
ISSN　1342－5129

生体活性セラミックスの剣製に関する研究

2001

無機材質研究所研究報告書第117号



1．

　1

　ユ

　1

　1

2．

　2

　2

　2

3．

　3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　目　　　　次

研究概要および構成…

　1　はじめに………

　2研究概要一……

　3研究構成員・…………一・・…・・…

　4執筆分担・………・…一・・…＿＿．＿＿。．．．＿．．

骨組織誘導再生膜の開発…

　ヱ　はじめに………・・

　2　リン酸カルシウム／ポリ乳酸共重合体複合体の合成・・…………・

2．2．1　はじめに一……………………

2．2．2材料と方法一………・・…………

2．2．3結果と考察一…………・

2．2．4結論一……
　3　T　C　P／C　P　LA複合体の生体外試験一……・

2．3．1　はじめに・・……………・………………

2．3．2材料と方法…・……・一……・・…

2．3．3結果と考察…・…・・・・…

2．3．4　まとめ……一…・・・・・…一…………。、。．．＿＿＿＿＿…．．。

　4　TC　P／C　P　LA複合体膜のGT　RおよびG　B　Rへの応用……

2．4．1　はじめに・・

2．4．2材料と方法一…………

2．4．3結果と考察一……一…・

2．4．4　まとめ…・…

　5　T　C　P／ポリ（乳酸一グリコール酸一カプロラクトン）複合体の合成とG　B　Rへの応用…

2，5．1　はじめに…・・

2．5，2材料と方法………・・・…

2．5．3結果と考察……・・…

2．5．4　まとめ・・

　6結論・…一……・

　多糖類系。軟骨材料の開発………・

　1軟骨代替材料の創製に関する研究一無機化学の視点から……・・

3．1　1　はじめに・…

3．12　自已組織化を用いたアバタイト／酸性多糖類複合体…一・…

　3．1．2．1　はじめに…

　3，1．2，2実験方法…………・

　3．1．2．3結果と考察一……・・

3．13計算科学による無機／有機界面の電子状態一・・

・1

・1

・1

・1

－2

・3

・3

・3

・3

・3

・4

・6

・6

・6

・6

・・7

・11

・11

・11

・11

・王1

・12

・12

・12

・王3

・！3

－！4

・・16

－18

・18

・18

・18

・18

・18

－19

・2！



4．

3．

3．

3．

3．1

3．

3．

3．

3．1

3．

3．2

3．

4．

3．

3．

3．

3．

3．

！

2
2
3．

3．

3．

3．

3．2

3．

3．

3．

3．

3．

3．2

　　　1　はじめに…・・

　　　2計算方法・……・…・………

　　　3結果と考察…

　4　自已組織化体の表面制御・・・・…

　　　1　はじめに一…

　　　2実験方法……………・一・…・

　　　3実験結果一…

　5軟骨代替材料の合成と医学応用・

1．　　ユ　はじめに……・…………・一…・

1．　2実験方法・…・…・………・・…

1，　3結果と考察一………………

　6　おわりに………・…

軟骨再生マトリックスの構築と物性評価に関する研究…

1

2
2．

2．

2．

2．

2．

2．

2．

2．

2．

はじめに……一…

実験方法……………………………・……・・……………・一・………一・・・・・……・…

2　1’ポリイオンコンプレックス（P　I　C）を形成しない条件の設定一・一…・…

22　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスの調製と膨潤度潮定………・

23　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスのキャラクタリゼーション・

24　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックス上での軟骨細胞の培養……・

結果と考察…………・…………………………一………………＿＿＿＿＿＿．。．

3．1

3．2

3．3

3．4

3．5

ポリイオンコンプレックス（P　I　C）を形成しない条件の設定・……・…一・

ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスの調製一・…・……一…・

ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスのキャラクタリゼーション・

ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスの膨潤度評価…・・一一・…・・

ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリックスの生物学的機能評価………

4　おわりに・

3　Effect　of　Chondroitin　Su1fate　on　the　Crysta1Growth　of　Hydroxyapatite

3　　3．　1　　Introduction　・・・…

3　3．2　Experimenta1Procedure

3　3．3　Results　and　Discussion　・・………・・…・・・・………・…・……・……………・・・…

3　3．4　Conc1usions

骨周囲組織系材料の開発…………・……・・…

1　キトサンーハイドロキシアパタイト複合体に関する研究……一…一…・一…・・

4．

4．

4．

4．

4．

4．

4．

1
2

キトサンーハイドロキシアパタイト複合体の合成…

キトサンーハイドロキシアパタイト複合体の評価…

2．1

2．2

2．3

2．4

2．5

有機酸の効果……………一・…………・…

キトサン／HA　P組成比の効果・…・……

透過型電子顕微鏡（TEM）による観察…

強度試験による評価…………・…

動物試験による評価・……・・…………

・・2ユ

・21

・23

・24

・24

∵24

・・25

・・25

・一26

・・26

…27

…27

－28

・28

・・28

－28

・・29

…29

・一29

・・29

・・29

…30

・・30

・・31

…32

…32

・・32

・・32

・・33

・・33

…35

…38

…38

・・38

…38

・38

・38

・39

・40

・40



　4．2　交互浸漬法を用いた靱帯・腱のHA　P処理に関する研究…　　　　　　　　　　　　　…40

　　4．2　　靱帯・腱一HA　P複合体の合成…　　　　　　　　　　　　　　　　　　……　　・・41

　　4．2　　靱帯。腱一HA　P複合体の評価…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・41

　　　4，2．2王複合化領域の評価・…・……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41

　　　4．2．22動物試験による評価……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41

　　　4．2．2　3　医学応用へのアプローチ…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……　　・42

5．　その他の生体材料の開発…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…43

　5．1経皮ディバイスを目的としたアパタイト・シリコーン複合体の開発…　　　　　　・一　　・・43

　　5．　　　緒言…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43

　　5．　　　アパタイトの表面修飾………………一・・…　　　　　　　　　　　　　　　…・・　…43

　　5．　　　シリコーン表面修飾…………・………一…・・…・…・　　　　　　　　　　　・…一…43

　　5．　　　アパタイトコーティングシリコーン複合体の調製・…　　　　　　　　　　　　　　44

　　5．　　　複合体の外観…・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……　　・44

　5．2　ハイドロキシアパタイトとポリエチレングリコール界面で起こる有機無機相互作用…　　・・44

　　5．　1緒言…・・一………………………・一・……・・　　　　　　　　　　　　　　　　　一4垂

　　5．　2実験方法・・……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…・・一45

　　5．　3結果……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…・・　…45

　　5．　4考察……………………・・………・一・・…・　　　　　　　　　　　　　　　　　　一46

　5．3　アバタイト単結晶の表面吸着に関する研究一…・・…・・…　　　　　　　　　　　　　　・・47

　　5．3　！緒言・・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。．47

　　5．32実験方法一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　一47

　　　5．3．2．ユ試料のエッチング条件の検討…一…………　　　　　　　　　　　　　　　47

　　　5．3．2．2　FT－I　R測定用試料の作成…・…一・……　　　　　　　　　　　　一　　・・48

　　　5．3．2．3　LB膜の累積…………・…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　48

　　　5．3．2．4　A　FMの測定（液中）…・…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・48

　　　5．3．2．5　FT－I　Rの測定・・……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・…　　・48

　　　5，3．2，6走査型電子顕微鏡（S　EM）の測定……　　　　　　　　　　　　　　　　　・・48

　　5．33結果および考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・．＿　　．一49

　　　5．3．3　1エッチング条件の検討一…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・49

　　　5．’3．32　アラキジン酸累積後のA　FMによる観察…　　　　　　　　　　　　　　　・…49

　　　5．3，3　3　FT－I　Rの測定……………一・…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　49

