

 

1) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

2) Division of Central Clinical Laboratory, Jikei University Hospital

1. 緒言 

日本では海外から輸入された血漿凝固因子製剤によりヒト免疫不全ウイルスに感染したという歴史

があるため、血漿製剤の国内自給を目標に掲げている。しかしながら、アルブミン製剤の国内自給はま

だ成されていないため、アルブミンを安価かつ簡易的に生産する手段を得る必要がある。当研究室では、

均一沈殿法により合成したアパタイトファイバー(AF)にカーボンビーズ(CB)を添加して焼成すること

により三次元連通気孔を有するスキャフォルド(アパタイトファイバースキャフォルド; AFS)の開発に

成功している。さらに、AFS を装填したラジアルフロー型バイオリアクター(RFB)を用い、「肝細胞」ま

たは「肝細胞・星細胞・内皮細胞」を三次元的に培養すると、アルブミン産生能およびアンモニア解毒

能を備えた「肝再生オルガノイド」が構築可能であることを明らかにしている[1]。本研究の最終目的は、

アルブミン産生能に着目して AFS の微細構造の最適化を行なうことである。今回の実験では、RFB を

用いた際に、最密充填可能な顆粒が球状であるため、AFS を球状に加工することを目的とし、最適な加

工時間の決定をし、それらの微細構造を観察したので報告する。 

 

2. 実験方法 

1) AFS の作製とその材料特性 

AF の合成は既報にしたがって行なった[2]。合成した AF に純水と同量のエタノールを加えて懸濁し、

2 mass%スラリーを調製した。AF に対し質量比で等量のカーボンビーズ(CB)を添加し、吸引ろ過後、一

軸加圧成形を行なった。得られた成形体を水蒸気雰囲気下で 1300°C, 5 h 焼成することで AFS を作製し

た。なお、略号は CB 総添加量および粒径の異なる CB 添加割合に応じて“AFS100(75-25)”などと表記す

る。例えば“AFS100(75-25)”は AF に対して CB 総添加量 100 mass%であり、その割合が 150 µm の CB を

75%, 20 µm の CB を 25%添加したことを示す。高さ 7-8 mm、直径 4 mm の円柱状 AFS および厚さ約 4.5 

mm の板状 AFS を作製した。円柱状の AFS を用いて、気孔率と圧縮強度を測定した。板状 AFS は結晶
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相の同定のため粉末 X 線回折法(XRD)、走査型電子顕微鏡法(SEM)を用いて微細構造観察および次項で

述べる AFS ビーズの作製に用いた。 

 

2) AFS ビーズの作製と加工時間決定 

 一辺が 4.5 mm の立方体を作製するため、ディスポメスを用いて板状 AFS を細断した。その後、遊星

型ボールミルのジルコニア容器内に、#2000 の耐水研磨紙を張り付け、立方体の AFS を 5 g 容器に加え、

ボールミルを用いて、回転数 400 rpm で加工した。所定の時間毎に試料を取り出し、質量の測定および

直径不同を算出した。なお、直径不同とは試料の球の精密さを示す指標の一つであり、直径不同が 0 に

近いほど精密な球であると判断できる。直径不同、直径不同率および重量比率は以下の式を用いて算出

した。 

直径不同 [mm] = 試料の最大径 [mm] - 試料の最小径 [mm] 

t 秒後の直径不同率 [%]= t 秒後の直径不同 [mm] / 加工前の直径不同 [mm]×100 

t 秒後の質量比率 [%] = (t 秒後の質量 [g] – 加工前の質量 [g]) / 加工前の質量 [g] ×100 

作製後、SEM を用いて AFS 特有の気孔構造が維持できているか観察を行なった。 

 

3. 結果と考察 

1) AFS の材料特性 

 作製した AFS の主結晶相は、CB

の添加量に関わらず水酸アパタイ

トであった。図 1 および図 2 より、

20 μm の CB の添加割合が多くなる

につれて、気孔率が低下し、圧縮強

度は増加することが明らかになっ

た。これは、気孔率が低下すること

で、AFS が密な構造となったため、

圧縮強度が増加したと考えられる。 

 

2) AFS ビーズの加工時間決定 

 直径不同率と質量比率の関係のグラフを図 3 に示す。それぞれのグラフの交点を最適な加工時間であ

ると本研究では定め、加工時間を決定した。図 3 より、AFS100(100-0)は 120 秒、AFS100(75-25)は 240

秒、AFS100(50-50)は 420 秒、AFS100(0-100)は 440 秒の加工時間がそれぞれ最適であると決定した。ま

た、20 μm の CB の割合が増加するにつれて、加工時間が長くなることが明らかになった。これは、AFS

の圧縮強度が増加することにより、AFS が強固になり加工時間が増加したためであると考えられる。 

 

3) AFS ビーズの形態観察 

図 4 に加工したAFS ビーズの微細構造を示す。加工したAFS ビーズはCBの焼失によるマクロ気孔(点

線部)を有していることが明らかになった。このことから、ボールミルを用いて加工を行なった場合にお

いて、AFS 特有の気孔構造を維持可能であることが明らかになった。図 5 より、加工前の AFS(板状 AFS) 
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と加工後の AFS(AFS ビーズ)を比較すると、AFS ビーズでは、CB の焼失による気孔が表面に露出して

いることおよび表面と断面の構造が非常によく似ていた。これは加工時に板状 AFS の表面が削れること

によりにより、内部の気孔構造が露出したからであると考えられる。また、AFS ビーズは多くの気孔が

表面に露出しているため、細胞接着性がより高くなるのではないかと考えられる。 

a) b)

c) d)

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

図 4 AFS ビーズの微細構造  

(a) AFS100(100-0), (b) AFS100(75-25), 

(c) AFS100(50-50), (d)AFS100(0-100) 

図 5 加工前後の AFS100(100-0)の微細構造 

(a) 加工後表面, (b) 加工後断面, 

(c) 加工前表面, (d) 加工前断面 

a) b)

c) d)

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

図 3 加工時間と質量比率および直径不同の関係 

(a) AFS100(100-0), (b) AFS100(75-25), (c) AFS100(50-50), (d) AFS100(0-100) 
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4. 結論 

 本研究では、RFB に用いるための球状 AFS ビーズの作製に取り組んだ。加工時間の最適化を行なっ

たところ、AFS100(100-0)では 120秒、AFS100(75-25)では 240秒、AFS100(50-50)では 420秒、AFS100(0-100)

では 440 秒がそれぞれ最適であることが分かった。また、加工に用いる AFS の圧縮強度が高くなると、

加工時間が長くなることが明らかとなった。また SEM による微細構造観察では、板状 AFS と AFS ビー

ズの表面形態が大きく変化することはなく、AFS ビーズは AFS 特有の構造を維持していた。さらに、

AFS ビーズの表面にはより多くの気孔が露出していた。これらの材料特性を踏まえると、in vitro 試験を

行なうことで、通常の AFS よりも細胞接着でより良い結果が見られる可能性がある。これは、よりアル

ブミン産生能を高めるうえで重要になってくると考えられる。 
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Establishment of transgenic pig line expressing red fluorescent protein for osteoregeneration research  
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1. 緒言 

緑色蛍光タンパク質(GFP)等の蛍光マーカーを発現する外来遺伝子導入動物がマウス、ラット、ウサ

ギ、ブタ、イヌ、ネコ、ウシなどで作出され、様々な研究に利用されている。 

赤色蛍光タンパク質(RFP)は GFP に比べて励起および蛍光(放出)波長が長い。長波長の赤色蛍光は、

生体透過性が高いので、体組織中の蛍光を検出する、いわゆる in vivo イメージングに適している。さ

らに、RFP は、生体組織に見られる自家蛍光の影響を受けにくいという優れた特徴を持つ。 

我々は既に、RFP の一種である humanized Kusabira-Orange (huKO)を全身発現する遺伝子改変(Tg)ブタ

を作出し(Matsunari et al., 2008)、再生医学領域の研究への利用を進めている。 

例えば、バイオセラミックスを用いた骨修復・再生研究への huKO ブタの利用では、赤色蛍光をマー

カーとして骨芽細胞の浸潤や骨形成の過程を追跡することができる。同様に、靱帯再建研究への応用で

は、ホスト細胞の浸潤による移植組織のリモデリング過程を、赤色蛍光を指標に解析することが出来る。 

このように huKO ブタは、画期的な研究ツールとなり得るが、より有効な利用を実現するためには、

外来遺伝子の組込み様式や挙動、さらに繁殖に伴う後代への伝達と後代産仔における発現動態などにつ

いて、詳細な情報を得ることが必要である。そこで本研究では、huKO 遺伝子を組み込んだブタの系統

確立と、その過程における解析を目的とした。 

具体的研究課題として、(1) huKO 遺伝子の組み込み様式の解析、(2) 凍結精子を用いた体外受精によ

る huKO ブタの生産、(3)後代産仔における huKO 遺伝子の発現、(3) レトロウィルスベクターにより導

入された huKO 遺伝子が、有性生殖を経た後代産仔において発現するかの検証、(4) huKO 遺伝子を

homozygous に持つ個体の作出などに取り組んだ。 

 