　　5．34結言・・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…49

6．残された問題と将来展望…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　51

7．研究発表……・…　　　　・・一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・52

　7ユ発表論文……　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……　　・52

　72特許出願……・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．。57

　73受賞・表彰　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……　　58



生体活性セラミックスの創製に関する研究

第1章 研究概要および構成

1．1　はじめに

　医療材料の分野では，新しい研究が芽生えっっある。

それは，「生物がもっている生命力を最大限に活かす」，

あるいは「細胞を材料の一部として利用する」という

考え方に基づいている。生体の反応は複雑であるため，

従来のように人工材料の「機能・特性」に頼った材料

至上主義ではなく，生体・細胞と共存し組織の治癒カ

を高める新しい材料研究が大きく急速に進展しようと

している。本プロジェクトでは，人の運動機能にとっ

て不可欠な骨・軟骨などを再生するいくつかの材料に

ついて研究を行った。

1．2研究概要

　本報告書は，4つの章から構成されている。

　第2章では，骨の再建技術として注目されている骨

再生誘導法（GBR）について述べた。GBR法は，生体が

もともともっている組織再生能を利用して骨組織を再

建する手術方法である。そのため，骨疾患部に骨芽細

胞のような有用な細胞だけを誘導し，その他の細胞の

浸入を遮断する膜材料が求められている。これまでGBR

法では5mm程度の骨欠損が再生できると考えられて

いたが，本研究では，20mm以上の大型骨欠損を再生

する膜材料を開発できた。得られたTCP／CPLA複合

体は，無機／有機材料のそれぞれの特長をうまく組み合

わせた材料で，化学結合を制御することが大切と考え

られる。この材料については，整形外科・脳外科で応

用が可能であり，すでに技術を企業に移管し，前臨床

（生物学的安全性試験）の後，3～4年後に治験に入

る予定で開発が進んでいる。

　第3章では，軟骨関連材料の開発について記載され

ている。軟骨疾患は高齢化や過度なスポーツによって

引き起こされる。代表的な疾患としては，変形性関節

症・慢性リウマチ・スポーツ外傷などがあげられる。

軟骨疾患は年々増加の一途をたどり，現在，我が国で

は全人口の1％（120万人）に達している。NIH（米国保

健機関）の統計によると，米国では500万人が軟骨治療

を待っているとされ，世界全体の患者数は1000万人を

越えると推定されている。軟骨は，他の生体組織に比

べて代謝能力が弱く，一度損傷すると自然に治癒する

ことが難しい。そのため，現在，有効な治療法がなく，

組織工学（ティッシュエンジニアリング）あるいは再

生医学と呼ばれる治療法が世界各国で研究されている。

本研究で，再生医学の効果を最大限に引き出すための

マトリックス材料を開発する探索研究を行った。

　第4章では，キトサン分子とアパタイトからなるナ

ノコンポジットを開発した。その結果，アパタイトに

有機高分子の柔軟性を付与した新しい材料を得ること

ができた。この材料は，水熱処理により減菌処理・形

状制御が容易に行え，同時にその処理によって柔軟性

が向上した。さらに，動物実験によって，生体内で炎

症反応がなく骨誘導能を示すことが明らかになった。

骨周囲に存在する組織（靱帯。腱）を再建する材料と

しての利用が期待される。

　第5章では，経皮デバイス・カテーテルなどに利用

できる材料の開発を目指した。現在，シリコーンは，

耐熱性や耐薬品性に優れた生体不活性材料として医用

材料（カテーテル・人工肺用素材）に広く用いられて

いる。シリコーンの優れた物性とアパタイトの優れた

生体親和性を複合化するため，アパタイト粒子にアミ

ノ基を導入し，シリコーンの表面にカルボキシル基を

導入して，アパタイト修飾シリコーンを作製した。こ

の材料は，細胞・組織との親和性が高く，柔軟性が高

いことから今後さまざまな応用につながると期待して

いる。

　本プロジェクトを進めるにあたって，多くの方の積

極的なご協力をいただいた。とりわけ，東京医科歯科

大学の宮入裕夫教授・四宮謙］教授。宗田大教授・高

久田和夫助教授・伊藤聰一郎講師，岡山大学の尾坂明

義教授，工学院大学の門間英毅教授，さらに多木化学・

川澄化学・新田ゼラチン・生化学工業・日本油脂など

多くの企業の方に暖かいご指導。ご支援をいただいた。

ここに改めて，謝辞を表し，心からのお礼を申し上げ

たい。’
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生体活性セラミックスの創製に関する研究

第2章 骨組織誘導再生膜の開発

2．1　はじめに

　高齢化社会に伴って，病気やけがなどで骨を失う機

会が増えてきている。例えば，骨肉腫では，腫瘍およ

び周囲の骨組織を取り除く治療をするし，歯槽膿漏な

どの歯周病では炎症性の吸収を起こした顎の骨と歯周

組織（象牙質。セメント質・歯根膜）を取り除く治療

をする。このような骨および周囲組織が大きく失われ

た場合，現在は自家骨移植や生体活性なセラミックス

（水酸アパタイトやAW結晶化ガラスなど）を欠損部

に充填することで，骨を伝導する治療がおこなわれて

いる。しかし，自家骨移植では採取できる骨の大きさ

に限界があるし，生体活性セラミックスはいつまでも

身体の中に残るため，再生部分の骨の量が少なくなる

こと，材料と骨の強度。弾性率の違いによって，セラ

ミックスが脱転したり，脆性破壊を起こす。その結果

骨量の少ない部分で，骨折が起こってしまう場合もあ

る。グループ研究報告書第3章で研究開発したアパタ

イト／コラーゲン複合体はこれらの間題を解決する一つ

の手段である。

　一方で，骨は骨を食べる破骨細胞による骨吸収と骨

を作る骨芽細胞による骨形成というリモデリングを繰

り返しているため，生体内で再生可能な組織であると

いえる。しかし，骨組織は軟組織に比べて成長が遅い

ため，大きな骨欠損部はほとんどが軟組織で充填され

てしまう。そこで，近年組織再生誘導法（GuidedT1ssue

Regeneration：GTR）の一手法である「歯周組織再生誘

導法」や「骨再生誘導法」（Gu1ded　Bone　Regeneratioll：

GBR）が特に歯科口腔外科領域で応用され始めている1〕。

GBRは骨欠損部に膜状の材料を巻くことで，軟組織の

侵入を防ぎ，膜内部に骨再生環境を作る手法である。

現在，GTR膜として広く応用されているのは，ポリテ

トラフルオロエチレン（PTFE）である2〕。PTFEは組織

適合性が高いバイオイナートな材料であり，ヤング率

の低い柔らかい膜であるため成形性にもすぐれている

が，このヤング率の低さのため大きな骨欠損部に使用

すると，膜が形状を保つことが出来ずに骨再生に支障

をきたすことや，バイオイナートであることから摘出

手術をおこなう必要があることなどの問題点が指摘さ

れている。強度を改善するために，チタンにPTFEを

コーティングした膜をGBRに使用する例が報告されて

いる日〕が，これらの材料でも，摘出手術はさけられない。

そこで，近年，ポリ（乳酸一グリコール酸）などの生体

吸収性ポリマーで出来たGTR材料4）が市販され始めた

が，これら生体吸収性高分子でも，ヤング率は骨の十

分の］程度であることから巨大な骨欠損への応用は難

しい。また、これらの吸収がポリ乳酸とボリグリコー

ル酸の加水分解によるため，局所的にpHの低下が起こ

り，周囲組織の炎症や，それに伴う骨吸収の危険性が

指摘されている。

　そこで，本研究では生体親和性が高く，生体吸収性

で，骨に近いヤング率を持ち，骨を再生する能カにす

ぐれたGTRおよびGBRに応用できる複合材料を合成

することを目的とした。

2．2　リン酸カルシウム／ポリ乳酸共重合体複合体の合

　　　成卜7〕

　2．2．1　はじめに

　生体活性で骨伝導能があり生体吸収可能な材料を考

えると，リン酸カルシウム系のセラミックスである水

酸アパタイト（HAp）やリン酸三カルシウム（TCP）

にほぼ限定される。また，生体吸収性で，賦形性があ

り，無害である合成高分子材料を考えると，乳酸系の

ポリマーに限定される。しかも，セラミックスの持つ

骨伝導性能を損なわないためには重量比で50％以上の

リン酸カルシウムが必要となる。そこで，本節では，

これらのセラミックスとポリマーを均質に複合化する

手法の開発と複合材料の物性の評価を目的とする。

　2．2．2　材料と方法

　リン酸カルシウムを合成するための出発材料は，炭

酸カルシウム（アルカリ分析用，和光純薬工業），オル

トリン酸（試薬特級，和光純薬工業）とした。炭酸カ

ルシウムはあらかじめ105ぴCで3時間焼成後，加水消化

をおこない，水酸化カルシウムのスラリーとした。

　0．6Mのリン酸水溶液を，激しく撹枠した1Mの水酸

化カルシウム懸濁液5dmヨ中に徐々に滴下した。HAp合

成の場合は終点のpHを9に，TCP合成の場合は終点

のpHを7に調整した。終点のpH近傍で沈殿物をサン

プリングし，それぞれの単］相が粉末X線回折法で確

認された時点で合成を終了した。その後，沈殿を1・3



無機材質研究所研究報告書　第117号

日熟成し，吸引ろ過した。これを120℃で乾燥した後，

80ぴCで焼成してHApおよびβ一TCP単相の粉末を得

た。各種粉末はらいかい機で125μm以下に粉砕して以

後の試験に使用した。また，乳酸系共重合体として，

共重合物であるエチレンセバケートとヘキサメチレン

セバケートの共重合比を変えることで，材料の物性を

変化しうる大日本インキ化学工業社製のポリ乳酸共重

合体（CPLA）のハードタイプ（CPLA－H）とソフト

タイプ（CPLA－S）を用いた。

　複合化の条件を設定するにあたって，以下の3通り

をおこなった。全ての条件で，HApは王8ぴCで30分間

乾燥させたものを使用した。

　1）クロロフォルム溶媒法

　　各CPLAをクロロフォルムに溶解した後にリン酸

　カルシウムセラミックス粉末を混合し，クロロフォ

　ルムを蒸発させる方法。HAp／CPLA－H重量比は75／

　25とした。混練時間は10分，室温にて複合化した。

　2）加熱乳鉢による混練法

　　各CPLAを乳鉢中で加熱溶融後にリン酸カルシウ

　ムセラミックス粉末を混合する方法。HAp／cPLA－

　S重量比は72／28および60／40とした。混練時問は，15．

　60分，混練温度は180℃とした。

　3）ラボプラストミル（東洋精機）による熱混練法

　　各CPLAをラボプラストミル中で加熱溶融後にリ

　ン酸カルシウムセラミックス粉末を混合する方法。

　HAp／CPLA－H重量比は75／25とし，混練時問は10

　分，混練温度はユ8ぴCとした。

さらに，3の方法に従って，TCP／cPLA－H重量比50／

50．60／40．75／25．80／20．85／15．90／！0の複合体，お

よびTCP／CPLA－S重量比70／30．75／25の複合体を作

成した。複合化前後のリン酸カルシウム相を粉末X線

回折法にて同定した。得られた複合体中のCPLAの分

子量はポリスチレンを標準試料としたゲルパーミーエ

ションクロマトグラフ（GPC）により測定した。

　得られた複合体はヒートプレス（東洋精機）により

金型モールドを用いて3mmの板に加熱圧縮成型した。

さらに，複合体を5×3×20mmに成型し，三点曲げ

試験をおこない，その荷重ひずみ曲線より，ヤング率

を求めた。曲げ試験の条件はスパン15mm，クロスヘッ

ド速度500μm／minである。また，TCP／CPLA複合体

の微構造は走査型電子顕微鏡（SEMl）を用いて複合体の

破断面にて観察した。さらに，TCP／CPLA－H複合体

中のTCPとCPLA－H間の相互作用をフーリエ変換反

射赤外スペクトル測定により検討した。また動的熱機

械測定法により，複合体の変形可能温度を測定した。

　2．2．3　結果と考察

　図2，1に示すように，リン酸カルシウム梱は，全ての

混練条件で複合化前後に変化は認められなかった。2）

と3）の方法で得られた複合体の写真を図2．2に示す。1）

の方法では，肉眼的に均一で成形可能な複合体は得ら

れなかったため，写真には示していない。右上のHAp／

CPLA－Sのみが2）の方法で合成された試料である。写

真の上でも，右の列にあるHAp／CPLA複合体は，全

て色が付いていることが分かる。特に，HAp／CPLA－

S讐60／40（wt／wt）の試料は，混練時間を60分取ったた

め，ポリマーが焦げたような状態になっている。各試

料の分子量測定の結果を表2．！に示す。同一の方法で複

合化したにもかかわらず，TCP／CPLA－HとHAP／

CPLA－Hでは重量平均分子量（Mw）が約半分となっ

Fig．2I1

↑CP／CPLA－H
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菊池正紀　第2章　2，2－3節

ている。また，分子量の分散を示す指標であるMwと

数平均分子量（Mn）の比もHAp／CPLAの方が大きく

なっており，HApがCPLAの加水分解を促進している

ことが明らかとなった。これはおそらくHApの持つOH

基が関連しているものと考えられた。そのため，安定

に複合体を作成するためには，リン酸カルシウムとし

てTCPを選択した方がいいことが分かった。これは，

生体内で溶解性の高い材料を選択することにもつなが

り，本材料のコンセプトに合致している。

　リン酸カルシウムの混合比と三点曲げ強度・ヤング

率の関係をそれぞれ図2．3，2．4に示す。リン酸カルシ

ウムの混合比と三点曲げ強度の間に相関はなかった。

ヤング率は混合比と正の相関を示した，ヤング率の低

いポリマーに，ヤング率の高いセラミックスを複合化

しているためであると考えられる。三点曲げ強度・ヤ

ング率と重量平均分子量との関係を図2．5，2，6に示す。

今度は，曲げ強度と分子量の間に正の相関が確認でき

る。すなわち，分子量が60000以上になると，曲げ強度

が約50MPaと，もとのポリマーの強度と等しい値を示

10
■●■TCP／CPLA－S
一■■TCP／CPLA－H
－c’HAp／CPLA－S
→コ■HAp／CPLA－H

O一一一一一一一一一一一一一一〇

Fig．2．4
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している。このような分子量と強度の相関は一般的に

ポリ乳酸系の共重合体で認められるものとよく一致し

ている。一方，分子量とヤング率との問に相関は認め

られなかった。

　図2．7に破断面のSEM像を示す。CPLAがちぎれて

いるように見えるところと，TCP粒子が，CPLAから

弓1き剥がされた後のようなところが見える。また，TCP

粒子表面にCPLAが覆うようにして貼り付いているこ

とがよく分かる。このように，TCPとCPLAは非常に

濡れ性が良い。また，図2．8に示す赤外吸収スペクトル

（測定した反射赤外スペクトルをクラマースークロー二



無機材質研究所研究報告書

o
0．

≡

、
＝

o
⊆
Φ
』

ω

○
仁

o
＝
④

o

60

50

40

30

20

10

＿●＿TCP／CPLA－S
一■←TCP／CPLA－H
■つ一HAρノCPLA－S

一ローHAp／CPLA－H

6、

㍉6

Fig．2．5

　12

何

0－100
、
ω8
一≡

！

0　60
∈

ω4
b8
＝　2
◎

＞

　O

20　　　　　40　　　　　60　　　　　80　　　　100　　　120

molecular　weight◎f　CPLAl　kDa

Three　poi11t　bending　strength　of　the　ca1cヨu1／r　phos－

ph日te／CPLA　composites　as　a　function　of　weight　avor－

age　molecula］1“・eight　of　CPLA　in　the　composit．es．

Bending　strength　rapidly　decrease〔l　when　molecular

weight　of　CPLA　decreased　to60，OOO　o1－1ower．

Fig－2，7 Scalrning　eloc亡ron　mi⊂rograph　of　TCP／CPLA－H　com－

1〕osjte，　TCP　paI’ticles日nd　CPLA　wel1日亡t日ched　eac1／

0thel’wit1／high，ve／t臼biiity．

一■←　TCP／CPμ一S

■■■TCP／CPLA－H
一・o－　HAp／CPμ・S

一□一　HAp／CPLA－H

o■一一一一一一〇

Fig．2．6

20　　　　　40　　　　60　　　　80　　　　「00　　　120

molecularweightofCPLAlkDa

Young’smodu1usofthecalciumpbosphate／CPLAcom－

pos三tes　as　a　function　of　，veight　Hve11age　nloヨeculaI’

weight　of　CPLA　in　the　composjtes．　No　l’elations

bet“・een　nlo1ecu］ar　weight　alrd　Yoし］nglsη10dull］s“モre

indic壬1ted、

ッグ変換することにより求めた）で，1770cm■’付近で

観測される乳酸のエステル結合由来のC＝〇二重結合の

伸縮振動が，複合化によって低波数側にシフトしてい

ることがわかる。このことから，分極したC＝OのOδ’

とTCP表面のCa2＋が電気的な相互作用を持っている

と考えられ，この相互作用によってTCPとCPLAの

濡れ性が説明できる。また，この濡れ性の高さから，

複合体は重量比で80％のTCPを含んでいても，曲げ強

度を保つことができると考えられる。さらに，この複

合体は熱可塑性を保ち50℃付近で軟化することがわか

った。機械的強度や熱可塑性の点から，この複合体は，

GTRおよびGBR膜として十分な物性を示すことが明

らかとなった。

　2，2，4結論

　リン酸カルシウムとポリ乳酸共重合体の複合体を合

成したところ，ラポプラストミルによる熱混連によっ

て，均一かつ物性値の良い複合体が得られた。この複

合体の強度は，ボリマーの強度（分・子量）に依存し，

ヤング率はセラミックスの混合量に依存した。HApと

CPLAを熱混練すると，HApの触媒効果によって

CPLAの分解が促進されるので，複合体の安定合成の

ためにTCPを使用することがよいことが分かった。SEM

観察の結果，TCPとCPLAは濡れ性が高く，赤外吸収

スペクトルからTCP表面のCaとCPLAのC＝OのO
とが電気的な相互作用を持つことが分かった。そのた

め，複合体は80重量％のTCPを含んでいても強度と熱

可塑性を保つことが分かった。

2．3TCP／CPLA複合体の生体外試験昔・目〕

　2．3．1　はじめに

　前節の結果から，TCP／CPLA複合体はGTRおよび

GBR膜として必要な物瑚杓性質を示すことが明らかと

なった。しかし，これらを生体内に埋入したときに何

らかの為害性があっては問題となる。そこで本節では

前動物実験試験として，生理食塩水浸漬試験，疑似体

液浸漬試験，細胞培養試験の生体外試験をおこなった。

　2．3．2材料と方法

　焼成を8（〕ぴCと11（〕O℃の2点でおこなったTCP粉末

（それぞれTCP」エ、丁昌，TCP］。。。）を用いて，前節で示し

たラボプラストミルによる熱混練法（以■卜熱混練法）

により重量比75／25のTCP／CPLA－H複合体を作成し

た。得られた試料を加熱圧縮により3mm圧の板状に
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整形した後，5x3×20mmの板に切り出し，表面を

3000番の研磨紙で研磨した後，以下の実験に使用した。

　まず，37℃の生理食塩水中にTCP岬ヨ／CPLA－H，

TCP1…／cPLA－H，CPLA－Hの試料を浸漬した。試験

期間は1，2，4，8，12，24週問とした。生理食塩

水の量は，各試料ごとに1～8週までは100cm3，12，

24週は300cmヨとした。各試験期間終了後，以下の各試

験をおこなった。三点曲げ試験はスパン15mm，クロス

ヘッド速度500μm／minでおこなった。CPLAの分子量

はポリスチレンを標準試料としたGPCにより測定した。

試料の表面をSEMで観察し，複合体の分解の様子を調

べた。また，生理食塩水中のCa，Pの濃度は誘導結合

高周波プラズマ分光分析（ICP）により測定し，pHはpH

メータで測定した。さらに，浸漬後の試料の反射赤外

スペクトルを測定した。

　次に，TCPm。。／CPLA－H，CPLA－Hの試料を人問の

血漿の無機イオン濃度に類似したイオン濃度を持つ37℃

の疑似体液（SBF）に浸漬し，その表面への骨類似HAp

の成長を，薄膜X線回折法とSEM観察により調べた。

　最後に，細胞培養試験をおこなった。培養にはマウ

ス骨芽細胞由来の細胞株MC3T3－E王細胞を用い，培養

液には10％の子牛胎児血清を加えたα一modified

Eag1e’s　m1nimum　essentioa1med｛umを用いた。104

ce11s／cm3の細胞懸濁液2cm3を35mmの培養シャーレ

に加え，5％の炭酸ガス中37℃で培養をおこなった。

細胞が培養シャーレに接着した細胞播種一日経過後に

TCP1。。島／CPLA－H複合体を加えた。比較として，複合

体を加えずに培養した系を用いた。細胞は，培養経過

1～4日まで，毎日位相差顕微鏡下で観察した後，O．25

％のトリプシンを含んだリン酸緩衝液で細胞を回収し，

血球計数版にて細胞数を数えた。

　2．3，3結果と考察

　三点曲げ強度とヤング率の変化をそれぞれ図2．9，2．10

に示す。複合体はいずれも4週間までは急激に強度，

ヤング率が落ちているがCPLA単体では4週までに強

度の変化はほとんどない。］方，4週以降の曲げ強度に

っいてはTCP］舳／cPLA－Hの場合はほとんど強度の変

化が無く，TCP1。。巳／CPLA－Hにおいても，強度の変化

がゆるやかであったが，CPLA単体の場合は強度が急

激に減少した。

　図2．ユ1に生理食塩水中のCaの濃度を示す。図。から

TCPの溶解にともなって，TCPm・島／CPLA－H，

TCP、。。。／CPLA－HともにCaの溶出量は増えているが，
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　　　　ites　and　CPLA＿H　as　a　function　of　soakin星time　in

　　　　physioIogical　saline．

焼成温度の低いTCP。。。ヨ／CPLA－Hのほうが2・5倍多

く溶けだしていることがわかる。複合体を浸漬した場

合のpHは図2．12に示すように，中性付近にたもたれて

いるが，CPLA－Hの場合は，CPLA－Hの加水分解に

よる乳酸の生成によってpHが酸性になった。CPLA－

Hの加水分解が進んでいる12週以降ではさらにpHの

低下が進んでいた。

　図2．13にTCP1舳／CPLA－H，TCPl。。。／CPLA－H，

CPLA－Hの浸漬前後のSEM像を示す。TCP1。。。／

CPLA－H（A）およびCPLA－H（E）の浸漬前の表面は比

較的平滑であるが，TCP1。。。／CPLA－H（C）の表面は多

　　　　　　　　－ime／week

Fig．2．12　Changes　in　pH　of　pbysiological　saIine　as　a　function　of

　　　　soaking　time　of　the　TCP／CPLA－H　composites　and

　　　　CPLA－H．Soaking　of　CPLA－R　lead　decreasing　of　pH

　　　　to4，while　soaking　of　the　composites　maintained　pH

　　　　neutraヨー

孔質であった。浸漬12週で複合体（B，D）では表面のTCP

の溶出がみとめられた。一方，CPLA－H表面において

浸漬12週でCPLA－Hの加水分解による亀裂の発生がみ

とめられた（F）が，複合体表面（B，D）ではCPLA－H部

分に亀裂の発生はみとめられなかった。

　CPLA－Hでは図2．14に示すように，浸漬直後からほ

ぼ同じぺ一スで分子量が低下し，加水分解が進んでい

た。一方，複合体では加水分解速度が遅く，表面が比

較的多孔質であったTCP1。。。／cPLA－Hにおいても加水

分解はほとんど進行していなかった。

　これらの結果を総合すると，複合体を生理食塩水中

に4週まで浸漬したときの強度の低下はおもに表面の

8一
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Fig．2．ユ3　Scanning　electrolr　n／icrographs　of　the　surf日ce　of　the　TCP！CPLA－H　co111pos1tes　al］d　CPLA－H　befor0Hnd　aftor　so邊kilrg　i11

　　　　physiologi⊂日1sHlinc．TCP1373！CPLA－H　surfaces　Al　before　and　B1after　so目1｛ing，TCP107：弓．！CPLA－H　surfacesC1bef（〕1・e日nd

　　　　D1after　so刮king，CPLA－H　surfacesE1befol・e臼1rd　F1日ftersookin暮．Dissolution　ofTCPon　thecolr／posjtesuτfacビsandcmck

　　　　on　CPLA＿H　surf三1c已were　obsel’ved、

TCPの溶出によって複合体表面が多孔質になることで，

見かけ上全体の強度が低下したものと考えられる。ま

た，4週以降にCPLA－Hの曲げ強度が急激に低下した

のは，CPLA－Hの加水分解による分子量低下に起因す

ると考えられる。この加水分解による曲げ強度のいち

じるしい低下までの時問は骨プレートとして一般に使

用されているポリ乳酸（PLLA）のそれに比べて短い。

（PLLAでは42週経過後でもほぽ強度をたもってい

るm〕。）CPLA－Hが単体では必ずしもGBR用の膜とし

て十分であるとはいえないが，本報の複合体では骨が

できるのに■1』分な期問である24週まで強度をたもって

いた。さらに，TCPユ＝，。ノCPLA一一H成形体の場合には表

面のTCPが溶出したあとに，生理食塩水が進入するこ

とでTCPの溶出が進むため，曲げ強度の低下が徐々に

進んだと考えられる。しかし，図2．ユ5の赤外吸収スペ

クトルからわかるように，エステル結合のC＝Oの伸縮

振動の波数が浸漬後のどの時期でも，CPLA－H単体に

対して同じ化学シフトを起こしていることから，TCP

とCPLA－H問の相互作用は，生理食塩水浸漬によって

も保たれることが分かった。
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Fig．2．ユ5　Fourier－transfornユed　infrared　spectra　of　TCP／CPLA

　　　－H　compos1tes　and　CPLA－H　before　alr（l　after　soaking，

　　　Nocha1／geonreds11iftofC＝Ostret⊂hingb日11d昌rou11（1

　　　1770cI1／■1　illdic日ted　nユai11ten邊nce　o｛　chenli⊂al　inte1’ac－

　　　tjon　bet“・een　TCP　Hnfl　CPLA　sU1’f萬ces．

　一方，CPLA－Hの分解にともなうpHの変化が複合

体では観察されないのは，TCPの溶出による酸の中和

作用およびCPLA－Hの分解生成物のTCP表面への吸

着によるものと考えた。一般にポリエステルの加水分

解は酸およびアルカリ触媒によって促進される。また，

ポリ乳酸系のエステルの場合，加水分解によって生成

した乳酸が自己触媒としてはたらくことで加水分解が

促進されることが知られている。しかし，TCPと複合

化することにより加水分解速度がゆるやかになること

が明らかになった（図2．ユ4）。したがって，TCPとの複

Fig，2．16　Th1n一・mm　X－r臼y〔liffractio111〕atter11s　of　TCP／CPLA－H

　　　con／posite　surf壬1ce昌　after　soaki］］9　in　sinul］a亡ed　body

　　　fluid．Bone－likeapatite　layerformed　onthesしlrfHceat

　　　5〔lays日ftel’snakillg臼nd　it　indicatcd　l／ighly

　　　l〕1o1lctivity．

瓜・＝、。一・．、．

Fig．2，17　Sc日nning　olectron　m1crographs　of　the　TCP！CPLA－H

co

si－

al〕

1〕osite　s■rfaces　1〕cforo　an〔1　日fter　soaking　　i1r

］latod　1〕udy　nuid．　The　surfac已　、v日s　coverod　witlr

’itemj⊂rOCr｝’トt1〕lS、

合化は生体内での乳酸による周囲組織の炎症を緩和す

るだけでなく，生体組織を意図する空問に誘導するた

めの場を必要な期問だけ保持する強度をたもつことが

できる。よって，本複合体は生体への低刺激性材料と

してもすぐれていると考えられる。

　次に，SBF浸漬試験の結果を図2．ユ6，2．17に示す。

浸漬後5日目で，複合体表面に低結晶性のHApができ

はじめ，一週問で表面を覆い尽くしていることが，Figure

2．16の薄膜X線回折パターンから分かる。また，図2．17

のSEM像もX線の結果とよく一致している。このこ

一10一
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　　　　　　　　　　TCP／CPLA－H複合体は生理食塩水中において，
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Fig，2，18　Growth　c／lrve　for　MC3T3－El　cells　cultured　with　TCP／

　　　　CPLA－H　composite，The　curve　was　the　same　as　th｝且t

　　　　of　blank　　⊂ontro］　groしlp　　a11d　　sho，ved　　high

　　　　biocon／patibj］ity　of　the　con／posite．

CPLA－Hよりも長期にわたり高い強度をたもてること

が分かった。また，TCPとの複合化により，CPLA－H

の加水分解にともなう周囲のpH変化を抑制することが

わかった。これらのことから，TCP／CPLA－H複合体

は生分解・1生の骨誘導再生用の膜としてすぐれた性質を

もっていることがわかった。また，SBF浸漬試験から

は，高い生体活性を示すことが明らかとなり，細胞培

養試験から動物実験へ進んでも安全であることが示唆

された。

2　4TCP／CPLA複合体膜のGTRおよびGBRへの応
　　　用1］・12〕

　2．4．1　はじめに

　前節で，本複合体が，物理的にも生物学的にも安全

にGTRおよびGBRに応用できることが明らかとなっ

た。本節では，複合体膜をビーグル犬の歯周組織，顎

骨および脛骨の欠損部に覆い，歯周組織並びに骨組織

が再生するかどうかを調べた。

Fig，2．19　Phaso　contl’ast1刀i⊂rograph　of　the　ceHs4　d壬1ys　after

　　　　cuitiv繧tio11，Nol’mH1sl〕indleshapedcellsgrewclosely

　　　　i11c01rtact　，vit1／仁o11rPosite　s／］rface、

とから，本複合体が表面に骨類似のHAp微結晶を析出

する能力を持っている「生体活性」な材料であり，生

体活性セラミックスであるHApやTCPにおけるHAp

微結晶析出期間の4週間に比べて4倍早いことから，

HApやTCPセラミックスと比べても，生体活性が高

いことが分かった。

　細胞培養試験からは，図2．18の細胞増殖曲線が示す

とおり，TCP／CPLA－H複合体が細胞の増殖になんの

影響も与えないことが分かった。図2，19の培養四日目

の位相差顕微鏡写真からは細胞が複含体表面に貼り付

くようにして増殖していることがよく分かる。したが

って，本複合体は，細胞に対する急性毒性を全く示さ

ないことが明らかとなった。

2．3．4 まとめ

　2．4．2　材料と方法

　動物実験に用いた複含体は，その操作性から，TCP一ノ

CPLA－Sの重量比50！50のものを用いた。複合体を加熱

圧縮成型して，250μmの膜とした。膜は工タノールに

30分浸漬することで減菌した。滅菌した膜を約50℃の

温生理食塩水中で欠損部に合わせて賦形した。

　歯周組織の欠損は，健常なイヌ臼歯の側面の歯肉を

剥離し，歯科用ラウンドバーで臼歯側の象牙質から，

顎骨の一部までの幅3mmを深さ5mmにわたって削

り取って作成した。顎骨の欠損は，健常なイヌを抜歯

後4週問経過した後，最大幅2（〕mm，深さ1（〕mm，舌側

から頬側に貫通する大きな骨欠損を作成した。脛骨の

欠損は，創外固定器で脛骨を固定後，骨幹部を20mmに

わたって完全に離断して作成した。各欠損には，賦形

した複合体膜を覆い，12週問レントゲンにて経過を観

察し，その後屠殺して組織標本を作製した。顎骨にお

いては放置群を，脛骨においてはCPLA－H膜で覆った

群とそσ）まま放置した群を比較のために作成した。

　2．4．3　結果と考察

　まず，GTRの結果を図2．20に示す。手術直後（a）に

あった骨欠損が，8週問後（1〕）には縞麗に治っているこ

とが分かる。また，図2．21の組織切片を見ると，象牙

質，セメント質，歯根膜，顎骨の全ての歯周組織が正

常に治っていることが明らかとなった。

一ユユー
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淳＼』ら細織欠損

F1g．2．20X－ray　photographs　of　beagle’s　mandible　after　peI’一

　　　　iodontal　tisslle　regonerHtiolr　oPeration　usiηg　TCP／

　　　　CPLA　c（〕mposite　membrane．a＝beagle’s　mandiblejust

　　　　臼fteroPeratio1／．Th已⊂omPositen／eml〕rane1llldl〕onc

　　　　defect　“・as　observed．　　b：　8　weeks　日fter　operation．

　　　　C日1cific日tion　of　the（lefect“旧s　observe〔1、

　次に，顎骨欠損のGBRの結果を図2，22に示す。手術

直後のレントゲン像（a）では膜が確認され，レントゲン

による膜の位置を確認ができることが分かった。また，

4週目（b）には膜がほぼ吸収され，周囲の骨から，徐々

に骨組織ができあがっていき，8週（c），12週（d）とす

ぎるにつれて，骨量が増してくることが分かる。一方，

図2．23の比較群は，ユ2週の時点でも軟組織の侵入によ

って骨が数mm程度しか再生しなかったことが分かる。

12週の時点でのヴィラヌーバ染色写真でも，骨組織が

再生していることが確認できた。

　最後に，脛骨離断部におけるGBRの結果を示す。図

2．24に示すように手術後4週，8週と離断部の雨末端

から骨が再生していき，ユ2週で完全に骨が繋がった。

一方，CPLA膜のみを用いた場合は，8週まではよく

似た治癒過程を示すが，12週ではまだ5mm程度の問

隙が残っていた（図2．25－a）。放置群の場合は，両端か

ら3mm弱の骨が形成されただけであった（図2．25－b）。

これらの脱灰HE染色像を図2．26に示す。複合体膜で

覆った群はaに示すように中央まで新生骨の組織が形

成されているが，bのCPLA膜で覆った群とcの放置

群は大きさは違うものの，中央に軟組織が侵入してし

Fig．2．21

　、

Histological　section　of　beagle’s　man〔lil〕le　after　per－

iodontal　tjss／le　regener日tion　operation　usj1／g　TCP／

CPLA⊂omposite　me1／1bl’ane．Thビupper　side　of　an

～u11’ow　h劃d　been　t11e　defect，All　of　the　dofe⊂t　tissues，

dentin，cementum．P已riodontaln／embraneandm王i1／・

dible，were　regel－erHted．

まい，これ以上の骨再生は不可能であると考えられる。

　以上の結果から，本複合体膜は，TCPとの複合効果

によって，歯周組織の再生はもちろん，巨大な骨欠損

部でも誘導再生が可能なすぐれた膜材料であることが

明らかとなった。

　2．4．4　まとめ

　本複合体膜は，TCPによる骨再生促進効果が認めら

れた。特に，吸収性膜では世界で初めて，20mmにわ

たる骨欠損を再生することが可能であることが分かっ

た。さらに，TCPのX線不透過性によって，膜が吸収

されるまでの間，膜の位置がレントゲンで十分確認可

能であり，医師の経過観察に適した材料であることも

分かった。

2．5TCP／ポリ（乳酸一グリコール酸一カプロラクトン）

　　　複合体の合成とGBRへの応用1川

　2．5．1　はじめに

　前節までに明らかにしたように，TCP／CPLAはGBR

用の膜材料としてすぐれた性質をもっている。しかし，
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F1g．2，2！　X－rayphotogr三一phsofbeag1已’smHndible；ift已rgtlido〔li〕〔inoポビgenerati口noper…lti011〕sillgTCP／CPLAcon／posit〔・mo］1］bl’日no．；1＝

　　　　　bビl1glo1smandil〕lejllstafterl’〕pelIation．ThecU叩os1teimrrl〕1’llne1ln〔ll〕川10dofectw1lsobsel’ved－1⊃14／冊ks．clSweeks臼fter

　　　　　opビ1’ahon．The　melrlb11H1’1e　wasal〕s01’1〕ヒ1〔1，臼nd　b川1et1“uegradu臼11｝’1’ビgunし・r｝ユt｛’d　f1’om　limbし］，o1’thOdcf〔・cL．d＝1！weビ1｛s呈一ftビ］’

　　　　　oPel’atiolr，Mandil〕leperfectlyl’egenerated一

ド19，2，23X－1’ayphl．〕tog1」apllsofbビ1iglo’sm臼ndil〕1ビ〔lofoct日tl！

　　　　　“’ヒeks臼ftビropelI日til」lnw1thl．川tcomPlバjto1l／已1■1〕1’ane．

　　　　　No1〕onH－e9じircr日ted、

CPLAには，セバケートが共重合物と入っておリ，各

国の医用材料認可を受けることが困難である。また，

CPLAは，ソフトタイプでもTCPと複合化することで

低温時の柔軟性が低く，医師の作業性にわずかに欠け

ている。そこで，本節では，医療用認可の受けやすく，

柔軟1生の高い共重合体であるポリ（乳酸一グリコール’酸

一カプロラクトン）（PLGC）を用いて，TCPとの複合

体を合成し，その物性を2．3節にしたがって検討した。

また，2．4節にしたがって，ビーグル犬を用いて顎骨，

脛骨の欠損部の一再生誘導への応用を検討した。

　2．5．2　材料と方法

　前節までと同様にTCPとPLGCを熱混練し，複合

体を合成した。使用したPLGCはハード（100ユ）・ミデ

ィアム（20（〕4）・ソフトタイプ（3（〕05）であり，TCPと

PLGCの重量比は60／40ないしは50150とした。得られ

た複合体をカr1熱圧縮成型し，2（〕Oμmの膜とした。複合

体とPLGC0）エステル結合の吸収帯は反射’赤外法で測

定し・，PLGCとTCI〕のヰH互作川を検討した。また，膜

を3〉151〕］mに・切り出し，1］＝5，クロスヘッドスピー

ド50（’〕μm一ノminで弓1・’っ張リ試験をf了った、、さらに，複合

体膜を生坤食塩水中に浸漬i．、一，24週問まで癒度変化を

測定した。

　動弓勿実験は，2．4節にしたがい，顎骨と脛骨の欠損に

ついておこな一った。

2．5．3　結果と考察
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Fig．2，24　X－ray　p110tographs　of　beagle1s　til〕1a　after　guided　l〕one　rege11eration　opel’齪tion　using　TCP／CPLA　composite　membrane．a＝

　　　　　beag1e’s　mandible　jlIst臼ftel’ope一’ation．Th巴conrposito　nreml〕rane　and　bo－1e　def已ct　w三is　observed．1〕＝4weeks，c＝8wceks　afte］’

　　　　　opeI’臼tio11．Bono　tissue　gradually　regenerated　fro11r　bot11edge　of　t11e　dofo⊂t．〔l112weeks　aftel’operation．T1bia　perfectl｝’

　　　　　rogenerato（1，Theに（jmpositolllornl〕r壬mewasn（．ltPorfe（ltl｝1臼bsol’1〕ビ〔lattil〕ia．

Fi貝、2．！5 X・一1’ll｝Ipho1Ugl’ophい．」［川貝1しへtil〕i日〔1・・fしじt臼11！w・！ピll一

州urn1川’atio1lwithCPL、へmピmbr日n〕n）｝ln〔lwithl1川t

n’1ヒml〕1’an一（1〕）．BUnel’egenor臼til．〕1川1〔lo（lwith11rv日sioll

l．〕fsl．〕rtt1ss〕しlin臼、“1〕ono1’じ9ono11111od1nl〕．

　引っ張ワ強度およびヤング率は複合化によってそれ

ぞれ9，378±1．22MPa，O．677±O．0578GPaから15．6±

4．6MPa，2．5S±O．ユ32GPaに＿L昇した。また，反身寸赤

外法から，複合化によって，工．ステル結含の仲縮振動

の吸収帯がわずかに赤方偏移していることが分かった

（図2．27）。これはエステル結合の結合エネルギーが小

’さくなっていることを意味し，こ0．）ことから，TCP／PLGC

複合体においてもポリ乳酸由来のエステル結合のOδ■と，

TCP表面のCaとが化学的棉互作用を起こしているこ

とが示唆された。さらに，図2．28に示すとおり，複合

体は生理食塩水中でも12週問までは引っ張り強度

（9．37±1．65MPa）を保っていた。また，図2．29に示す

ICP分析の結果から生理食塩水中への複合体膜からの

TCPの溶出が認められた。これによりPLGC分解生成

物（乳酸・グリコール酸）による生理食塩水のpH低下

を抑制することができた（図2．30）。また，図2，31に示

す分子量分析の結果，TCP／CPLA複合体と同様に，複

合化によってPLGCの加水分解が抑制された。これら

の機序は，TCP／CPLA複合体の場合と1司じであること

が推察された。これらの結果から，TCP／PLGC複合体

は，しなやかさなどの物性がさらにGBRに適した材料

であることが分かった。

　動物実験では，図2．3！，2．33に示すように，TCP！

PL（1｝C複含体に．よって顎骨並びに脛骨の欠損部が．再生

したことが分かった。これらの結果から，TCP／PLGC

複合体：・．ま，GBRによる骨欠損部σ）再建’に応川可能な材

＊斗であることが分かった。

　2．5．4　まとめ

　TCP！PLGC複合体は，TCP一．ノCPLA複合体と比べ

て，医師による操作性がよく，きらなる広範囲に応用

可能な材料であると考えられる。また，動物実験にお
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Fig，2．26　HematoxyHn　and　eosin　stained　histoiogica1昌ecti㎝10f

　　　　　　tibia　after　guided　bone　regeneration　test．a：with　TCP／

　　　　　　CPLA　composite　membrane．　Young　newly　formed

　　　　　　bone　regenerated　in　center　of　the　defect．b；with　CPLA

　　　　　　membrane．Invasion　of　soft　tissue　was　obse岬ed　at

　　　　　　center　of　defect　and　impossible　to　regenerate　any

　　　　　　more．c：without　membrane．0n1y　a　few　amount　of

　　　　　　bone　regenerated　from　both　edgeI　and　other　part　of

　　　　　　defect　was　filled　with　soft　tissue．

いてもTCP／PLGC複合体は，TCP／CPLAと同等以上

の効果がある材料であることが分かった。本材料は，

歯科口腔外科領域を中心として十分に実用可能なGBR

膜材料であると考えられる。

Fig．2．27　Fourier－transformed　infrared　spectra　of　TCP／PLGC

　　　　　composites．Red　shift　of　C＝O　stretching　band　around

　　　　　　1770cm■l　indicated　chemic21interaction　between　TCP

　　　　　　and　PLGC　surfaces．
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Fig．2．28　Changes　in　tensile　strength　of　TCP／PLGC　composites

　　　　　and　PLGC　as　a　function　of　soaking　time　in　physiologi－

　　　　　ca1saline．The　composites　ma…ntained　their　strength

　　　　　to12weeks；however，the　strength　of　PLGC　decreased

　　　　　just　after　soaking．

一15一



無機材質研究所研究報告書　第117号

蓬
箆
蝕
＼
鰯

◎

60

50

40

30

20

10

手TCP／1009
r紅↑CP／2004
吾TCP／3005

4812162024
　　　舖㎜叡w鯵㊧綻

Fig．2．29　Cbanges　in　Ca　concentration　in　physio1ogical　saline　as

　　　　a　function　of　soaking　time　of　TCP／pLGC　composites．

　　　　Concentration　of　Ca　immediately　increased　by　soak－
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Fig．2．3ユ　Changes　in　weight　average　moIecular　weight　of　TCP／