2. 実験方法 

1) huKO 遺伝子の組込み位置の同定 

レトロウイルスベクターを用いて huKO 遺伝子を導入されたブタ胎仔繊維芽細胞の体細胞クローニン

グよって得られた個体(Matsunari et al., 2008)を、founder-Tg 個体として皮膚繊維芽細胞採取に用いた。
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founder-Tg 個体の人工授精で得られた後代個体(雄１頭)を第 1 世代（G1）個体とし、さらに G1 雄の交配

によって得られた次世代個体(雌１頭)を第 2 世代（G2）個体として、それぞれから皮膚細胞を採取した。

以上の３世代の huKO-Tg ブタの皮膚細胞を培養し、得られた染色体標本を FISH 法により解析して、導

入遺伝子の染色体上の位置ならびにコピー数を同定した。FISH プローブのラベルには Cy3 を用い、Leica 

DMRA2 システムおよび Leica CW4000 FISH のソフトウェアにより画像採取・解析を行った。 

 

2) huKO 遺伝子導入ブタの体外授精による生産 

食肉処理場で回収した卵巣から未成熟卵子を採取し、体外培養により成熟卵子を得た。卵子の体外成

熟培養には、10％ porcine follicular fluid、10IU/ml equine chorionic gonadotropin (あすか製薬)、10IU/ml 

human chorionic gonadotropin (あすか製薬) を添加した HP-POM 培地 (機能性ペプチド研究所) を用いた。

1mM dbcAMP (機能性ペプチド研究所) 存在下で 20 時間培養後、dbcAMP 不含の培地で更に 24 時間培養

した。体外受精は Kikuchi らの方法を修正して行った。PFM 培地(機能性ペプチド研究所)中においた体

外成熟卵を 1.75×106 /ml の濃度の精子で媒精し、8 時間培養した。媒精後受精卵を選別し、PZM5 培地に

よりさらに培養した。培養期間中の気相条件は、5% CO2、5% O2、90% N2 、38.5℃とした。培養 5 日あ

るいは 6 日目に胚盤胞に発達した胚を、性周期を同期化した雌の子宮内に移植した。一部の胚は、固定・

染色による正常受精率の解析に用いた。 

胚移植は外科的方法により行った。全身麻酔下で、レシピエントブタを正中切開し、卵巣、卵管、子

宮角上部を露出し、少量の液と共に子宮腔内に胚を移植した。 

 

3) huKO Tg ブタにおける導入遺伝子の後代への伝達と発現 

 Founder トランスジェニック・クローン個体 (17 ヶ月齢) に対し、卵管内人工授精および経膣的人

工授精を施し、第 1 世代 (G1) 産仔を作出した。G1 世代トランスジェニック産仔の 1 頭の雄 (12 ヶ月

齢) の精巣上体精子を採取し、凍結保存した。この凍結保存精子を用いて、卵管内人工授精および体外

受精を行い、第２世代(G2)産仔を得た。G2 産仔のうち雄の個体 1 頭を  野生型雌 (Large White/ 

Landrace×Duroc) と自然交配させ、第３世代(G3)産仔を得た。 

 各世代の産仔の尾組織からゲノム DNA を抽出し、PCR によりトランスジェニック個体を同定した。

産仔を通常飼育により育成し、その間の成長率を記録した。 また、一部の個体について採血を行い、

血液生化学値の評価を行った。各世代の産仔の一部を剖検に供し、全身の主要臓器・組織について、蛍

光発現を判定した。 

 

4) huKO 遺伝子を homozygous に有する個体の作出 

 雌雄の第３世代 Tg 個体の交配によって、第４世代産仔を得た。切断した尾の組織片の蛍光強度観察、

末梢血白血球の FACS 解析により huKO 遺伝子を homozygous に有する個体を同定した。 

 

3. 結果と考察 

1) huKO 遺伝子の組込み位置の同定 

図 1 に示す通り、Founder-Tg 個体および後代の G2, G3 個体ともに、第 17 染色体上 q23 領域の 1 箇所

に huKO 遺伝子が組み込まれていることが明らかとなった。レトロウイルスベクターによる遺伝子導入
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では、１コピーの外来遺伝子が宿主染色体上の複数箇所に組み込まれることが知られている（Hofmann et 

al., 2006; Hamanaka et al., 2007）。我々の huKO ブタは染色体上の１箇所にのみ遺伝子導入された、比較

的希なケースであることが明らかとなった。レトロウイルスベクターはプロモーター領域への組込み頻

度が高く、そのため複数箇所への組み込みでは insertional mutation を生じるリスクが高い。複数箇所に

外来遺伝子が組み込まれた個体を繁殖に供すると、後代には導入遺伝子が分離して伝達される。その結

果、様々な導入遺伝子コピー数を持った後代個体が生じることになる。複数コピーの遺伝子が組み込ま

れた個体間においては、導入コピー数や導入位置の影響を受けて、表現形である蛍光強度に差が生じる

場合がある(Matsunari et al., 2008)。一方、我々の huKO-Tg ブタは、single copy/single site integration の特

徴を持つので、世代間の蛍光強度の変動は起きないはずである。実際、これまでに得られた３世代の

huKO-Tg 個体集団において、蛍光強度の世代間差は見られていない。 

以上から、huKO-Tg ブタは赤色蛍光マーカーを発現する大型実験動物として、非常に優れた特徴を持

つと考えられる。 

図 1. huKO-Tg ブタ３世代の遺伝子導入位置の

FISH 解析 
Founder-Tg 個体(A)、G1 個体(B)、G2 個体(C)ともに第

17 染色体 q23 領域にシグナルが確認された(矢印) 

A

17

B

17

C

17
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2) huKO 遺伝子導入ブタの体外授精による生産 

表 1 に示す通り、huKO ブタの凍結精子を用いた体外受精により、効率的に受精卵が得られた。正常

受精率は 50.8%であった。培養に供した胚の内、52.4%が胚盤胞期にまで発達した。合計 88 個の胚盤胞

（図 2A）を 3 頭のレシピエント雌に移植した結果、全例が妊娠し、27 頭の産仔が得られた（図 2B）。

これらの産仔の生時体重は 0.5~1.7 kg であり、同系ブタの正常範囲であった。また、産仔の成長も正常

であった（図 3）。 

得られた産仔のうち、55.6%（15/27）の個体において huKO transgene の伝達が確認された。transgenic

個体と non-transgenic 個体の間に、成長の差は認められなかった（図 4）。 

以上から、体外受精による huKO ブタの効率的生産が可能であること、得られた産仔は健常に成長す

ることが確認された。huKO 遺伝子の産仔への伝達効率はメンデリズムから予想される率に一致してい

た。huKO ブタには１コピーの transgene が組み込まれていることが確認されているので、安定的な後代

への伝達が期待される。 

huKO ブタを大型実験動物として量産するための人工生殖システムが確立されたことで、今後様々な

研究への利用が一層促進されることになると考えられる。 

 

表 1. huKO ブタの凍結融解精子による体外受精成績 

 

 

 

 

 

 

媒精後の 

培養胚数 

正常分割率 

(%) 

胚盤胞率 

 (%) 

平均細胞数 

(mean ± SEM) 

82 45 (54.9) 43 (52.4) 112.3±10.2 

図 2. huKO ブタの凍結融解精子による体外受精で作出 

された胚盤胞(培養 6 日目)と産仔 (スケールバー200µm) 

A B 

図 3. huKO ブタの凍結融解精子による体外

受精で作出された産仔の体重推移 (n=22) 

図 4. huKO ブタの凍結融解精子による体外受精

で作出された Transgenic 産仔と non-transgenic 産

仔の体重推移の比較 
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3) huKO Tg ブタにおける導入遺伝子の後代への伝達と発現 