　　　PLGC　composites　and　PLGC　as　a　function　of　soaking

　　　time　in　physiologica1saline．PLGC　in　the　composites

　　　s1ow1y　decomposed，　whiIe　pure　PLGC　rapidly

　　　decomposed一

2．6結論
　本章では，リン酸カルシウム／乳酸系共重合体の複合

体を，TCPとポリマー界面の相互作用を利用すること

によって合成した。TCP／CPLAおよびTCP／PLGC複

合体はGBR膜としてすぐれた物性と生体親和性を示

し，生体吸収性膜材料として初めて20mm以上の骨欠

損を再建できることが明らかとなった。TCP／CPLA複

合体では，ポリマーの構成成分や物性に関して，実用

化に対する障害があったが，TcP／PLGC複合体を新た

に合成することでこれらの問題を解決し，実用化に一

歩近づけることが出来た。

4　　　8　　　12　　　16　　　20　　　24

　　糊棚㊧／w㊧鯵k

Fig．2．30　Changes　in　pH　of　physiological　saline　as　a　function　of

　　　　soaking　time　of　the　TCP／PLGC　composites　and　PLGC．

　　　　Soaking　of　PLGC　lead　decreasing　of　pH　to3，while

　　　　soaking　of　the　compos1tes　maintained　pH　neutraL
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第3章 多糖類系1軟骨材料の開発

3．1軟骨代替材料の創製に関する研究

　　　一無機化学の視点から一

　3．1．1　はじめに

　軟骨疾患は高齢化や過度なスポーツによって引き起

こされる。また，我が国では高齢化が急速に進んでい

るため，日常生活に支障を持つ軟骨疾患者数は年々増

加し，現在全人口のユ％（ユ20万人）に達しようとしてい

る1〕。医学的に見ると，軟骨は他の生体組織に比べて代

謝能力が著しく弱く，一度損傷すると自然に治癒する

ことが非常に難しい。2）いまだに有効な治療法はなく，

現在，組織工学（ティッシュエンジニアリング）ある

いは再生医学と呼ばれる治療法が世界各国で研究され

ている。その方法は軟骨組織の細胞を一度生体外に取

り出し，試験管の中（inYitro）で3次元培養して再び損

傷部位に移植する方法である。この治療法おける3大

要索は，「生化学的刺激」。「生体力学刺激」・「細胞の足

場材（Scaffo1d）」であることが提唱されている。3〕この

ため再生医学の治療効果を高めるのに有効な「細胞の

足場材」の開発が望まれている。

　軟骨の成分には，無機質として水駿アパタイト（リ

ン酸カルシウム），たんぱく質としてII型コラーゲン（II

－Co1）および酸性多糖類（グリコサミノグリカン，GAG）

がある。軟骨はGAGとたんぱく質が共有結合したプロ

テオグリカン（PG）と呼ばれる複雑なシダ状構造をし

た複合糖たんぱく質が主成分である4〕。この構造のため，

軟骨細胞への栄養輸送・軟骨特有の機械強度・高い水

分保持能を有している。重要な酸性多糖類には，コン

ドロイチン硫酸（ChS）やヒアルロン酸（HyA）が知られ

ており，大きく負に帯電することで軟骨細胞に最適な

環境を提供している。本章は細胞の足場材（細胞・組

織を活性化する材料）として有用と考えられる無機／有

機複合材料の開発を目的とした。特に無機化学の視点

から軟骨代替材料の創製にアプローチした。

　3．1．2　自己組織化を用いたアパタイト／酸性多糖

　　　　　類複合体

　　3．1．2．1　はじめに

　軟組織中に広く分布するコンドロイチン硫酸（ChS）や

ヒアルロン酸（HyA）は，有機官能基としてスルホニル

基（一SO昔一）やカルボキシル基（一COO一）を持った硬い生体

高分子である5・6〕。そのため生体環境下（pH7．4）では大

きく負に帯電し，軟組織の石灰化（骨化）の際にリン酸

カルシウムの沈着に大きな影響を与えている。ChSや

HyAはD一グルクロン酸とN一アセチルーD一グルコサミ

ンまたはN一アセチルーD一ガラクトサミン2糖鎖の繰り

返しにより構成されている。図3．1に二次構造の模式図

を載せる。点線は糖鎖内での水素結合を示している。

この水素結合のため水溶液中では直鎖型高分子である。

　本節では湿式法により水酸アパタイト（HAp）とChS

またはHyAをナノオーダーで複合化させ，その微細構

造の解明を目的とした。

　　3，1．2．2　実験方法

　HApと多糖類の複合化は湿式法により行なった。合

成模式図を図3．2に載せる。出発物質には炭酸カノレシウ

ム（CaCOヨ），リン酸（H罧PO。）水溶液及びChSナトリウ

ム塩（！5KDa．），HyAナトリウム塩（640KDa．）を用い

た。炭酸カルシウムは1050℃にて3時問焼成し，酸化カ

ルシウム（CaO）とした。得られた酸化カルシウムは3

倍量の精製水にて加水消化処理を行ない，水酸化カル

シウム懸濁液（0．25mo1／1，11）に調整した。得られた水

酸化カルシウム懸濁液に2．5gのChS及びHyAを分散

1．05mm 1．05皿m

Chondroitin　su1fa蛇

Fig．3．1

Hyalur㎝icaoid

Secondary　structures　of　ChS（Left）and　HyAくright）．
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させ，激しく撹拝を行ないながら，薄めたリン酸水溶

液（O．15mo1／1，11）を滴下した。これによりナノオーダ

ーで複合化した無機／有機複合体を合成した。

　得られた各複合体は粉末X線回折測定，赤外線スペ

クトル分析を行なった。また微細構造の観察は，エタ

ノール中に分散させた後，加速電圧200kVの透過型電

子顕微鏡（TEM）により観察を行なった。

　また，HAp／ChS自己組織化体の合成条件を変化させ

る事により，最適な自己組織化条件の検討した。合成

方法は上述と同じにし，水酸化カルシウム懸濁液中に

加えるChS添加量のみを変化させて合成した。ChS添

加量は，25g，12．5g，5g，2．5g，1．25g，O．5gとした。

微細構造に関してはTEMにより観察を行なった。

　　3．1．2，3　結果と考察

　図3．3にX線回折測定の結果を示す。得られた無機成

分はいずれも低結晶性のHApである事がわかる。また，

合成の際に大気中からHAp格子中に置換した炭酸基に

よる吸収ピークが赤外線スペクトルにより観察できた。

　TEM観察による微細構造を図3．4に示す。HAp／ChS

複合体は長さ約150m刀，幅約50nmの島状の凝集体が観

測される。（図3．4（a））またHAp／HyA複合体では長さ

約300nm，幅約50nmの凝集体を形成していた。（図

3．4（b））いずれの複合体でもHAp微粒子は板状の形態

を呈し，大きさ約20×5nm2であった。図中に丸で囲っ

た凝集体からの電子線回折像を示す。HApのO02とO04

の回折線がスポット状に観測される。複合体中ではHAp

微結晶が自己組織化的にC軸に強く配向していた。さ

20　　　　　25 　3（〕　　　　　　35　　　　　　40

2θノdビgree

XRI．〕　1州t正ビ川卜　of　HAl．〕、一ClrS　1l1／〔l

n日nocollrposit・sllfterfl」㍑z己dl’ied．

HAp！HyA

Fig．∴；．・’

（。〕HAp／chs　－100nm

　　　　　　　・．・

　　　　　　　　・1

　　　　　（b〕HAp／HyA　－100nm

TEMlin（1し一k＝ピtrl’in舳」f：’nピ山1ip汕oi’nso〕日）11AP，ノ

しll／S1ln〔い1〕〕HAl〕．1－1l’A□lin〔じ〔l／r1〕1．lsit門．
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らにHAp！ChS複合体中におけるHAp微結晶の自己

組織化を確認するため，島状凝集体の短軸方向に対し

て1珂転させ，電子線回折測定を行なった。この結果を

図3．5に示す。回転角度をO，5，10，15，20度と変化させた

図である。O，5，10度ではHApのO02とO04の回折線がス

ポット状に観測される。ユ5，20度ではこのスポット状の

回折点が消失する。これより，HAp微結晶がc軸方向

にのみ■配向している事が明らかである。さらにHAp／

HyA自己組織化体の長軸方向で回転させた場合の電子

rO賊健：

　　（

Fig．3．6 Electron　dif｛I’actioη　patterIls　of　HAp／HyA

nanoco111posite　after　rot日ted　at　O　and：…〇一’foI’the　n／in〔．〕1’

axis　of　isla11〔1＿like　aggreg壬1tjon、

線回折像を図3．6に示す。長榊方向でrl1転させた場合は，

300σ）回折線が常に観測される、、二れ．は，HAp微結晶

がc軸方向にのみ配向している事を示す。白己細織化

体構造の細部を観察するため，．島状凝集体の格子像の

観察を行なった。結果を図3．7に示す。HApのc軸長

（O．68nm）の半分である0，33nmの縞が観察される。こ

の縞は，HApのc軸に対して垂直に存在するCa（2）の

三角形による回折線である。このCa（2）サイトが多糖

類のカルボキシル基と相互作用する事により白己組織

化的なHAp微結晶の整列を生じさせていると考えられ

る。

　HAp！ChS複合体のリン酸滴下による自己組織化体

の形成状態に関してTEM観察を行なった。結果を図

3．8に示す。図3．8（a）は水酸化カルシウム懸濁液中に

ChSを分散させた状態である。水酸化カルシウムがChS

分子の周リに球状の凝集体が観測される。図3．8（1⊃）は

リン酸水溶液を滴下し，pHユ2付近のTEM像である。

これよiつ高アルカリ条件下で既に自己組織化体が観測

される。リン酸水溶液を更に滴下することで白己組織

化体の大きさがそろっていく事が分かる。自己組織化

現象は高アルカリ側で生じていることが明らかとなっ

た。また，電子線回折測定の結果を比較すると，pHユ2

ではO02及びO04の回折線はpH／Oと比較して三日月状に

広がっていることが分かる。リン酸水溶液を滴下する

事により，HAp微結晶の整列がさらに進むと考えられ

る。

　ChS分子の水溶液中での空問占有率が自己組織化現

冷燃・熱・　　　　　　｛

　　　　　蟻幹

I二1ect］’o］r　diffra仁tij．川p臼tt01’］rs　of　H一、p／ChS　l／aiπ．1⊂onrposite　nfte1■rotato〔1－1〕’1，5．1O．］5三ul］〔i！□　fUr　tho　mHj01’；＾k　of　is1臼1rd－iike
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Fig，3．7　Lattice　inlages　of（a〕HAp／ChS日nd（b）HAp！HyA　nHnocomposites．

象に及ぽす影響に関して検討した。水酸化カルシウム

懸濁液に25g，12．5g，5g，2．5g，1．25g，O．5gとChS

添加量を変化させて合成を行なった。スルホニル基と

カルボキシル基の2つの有機官能基をもつChSは，溶

液中では大きく負に帯電している。このため，空問占

有率が高くなると静電的反発力が働く。図3．4（a）に示

したように自己組織化体中には幾つものChS分子鎖が

集まって凝集体を形成している。TEM観察の結果，O．5

g，1．25gと2．5g加えた場合は自己組織化体が観測され

た。一方，5g，2．5g，25g加えて合成した場合は自己

組織化体が観測されなかった。このことは，ChS分子

の水溶液中での空問占有率（静電的相互作用）が自己組

織化現象を生じさせる一つの重要な要因である事を示

唆していた。

　酸性多糖類分子鎖に沿ってHAp微結品が整列する

現象は，l　I高アルカリ溶液中でのカルポキシル基の

イオン化，2．カルボキシル基へのCaイオンの結合，

3．Caイオンの結合したカルボキシル基でのHAp核

形成，であると考えられる。ChS及びHyAのカルポキ

シル基問の距離は約1．05nmである5〕。この距離はHAp

のc軸長の3／2倍である。このことは，HAp微結晶が

C軸方向に対して多糖類分子鎖にそったエピタキシャル

成長をしている事を示唆している。これまでLB膜を用

いた擬似体液中の研究でも，カルポキシル基を有する

基板上にHApが成長する事が報告されている。7〕本研

究でも，HAp微結晶の整列はHApの表面にある特定

のI〕O∴一Ca！・’構造とそのCa2＋とカルポキシル基間の結

合に依存すると考えられる。

　3．1．3計算科学による無機／有機界面の電子状態

　　3．1．3．1　はじめに

　これまでにHApと酸11生多糖類との自己組織化に関し

て述べた。この自己組織化は有機官能基としてカルポ

キシル基が重要な役割を果たしていると考えられる。

さらに生体骨はHAp，I型コラーゲン（Co1），微量の多

糖類及び水により構成されている。I型コラーゲンは官

能基にカルボキシル基を持ち，ユ分子中の全アミノ酸

の1／10程度存在している。コラーゲンは細胞の代謝に

より分泌され，コラーゲン特有の横縞様を持った繊維

構造を作る。これにリン酸カルシウムが沈着し，HAp

がある特定の方位に整列（自己組織化現象）する。

　本節の目的は，カルポキシル基とHAp界面の結合状

態及び電子状態をクラスター法による分子軌道法

（DVXα分子軌道計算）を用いて明らかにする事とし

た。1．各種金属イオンとカルボキシル基の結合，2．

HApの電子状態，3．HApとカルボキシル基界面の

電子状態に関して検討を行なった。

　　3．1．3．2　計算方法

　カルボキシル基と2価金属イオンの結合次数に関し

て計算を行なった。カルボキシル基は酢酸イオンを用

いたクラスターモデルとし，2価金属イオンとカルポ

キシル基の酸素イオンとの結合距離を変化させて計算

を行なった。（図3．9）HApバルクのクラスターモデル
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生体活性セラミックスの創製に関する研究

して計算を行なった。さらにHAp焼結体のX線光電

子分光を測定した。HApとカルボキシル基の結合状態

に関して検討を行なった。言十算に用いた酢酸イオンと

HAp表面のクラスターモデルを図3．11に示す。HAp表

面にはマーデリングポテンシャルを配置させて計算を

　　0．25

O．2

お
ガ　0．］5

0
嗜
轟　O．1

O．05

／
！

22，533，54
　　D三stance／A

Fig．3．12BondorderchangesagainstbonddistancebetweenM

　　　　and　carboxyl　oxygen．

Cal　　　　　　　　　　　　　　Ca2

（a）　　　　　　　　　（b）

Fig．3．13　Coordination　states　of　Ca（1）and　Ca（2）sites　in　HAp

　　　　1attice．

行なった。

　　3．1．3，3　結果と考察

　図3．12は各金属イオンとカルボキシル基の酸素原子

との結合次数の変化を結合距離に対してプロットした。

カルボキシル基に対する結合の強さは，Mg＞M＝Zn＞

Fe＞Mn＞Cu＞Cd＞Caの順となり，これまでに報告さ

れているIrving－WiI1iam系列呂〕とほぼ一致する。また

Caイオンはカルボキシル基の酸素原子から2．33Aで最

大となった。これよりヨHApとカルボキシル基界面に

MgやZnの金属イオンを置換させる事により結合が制

御可能である事を示唆している。

　HApは，六方晶系・空間群！〕6．／榊でα＝o．9422nm，

c＝O．6882nmの格子定数である。。）HAp格子中には結

晶学的に異なる2つのCaサイトが知られており，Ca

（1）サイトとCa（2）サイトが存在する。各サイトの酸素

配位状態を図3．13に載せる。Ca（1）サイトは近接する9

つのPO。イオンの酸素イオンにより配位されている。

9っの酸素イオンは三角柱状に配位しており，6つの

短い結合（三角柱の表面の酸素イオン）と3つの長い

結合を形成している。一方，Ca（2）サイトは7つの酸素

イオンにより配位され，OH基の！つのOイオンと6

つのPO。イオンの酸素イオンにより形成されている。

図3．14は状態密度図とHAp焼結体のXPS測定緒果

である。両者はほぽ一致している事から，DVXα法に

よりHAp価電子状態を考察できる事が分かる。また，

図3．15にエネルギーレベル図を載せる。Ca（2）サイトと

PO。イオンの酸素原子の結合は，一15～一25eVではCa－

3p軌道とO－2s軌道により結合性軌道と反結合性軌道

が形成されている。一0～一10eVでは，Ca－3d，4s，4p軌道

とO－2p軌道により結合性軌道が形成されている事が分
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かる。