 Founder 個体の繁殖に野生型精子による卵管内人工授精、経膣的人工授精を施した結果、19 頭の G1

産仔を得た。この産仔のうち 57.9% (11 頭) に huKO 遺伝子が伝達されていることが確認された。 

G1 トランスジェニック産仔(雄)の凍結精子を用いた卵管内人工授精あるいは体外成熟により、12 回

の分娩で合計 77 頭の産仔が得られた。これらのうち，39 頭 (50.6%) がトランスジェニック個体であっ

た。 

G2 産仔の雄 1 頭を育成し、野生型雌との自然交配により次世代(G3) 産仔を作出した。5 回の分娩に

よって 42 頭の G3 産仔が得られ，そのうち 22 頭 (52.4%) がトランスジェニック個体であった。 

 第 1 世代から第 3 世代産仔の個体の全身の臓器・組織について、蛍光発現を観察した結果を図 5 にま

とめた。脳、眼球、心臓、肺、胃、腸、肝臓、脾臓、膵臓、腎臓、膀胱、生殖腺、皮膚、骨格筋、軟骨、

骨（肋骨）、皮下脂肪などの各組織・臓器の蛍光は、ファウンダー世代から第 3 世代まで安定に維持さ

れていることが確認された。 

クサビラ・オレンジ発現ブタのファウンダー世代作出の際には、レトロウィルスベクターが用いられ

た。レトロウィルスベクターによって導入された外来遺伝子は、サイレンシングの影響を受ける場合が

多いとされているが、我々のクサビラ・オレンジブタでは、組み込まれた単一遺伝子が、少なくとも第

３世代まで発現を維持されていることが明らかとなった。 

 各世代の産仔の約半数がトランスジェニック個体であったことから、huKO 遺伝子はメンデリズムに

従って確実に後代に伝達されることが明らかになった。また、各世代のトランスジェニック産仔は、

Founder 個体と同様の全身性赤色蛍光発現を維持していることが確認された。各世代の個体の成長、血

液生化学値はともに正常範囲であった。 

 以上より、著者らが樹立した huKO トランスジェニック・クローンブタから有性生殖により作出し

た後代産仔は、少なくとも第３世代まで導入遺伝子を正確に伝達し、遺伝子発現を維持することが明ら

かとなった。 これによって、様々なトランスレーショナル・リサーチに有用な huKO ブタの系統化が

実現したと結論された。 

 

4) huKO 遺伝子を homozygous に有する個体の作出 

 第３世代個体同士の交配により一腹の第４世代産仔を得た。同腹産仔 12 頭中 10 頭が Tg 個体であっ

た。その内１頭が homozygous Tg 個体であった。 

 

4. 結論 

無性生殖的な個体生産システムである体細胞クローニングとレトロウィルスベクターを用いて作出

されたトランスジェニック個体を、有性生殖によって繁殖（系統化）する場合、導入遺伝子が確実に後

代に伝達され、さらにサイレンシングを受けることなく発現が維持されるか否かが課題となる。そこで、

1 コピーの導入遺伝子を持つことが確認された個体を Founder とし、自然交配、人工授精、体外受精な

どの有性生殖プロセスによって後代産仔を作出し、第 1 世代から第３世代における、遺伝子伝達並びに

発現動態を解析した。本プロジェクトにおいて我々は、huKOTg ブタを作出・維持し、ヒドロキシアパ

タイト・インプラントの実験に供給し、その有用性を確認した。以上から、全身性に huKO 遺伝子を発

現するブタが、有用な大型実験動物として系統化されたと言える。 
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図 5. Founder 個体および後代産仔(G1〜G3)の各臓器におけるクサビラ・オレンジ蛍光発現 
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プリオンペプチドの選択的金属結合とその生理的機能 
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Competitive binding of metal ions to the octarepeat peptide of prion protein and its biological functions 

  

Wakako HIRAOKA 

 

Department of Physics, School of Science and Technology, Meiji University 

1. 緒言 

生体内には数種類の微量な金属元素が存在しており、呼吸や電子伝達など生命の根幹を担う反応

に用いられている。中でも遷移金属イオンはアミノ酸、タンパク質と結びついて酸素の運搬や酵素

反応の活性中心などを形成している。また、これらの遷移金属は特定のタンパク質と結合すること

で、変性を引き起こす場合が知られている。アルツハイマー病、パーキンソン病に代表される神経変

性疾患は脳内にタンパク質が異常凝集することで引き起こされると考えられており、中でも、プリオン

病の原因であるプリオンタンパク質(Prion Protein: PrP)はオクタリピート領域や神経毒性領域に銅イオ

ンと特異的に結合するサイトが存在することが知られている。そこで、本研究では金属とタンパク質の

相互作用のメカニズムの解明とその応用と、さらには金属－ペプチド in vitro 系反応を生理機能発現系

としてその応用を目的とし、円偏光二色性(Circular Dichroism: CD)測定法や電子スピン共鳴(Electron Spin 

Resonance: ESR)法を用いて、PrP の銅結合領域ペプチドの金属結合選択性や錯体構造の解明、酸化スト

レスに関連した酵素様機能の発現性の解明を試みたので報告する。 

 

2. 実験方法 

1) ペプチド試料の選択と調整 

 本研究では、PrP r (Fig.1) のオクタリピート領域の 8 個のアミノ酸配列からなるペプチド

(octapeptide)と、神経毒性領域の Cu2+との結合部位を持つペプチド(PrP93－102)と、この PrP93－102 の

アミノ酸配列 93 番、94 番のグリシン(G)をアラニン(A)に置換したペプチド(PrP93－102; 93,94 GG/AA)

の 3 種類のペプチドを試料として使用した (Fig.2)。実験で扱ったペプチドはライフテクノロジーズジャ

パン( 旧 invitogen japan )に合成を委託した。純度は全て > 80 %、N 末端と C 末端はそれぞれアミド化、

アセチル化を行った。ペプチドは濃度が 10 mM になるよう超純水に溶かし、-24 ℃で保存した。ペプチ

ドの配列を以下に示す。 

 

 Fig. 1 プリオンタンパク質の正常構造(a)と異常構造(b)の

モデル PNAS, 96, (1999), 2042－2047 

 

  

 (a)                   (b) 
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octapeptide :  Ac－PHGGGWGQ－NH2 

PrP93－102 :  Ac－GGTHSQWNKP－NH2 

PrP93-102; 93,94 GG/AA:  Ac－AATHSQWNKP－NH2 

 

 

 

 

 

 

 

2)試料の調整等 

金属試料は CuSO4・5H2O、NiSO4・6H2O、CoCl2・6H2O、ZnSO4・7H2O、MnSO4・5H2O をそれぞれ

超純水で 0.5 M に溶解し、各実験に適した濃度になるよう希釈して使用した。試料の希釈には、緩衝溶

液として HEPES (10 mM ~ 100 mM)を使用し、pH の調整には 1N HCl、1N NaOH を用いた。 

  

3. 結果と考察 

1) octapeptide 金属溶液の CD スペクトルの解析 

Fig. 3に0.8 mM octapeptide, 0.8 mM金属イ

オン(Cu2+、Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+) / 14 mM 

HEPES pH 7.5 に調整した試料の CD スペクト

ルを示した。octapeptide + Cuにおいて 600 nm

と 350 nm 付近で正の偏光吸収のピークをもつ

CD スペクトルが得られた。このことから、

octapeptideとCu2+はpH 7.5において錯体を形

成していることが明らかになった。この吸収の

ピークは結晶場理論より d－d 遷移によるもの

と考えられる。一方、octapeptide と Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+については金属錯体を形成したこと

を示す特徴的なスペクトルを得られなかった。 

 

2) octapeptide への金属競合結合 

 pH 7.5 において、octapeptide は Cu2+とのみ特異的に結合することを利用し、一旦 octapeptide-Cu 錯体

を形成させた試料に Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+、を加え、CD 測定を行った。その結果、Ni2+、Zn2+を加え

た試料において 600 nm 付近のピークの高さが減少した。以上の結果から、pH 7.4 ~ 7.5 において Ni2+、

Zn2+が octapeptide-Cu の錯体構造の安定性に影響を与えていることが明らかとなった。一方、Co2+、Mn2+

は、octapeptide-Cu 錯体の CD スペクトルを変化させることはなかった。続いて、octapeptide-Cu 錯体へ

の金属競合性における pH の影響を調べるために octapeptide-Cu 錯体の試料に Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+ を

等モル加えて pH 7.4 ~ 7.5 と pH 7.9 ~ 8.0 において CD 測定を行った。その結果、pH 7.9 ~ 8.0 において

Fig. 2  octarepeat 領域と神経毒性領域のアミノ酸配

列 

Fig. 3  octapeptide と各金属イオンを含む溶液より得ら

れた CD スペクトル 
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octapeptide-Cu に金属イオン(Ni2+、Co2+、Zn2+、

Mn2+ )を加えた全ての試料で 600 nm 付近のピー

クの減少が観察された。これらのことから、pH 

7.9 ~ 8.0 においては Cu2+だけでなく Ni2+、Co2+、

Zn2+、Mn2+全ての試料が octapeptide に結合する

可能性が示唆され、これらの金属イオンが

octaeppetide-Cu 錯体へ与える影響は濃度や pH

によって変化することが明らかとなった。また、

本研究から octapeptide への Cu2+と Zn2+の結合の

親和性は pH 7.5において, Cu : Zn = 8 ~ 9 : 1でと

算出された。 

 

3) PrP93-102 の金属結合における配列選択性 

 アミノ酸配列の違いが金属との結合性に与える影響を明らかにするため、PrP93-102 (GGTHSQWNKP)

と PrP93-102; 93,94 GG/AA (AATHSQWNKP)を用いて CD 測定を行った。PrP93-102 の試料に Cu2+、Ni2+、

Co2+、Zn2+、Mn2+をそれぞれ等モル加え、CD 測定を行ったところ Cu2+錯体と、Ni2+錯体に由来する特徴

的な CD スペクトルが得られた。一方、PrP93-102 の 93 番、94 番のグリシン(G)をアラニン(A)に置換し

た PrP93-102; 93,94 GG/AA においても同様に、金属イオンを等モル加え CD 測定を行ったが、得られた

特徴的な錯体による CD 吸収が減少、消失した。このことから、錯体形成に 93、94 番のグリシンが重要

な働きをしていることが示唆され、金属に配位するアミノ酸残基の配列に選択性が示された。 

 

4) octapeptide－Cu 錯体に対する各金属イオン

の競合結合量の検討 

 以上の結果から、金属イオン(Ni2+、Zn2+)を

octapeptide－Cu 錯体の試料に加えることにより、

octappeptide－Cu 錯体への金属イオン競合性よ

り、pH 7.4 ~ 7.5 において、金属イオン(Ni2+、Co2+、

Zn2+、Mn2+)が octapeptide－Cu 錯体の安定性にど

れだけ影響を与えているのかを明らかにするた

め、各金属イオン存在下おける octapeptide－Cu

錯体のピーク位置(589.5 nm)における CD 吸収

(平均残基モル楕円率)を読み取り Cu 錯体の CD

吸収を 100 %として、各金属を加えた時の CD 吸収の割合を Fig.5 に示した。 

589.5 nm での octapeptide－Cu 錯体の CD 吸収は Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+の中で Zn2+を加えた時に最も

減少した。それでも、Zn2+の濃度が 0.8 mM Cu2+の 5 倍等量である 4.0 mM でも、octapeptide－Cu 錯体の

CD 吸収は 44.8 %であることから、Cu2+、Ni2+、Co2+、Zn2+、Mn2+の 5 つの金属イオンの中での結合親和

性の比較がこのグラフより明らかになった。 

 

 

Fig.4 octapeptide - Cu 錯体の試料に Ni2+を 1 倍, 3 倍, 5

倍モル当量加えて得られた CD スペクトル 

 

Fig.5 0.8 mM octapeptide-Cu 錯体に金属イオン(Ni2+、

Co2+、Zn2+、Mn2+) を各倍数等量加えていったときの 589.5 

nm における CD 吸収ピークの減少率 
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5) ESR スピントラッピング法による octapeptide と金属による活性酸素発生系との反応性の解明 

 ペプチドと金属が結合することにより、酵素活性中心のような生理機能を人工的に創出する技術の開

発が現在注目されている。プリオンペプチド本来の生理的役割として酸化ストレスとの関連性が報告さ

れているため、ここではプリオンペプチド－金属錯体と各種活性酸素との反応性について検討をおこな

った。実験は ESR スピントラッピング法を用いて、ヒポキサンチン－キサンチンオキシダーゼ

(Hyp-XOD)由来の super oxide ( )と過酸化水素(H2O2)に対してCu2+単体とペプチド-Cu錯体との反応

性 の 検 出 を 行 っ た 。 ス ピ ン ト ラ ッ プ 剤 と し て 5(-2, 2-dimethyl-1, 3-propoxy- 

cyclophosphoryl)-5-methyl-1-p yrroline  N-oxide; CYPMPO(ラジカルリサーチ社)を用いた。 

 さらに今回の実験において 2 つの系から・OH の生成を行った。最初の系は、ヒポキサンチン(Hyp)

とキサンチンオキシダーゼ(XOD)の酵素系に Cu2+を加えて・OH を生成する方法である。Hyp に XOD

を加えると と H2O2 が生成される。この系に Cu2+を加えると、 が消去され、同時に・OH が生成

される。生成した・OH をスピントラップ剤 CYPMPO で補足し ESR 測定を行った。 

 第二の系は H2O2 に Cu2+を加え、・OH を生成する方法である。この系で生成した・OH も同様に

CYPMPO で補足し、ESR 測定を行った。 

 Fig. 6 には Hyp-XOD 系から得られた結果を示した。Hyp-XOD 系からは とヒドロキシルラジカル

(・OH)に由来する 2 種のスピンアダクトが示されている。②の Cu2+と、③の octapeptide-Cu 錯体存在

下では、 はすべて・OH に変化していることが示された。Cu2+は Hyp-XOD 系において から・OH

への変化を促進する働きをもつが、octapeptide と結合した場合でもその機能が維持されることが本研

究により明らかとなった。 

 Fig. 7 には H2O2の系での結果を示した。Cu2+存在下の②では・OH 由来のスピンアダクトが①に比

べて増幅していることが示された。一方、octapeptide-Cu 錯体存在下の③では、・OH が生成されなか

った。このことから、Cu2+は H2O2を・OH へと変化させる機能を持つが、octapeptide-Cu 錯体は Cu2+

の働きを阻害することが示された。以上の結果から、octapeptide-Cu 錯体は 由来の・OH の生成を促

進し、H2O2由来の・OH の生成を阻害することによる活性酸素生成の制御機能があることが明らかとな

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Hyp-XOD)との反応 

Fig. 6 octapeptide-Cu と (Hyp-XOD 系)との反応

から得られたスピンアダクトの ESR スペクトル  1.2 

mM Hyp, 5 mM CYPMPO, 0.39 U/ml XOD / 80mM 

HEPES pH 7.4 (①)に 0.1 mM Cu2+ (②) or 0.1 mM 

octapeptide-Cu 錯体(③)を加えた 

① 

① 

 
② 

① 

 ③ 

① 

 

+ Cu2+ 

Fig. 7 octapeptide-Cu と H2O2 との反応から得ら

れたスピンアダクトの ESR スペクトル  1.2 % 

H2O2, 1 mM CYPMPO / 65 mM HEPES pH 

7.4 (① )に 0.1 mM Cu2+ ( ② ) or 0.1 mM 

octapeptide-C 錯体(③)を加えた 

① 

① 

 ② 

③ 

① 

 

H2O2との反応 

+ Cu2+ 

+ octapeptide－Cu2+ 
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4 結論 
 CD 測定の結果から、Cu2+は octapeptide と高い親和性をもって結合することが明らかになった。ま