　HApと多糖類の複合化界面の様子を実験的に観察す

ることは困難である。そのため，計算化学による電子

状態を解明する事は，無機／有機複合体の材料設計に大

きな指標となると考えられる。高分解能TEMによる

焼結体粒界面の観察により，HApの終端構造はCa（2）

サイトであると報告されている。また，HAp／酸性多糖

類自己組織化体の格子像からCa（2）に対応する縞が観

測されている事から，Ca（2）サイトの電子状態が自己組

織化的配列に大きく影響していると予想される。そこ

でCa（2）サイトの電子状態を中心に解析を行った。

　図3．13（b）に示したCaイオンに配位している！と2

　　　第117号

の酸素原子位置にカルポキシル基の酸素原子を配位さ

せた結合状態に関して検討を行なった。オバーラップ

ポピュレーションの解析より，各Caイオンと酸素原子

の結合状態はHApバルク中における結合状態とほぽ同

様の結合様式を示した。これよりCa（2）サイトの酸素

配位状態（7配位）を変化させることなしにカルボキシ

ノレ基がHAp表面に結合するのが，自己組織化的にHAp

微結晶が整列するのに有利であると考えられる。

　3．1．4　自己組織化体の表面制御

　　3．1．4．1　はじめに

　これまで酸性多糖類を用いたイオン結合架橋に関す

る研究は，食品に応用されているアルギン酸（多糖類；

直鎖型高分子（D一マンヌロン酸とα一L一グルクロン酸））

に対して報告されている。岬1個金属塩では水に溶けや

すく，2価金属イオン（カルシウムイオン）によりゲル化

する。本節では合成した自己組織化体（HAp／ChS150

nm×50nm；HAp／HyA300nm×50nm）の表面特性を

解明し，自己組織化体界面に人為的化学結合をする事

でより大きな自己組織化体を創出する事をEヨ的とした。

具体的には金属イオン（Zn2＋，Mg2＋，Ca2＋）を自己組

織化体界面に修飾することで酸性多糖類の有機官能基

同士にイオン結合架橋を施すことを試みた。

　3．1．4．2　実験方法

自己組織化体の合成方法に関しては既に述べた。金
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属イオンによるイオン結合架橋は，硝酸亜鉛・硝酸マ

グネシウム・硝酸カルシウムを用いて行なった。得ら

れた自已組織化体の表面構造に関しては，0．01mo1／1の

KNO・電解質に自己組織化体を添加し十分に平衡状態

に達した後に超音波照射により分散させ傘属イオンを

添加し，ゼータ電位測定により評価した。また金属イ

オン処理によるイオン結合架橋に関しては，自已組織

化体の粒度分布測定により評価した。

　　3．1．4．3　実験結果

　ゼーター電位測定の結果，溶液のpHが8の場合

HAp／ChS複合体では約一27mV，HAp／HyAでは約一35

mVであった。またHAp粒子の表面電位は約一3mVで

あった。これよりHAp／酸性多糖類自己組織化体の表

面構造は，多糖類分子鎖により終端していると考えら

れる。そのため，白已組織化体同士にイオン結合架橋

を導入する事が可能である。本節ではまずHAp／ChS自

已組織化体同士への金属イオン結合架橘を試みた。図

3．16にゼータ電位測定結果を示す。これによると金属

イオンを添加することで自已組織化体の表面電荷は約

一23mVになり表面負電荷は小さくなった。これは自己

組織化体表面に金属イオンが修飾されたためであると

考えられる。図3．17に自己組織化体の粒度分布測定結

果を示す。これによると金属イオンを添加すると自已

組織化体の粒子径がO．5μmから5μmになった。これ

pH　controlIer

H3P04solution

　＋Collagen

Water

Ca（OH〕2suspension

　＋Polysccharide

Fig．3．18Schematic　diagram　of　coprecipitation　method　of　HAp／

　　　　Co1／polysaccharides．

は修飾された金属イオンを介して自己組織化体同士が

イオン結合により架橋されたために凝集体が得られた

と考えられる。いずれの効果もCa2＋とMg2＋を添加し

た場合は同じような傾向がみられた。また3種類の金

属イオンの添加量を比較すると，Zn2＋が最も少ないが

最も少ない添加量で効果が見られた。これは2価金属

イオンの錯体形成の安定性を示すIrvi㎎一Will1ams系

列に従っていると考えられる

3．1．5軟骨代替材料の合成と医学応用
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ChslHAp

Chs！ト1yA／トlAp

ChslCo11HAp

Fig．3．］9　Compacto（l　bo〔liesof（a）HAp／01S一（b）HAp／HyA、（仁）HAp！ChS、／HyA，（d〕HAp！C（ル0／S目nd（e）HAp！Col！HyA　compos・

　　　　i亡es．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（x20）
Fig．3．20　H1stological　sectio…10f　HAp／Col！ChS　co11／posite　inr－

　　　　planted　for4“’eeks．

　　3．1．5．1　はじめに

　これまでに軟骨再生に関しての研究は，再生医学を

用いた研究が報告されている’’■］引。細胞の足場材とし

ては，1）生体吸収性，2）分解産物に毒性が無い，3）細

胞接着性，4）細胞活性の維持，5）組織再生が可能な構

造，6）組織再生までの形態安定性，7）一定の機械的強

度が考えられる。これまで軟骨細胞の足場材としては

ポリグリコール酸（PGA）川，メッシュポリ乳酸（PLLA）

スポンジ］5〕，コラーゲンスポンジi引が報告されている。

本節では，無機／有機複合体の細胞の足場材への応用に

関して動物実験により検討を行った。HAp／ChS・HAp／

HyA・HAp／H－Co1／ChS・HAp／II－Co1／HyA複合体を

作製し軟骨代替材料への応用を検討した。

　　3．ユ．5．2　実験方法

　HAp／ChS・HAp／HyA複合体は，水酸化カルシウム

懸濁液（O．25n／o1／1，1l）にChS及びHyAを分散させ，

激しく撹枠を行ないながら，薄めたリン酸水溶液（O．15

mo1／1，11）を滴■トして合成した。またHAp／II－Co1／

ChS・HAp／II－Co1／HyA複合体の合成は，以下の手順

で行なった。最初にHAp！ChS及びHAp／HyA白己組

織化体を合成し，その後リン酸水溶液に分散させたII

－C（〕1と水酸化カルシウム懸濁液を1司時に白己組織化体
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HAp／ChS HAp／HyA

HAp／HyA／Co1　　　　　　　　　　　　　　　　　　HAp／ChS／HyA

　Fig，3．21　Histo－ogical　so⊂tion　of　co1／1posites　i11／planted　for4“・eeks．

懸濁液に滴下して合成した。（図3．ユ8）合成した各複合

体は，遠心分離機により固相分離を行ない，30MPaの

圧力により一軸プレスにて成形を行なった。得られた

各複合体は，熱分析により水分含有量の分析した。昇

温速度は20K／minとし，1473Kまで昇温した。試料量

は10mgとした。

　成形した試料を3×3×5mmの大きさに切断し，

家兎の膝関節軟骨中に移植した。移植4週後に組織切片

をHE染色・TB染色法により評価した。

　　3．1－5．3　結果と考察

　図3．19に成形した各複合体の写真を載せる。各試料

の水分含有量は，30％（HAp／ChS），42％（HAp／

HyA），42％（HAp／ChS／HyA），60％（HAp／II－Co1／

ChS），40％（HAp／II－Co1／HyA）であった。全ての複合

体は，高い割合で水分を保持する能力を示した。軟骨

は大量の水（75％）を含んでいて保水性が軟骨マトリッ

クス材料に求められる。

　家兎の膝関節軟骨（大腿骨部）に移植した結果，HAp／

1トCo1／ChSの内部には丸い形態を持つ軟骨様細胞が侵

入し，その周りに軟骨組織の再生が確認された。（図3．20）

各試料の移植4週後における組織切片像を図3．21に示

す。HAp／ChS・HAp／HyA・HAp！ChS／HyA複合体

は，生体中で小片に分離し，繊維芽細胞によりその周

りが覆われていることが分かる。炎症反応は観測され

ないが，軟骨組織再生には至らなかった。一方HAp／

1I－Co1／HyAは軟骨様細胞の侵入は見とめられないが，

周りとの組織反応は良好である。これより，軟骨再生

にはコラーゲン繊維が必須である事がわかる。また，

軟骨様細胞の侵入はChSを複合化させた場合でのみ観

測された事から，多糖類も軟骨再生に必須である事が

考えられる。ChSはHyAと比較してより負に大きく帯

電させる事から，電気的陰性も軟骨再生には重要な要

素であると考えられる。

　3．1．6　おわりに

　軟骨組織の構造は複雑でそれをそのまま人工的に合

成する事は困難である。本章では，軟骨組織に必須と

考えられるコラーゲン・ヒアルロン酸・コンドロイチ

ン硫酸といった生体高分子を用いて無機物との複合化

の研究をおこなった。水酸アパタイトと多糖類の自己

組織化体の合成・詳細な構造に関して明らかにした。

HAp・ChS及びHAp！HyA複合体では，それぞれユ50

nmx50m／，300nm　x50nmの凝集体が観測された。自

己組織化体中では、HApのc軸が一方向に整列してい

る事が明らかとなった。自己組織化体の無機！有機界面

の結合は，主にCa（2）サイトのリン酸基の酸素原子配

位状態を変化させる事無しにカルボキシル基が結合す
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るのが最も安定であると考えられる。金属イオンによ

るイオン結合架橋により，自己組織化体は有為に大き

くなることが明らかとなった。軟骨再生材料としては，

無機／有機複合体の材料のスクリーニングが終わった段

階である。この段階で材料中に軟骨様細胞が侵入する

これまでに例の無い材料の開発に成功している。しか

し，軟骨再生材料としての問題点としては，生分解性。

リン酸カルシウムの軟骨再生への影響・軟骨細胞に最

適な環境の模索が大きな問題となる。

謝辞

　動物実験は，東京医科歯科大学整形外科の宗田大教

授の協力によりおこなった。ここに深く感謝いたしま

す。

3．2軟骨再生マトリックスの構築と物性評個に関す

　　　る研究

　3．2，1　はじめに

　関節軟骨は，血管のない組織であるために一度損傷

を受けると再生が非常に困難な組織であることが知ら

れている。もし傷害を受けた軟骨組織が新しい軟骨に

置き換わったとしても，形成される軟骨は繊維軟骨と

呼ばれる軟骨組織であり，この繊維軟骨は実際の軟骨

とは生化学的にも機械的にも十分ではない’7〕。再生が必

要とされている軟骨は硝子軟骨であり，この軟骨の細

胞外マトリックス（ECM）の主成分はII型コラーゲン，

ヒアルロン酸（HyA）のようなグリコサミノグリカン

（GAG）およびプロテオグリカンである。現在，老化や

スポーツ傷害によって引き起こされる変形性関節症，

関節リウマチ等関節軟骨疾患の患者数は，世界全体で

約1000万人（国内で約120万人）と言われており，今後

高齢化人口の割合の増加に伴い，関節軟骨疾患が増大

してくることが予想され，軟骨を再生させる技術の開

発が切望されている。

　近年，細胞を用いて生体組織を生体外で調整し，そ

の組織を生体内に移植するという生体組織工学1呂〕と呼ば

れるコンセプトが提唱された。このとき重要になるの

が細胞の接着・増殖。分化に必要な足場（scaffold）の構

築である。この細胞の足場を調整するために天然高分

子あるいは合成生分解性高分子を用いた軟骨再生マト

リックスの研究が盛んに行われている。用いられてい

る合成高分子はポリグリコール酸’9〕，ポリ乳酸刎および

その重合体2I〕等であり，天然高分子材料は，I型コラー

ゲン22〕，I型コラーゲンーコンドロイチン硫酸複合体23〕，

コンドロイチン硫酸24〕，HyA25〕等である。天然高分子

を用いた足場の構築は，化学的架橋あるいはGAGの化

学的固定化など多段階で行われているが，これらの手

法を用いると分子レベルでの複合化が難しいだけでな

く，目的とする生体組織の形状をもつ足場を形成する

ことが非常に困難である。

　そこで本研究では，硝子軟骨の主成分であるHyAと

II型コラーゲンを用い，］段階でHyA－II型コラーゲ

ン複合マトリックスを得る手法を確立した。また，得

られた複合マトリックスの生物学的機能についても検

討を行った26〕。

　3．2．2　実験方法

　　3．2，2．1ポリイオンコンプレックス（PlC）を形

　　　　　　　　成しない条件の設定

　HyAとII型コラーゲン溶液（1．25w／v％）は，蒸留水

あるいはO．01N－HClにそれぞれ溶解することによって

調製した。得られた溶液をHyA／コラーゲン（重量比）

が1／1，1／2，1／4，1／8になるように調製した。HyAと

コラーゲンとのポリイオンコンプレックス（PIC）形成に

HyA（Po1yanion）

N＃N吋CONH、

　　　CONH2　　COO

Col1agen（Polycation）

研鑓釧榊洲⑬w舳WSC

◆
◎閑棚副帥餅鍋脆c⑪鵬。
　則c熾⑪鑓胴◎董奇◎匿m㊧磁

十

Fig．3I22　Preparation　procedure　of　HyA　and　collagen　composite　matrices．
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及ぽす塩濃度の影響を調べるために種々のNaC1濃度で

HyAとコラーゲンを混合した。PIC形成に及ぼすpH

の影響は，pHの異なるHyA水溶液とコラーゲン溶液

を混合し評価した。PIC形成は，Uv／visspectrometer

による透過率測定により行った。

　　3．2．2．2　ヒアルロン酸一ニコラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックスの調製と膨潤度測定

　HyA一コラーゲン複合マトリックスの調製法を図3，22

に示す。HyAとコラーゲンを混合した際にPICを形成

しない条件で最終濃度が0－200mMの縮合剤（WSC；1－

ethy1－3一（3一（dimethy1amino）propyi）carbodiimide）

水溶液を滴下し，十分撹拝，脱泡した後，室温で24時

間放置した。その後，得られたマトリックスを大過剰

の水で洗浄し，得られたマトリックスから縮合剤およ

びNaイオン，C1イオンを除去した。膨潤度（SR：swell－

ing　rati）は以下の式により算出した。

SR＝（WddWo）／Wo

ここで，W。とW。はそれぞれ乾燥あるいは湿潤時のマ

トリックスの重量である。

　　3．2．2．3　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックスのキャラクタりゼーシ員ン

　縮合反応によってエステル結合が形成されているこ

とを確認するために凍結乾燥したマトリックスのFT－

IR測定を行った。また，凍結乾燥したマトリックスの

構造を走査型電子顕微鏡（SEM）を用いて観察した。

　　3．2．2．4　ヒアルQン酸｛ラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックス上での軟骨細胞の培養

　WSCを用いた縮合反応によって得られたHyA一コラ

ーゲン複合マトリックスの軟骨細胞の増殖に対する影

響を検討するためにディスク状の複合マトリックスを

調製した。その後，子牛軟骨から酵素処理により単離

した軟骨細胞を播種し，10％ウシ血清存在下で37℃，

！週間培養を行った。その後，細胞数をWST－1（同人

化学薬晶株式会社）による比色法により計数した。コ

ントロールとして組織培養用ポリスチレン（TCPS）およ

びコラーゲンを用いた。

3．2．3

3．2．

結果と考察

3　1　ポりイ才ンコンプレックス（1〕lC）を形

　　　成しない条件の設定
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Fig．3．23　The　effect　of　pH　of　HyA　solution　on　polyiolユcomp1ex

　　　　form劃tion．
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　80
漂

㌔
⑳
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㈹
柚．篶

嚢
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彗……

岸

　20

．O01 ．01　　　　．1　　　　　1　　　　　10

　Naα◎◎蘭c，1M

Fig．3．24　The　effect　of　ionic　strength　on　polyion　complex　forma－

　　　　tion，HyA／collagen　ratios　were（⑱）1／1，（ム）1／2，（鰯）

　　　　1／4and（○）1／8．

　HyAは，D一グルクロン酸とN一アヤチルーD一グルコ

サミンから構成されるアニオン性の多糖であり，一方，

コラーゲンは分子内に存在するアルギニン，リジン等

により分子全体としてカチオン性を示す。そのため，

これらの反対電荷をもつHyAとコラーゲンとを水中で

混合するとポリイオンコンプレックス（PIC）を形成する。

一般にPIC形成は，溶液中のpHや塩濃度27，2呂〕など様々

な環境因子によって影響を受けることが知られている。

一段階でHyAとコラーゲンとの複合マトリックスを得

るためには，PICを形成しない条件下で縮合剤である
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WSCを用いて化学的に架橋を行う必要がある。以上の