た、pH 7.4 ~ 7.5 において Ni2+、Zn2+を octapeptide－Cu 錯体試料に加えることで、octapeptide－Cu

錯体のピーク位置における CD 吸収が減少したことから、Ni2+、Zn2+が octapeptide に結合する可能性

が示唆され、pH 7.9 ~ 8.0 においては、Ni2+、Zn2+だけでなく、Co2+、Mn2+も octapeptide に結合する

可能性が示唆された。octapeptide に対する親和性は Cu2+が最も高く、octapeptide は Cu2+と選択的に

結合する。そして、octapeptide－Cu 錯体の安定性に Ni2+などの金属イオンが与える影響は、金属イオ

ン濃度や pH などに影響されることが明らかになった。また、pH 7.5 において、Cu2+と Zn2+が

octapeptide に同時に反応した場合は 7.9 : 1、octapeptide－Cu 錯体に Zn2+を加えた場合は 8.6 : 1 の割

合で結合することが明らかになった。PrP93－102 を用いた実験では、pH 7.4 においては Cu2+が、pH 

8.1 においてはCu2+だけでなく Ni2+も PrP93－102 と錯体形成したことに由来する特徴的な CD スペク

トルを得ることができた。このことから、Ni2+が PrP93－102 と錯体を形成するには pH が大きく関わ

っていることも明らかになった。PrP93－102 の 93 番、94 番目のアミノ酸残基であるグリシン(G)をア

ラニン(A)に置換した PrP93－102; 93,94 GG/AA を Cu2+、Ni2+存在下において CD 測定を行った実験

では、PrP93－102 が Cu2+、Ni2+と結合したことに由来する特徴的な吸収が減少、あるいは消失した。

このことから、PrP93－102 と金属イオンの錯体形成には 93 番目、94 番目のグリシン(G)が錯体形成に

大きく関わっていることが明らかとなった。金属イオンはペプチド中に金属結合部位であるヒスチジン

があれば結合可能なわけではなく、配位するアミノ酸に選択性があることが明らかになった。 

 ESR 法による実験から、octapeptide-Cu 錯体は 2 種類の構造が混在しており、Component  1 の

3N1O 錯体が構造の大半を占めていることが明らかとなった。また、ESR スピンとラッピング法から

octapeptide は Hyp-XOD 系由来の・OH の生成を促進し、H2O2系由来の・OH の生成を阻害する機能

を示した。このことから、octapeptide は Cu2+と錯体形成することで、H2O2によって Cu2+が還元され

るのを阻害し、 による還元を促進する選択的な機能により、・OH の生成を制御していると考えられ

る。 

   Fig.8 オクタリピートと Cu の錯体構造 

 本研究は、結合性、構造、機能の面からプリオンペプチドと金属の相互作用を総合的に解明したもの

である。本研究は、プリオン病の進行のメカニズムの一端を解明するものであるとともに、プリオンタ

ンパク質変性のモデル化・理論化をおこなったものであり、このシステムにより、治療薬効果のアッセ

イ等への利用が可能である。さらに金属－プリオンペプチドが酸化ストレスのコントロールに寄与して

いることから、プリオン変性と酸化ストレスとの関連性・病態解明にもつながり、さらには機能性ペプ
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チド等への応用が可能であることを直接的に証明した研究結果である。 
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1. 緒言 

 フェリチンは多くの生物に存在する球状タンパク質で，特に脊椎動物では鉄を酸化物のナノ粒子とし

て蓄え，体内の鉄イオン濃度を保つ働きをしている。フェリチンは，体内では鉄を主に取り込むが，試

験管内では鉄以外にもニッケル，コバルト，インジウム，カルシウムなど様々な無機物を取り込みナノ

粒子とすることを我々や他の研究グループが報告してきた。フェリチンは外径が 13nm の球状タンパク

質で中心に内径 8nm の空洞が存在する。空洞は 8 カ所の親水的な通路でタンパク質外部と通じており，

そこをイオンが通過できる。適当な溶液条件にすることで空洞内部に無機物のナノ粒子を形成すること

ができる。ナノ粒子の成長は空洞の大きさで制限され，最終的に粒径のそろった粒子となる。また外側

をタンパク質に囲まれているのでナノ粒子同士の凝集を防ぐことができ，水溶液中で安定に分散する。

このような特徴を生かして分子標識や記憶媒体の素子とする応用を目指してきた。分子標識とする場合，

タンパク質の部分に特定の分子に結合するペプチド（アプタマー）を付加することにより標識としての

精度が向上する。特にフェリチンの N端はタンパク質の外側にでており，アプタマーのアミノ酸配列を

フェリチンの遺伝子のN端部分に組み込むことで特定の分子に結合するフェリチンを容易に作成できる

利点がある。また，フェリチン内部に蛍光物質のナノ粒子を形成させることで蛍光分子標識を実現でき

る。有機色素を使った場合に比べ，退色による消光が少ないので分子標識として優れていると考えられ

る。酸化鉄やガドリニウムのナノ粒子を形成させれば，MRI での特定部位の造影剤として使用できる。

このような利用を目的として，ここではイットリウム(Y)またはバナジウム(V)にドープした希土類（Eu, 

Tb, Gd, Gy）の蛍光性ナノ粒子をフェリチン空洞に形成させる事を試みた。またガドリニウムナノ粒子

の作製を行い NMR におけるプロトンの緩和時間(T1)を減少させることを確認した。 

 

2. 実験方法 

1)蛍光性ナノ粒子の作製 

 蛍光ナノ粒子については CdTe ナノ粒子をタンパク質空洞内に形成させたが，蛍光量子収率が低く，

分子標識とするには十分ではなかった。ナノ粒子の結晶性が悪いことが原因であると考えられる。タン

パク質空洞内に形成させた CdS や CdSe など他の II-VI 族ナノ粒子半導体も同様の結果が報告されてい

るので，II-VI 族半導体ではなく希土類ナノ粒子による発光体の作製に方針を転換した。0.1mg/ml のフ

ェリチンに希土類の硝酸塩溶液を最終濃度が 1mM になるよう 1時間おきに 5回にわけて加え、室温で 19

時間放置することで，Y, Eu，Tb のナノ粒子を 20-40%の形成率で作製することができた。作製したナノ

粒子の透過型電子顕微鏡像(TEM 像)を図１に示すが、ほとんどの粒子はアモロファスであり結晶格子の
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観察されるナノ粒子はいずれの希土類においても

10%以下であった。Yを母材とした Eu, Tb のナノ粒

子は Y 中に Eu または Tb の硝酸塩を同時に加える

ことにより単体と同じように作製できた。Energy 

Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) によりナノ粒

子は目的の元素を含むことが確認された。ナノ粒

子を含むフェリチンをショ糖密度勾配遠心法によ

り精製することにより、ほぼ 100%ナノ粒子を含む

溶液を得ることができた。 

 YVO4を母材とした蛍光ナノ粒子の作製は、まず Y

と Eu（または Dy）の硝酸塩をキレート剤 EDDA の存在下において 4℃で混合し、その後フェリチン

(0.1mg/ml)と粉末の NH4VO340mM 分を混合して 4℃で 24 時間反応させる。10,000gx20min 遠心することで

沈殿を除き、さらにゲル濾過(G25)により未反応のイオンを除いた。 

2)ガドリニウムナノ粒子の作製 

 MRI の造影剤として使用する目的でガドリニ

ウム(Gd)のナノ粒子をフェリチンの空洞に作製

した。作製条件は先に述べた希土類ナノ粒子の作

製を基本として，pH (6.6-7.6), Gd 濃度 (0.5-5 

mM)，反応時間 (0-24hr)，反応温度(4-70℃)を変

えて最適条件を検索した結果，pH7.0, 2mM Gd, 

24hr, 50℃で最高のナノ粒子形成率 20%を得るこ

とがわかった。反応温度については 4-50℃まで

形成率自体はほとんど変わらなかったが，結晶性

については温度が高い方がよかった。ただし反応

温度が 60℃を超すとタンパク質の沈殿が増加す

るので，50℃を最適とした。0.1mg/ml フェリチ

ン，2mM Gd(NO3)3，100mM MOPS(pH7.0)の溶液で 1

日反応させることで図 2a,b に示すようなナノ粒

子を得た。粒子の組成を調べるために EDS を試みた結果，図 2c に示すように Gd の

L(6.06keV),L(6.71keV),M(1.19keV)のピークを得たことから Gd を含むナノ粒子であることがわか

った。Cu, Si は電子顕微鏡グリッド，炭素支持膜由来のピークである。高分解能 TEM で観察したところ，

50℃で合成した粒子は 50%に結晶格子を観察することができた。この試料の制限視野電子線回折を図 2d

に示す。電子線回折では 0.315, 0.198, 1.69 nm に対応する面間隔が観察され，同じ面間隔を持つ Gd2O3

の正方格子結晶であると結論した。 

3)蛍光性ナノ粒子の光学的特性の測定 

 得られた蛍光性ナノ粒子の蛍光スペクトルは日本分光 FP-6200 によりミクロ蛍光セル(3x3 mm)を使っ

て行った。また蛍光寿命は堀場製作所(TemPro spectrometer)に 390nm の励起光源としてパルス

LED(LED-390)を用いて測定した。蛍光寿命の計算はソフトウエアパッケージ DAS-6 を用いて 1 成分、2

 

図 1.希土類ナノ粒子の TEM 像（Nano-W による負染色） 

a) Eu ナノ粒子, b) Tb ナノ粒子の TEM 像（挿入図は高

分解能像，左はアモルファス，右は結晶像） 

  

  

図 2.Gd ナノ粒子の TEM 像と組成，構造 

a) Gd ナノ粒子の金グルコースによる TEM 負染色像，b) 

TEM 無染色像，c) EDS，d) 電子線回折像 
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成分解析を行った。 

4)NMR プロトン縦緩和時間の測定 

 Gd ナノ粒子を含むフェリチンによる縦緩和時間(T1)の影響を 10MHz(0.23T)の NMR 装置により計測し

た。90°パルス（約 15ms）の繰り返し時間 Tr を変えることによる信号強度の変化を計測することによ

り T1を算定した。 

 