理由により，まず，HyAとコラーゲンのPIC形成に及

ぼすpHおよび塩濃度の影響について検討した。図3．23

にPIC形成に及ぼすHyA水溶液のpHの影響につい

て検討した結果を示す。PIC形成は，HyAとコラーゲ

ンを混台した溶液の50（〕m／における透過率を測定する

ことによって評価した。HvAとコラーゲンの混合比を

／対1と固定し，溶液濃度はユ．25w／v％とした。HyAと

コラーゲンを混合した溶液のPIC形成は，HyA水溶液

のpHが減少することによって増加した。このことは，

HyAとコラーゲンとのPIC形成がpHを低くすること

により抑制されるということを意味している。低いpH

においてPIC形成が抑制されるのは，HvAとコラーゲ

ン中に存在するカルポキシル基が低pHになると解離し

なくなるためにコラーゲン中に含まれるアミノー基との

静電相互作用がなくなるためであると考えられる。次

にPIC形成に及ぽす典型的な無機塩であるNaClを用

い，イオン強度の影響について検討した。図3．24に示

すようにHyAとコラーゲンを混合した溶液の透過率は

NaC10）濃度の増加とともにO．4Mまで増加し，その後

減少した。・透過率がNaC1濃度O．4Mまで増加したこと

はPIC形成が抑制されていることを意味しており，〇一4

M以上のNaC1濃度以上になると塩析効果によってコ

ラーゲン分子が析出してくるために透過率が減少する

ものと考えられる。HyAとコラーゲンの混合比を変え

たサンプルについても同様の実験を行ったが，どの混

合比の場合でもNaC1濃度がO．4M付近で極大値をとり

PIC形成が抑制されることが明らかとなった。図3．23

と図3．24の結果からPIC形成が抑制される条件として

は（1）HyA水溶液のpHがユ以下の時，（2）NaC1濃度

がO，4Mの時（pH約5）であることが明らかとなった。

　縮合剤として用いるWSCは，水あるいは有機溶媒中

でカルボキシル基を活性化し，その活性化されたカル

ボキシル基は，一級アミンや水駿基と反応することが

知られている州。水中で反応する際，WSCの最適なpH

は，4－8であることが知られている。HvAとコラーゲ

ンからなる複合マトリックスを得るためには，HyAと

コラーゲンがPIC形成しない条件とWSCが紬合剤と

して作月｛するpHで行う必要がある。以上のことを考慮

するとPIC形成をpH／で抑制するのはWSCが安定に

作用しないために不適当であることが言える。一方，

O．4MのNaC1存在下でPIC形成を抑制したときのpH

はおよそ5であり，これはWSCが十分安定に作用する

条件である。

～．1l．！i　l1｝’一・、・一じ1．ルi岬／い川〕t1卜it〔1’l1山’i〕、l1“’・N臼1e〕Pi’Ψ；ll」・

　　　　ビdintlris；l／l（lV．（1臼〕cf．！l1l［9el1mlitl」ix；（b）1－1yA－coト

　　　　lngon〔1omPositじ1／rntl’ixてHVA」！cいl1三1gピn　r；iti●一1、一1（w一・一

　　　　w）〕

　　3．2，3－2　ヒア少ロン酸一コラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックスの調製

　図3．23，24の結果とWSCの安定性の考察から，HyA

とコラーゲンからなる複合マトリックスを調製する条

件としてO．4MのNaC1存在■FでWSCによる縮合反応

を行った。得られた複合マトリックスは，水中に浸漬

しナトリウムイオンや塩化物イオン等の低分子物質を

取り除き洗浄した。同じ実験をコラーゲン単独につい

ても行った。図3．25は，水中に浸漬した後の（a）コラー

ゲンマトリックスおよび（b）HyA一コラーゲン複合マト

リックスを示している。この手法を用いて得られたマ

トリックスは，水に不要であリユヶ月後でも安定に存

在した。他の研究者らは，GAGとコラーゲン」からなる

PICを皮膚再生のための足場として使用しているm〕。し

かしながら，GAGとコラーゲンとのP1C形成は瞬時に

起こるため，この手法を用いると複雑な形状をした足

場を調整することは不可能である。一方，我々の手法

を用いるとHyAとコラーゲンからなるマトリックスは，

鋳型を用いることでどのような形にでも成型が可能で

ある。このことは，組織の欠損部分と同じ形状をした

細胞の足場を簡単に調整できるということを示してい

る。

　　3．2．3．3　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトり

　　　　　　　　ツクスのキャラクタりゼーション

　図3．26は，得られたHyA・コラーゲン複合マトリック

スのFT－IRスペクトルである。架橘形成後では／700

Cm■’付近にエステル結合に起困するピークが認められ

た。このヒ’一クは，WSCの濃度が200mMになるとよ

i）顕著に認められた。コラーゲン中には，アスバラギ

ン腿とグルタミン酸の酸性アミノ酸と水酸基を持つヒ

ドロキシリジン，ヒドロキシプロリンおよびチロシン

が存在する、また，HyA｝に存在する官能基で反応が

可能な官能基は，かレポキシ’ル基と水酸基である。そ
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（a）

（b）

（C）

（d）
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Fig．3．26FT－IR　spectra　of　HyA－collagen　composite　matrices。

　　　　（a）WSC　conc．20mM≡（b）WSD　c㎝c－200mM；（c）

　　　　original　HyA；（d）original　coHagen．

のためエステル結合の形成は，HyA－HyA，HyA一コラ

ーゲンおよびコラーゲンーコラーゲン間における反応に

より形成される。一方，WSCによって活性化されたカ

ルボキシル基は，一級アミンとも反応可能でありアミ

ド結合も形成されていることが予想されるが，コラー

ゲン中に含まれるアミド結合との識別が困難であるた

めにエステル結合のみの同定を行った。

　　3．2．3．4　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックスの膨潤度評価

　HyA一コラーゲン複合マトリックスの収率は，混合溶

液に添加するWSCの溶液濃度の増加に伴い増加した。

混合溶液中でのWSC濃度が20mM以上になると収率

はほぽ100％であり，溶液の組成どおりの複合マトリッ

クスが得られた。WSCによって活性化されたカルボキ
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嚢
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Fig．3．27SweHing　ratio　of　HyA－collagen　composite　matrices　at

　　　　different　WSC　concentrati㎝s．HyA／collagen　ratio

　　　　was　fixed　at1／1（w／w）．
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Fig．3．28The　effect　of　HyA　content　on　swemng　ratio　of　the

　　　　matri㏄s．The　WSC　concentrati㎝was　fixed　at20mM

　　　　and　HyA　content　were　varied　from　O　to50wt％．

シル基は，一級アミンおよび水酸基と反応するが，今

回行っている縮合反応は水中で行っているため，活性

化したカルボキシル基は，一級アミン，水酸基および

水と競争的に反応する。WSCが低濃度の場合に収率が

低いのは，活性化したカルボキシル基が少なく，水と

の競争反応によりより架橋形成が阻害されることによ

るものであると考えられる。HyA一コラーゲン複合マト

リックスの膨潤度とWSC濃度との関係を図3，27に示

す。HyA一コラーゲン複合マトリックスの膨潤度は，WSC
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濃度の増加に伴い減少した。このことは，高濃度のWSC

により架橋形成が進んだことを示している。また，図

3．27にはWSC濃度を一定値の20mMとし，HvAノコラ

ーゲン比を変化させたときの膨潤度を示している。複

含マトリックスの膨潤度は，複合マトリックス中に含

まれるHyAの含量の増加に伴い増加した。これは，HyA

の含量が増加すると複合マトリックスの親水性度が増

加するためであると考えられる。図3．27，28の結果か

らHyA一コラーゲン複合マトリックスの膨潤度は，WSC

濃度とHyAノコラーゲン比を変化させることにより制

御可能であることが明らかとなった。図3．28には，凍

結乾燥したHyA一コラーゲン複合マトリクスのSEM観

察を行った結果を示す。凍結乾燥した複合マトリック

スは多孔体であり，このスベースに軟骨細胞を移植し

培養可能なことが示唆された。

　　3．2．3．5　ヒアルロン酸一コラーゲン複合マトリ

　　　　　　　　ックスの生物学的機能評価

　図3．29には，子牛関節より単離した軟骨細胞をHyA

一コラーゲン複合マトリックス上で1週問培養した後の

細胞数の相対比を示す。コントロールとして組織培養

用ポリスチレン（TCPS）およびコラーゲン単独のマトリ

ックスを用いた。HyA一コラーゲン複合マトリックスに

は，HyA／コラーゲン比がユ／1，1／2，1／4，ユ／8のものお

よびWSC濃度が20，1！）（〕mM0）ものを使用した。HyA

一コラーゲン複合マトリックス上におけるユ週問後の細

胞数は，どの混合比およびWSC濃度のものでもコント

ロールの4倍から8倍の細胞数を示し，今回調製した複

合マトリックスが良好に軟骨細胞の増殖を刺激してい

ることが示唆された。HyA含量が少ない1／8の複合マ

トリックスとコラーゲン単独マトリックス上の細胞数

を比較しても細胞数が4倍以上も差があることから調製

した複合マトリックスのHyAとコラーゲンの2つの成

分が効果的に軟骨細胞の増殖を刺激しているものと考

えられる。一般に知られているHyAとコラーゲンに対

する軟骨細胞のレセプターは，CD44とインテグリンで

あるがこの双方のレセプターへ刺激が軟骨細胞の増殖

を促進する要因となっていることが示唆された。

　3．2．4おわりに

　軟骨再生を促すための細胞の足場としてヒアルロン

酸（HvA）とコラーゲンからなる複合マトリックスの新

しい調整法を確立した。HvAとコラーゲンを水中で混

合するとボリイオンコンプレックス（PIC）が形成するが，

このP1Cを形成しない条件を設定し，縮合剤である

1Ti蟹．3．！9　SEM1nra暮e　Uf〔・e』ze一〔li・ied　H｝・A－collugビn⊂（l11／pusjto

　　　　m；山’ixwithl－1｝’A－1’coll1堰ビ1」lr1lti1川〔’〕w．ノw〕．

、VSCによりHyAあるいはコラーゲン中のカルポキシ

ル基と水酸基あるいはアミノ基とを反／一亡；させることに

よりHyA一コラーゲン複合マトリックスが得られた。こ

の手法を用いるとどのような形状の複合マトリックス

を得ることも可能であり，このことは軟骨欠損部と1司

じ形状をした軟骨再生の足場を調整できることを示し

ている。このHvA一コラーゲン複合マトリックス．上で軟

骨細胞を2次元培養するとコラーゲン単独マトリック

スや組織培養用ポリスチレンよリ4倍以上もの細胞増

殖数を示し，HyA一コラーゲン複合マトリック」スが増殖

を刺激していることが明らかとなった。また，得られ

たマトリックスの凍結乾燥体は多孔体であリ，細胞移

植して培養するという生体組織二［1学のための細胞の足

場（3次元培養）として機能しうることが示唆された。

3．3　　Effect　of　Chondroitin　Su肚ate　on　the　Crys－

　　　tal　Grow止h　of　Hydroxy肌patitc

　3．3．1　　Introduction

　Proteoglycanshavelongl〕eeniml⊃licatedjnthe

regしllati（mofhydi’oxyapatite（HAp）nしlcleati（〕n

and　gro，vth　in　the　process　of　cal’tiIage　caIcjfica－

tion．3’■’州Cartilageproteog1ycansexistmainl｝lin

thef（〕mo〔argeaggregatescon亡ainingpmteo9－

1ycanmonomers，1inkl〕roteins，andhyalUronicaci〔l

associated　through］10］〕c〔）valent　li］〕kages．Tj／e　pre－

don］inant　glycosa1］／i110glycan　in　cartilage　proteog－

1vca11　｛s　kno“・n　as　chondroitin　4－s1－l1fate．＝＾ヨ引　It　is

con／posed　（⊃f　repeating　disaccharide　units；one　of

thetwomし）n（〕saccharidesisN－acetylga1actosamine

sしllfate（GalNAc－OS⊂）」ギ），which　c（〕ntains　a　su1fate

grOuP，an〔lthe（〕theriSgluCUrOniCaCid（⊂｝lCUA），

ll；！
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which　contains　a　carboxy1ate　group．36〕The　combi－　　　　　Tabヨe3．ユ Composition　of　chondroitin　sulfate

nation　of　these　two　functional　groups　gives　the

chondroitin　suIfate　（ChS）　a　very　high　density　of

negative　charge，which　is　known　to　have　an　inhibi－

tory　effect　on　crystal　growth　by　covering　the　active

growth　sites　of　HAp　seed　crysta1s37）or　even　forma－

tion　of　HAp　crystals　by　binding　a　Ca　ion38■4o〕or

interfer｛ng　with　the　diffusion　rate　of　caIc｛um　and

phosphate　ions、州Al1of　the　experimenta玉results，

however，were　assessed　by　indirect　observation，e．

g．，the　time－dependent　concentration　change　of

hydroxyI　ions　after　addition　of　HAp　seed　crys－

ta1s．高7・41〕Thus，the　possibi1ity　of　ChS　acting　as　a

nuc1eation　center　by　binding　calcium　ions　to　its

functiona1groups　and　consequent1y　regu1ating　the

crysta呈growth　of　HAp　was　neg玉ected．

　　In　th｛s　study，the　inhibitory　effect　of　ChS　on　the

crysta1growth　of　HAp　was　reexamined　with　the

亘］ユain　focus　on　orgal］ic　matrix　regu1ated　nucleation

and　growth．HAp　partic1es　alユd　HAp／ChS　hybrid

were　synthesized　by　using　a　precipitat1on　method

with　a　ca玉cium　hydroxide　suspension　and　phos－

phoric　acid　so1utions　without　and　with　the　presence

of　ChS，respective1y．Limited　crysta1growth　of

HAp　regu1ated　by　ChS　templates　was　observed　in

the　HAp／ChS　hybrid　compared　to　crysta1growth　of

HAp　without　ChS．

Composition（％〕

△Di－0S　△Di－6S　△Di4S　△Di－disD　△Di－disE　△Di一耐iS

6．3　　　　く3，0　　　　48．O　　　　　1．8　　　　　　0．7 O，3

　　3．3．2　　ExperiIl1enta1Procedure

　　HAp　particles　and　60HAp／40ChS　hybrid　（in

wt％）were　synthesized　by　using　a　precipitation

method　with　a　Ca（OH）2suspens量on　and　H3PO．

so1utions　without　and　with　ChS，respective1y．The

Ca（OH）2powder　was　made　by　s1aking　of　CaO，

which　was　made　through　the　ca1cination　of　CaC03

（Wako　Pure　ChemicalsInd．，Osaka，Japan）at105ぴ

C　for3h．The　HヨP04soIution　conta三ning　ChS　was

prepared　by　adding4g　of　ChS　powder　to39mL　of

0．7〃H3P04（Wako　Pure　Chemica1s　Ind．，Osaka，

Japan）so1びtion　with　vigorous　stirring　unti1an　of

the　ChS　power　was　d三ssolved　comp1ete1y，The　ChS

（Seikagaku　Kogyo　Co．，Tokyo，Japan）used　in　this

study　was　made　from　bovine　trachea　carti1age　and

the　mo1ecuIar　weight　wasユ3000．Its　composition　is

shown｛n　TabIe3．1．」The　HAp　partic1es　and　HAp／

　　　　　TCPS

　　　　1／8－100

　　　　1／1－100

　　　　　1／8－20

　　　　　1／4－20

　　　　　1／2－20

　　　　　1／1－20

Co11agen－20

　　　　　　　　　　　　　0　　　2　　　4　　　6　　　8　　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　獄儂1銚iVe餅◎W飾隅a言i◎

Fig．3．30　Relative　growth　ratio　of　chondroxyte　growth　on　HyA

　　　　　　　－collagen　compostie　matrices　with　various　HyA／coI・

　　　　　　　1agen　ratiOS．

ChS　hybrid　were　prepared　by　slowly　adding　the　H茗

PO．so1utions　without　and　with　ChS，respective1y，

to！00mL　of　O．45〃Cα（OH）2suspension　with

vigorous　stirring　unti1the　pH　reached　around　g　at

36．5℃．The　tota1reaction　time　was　around3d．

　　For　checking　the　crystal　phase　of　the　precipi－

tates，’X－ray　diffractometer（XRD）measurements

were　conducted　on　the　as－prepared　specimens，The

microstructures　were　observed　by　transmission

electron　microscopy　（JEM－2000EX　II，JEOL，

Tokyo，Japan）with　an　accelerating　voitage　of200

kV．The　chemica1interactions　between　HAp　crys－

tals　and　two　functiona1groups（carboxy1ate　and

su1fate　groups）of　the　ChS　temp1ates　were　assessed

from　the　chemica1shifts　using　diffuse　ref1ectance

Fourier　transformed　infrared　（FT－IR）spectros－

copy（Spectmm2000，Perkin－E1mer　Co、，Norwa三．k，

CT）w｛th　a　reso1ution　of　O．5cm■1before　and　after

precipitation．For　IR　spectroscopy　measure瓜ents，

pu1verized　specimens　were　di1uted　with　KBr　pow－

der　by　one　tenth　and　backgromd　noise　was　correct－

ed　with　pure　KBr　data．

3．3．3　　Resu1もs　and　Discussion

一33一



コ

⑩

＞　　舳p
ω
⊂
Φ

仁

トlAp’C－S

無機材質研究所研究報告書

トl　H

H　　　　　H

10　　　　20　　　　30　　　　40

　　　　　　　　　　　　20（degree）

50　　60

Fig，3．31　XRD　prof1lesofthe　HApand60HApμOChS（inwt％）

　　　　　　specin／e11S．

　Figure3．30shows　the　results　of　XRD　measure－

ments　on　the　as－prepared　HAp　and　HAp／ChS　spec－

imens．Severa1HAp　peaks　denoted　by“H”were

observed　in　both　of　the　specimens，As　the　HAp

peaks　were　comparatively　broader　than　those　of　a

normal　HAp　specjmen，it　was　concluded　that　the

HAp　crysta1s　grown　had1ow　crysta11inity　or　small

CryStaHite　SiZe．

　　Figure3．31shows　the　microstructures　ofthe　HAp

and　HAp／ChS　specimens．For　the　HAp　specimen，

the　shape　of　HAp　crystals　was　a　characteristic

needle　type　aI／d　their　size　and　aspect　ratio　were

around75nm×10nm　and8，respective1y，as　shown

in　FigI3．31（a）．However，for　the　HAp／ChS　speci－

men，large　numbers　of　HAp　crystals　were　formed

on　ChS（aroundユ50nm×50nm　in　size）temp1ates

and　their　shape　was　changed　to　smalI　plate　type；

their　size　and　aspect　ratio　decreased　to　around12

nm×61］m　and2，respective1y，as　shown　in　Fig．3．31

（b）．

　Figure3．32shows　the　FT－IR　spectra　for　the　ChS，

HAp／ChS，and　HAp　specimens．For　the　HAp　and

HAp／ChS　specimens，the　stretching　mode　of　PO。ヨー

ion　was　detected　at　around　l038，963，602，and565

cm■1in　both　of　the　specimens．Further，two　stretch－

ing　n／odes　and　an　out－of－p1ane　mode　for　CO宮2■ion

第117号・

b）

Fig．3．32Microstructuresof亡he（a）HAPa］rd（b）60HAp！40ChS
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　a　calc～m　and　phospha亡e　so1ution　and　form　a　Ca
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Fig．3．34　Schematic　illustration　of　the　nuc1eation　and　growth　of

　　　　　　　HAp　crystals　regulated　by　ChS　templates．

were　a1so　observed　at　around1454．1419，and875

cm一一，respective1y．This　means　that　the　P04sites　of

the　HAp　structure，i．e．，B－sites，were　part1y　sub－

stituted　by　carbonate　ions．42〕Therefore，the　HAp

crysta1s　synthesized　without　and　with　ChS，respec－

tive1y，were　identified　as　carbonate－containing

hydroxyapatites．

　　For　the　ChS　specimen，the　asymmetrica1stretch－

ing　modes　of　CO〇一and－SOヨーions　were　detected　at

around1632and1234cm…1，respectively．After　for－

mat三〇n　of　HAp　crysta1s　on　ChS　temp三ates，however，

they　were　detected　at　around1613and1228，respec－

tive｝y；三．e．，they　showed　red　chemical　sh批s．There－

fore，chemicaユinteractions　occurred　between　the

HAp　crystals　and　the　functiona1groups　o圭the　ChS

temp1ates　during　the　Precipitation．From　the

resu1ts，it　can　be　presumed　that　the1imited　crystal

growth　of　HAp　on　ChS　templates　was　criticaliy

dependent　on　the　chemical　interactions　between　the

HAp　crysta1s　and　the　f日nctio王ユa王groups　of　the　ChS

temp王ates．For　an　exp1anation　of　the1imited　crystal

growth　of　the　HAp　observed　in　this　work，the

nuc1eation　model　based　on　the　binding　of　ca1cium

ions　to　the　functiona1groups　of　ChS　temp1ates　is

be亘ieved　to　be　appropriate，as　Ca　ion　bind三ng　is

be1ieved　to　be　an　in｛tia1step　in　the　formation　of

ca1cium　phosphates．43－4国〕

　　Negative1y　charged　carboxyIate　and　su1fate

groups　on　a　ChS　template　wi11che1ate　ca1cium　ions

nuc王eus　for　HAp　crystal　growth，as　schematica11y

shown　in　Fig．3，33，After　nuc且eation，the　HAp　crys－

ta1s　can　grow　spontaneous1y，but　limited　in　size

because　of　the　regu1ation　of　the　functiona1groups

of　the　ChS　temp1ates（Fig．3．32）and　because　of

steric　hindrance　by　adjace耐HAp　crysta1s（Fig，3I

31（b））．However，the　HAp　crysta1s　prec｛pitated

without　ChS　temp1ates　can　grow　norma11y　because

there　is　no1imitation　on　growth（Fig．3．3王（a））．The

resu1ts　suggest　that　the　nuc1eation　and　growth　of

HAp　crysta1s　m1ght　be　regulated　by　the　functionaI

groups　of　ChS　tenlp1ates．It　is　noted　that　prev｛ous

assertions　of　the　inhibitory　effect　of　ChS　on　the

nucleation　and　growth　of　HAp　crysta王s　in　vitro　by

simp1y　binding　Ca　ions，3ト40〕interfering　with　the

diff1ユsion　rate　of　ca1cium　and　phosphate　ions，州or

covering　the　active　growth　sites　of　HAp　seed　crys－

ta1s37〕are　not　sufficient　for　describing　the　nuc1ea－

tion　and1imited　growth　of　HAp　crystais　on　ChS

temp1ates．From　direct　microstructura1observation

and　the　chem三ca1shifts　in　this　work，it　can　be

conc1uded　that　ChS　does　not　have　an　inhibitory

effect　on　the　nuc1eation　of　HAp　itself　but　regu1ates

nuc1eat｛on　and　growth　of　HAp　crysta呈s，which

resu1ts　in　Iimjted　crysta1growth　of　HAp．

　　3．3．4　Conc1usioI1s

　　The　inhibitory　effect　of　chondro圭tin馳1fate　on　the

crystal　growth　of　hydroxyapatite　was　investigated．

The　precipitation　of　HAp　crysta1s　was　regu1ated　by

the　func亡iona1groups　of　ChS　temp1ates　and　brought

about　a　decrease　in　the　HAp　crysta1size　compared

with　that　of　HAp　precipitated　without　ChS．The

1imited　crystal　growth　of　HAp　is　beヱieved　to　occur

through　lユucleation　and　growth　regu1ated　by　ChS

temp王ates　fo11owing　steric　hindrance　by　adjacent

CrySta且S．
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第4章 骨周囲組織系材料の開発

4．1　キトサンーハイドロキシアパタイト複合体に関

　　　する研究

　一般に人工素材を生体内に埋入すると，生体防御反

応によってその物質を生体組織から隔離しようとする。

この異物反応を示さない生体親和性が良好な材料とし

てハイドロキシアパタイト（HAp）が知られており，

骨代替材料として利用されている。一方，キトサンは

生体親和性が良い生体内分解性の材料であり，様々な

生理活性（治癒促進効果など）や抗菌性を示すことが

知られている。このキトサンは，セルロース類似の分

子構造をもち，耐熱性に優れていてオートクレーブ滅

菌が可能であることから，実用的な医用材料として期

待されている。

　本研究では，リン酸カルシウム化合物とキトサンを

複合化することにより，骨伝導能と生分解性をあわせ

持つ新規医用材料の設計・開発を試みた。とりわけ微

細構造の設計・構築においては，有機物と無機物を分

子レベルで配列する必要があるため，有機一無機相互

作用について解析評価を行った。また，医用材料とし

ての応用の可能性を調査するために力学強度試験，動

物試験による評価を行った。

　4．1．2　キトサンーハイドロキシアパタイト複合体

　　　　　の評価

　　4．1．2．1有機酸の効果

　キトサンは分子問及び分子内水素結合により安定化

しているため水溶性を示さないが，希薄な有機酸水溶

液には容易に溶解することが知られている。したがっ

て，上記合成法に示す通り，一度キトサンを有機酸水

溶液に溶解する必要がある。ところが，有機酸の種類

によってはHApの生成を促進したり，阻害したりする

効果があることが指摘されている1j。そこで，まず有機

種の選定を行った。

　キトサンを溶解するために乳酸，酢酸，リンゴ酸，

クエン酸を用いて作成したキトサンーHA　P複合体の

粉末X線回折（XRD）パターンをFig．4．2に示す。そ

の結果，乳酸，酢酸を用いたものについては低結晶性

HApの構造による回折バター一ンを示したが，リンゴ酸，

クエン酸を用いたものについては，HApの構造による

回折バターンを確認することができなかった。副生成

物として得られる酢酸カルシウムの水溶性が高く水洗

による除去が容易なことから，今回の研究ではキトサ

ン溶解有機酸として酢酸を用いることにした。

　4一ユ．1　キトサンーハイドロキシアパタイト複合体

　　　　　の合成

　まず，キトサンを希薄有機酸水溶液に溶解しキトサ

ン水溶液を得た。これにリン酸水溶液を加え，キトサ

ンーリン酸混合水溶液（酸性溶液）を得た。こうして

得られたキトサンーリン酸混合水溶液を水酸化カルシ

ウム懸濁液（塩基性溶液）中に強撹枠下で滴下した。

この時，反応場のpHが9になるまで滴下した。キトサ

ンはアルカリ条件下で不溶性になるためキトサンの析

出がおこる。それと同時にリン’酸と水酸化カルシウム

が反応し，HApを生成するため，キトサンーHAp複

合体の沈殿物を生じる。こうして得られた沈殿物を吸

弓1ろ過し，蒸留水で洗浄することにより酢酸塩などの

不要物を除去した。さらに，30MPa，48時問の圧縮脱

水成形により，Fig．4，1に示すようなキトサンーHAp複

合体の固形物を得た。

　　4．1．2．2　キトサン／HAp組成比の効果

　上記合成法においては，キトサン／HAp組成比を制

御することは容易である。実際に，キトサン／HAp＝75／

25．50／50．25／75の組成比の複合体を作成し，示差熱・

熱重量分析（DTA－T（｝）から組成を確認したところ，

バッチ組成と良い一致を示した。また，組成比の異な

Fig．4．1　　PhotUgr呂phs　of　iO！三11じ］1i一．〕ド～H〕一HAp　comi〕rヒsse（］cl’lnl・

　　　　posite．
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Fig，4，2　XRD　patterns　of　a　pure　HAp（a），a11d　chitos齪n／HAp

　　　　comPosj士espre正〕日redusjl19⊂hjtosaηdissolvedjlraque・

　　　　ous　so1しltiol／s　contai1〕ing　互1espectively　ac已tic　acid　（b），

　　　　1日ctic日cid　（c〕、1■alic　ac｛d　（d）and　citl’ic　acid　（e〕一

る複合体のXRDパターンは，すべての組成領域におい

てHApの構造による回折パターンを示した。ただ，キ

トサン含有量が50wt％以上では，キトサンの構造によ

る回折パターンも確認された。このことから，キトサ

ン含有量が50wt％以下においては，キトサン分子が非

常に良く分散しておりキトサン分子同士の相互作用が

小さいと推測される。さらに，詳細な検討を行うため

に，ゼータ電位の測定を行った。ゼータ電位と組成の

関係をFjg．4．3に示す。キトサン含有量が増えるに従い，

ゼータ電位がOに近づくことがわかる。これは，キト

サンがHApの負電荷を打ち消すために起こると考えら

れる。そして，キトサン含有量が25wt％を超えた辺り

でその傾向がなくなることから，HAp粒子の周囲をキ

トサンが覆い尽くしたと推測することができる。それ

以降に加えられるキトサンについては，複合体よりも

むしろキトサンの物性を示すと考えられる。

　150mm
Fig．4．4

　　　conlposite　of50150

TEM　images　and　diffraction　pattem　ofchitosa11／HAp

Chitosan　mo1ecu1
　（about200nm）、

HAp　nanocrysta11ites

　　（about30nm）

Fig，4．5　Imagosofchitos；ln／I一王Ap⊂omposite．

　　4．1．2．3透過型電子顕微鏡（TEM）による観察

　キトサンーHAp複合体のTEM像及び電子線回折像

をFig．4．4に示す。長径30nm，短径5nm程度のHAp

微粒子が確認できる。これらは集まって長径200～300

nm，短径30～50nmの楕円凝集体を形成している。こ

の凝集体のひとつについて電子線回折像をとると，三

日月型の回折パターンを示した。これは，HAp微粒子

が一方向に配列していることを示すものであり2〕，この
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布を測定したところ，平均分子量9．4xl04Daを得た。

この平均分子量から計算されるキトサンの分子長は280

軸方向に配列した構造を有していると考えられる（Fig．

4－5）。このような構造を形成するには，キトサンーHAp

問の相互作用が必要であり，おそらくは，キトサンに

カルシウムイオンが方向性をもって配位した状態から

HApが成長するために，HApの結晶方位が一方向に

配列した構造をとると考えられる。

　　4．1．2．4強度試験による評価

　キトサンーHAp複合体の三点曲げ強度を測定した。

キトサン含有量が増加するに従って，高分子の物性が

強調され柔軟性の増加が確認された。さらに，ユ20℃，

20分の水熱処理（オートクレーブ滅菌条件）におい

て，飛躍的な柔軟性の向上が確認された（Fig．4．6）。お

そらくは，水熱処理によりキトサン分子間の水素結合

力が増加したためだと考えられる4〕。ただ，FT－IRによ

る測定では，それらの変化を確認することができなか

ったことから，部分的な結合であると推測される。

30

Fig．4．7　T11e　c11itosan！HA1〕仁Umpositビs　wi〕1　　」　　（ilr　bo］re

　　　　n／臼rro“I，4　weeks，he］THlい1〕x｝’］｛lr日1」］dじosilr　stHi1］〕．

　　4．1．2．5動物試験による評価

　キトサンーHAp複合体をラットの大腿骨内に埋入し

た。4週後，摘出し組織を観察した結果をFig．4．7に示

Z20
㌃
竈
』

あ10

O

A

B

す。キトサンーHAp複合体の周囲には，特に炎症を示

すことなく新生骨の形成が確認された。また，最表面

には凹凸ができており，分解速度までは明確でないが，

少なくとも生体内分解性を示していることがわかる。

このことから，この複合体は骨伝導能と生体内分解」1生

をあわせ持つ材料であることが確認できる。キチン・

キトサン系材料は，活性が強すぎることにより炎症を

引き起こす例があることが報告されているが，HApと

複合化することにより，そのような効果を抑制できて

いる可能性がある。

　これらの特性から，本材料は非荷重部における骨充

填材としての用途が考えられる。特に，成形性のよさ

から頭蓋骨のバーホール充填材としての用途があげら

れる。

0　　20　　40　　60　　80　100

Strain／％

Fig，4，6　Tl］e　stress－str日in　cu－Ive　f（jr　chjtosan！I・IAp＝50／50with

　　　　（A）no　heat　tre臼tmel］t　a1／d（B）ste目m　tre富圭ment一

4，2交互浸漬法を用いた靱帯・腱のHAp処理に関す

　　　る研究

　現在主流の靱帯・腱の再建術は，白家靱帯・腱を損

傷部位に移植する方法である。ポリエステルメッシュ

を使ったLeeds－Kei（〕靱帯による再建術も行われている

が，再手術の場合など限定的である5j。靱帯・腱（軟組

織）は骨（硬組織）と接合している材料であるため，

靱帯・腱の再建には，軟組織と硬組織を接合する技術

が必要である。現在は，骨トンネル内を通してボタン

やスクリューで固定する方法がとられているが，トン

ネル付近での靱帯・腱の再断裂，骨トンネルの拡大が

報告されている6〕。原因として接着強度，接着速度の不

十分さがあげられ，改善策が求められている。逆に骨
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と接合しない部位については，柔軟性を失ってはなら