3. 結果と考察 

1)蛍光性ナノ粒子の光学特性 

 得られたEuナノ粒子フェリチンの発光スペクトル

は 5D0
7F1遷移に対応する 590nm と 5D0

7F2遷移に対

応する 614nm にピークをもち，赤色の発光も目視で

きた（図 3a）。一般的にはこれらの発光体は高濃度で

消光がおこるために酸化イットリウム(Y2O3)中に

数％ドープして使用するが，作製したナノ粒子は 50%

以上の濃度でも発光強度が落ちることがなかった。

これは大きさがナノオーダーであり，粒子が水中に

均一に分散しているために消光が起こりにくいため

であると結論した。また，半導体発光粒子とは違い，

アモルファスであっても十分な発光強度が得られる

ことが示された。Tbを含むナノ粒子は 5D0
7Fj(j=3, 4, 

5, 6)遷移に対応する 488, 544, 582, 618 nm にピー

クが観察され（図 3b），目視では緑色の発光がみられ

た。 

 Y にバナジウム(V)を加えることで蛍光強度の大幅

な増加が見られた。溶液の水を重水に置換すると蛍

光寿命が増加した（図 4）。このことは軽水中での O-H

基を介しての無輻射遷移が、重水中で O-D への置換

により抑制されたためであると考えられる。この寿

命測定から、Eu3+に配位位している OH はおよそ 2 個

であることが予想される。Eu をドープした粒子にお

いては、Yのみの母体より V を含む母体にした方が寿

命が約 2倍長くることがわかった（図 4）。また，母

体を V にすることで V-O 電荷遷移による 274nm の大

きな吸収が見られ，紫外励起では Y のみを母体とし

た場合よりも，かなり発光効率をあげることができ

た。 

2)ガドリニウムナノ粒子の T1 

 Gd は f 軌道に 7個の不対電子があり，大きな磁気

 

図 3 蛍光ナノ粒子の発光スペクトル 

(a) Eu を含むナノ粒子（励起 396nm） (b) Tb

を含むナノ粒子(励起 237nm） 

 

図 4 蛍光ナノ粒子の蛍光寿命 

Y:Eu ナノ粒子の軽水中での寿命は 1 成分で

約 0.5ms、重水中での寿命は長い成分が

2.2ms、短い成分が 0.5ms であった。 
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モーメントを持つため，プロトンの T1 緩和時間を大幅に

減少させる。このことから MRI における造影剤として使用

されているが，ガドリニウムイオンは生体に対する毒性が

有り，一般に錯体を形成させて利用されている。ナノ粒子

として利用できれば，単位体積当たりの Gd 原子の数を大

幅に増加できるので造影効果の向上があると考えられる。

このためまず，10MHz での T1 緩和時間を 90°パルス繰り

返し法により計測した。使用したフェリチンはは 37%のナ

ノ粒子形成率で、ナノ粒子の直径の平均は6.1nmであった。

ナノ粒子が Gd2O3の結晶とした場合、密度は 7.41g/ml であ

るので、フェリチン 1分子あたり Gd 原子は約 3000 個入っ

ている計算になる。一般に緩和速度(1/T1)は常磁性イオン

の濃度に比例して増加することが知られている。測定され

る T1を Tobs、常磁性イオンのない場合のプロトン緩和時間

を TH、常磁性イオンの濃度を Cとすれば、 

1/Tobs=1/TH+r1C 

となる。この比例定数 r1は造影剤の効果を示す指標として”relaxivity”（緩和能）として定義されて

いる。図 5は 1/Tobsに対して使用したフェリチンの濃度を Gdの濃度 Cに換算してプロットしたものであ

る。この実験結果の傾きから r1=1.84 [mM
-1s-1]が得られた。現在医療で使われている Gd-DOTA の r1 は

3.9[mM-1s-1]程度であり、Gd を導入したフェリチン中では 20[mM-1s-1]が報告されている[1,2]。我々の結

果はそのいずれの値より小さいが、これはフェリチン中の Gd が結晶性のナノ粒子を形成しており、表

面の原子しかプロトンの緩和に関与していないためと考えられる。緩和能をフェリチン濃度で考えると

r1=5500[mM
-1s-1]となり、かなり大きな緩和効果があると考えられる。しかしこの場合無駄な Gd 原子を

もっていることになり、フェリチン 1 分子当たりの Gd 原子数はもっと減らしても良いと考えられる。

今後は Gdの量を調整すると共に、フェリチンからの Gdイオンの放出量も計測していく予定である。 

 

4. 結論 

水溶性球状タンパク質フェリチンの内部に希土類のナノ粒子を形成させることに成功した。蛍光性の

希土類ではバルクの試料が高濃度でクエンチングを起こすのに対して、ナノ粒子ではかなり高い濃度ま

で蛍光強度の増加が見られた。これはナノ粒子が水溶液中に安定に分散していることを示している。ま

た、バナジウムを母材として希土類のナノ粒子を形成させると無輻射緩和の減少に加えて、紫外領域で

のバナジウムの吸収係数の増加により、希土類元素による蛍光強度が大幅に増強されることがわかった。

Gd のナノ粒子も蛍光性の希土類同様にフェリチン内部に形成することができるが、Eu に比べると結晶

性がよく、周囲の水との交換が少ないように考えられる。MRI の造影剤として使用するためには、Gd

と水との交換相互作用が大きいことが望ましいので、今後は水との交換が起きやすいような構造をとら

せることを試みる。また、蛍光性の希土類と組み合わせることにより、紫外線の照射でフェリチンが集

合している部位を同定できるので、MRI での画像診断と併用して光学的な画像化もできると考えている。

特定の臓器にフェリチンを特異的に結合させるためには、遺伝子工学によりフェリチンの外部にアプタ

 

   図 5 Gd 濃度に対する 1/T1 
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マーを付加する必要があり、今後はアプタマーの開発もすすめる。 
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硬組織および軟組織再生のためのスキャフォルド機能性評価と蛍光タンパク質の評価系への応用 

  

安田圭 1)・冨田祐樹 1)・大杉仁美 1)・石井英 1)・向井優哉 1)・相澤守 2)・神澤信行 1) 

 

1) 上智大学理工学部物質生命理工学科 

2) 明治大学理工学部応用化学科 

 

Functional evaluation of three-dimensional scaffold for the hard and soft tissue engineering using a 

fluorescent protein. 

Kei YASUDA1), Yuki TOMITA1), Hitomi OHSUGI1), Hide ISHII1), Yuya MUKAI), Mamoru AIZAWA2),   

and Nobuyuki KANZAWA1) 

1) Department of Materials and Life Sciences, Faculty of Science and Technology, Sophia University 

2) Department of Applied Chemistry, School of Science and Technology, Meiji University 

1. 緒言 

生化学からのアプローチでどれだけ組織再生に、ひいては人々の幸福に貢献できるかという課題と向

かい合い５年間の研究を進めてきた。日本ではすでに４人に１人が６０歳以上という生活の中で、何を

したら我々の生活の質 (QOL, Quality Of Life)を維持、向上できるのか? 本研究は他人事ではなく、自身

のこれからにもかかわる重要な研究である。我々はこれまで生化学のアプローチで上記問題に取り組ん

できた。相澤らによって創製された新規足場材料であるアパタイトファイバースキャフォルド(AFS, 

apatite fiber scaffold)を用いると、その中で培養された細胞は二次元的に培養された細胞に比べ、骨分化

が促進される 1)。この結果は相澤らによって報告され、その後我々も追試している 2)。分化が促進され

る根拠として AFS 中には生体内で見られるような細胞の増殖に適当な空間が存在するため、細胞が生体

内と同様に三次元的に増殖し、細胞間ネットワークを形成できることが挙げられている。しかし、細胞

の分化に伴うマーカー遺伝子の発現と、細胞増殖の観察を直接結びつける根拠はなく、その因果関係は

十分に検証されていない。一方で、ES 細胞や iPS 細胞を用いた組織再生の試みは急速に実現の域に近づ

いている 3)。しかし、組織再生には限界があり、組織の種を生体に戻すことで、最終的には生体の持つ

能力で組織再生を促そうとする方向に向かっている。具体的な例では、心臓すべてを人工的に作り出す

ことはせず、一部の組織の再生を助けることで心機能の改善を図る取り組みがなされている 4)。上記の

通り、より大きい組織、より高機能な組織の再構築が直近の目標となる。我々は、足場材料を含めた組

織工学の手法が上記目的の達成に必要な技術になると考えている。 

より良い足場材料を創製するためには、どのようなメカニズムで細胞の分化が促進されているのかを

知る必要がある。生化学からの視点でモノづくり貢献するためにはメカニズムにこだわった解析が重要

だと考えている。本研究では上記の考えに基づき、三次元環境と細胞分化との関係に注視しながら足場

材料の機能性を評価した。また、評価系を改善するため、蛍光タンパク質の応用を試みた。一般に、材

料創製を主とする研究者にとって、最初の壁となるのが細胞を用いた評価であり、細胞内から核酸を取

り出す作業を含む分化マーカー遺伝子の検出はさらに困難な作業となる。統一規格となりうるような簡

便な評価系が存在すれば、材料創製の開発速度を速め、上記目的に貢献できるものと考えられる。今回、
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特別な染色等を必要とせず、蛍光強度や、蛍光色の変化を見るだけで細胞内の遺伝子発現状態、つまり

分化マーカーの発現量がわかる細胞株の確立を目指した。 

 

2. 実験方法 

1) 細胞培養 

  本研究では硬組織の代表例として骨の再生を目的に MC3T3-E1 細胞を用いている。また軟組織の代表

例として心筋の再生を目的に P19.CL6 細胞を用いている。 

骨芽細胞の培養と分化誘導: MC3T3-E1 細胞は 10% FBS を含むα-MEM 培地を用いて 37℃、CO2濃度

5%のインキュベーター内で予備培養した。なお、培地交換は 1 日おき又は 2 日おきに行い、継代培養は

細胞が容器内に約 80%飽和になった時点で行った。AFS 培養では、12-well plate に AFS (φ7.5 mm × H 

5 mm)を入れ、それぞれに 50 µL の 70% ethanol で浸水処理した後、培地 500 µL に懸濁した 5.0×105個

の細胞を播種した。その後、インキュベーター内で一定日数培養した。なお AFS は、180℃、2 時間の

乾熱滅菌を行ったものを使用した。培地交換は 2 日おきに行った。分化誘導には、hydrocortisone を含む

市販の分化誘導培地を用いた。 

心筋様細胞の培養と分化誘導: P19.CL6 細胞は上記 MC3T3-E1 と同じ条件で予備培養した。分化誘導

は、7.5×105 cells/dish (φ90 mm)の条件で細胞を播種し、5% DMSO を含む培地で 4 日間浮遊培養後、

DMSO を含まない通常培地でさらに接着培養を 16 日目までした。AFS で培養する場合は予備培養後、

1.0×106 cells/AFS の条件で細胞を播種し、16 日目まで通常培地で培養した。AFS で培養する際には

DMSO 処理をあらかじめ出来ないため、AFS 内に細胞を播種後、DMSO を含む培地と含まない培地で比

較検討した。 

2) AFS の作製 

相澤らの既報 1)に従って AFS を作製した。具体的には定法に従い調製した fiber 原液を三口フラスコ

に入れ、冷却管と温度計をセットした。これをオイ

ルバス中 80℃で 24 時間、90℃で 72 時間加熱し、均

一沈殿法により作製した。合成した AF スラリーに

対し質量比で 20 倍量のカーボンビーズを添加し、成

形、水蒸気気流中で 1300℃、5 時間焼結し、AFS を

得た。AFS の結晶構造に関しては X-ray diffraction 

(XRD)により解析し、それぞれ Hydroxyapatite (HAp)

の単一層からできていることを確認した。 

3) 分化マーカープラスミドのコンストラクト 

骨分化に関与するマーカーをもとにした解析 : 

MC3T3-E1 細胞からゲノム DNA を抽出し、骨分化

初期マーカーであるType I collagen (col1a1)及び骨分

化後期マーカー遺伝子である osteocalcin gene 2 

(OG2) の promoter をそれぞれ単離し、それを

promoterless 蛍光タンパク質発現用ベクター

pmCherry-1(赤色蛍光)及び pEGFP-1(緑色蛍光)に組

図1. 時期特異的promoterと結合した蛍光タンパク質発

現ベクターの模式図。 

図 2. GCaMP5G の模式図と導入イメージ 

GCaMP5G には通常の GFP から突き出た位置にカルシウ

ムと結合する部位を持っており、カルシウム存在下で

強い蛍光を発する。 
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み込んだ(図 1) 

心筋分化に関与するマーカーをもとにした解析: サイトメガロウイルス(CMV)由来の promoter 下流に

カルシウムの濃度に依存して蛍光強度が変化するコンストラクト(pCMV::GCaMP5G)をもとに、CMV の

代わりに、心筋特異的に発現する事が期待される心筋型 troponin T type 2 promoter (Tnnt2)をマウス由来

細胞のゲノムより PCR により単離し置き換えた(pTnnt2::GCaMP5G)。 

4) 分化マーカー導入細胞の創製 

作製したコンストラクトをそれぞれの細胞にリポフェクション法で遺伝子導入した。選択抗生物質は

pcol1a1::mCherry の場合には G418 を用い、 pOG2::EGFP の場合には hygromycin を用いた。

pTnnt2::GCaMP5G の場合は、hygromycin を用いた。pTnnt2::GCaMP5G については蛍光タンパク質の発

現が分化後期に限定されるため一過的発現での解析を行った。一方、骨分化にかかわる 2 つのプラスミ

ドについては、遺伝子の安定導入後、解析することを試みた。安定的に遺伝子導入された細胞を得るた

め、上記選択抗生物質中で培養した。 

5) 遺伝子発現解析 

細胞分化の道筋を調べため、骨分化または心筋分化にかかわるマーカー遺伝子の発現を半定量

RT-PCR または Real-time PCR で解析した。骨分化に関しては、早期のマーカーである col1a1、中期から

のマーカーである ALP、終期のマーカーである OCN について解析した。心筋分化を解析する際には、

中胚葉分化誘導因子 BMP2, GATA4、心筋分化マーカーであるα-MHC、細胞接着に関与する GJA1、カル

シウムチャネルである Cav1.2, Cav3.1、心筋分化の上流に位置する Wnt11、未分化マーカー遺伝子である

Oct4 について解析した。 
6) 抗体を用いた心筋機能分化の解析 

 心筋の機能性を評価するため、心筋細胞間でカルシウムの通り道として機能する gap junction タンパ

ク質である connexin43 に着目した。Connexin43 は細胞間の情報を受け渡しすることで正常な心筋細

胞の拍動の維持に関与している。今回、特異的抗体を用いて、発現の時期や局在について解析した。 

 

3. 結果と考察 

1) 骨分化マーカー遺伝子の解析 

半定量PCRにより骨分化マーカー遺伝子

の解析を行った(図 3)。Dish 培養、AFS 培養

のどちらの条件においても、骨分化誘導を

することで、各マーカー遺伝子の発現が上

昇することが確認できた。しかし、分化の

初期マーカーである Type-I collagen につい

ては、解析４日目からすでに発現があり、

その発現量は dish および AFS で大きな変

化が見られなかった。中期のマーカーであ

るALPに関しては培養後期で発現の急激な

上昇がみられることが多く、この結果は細

胞培養後に ALP 活性染色した際の結果と一致している(data not shown)。AFS で培養した場合の ALP の

図 3.骨分化マーカー遺伝子の発現 

Dish またはAFSで4, 7, 14, 21日間培養したサンプルに対し

て骨分化マーカー遺伝子である Col1a1, , ALP, OCN に特異

的な primer を用いて PCR を行い、PCR 増幅産物をアガロー

スゲル電気泳動により解析した。 
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発現は dish 培養に比べて早期から増加することが分かった。後期マーカーである OCN に関しては、AFS

培養によって初期から顕著な発現量増加が確認できている。しかし、alizarin-red 染色による解析では、

カルシウムの沈着は培養後期でしか見られず、遺伝

子発現開始のタイミングと石灰化には時間的なず

れがあることが考えられた。これらの結果を合わせ

ると、AFS では dish 培養によって早期から骨分化

が開始される傾向があることがわかる。実際に時間

を区切って細胞を観察すると、AFS 内ではマクロポ

ア内に侵入した細胞同士がポア内で細胞接着して

いる様子が確認され(data not shown)、これらのネッ

トワーク形成により分化が早期から開始されてい

ることが想像された。しかし局所情報を含む観察の

手法と、全体の平均として結果が表れる遺伝子解析

の手法とにはどうしても「想像」が入り込む余地が

できてしまう。そこで、リアルタイムで遺伝子発現

を蛍光色としてとらえることができればと考え、蛍

光タンパク質を用いた解析を試みた。 

2) 蛍光タンパク質を用いた骨分化解析 

異なる二種のプロモーターにそれぞれ異なる蛍光

タンパク質をつなげた遺伝子を MC3T3-E1 細胞に導

入した。遺伝子導入体において実際に導入した遺伝

子がゲノム上に組み込まれているのかを genomic 

southern blot および inverse PCR によって調べた(data 

not shown)。その結果、導入した遺伝子の１つは、内

在する OC プロモーター中に挿入されていた。遺伝

子導入体を dish に播種し、confluent に達してからポ

ジティブコントロールとして分化誘導培地で培養す

ると、4 日目に mCherry の赤色蛍光が確認され、7 日

目に EGFP の緑色蛍光を発する細胞が観察された。

さらに長期的に培養し観察したところ、緑色蛍光を

発する細胞は増加し、赤色蛍光を発する細胞が減少

していることが確認出来た(図 4)。上記実験に加え、

細胞の増殖性や石灰化等を評価したが、遺伝子導入

による細胞増殖性や分化能については正常細胞との

間に違いが見られなかった。上記の通り、ダブルカ

ラー遺伝子導入体は、骨分化評価系として使用可能

である事が明らかになった。 

 

図 5. 心筋分化に関わる遺伝子発現解析 

青いバーが分化誘導条件下、赤いバーが AFS 培養条件

下でそれぞれ 16 日間培養した細胞に付いての各遺伝

子の相対発現量を示す。GAPDH の発現をコントロー

ルとした。 

 

図 4.遺伝子導入体の蛍光顕微鏡観察 
Day 4, 7, 14 で遺伝子導入体の観察を行ったところ、経

日的に赤色蛍光を発する細胞の減少と緑色蛍光を発す

る細胞の増加が観察された。 
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3) AFS を用いた心筋培養と分化誘導 

AFS は上記のとおり骨の再生に貢献する足場材料として開発された。また繊維状の HAp をもとに作

られるため、繊維同士の絡み合いからミクロポアが形成される。さらに繊維の中にカーボンビーズを混

ぜて成形し、焼結させることでマクロポアが形成される。ミクロポアは培地循環の通り道として機能し、

マクロポアは細胞増殖の場として機能することが期待されている。さらにこの気孔率の高さのために

AFS 自体はスポンジのような弾力性を持っている。我々はこの弾力性を軟組織の再生に利用できるので

はないかと考えた。そこで今回は心筋組織再生に用いることが可能であるかについて検討を進めた。心

筋細胞は発生初期に組織としての機能分化を完了し、成長に伴い細胞体積の増加は見られるものの、細

胞自身の増殖はほとんど見られなくなる。我々は、マウス胚性腫瘍細胞 P19.CL6 細胞を AFS 内で培養

し、その遺伝子発現を解析した。DMSO を含む分化誘導条件下と、AFS 内で DMSO 処理せず播種した

細胞について培養 4, 8, 12, 16 日目に RNA を抽出し、Real time-PCR による遺伝子発現解析を行った(図

5)。中胚葉分化誘導因子 BMP2, GATA4 に付いては分化誘導条件より AFS 内培養の方が若干発現量が抑

えられる傾向が見られた。また細胞接着に関与す

る GJA1、カルシウムチャネルである Cav1.2, 

Cav3.1、心筋分化に関与する Wnt11 において dish

上での分化誘導条件とほぼ同等の発現量が、AFS

中の培養でも認められた。後期心筋分化マーカー

遺伝子であるα-MHC では、AFS 内培養において

発現量は少ないものの早期から一定の発現がみ

られ、day 16 までに変化する事が無かった。未分

化マーカー遺伝子である Oct4 は分化誘導条件で

は発現量が上昇傾向にあるのに対し、AFS 内培養

では経日的な発現の減少が見られた。これらのこと

から、骨分化で見られた時と同様に、dish 培養によ

る分化誘導条件下では細胞の増殖と分化が同期的

に進行するのに対し、AFS 内で培養された P19.CL6 

細胞は、局所的に細胞分化が開始され、連続的に分

化が進行していくことが考えられた。この結果から

AFS 特有の分化様式が骨芽細胞以外でも起こる事

が考えられた。しかし、この場合も骨分化と同様に

局所的な細胞の分化と AFS 全体での分化を区別す

ることが難しく、AFS の機能性を正確に評価できた

とは言えない。 

そこで細胞の機能分化の指標として成熟した心

筋細胞で細胞間の情報伝達に寄与する connexin に

着目した。特に connexin43 は成熟した心筋細胞に発

現し、細胞間でカルシウムを介したシグナルの伝搬

に寄与している。Dish 培養した P19.CL6 細胞にお

Fig. 7 pTnnt2::GCaMP5G で形質転換した細胞の観察 

形質転換後の細胞を分化誘導条件で培養すると、GFP

の蛍光強度が変化する様子が観察された(上段)。その

周期性(中段)は、明視野で細胞が収縮する振幅(下段)

と一致していた。 

図 6. Connexin 43 の局在解析 

P19.CL6 細胞 を 16 日間培養し Connexin 43 特異的抗体

を用いて関節蛍光抗体法によりその有無と局在を調べ

た。 
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ける connexin43 の局在は、心筋細胞同士が接する境界域にドット状または線状に局在していることが確

認できた(図 6 左)。一方、AFS 中で 16 日間培養した後に切片を作製し、その局在を確認したものでは、

dish 培養した時とは異なり、線状の局在は示さず、AFS の絡まりあいの中で斑点状に染色されるのみで

あった(図 6 右)。この結果は細胞間接着が十分に形成されていない可能性を示唆している。これまで 16

日間で心筋細胞の分化は十分に進行すると考えていたが、上記遺伝子発現の結果と合わせて考えると、

より長期間の培養、ないしは初期播種数の再検討が必要であることが考えられた。 

我々はさらに心筋細胞が最終的に機能性/拍動性をもった細胞に分化しているかを、三次元環境下でも

解析出来る評価系を確立必要があると考え、拍動に伴い蛍光強度が変化する蛍光タンパク質を導入した

細胞系の確立を目指した。 

4) カルシウム応答型蛍光タンパク質導入細胞の解析 

今回のコンストラクトでは、心筋分化の最終段階になり蛍光タンパク質が発現することから、スクリ

ーニングは抗生物質に対する耐性でしか実施することができない。そのため遺伝子の導入効率向上のた

めの条件検討を、遺伝子導入後すぐに発現する pCMV::GCaMP5G を用いて実施した(data not shown)。

P19.CL6 細胞へ導入効率は思わしくなく、最も高い値でも 10%程度であった。そのため、一過的導入し

た細胞について解析を行った。またカルシウムの細胞内流入はカルシウムイオノフォア A23187 を培地

中に添加する事で確認した。その結果、16 日間の培養後も一部の細胞で拍動ともなう蛍光強度変化が観

察出来、その蛍光強度の変化は、細胞が収縮する周期と一致していた(図 7)。上記の事から、遺伝子が

導入された細胞では細胞が分化し、自発的な拍動を開始すると、その拍動を蛍光強度の変化として捕ら

えられる事が確認出来た。 

 

4. 結論 

本研究では、AFS の機能性を評価することと、その評価系に蛍光タンパク質を用いてことで、機能性

の詳細を解析することを目的とした。今回の解析からわかってきたことは、AFS のような三次元の培養

環境では、二次元での培養とは異なり、多くの事象が並行して起こっていること。つまり、dish 培養で

は細胞増殖というフェーズから分化というフェーズに同期的に変化していくのに対し、AFS 中では増殖

と分化が複数個所で同時並行的に進行する。そのため細胞の播種を含め、培養環境の最適化が重要な用

件として残ることが分かった。骨細胞の分化では、異なるプロモーターにそれぞれ異なる蛍光タンパク

質を結合させ、発現させることで、特別な処理をすることなる細胞分化を経時的に観察できる系を確立

した。しかし、上記細胞では二度のスクリーニングを繰り返したために、細胞の継代に伴う変化が見ら

れ、その後の解析では細胞増殖の低下が観察された。現在は、2 つのプラスミドを 1 つにまとめたもの

を作り出し、一度のスクリーニングで目的の細胞を得ることを試みている。心筋細胞の分化に関しては、

機能性の変化を最終的な分化の指標にすることが適切であると考え、当初は細胞間接着因子に着目した。

しかし、上記のとおり AFS では局所的な分化が足場材料としての特徴であることが理解されて来たため、

カルシウム応答的に蛍光が変化する蛍光タンパク質を用いた系で機能性を評価しようとした。現時点で

dish 培養での蛍光を用いた機能性評価に成功したが、AFS 内部での変化は観察できていない。これは上

述のとおり、三次元足場材料を用いた場合の培養環境の最適化に起因すると考えている。現在はラジア

ルフロー型バイオリアクターを用いて、条件の最適化に努めている。 
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