ない。そこで，本研究では骨と接合する部位にだけHAp

を導入することにより，接着強度および接着速度の改

善を試みた。接着強度が重要であるため，粂1」がれ落ち

やすい単なるコーティングでなく，靱帯・腱の表而及

び内部に相互作用を持って結合していることが望まし

い。そこで，微細構造を評価することにより複合化の

状態を検討した。また，医用材料としての応用の可能

性を調査するために，現在の術式に添った形での動物

試験による評価を行った。

　4．2．1靱帯・腱一HAp複合体の合成

　①塩化カルシウム水溶液，②蒸留水，③リン酸2水

素ナトリウム水溶液，④蒸留水に靱帯・腱を順に浸漬

することによりその表而及び内部にHApを生成した丁〕。

文献にならって，浸漬温度を37℃，浸漬時問を各溶液

につき30分とした。①～④の溶液に浸漬する操作を1

サイクルとし，いくつかのサイクル数にっいて合成を

行つた。

　4．2．2靱帯・腱一HAp複合体の評価

　　4．2．2．1複合化領域の評価

　交互浸漬法により靱帯・腱をアパタイト処理したサ

ンプルにっいて，線分析を行った。浸漬回数7回のも

のをFig．4．8に示す。カルシウム，リンともに表面部分

に最も多く分布しているが，表面だけでなく内部まで

分布していることがわかる。浸漬回数が増えるに従っ

て，HAp生成量が増え，内部まで複合化されることが

確認された。7回浸漬したものについては，表面から

約50（〕μm内部までカルシウムおよびリンが分布してい

る。この複合化領域をTEMで観察したところ，HAp

粒子が観察された（Fig．4．9）。靱帯・腱の構造は，長軸

に沿ってコラーゲンが」軸配向した構造体であること

が知られている呂〕。複合化した靱帯・腱をコラーゲン繊

維と平行な而で観察すると，電子線回折像からHAp微

粒子の結晶方位（C軸）が一方向に配向していることが

確認された。対して，コラーゲン繊維と垂直な面で見

ると，HAp微粒子の配向性は確認できなかった。この

ことから，HAp粒子は，靱帯・腱の成分であるコラー

ゲンと相互作用を持って結合し，コラーゲン繊維と平

行に配列していると考えられる。

　　4．2．2．2動物試験による評価

靱帯・腱の一端のみを交互浸漬することにより，骨

との接合部位のみHApを析出させ，ビーグル犬骨トン

ネル内に埋入した。4週後，摘出し組織を観察した結

F1g．一1，9　TEM1magos　of　teη（l01r／HAp　composite．

A B

Fig．一．8 The　line　sじan　of　Te］／don－HApじoml〕o－it■（A〕calcium（B〕plrosphol’0Lls．
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ハルプ

Fig．4．ユO　The　tendo1／ノHAp　co111posites　with7times　alterllate

　　　　soa］｛ing　（i1／bone　lr］…irro“・，4　帆・eeks，］1enlatoxy］in　H1／d

　　　　eosi■sta1n）．（T）＝Tendon、（B〕＝New　bone，（～I）＝Bone

　　　　l〕／al’rO，V　Cell

果をFig．4．10に示す。処理された靱帯・腱の周囲は，

特に炎症を示すことなく靱帯・腱に直接接合した新生

骨の形成が確認できた。HAp処理を行わず骨トンネル

内に埋入したものについては，靱帯・腱と新生骨の問

に繊維性組織が介在し，接合力，接合時間を阻害する

と言われている。このことを考えると，今回の結果は，

靱帯再建術において良い効果を示したといえる。

らニルタ

③　　　仰

～←3・

瞳圧鹿萢ポト」L

パルプ

コントローラ

＼
3m

ガートル台

　　4．2．2．3　医学応用へのアプローチ

　交互浸漬法を自家組織の処理に応用するにあたって，

溶液のpHを体液に近い7．4，洗浄液を生理食塩水，各

溶液の浸透圧を生理食塩水（290mmHg）に改善した。

ただ，この方法を手術現場で利用する場合，腱・靱帯

をカルシウムイオン含有水溶液に浸漬し，次いで生理

食塩水で洗浄し，更にリン酸イオンを含む水溶液に浸

漬する操作を手動で行うことになる。しかし，この方

法では，手術時問が長くなり，複合化を行う人員が必

要になるなどの不都合がある。そこで，Fig．4，11のよう

な，自動的に複合化を行える装置を設計・開発した。

その結果，自動的に複合化を行うため非常に容易に改

質でき，手術の効率を下げることなく処理することが

可能になった。使用する改質用材料はきわめて安全で

あり，すべて医薬添加物として認可されている材料を

用いた。また，コーティングシステムに使われる接続

チューブ・コーティングパックは，医療用に認可され

た塩化ビニルを使用し，溶液用パックは医療用点滴パ

ックを使用することにより，接続操作は，従来の点滴

接続操作と同一となり，一度の使用で廃棄することが

できるため医療事故を起こす危険性を回避できる。

Fig，4．11　The　autom日tic　alternate　soaki11g　system　for　medical

　　　　tl’eatment、
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第5章 その他の生体材料の開発

5．1経皮ディバイスを目的としたアパタイト・シリ

　　　コーン複合体の開発

　5．1．1緒書
　一時的もしくは長期に及ぶ臓器不全に陥った患者は

生命維持管理装置にて一命を取り留め，さらに社会復

帰への足がかりとしている。人工心臓・人工腎臓・人

工呼吸器等にみられるように，生体内外は人工材料を

介してアクセスされ不要成分と必要成分との交換を行

っている。このように経皮ディバイスは臓器代替シス

テムを機能させる上で重要な接点である。これまでに

皮膚の貫入と連鎖的に惹起する感染が問題視され，そ

の改善方法が検討されてきている。

　我々はこの問題を克服するために，生体活性に優れ

るハイドロキシアパタイト（HAp）焼結体を用い，シリ

コーンなどのカテーテル用高分子基材と共有結合でコ

ートする新しい方法を開発した1〕2〕。

れは，西澤らが報告したリン酸カルシウムセラミック

スヘのシランカップリング剤反応率3〕と比較して，1／3

から1／4の低い値である。この違いはアパタイト微粒子

の表面構造の違いおよび導入率同定法の違いによるも

のであると考えられ，今後，さ亭に本手法を改良して

いく必要性を示している。

　5．1．3　シリコーン表面修飾

　シリコーンの表面修飾はコロナ放電処理によるアク

リル酸グラフト法によって行われた4〕。まず・コロナ放電

処理を施したシリコーンシートを10wt％アクリル酸水

溶液に浸漬し，脱気封管後，60度1時問反応させた。

アクリル酸をグラフトしたシートを温水で十分に洗浄

した後，乾燥させた。グラフト基材の同定はATR　FT

－IR法で行うことができ，材料表面へのカルボキシル基

の導入が確認できる。

　5．1．2　アパタイトの表繭修飾

　まず平均粒径2μmのアパタイト球状粒子（旭光学杜

製）にシランカップリング剤（γ一aminopropyitriethox－

ysi1ane，γ一APS）を無水トルエン中，120度で24時間還

流して反応させた。このシランカップリング剤は末端

にアミノ基をもつためアパタイト粒子にアミノ基を導

入できる。アミノ基が導入されたことは図5．1のFT－IR

スペクトルから確認される。600及び575cm－1に認めら

れる吸収はHApのひ。PO。宮■に帰属され，また963cm－1

の吸収はひ一PO。ヨ…，1100／1035cm■1の吸収はひ。PO．3…

に帰属される図5．ユcに示した2928cm■1の吸収はC－H

伸縮振動に帰属され，1043cm－1の吸収はアパタイト表

面に共有結合したSi－O伸縮振動である。以上のことか

らアミノ基がアパタイト微粒子表面に共有結合で導入

されたことがわかる。

　アパタイト粒子へのアミノ基導入率はsu1fo－suc－

cinimidy1－4－0一（4，4㌧dimethoxytrityl）一butyrate（s－

SDTB，PIERCE，IL，USA）を用いた分光学的方法から

決定され，また比表面積はBET法から測定された。ア

ミノ基導入率は10．3μmo1／g（SD：2．4，n＝3）であり，

未処理のアパタイト微粒子の比表面積は6，15±o．08m2／

gであった。この両者の値からアパタイト表面へのアミ

ノ基導入率は1，0nm2当たり約1分子と算出される。こ

（b〕

（C）

Φ
○
仁
耐
．崔

ε
ω
…≡≡

岸

（a〕

4000　　　3500　　3000　　2500　　2000　　「500　　　「OOO

4000　　3500　　3000　　2500　　2000　　1500　　1000　　　500

　　　　　　　Wave　number　lom’1）

Fig．5．ユ　FT－IR　spectra　of（a）γ＿APS，（b）non＿treated－HAp

　　　　partic1es　and（c）amino　group－modified　HAp　particles．
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　5．1．4　アパタイトコーティングシリコーン複合体

　　　　　　の調製

　アミノ基を導入したアパタイト粒子とカルボキシル

基を導入したシリコーンシート間の反応は固相反応法

で行うことができる。アパタイト粒子を分散させた水

溶液中にシリコーンシートを浸漬し，1時間撞枠する。

粒子が吸着したシリコーンシートを十分に水洗し，180

度，6時問，lmmHgの条件下で加熱反応させ，両者

を共有結合させたアパタイト・シリコーン複合体を調

製できる。

　共有結合の存在は間接的に推定される。アクリル酸

ホモポリマーとγ一APSをカルボジイミドを用いてカッ

プリングさせた試料とアクリル酸ホモポリマーとアミ

ノ基導入アパタイトを固相反応法を用いて結合させた

試料を調製し，両者をFT－IR法にて分析すると，図5．2

の結果が得られる。1805／1755㎝／■1に酸無水物中のカル

ボキシル基に由来する吸収，また1700cm■1にフリーな

カルボキシル基に由来する吸収が認められる。酸無水

物は減圧・加熱条件下でアクリル酸側鎖問で脱水縮合

して生成したと考えられる。アミド結合に由来するア

ミドI（1640cm■’）及びアミドII（1560cm■’）の吸収が認

められることから，アパタイト粒子とシリコーンシー

トは共有結合で結合していると推察される。

　5．1－5複合体の外観

　図5．3に走査型電子顕微鏡で観察したアパタイト・シ

リコーン複合体の外観を示す。アパタイト微粒子は表

面が変化することなくシート表面に固定され，その表

面被覆率はおよそ65％（SD＝6．3，n＝3）である。また，

部分的に三次元的な凝集塊も観察される。これはアパ

タイト微粒子上のアミノ基が，アパタイト未処理表面

と相互作用して吸着したものである。

　以上のようにアミノ基を導入したアパタイト粒子と

カルボキシル基を導入したシリコーンシートを用いる

ことにより，両者が共有結合で結合した界面を形成で

き，安定なアパタイトコーティングが実現できる。本

材料を成型加工することにより，皮膚との密着性に優

れた生体親和性・経皮ディバイスの創成が可能である

と考えられる。

5．2　ハイドロキシアパタイトとポりエチレングリコ

　　　ール界面で起こる有機無機相互作用

　5．2．1緒言
　病気や怪我で損傷した骨を置換しその機能を代替す

る材料には，生体骨に類似した機械的性質を持つとと

もに，高い生体親和性を示すことが要求される。HAp

は，脊椎動物の歯や骨の主成分であり骨と直接強固な

結合をつくる生体親和性の極めて高い物質である。し

かし，HApは脆くて成形性に欠けるなどの問題点があ

るため，主に骨充填材や金属のコーティング材として

使用されているにすぎない。

　一方，有機高分子の中には柔軟性，成形性を有する

ものが存在する。しかしながら，有機高分子の殆どが

Φ
O
⊂
而

E
ω
⊂
血

←

（a）

（b）
Fig．5．3　　SENl　ol〕serv宮t1on　of日　sil1co110　nratel・j日］coated　with

　　　　IIAP　Pal’ti⊂1じs、

Table5．I　Mjxtur已ratio　of　HAp　a11d　PEG、

　4000　　3500　　3000　　2500　　2000　　　「500　　1000　　　500

　　　　　　　　　Wave　number（cm’「〕

Fig．5．2　FT－IR　spectra　of　polyAAc－co一γ一APS　prepared　by（a）

　　　　c目rbodhnlide　and　（b）a　heating　prodしlct　of　a　mixtしlre　of

　　　　AAc　homopolymer　and　ami110groしlp－modified　HAp

　　　　particles．

Sample　name　l＝unctionalgroup　PEG（wt％〕HAp（wt％）

30PEG0H
30PEGCOOH
40PEGco0H
50PEGC00H
70PEGco0H

OH
COOH
COOH
COOH
COOH

30　　　　　70

30　　　　　70

40　　　　　60

50　　　　　50

70　　　　　30
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生体親和性を有していない。高い生体親和性を有し，

さらに柔軟で成形性の良い骨置換材料を開発するため

には，有機材料，無機材料のそれぞれの利点を生かし

ながら複合化する必要がある。

　生体骨は有機材料と無機材料の利点を生かしながら

複合化されている。HAp表面のカルシウムとコラーゲ

ンの官能基であるカルボキシル基の化学的相互作用に

より，約70wt％のHAp微結晶が約30wt％の繊維状コ

ラーゲン高分子の周りに規則正しく配向している。そ

のため優れた機械的強度を有している。この生体骨で

起こる相互作用を解明すれば，有機材料と無機材料を

複合化した新規骨置換材料を開発する指針になると予

想される。本報では，無機材料としてHAp，有機材料

として末端基がCOOH，OHのポリエチレングリコー

ル（PEG）を用い，有機一無機相互作用についてフーリエ

変換赤外反射分光法（FT－IR）および示差走査熱測定

（DSC），走査型電子顕微鏡（SEM）により検討した。

　5．2．2実験方法
　表5．1に合成した試料の組成を示す。実験には，PEG

（日本油脂社製，末端基一COOH（M，W．3000），一〇H

（M．W．4000））を用いた。70度に保持したラボプラスト

ミル中にPEGを加え溶解させた。溶解したPEGに蒸

留水を加え3分間，50min－1にて混練した。さらに，HAp

粉末を加えユ0分問，50㎜iガ1にて混練した。蒸留水は

PEGとHApの全重量に対して10wt％とした。得られ

た試料を凍結乾燥し，その2．5gに15m1の蒸留水を添加

し，30分間放置後，濾過した。その試料を凍結乾燥し，

フーリエ変換赤外反射分光法で解析した。フーリエ変

換赤外反射分光法には，Perkin　E1mer㈱製SPEC－

TRUM2000，フーリエ変換赤外反射分光光度計を用い

て積算回数100回，分解能2cm■1，拡散反射法で測定し

た。示差走査熱測定には，SHIMADZU㈱製DSC60，

示差走査熱測定装置を用いて昇温速度10度／minで測

定した。走査電子顕微鏡観察には，試験片を金コーテ

ィングした後，TOPCOM㈱製ABT－32，走査電子顕

微鏡（SEM）を用いて加速電圧15kVで観察した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト1＾P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30P匿G0H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P■…O0HR6f．
　蓄
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　婁　　　　　　　　　　　　　　40PEG．oo。
　…窒

　個　』　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50PEGco0H
　ト
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70P匿Gco0H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P嗜GCOOH　R回f，

　　　　　　　　Wa蝸numb釧κm・1

Fig．5．4　FT－IR　spectra　of　HAp，PEGCOOH，PEGOH　and　their

　　　　composites．
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5．2．3　結果

　図5．4にHAp，PEGCOOH，PEGOH及びPEG／

HAp複合体のFT－IRスペクトルを示す。PEGCOOH

では，ユ752cm■1にピークが検出された。これは二量体

（PEG－COOH／HOOC－PEG）のC：O伸縮振動に帰属

できる。PEGCOOH／HAp複合体では，1752cm■1と1590

cm－1にピークが検出きれた。前者は二量体のC＝O伸

70PEGco0H

　1900　　　1700　　　15004000　　　　3000　　　2000　　　　1000

　　　　　　　　Wav醐umber’cm・1

Fig．5．5　FT－IR　spectra　of　the　composites　after　soaking　in　w日ter

　　　　for30minutes　and　filtering．

縮振動，後者はCOO一伸縮振動に帰属できる。二量体の

C＝O伸縮振動のピーク強度をA，COO一伸縮振動のピ

ーク強度をBとすると，A／Bの値はHApの添加量を

増加させるに従い減少した。PEGOHでは，1799cm■1

にピークが検出された。これはC＝O伸縮振動（単量体）

に帰属できる。図5．5に蒸留水を加え濾過したPEG／

HAp複合体のFT－IRスペクトルを示す。50PEG－

COOH及び70PEGCOOHでは，ユ750cm－1にC＝O伸

縮振動のピークが検出されたが，40PEGCOOH及び30

PEGCOOHでは，検出されなかった。すべての複合体

で1590cm一にピークが検出された。30PEGOHでは，

洗浄後にPEGOHに期属できるピークは検出されなか

った。図5．6にPEGCOOH及び複合体のDSC曲線を示

す。PEGCOOHでは，51，2度にピークが検出された。

70PEGCOOHでは，55．5度にピークが検出された。40
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PEGCOOH及び5（〕PEGCOOH及では，55．5度，59．O度

にピークが検出された。30PEGCOOHでは，55．5度に

ピークが検出された。HAp添加量が増加するに従い融

点は55．5度，59．O度と上昇した。PEGOHでは，57．O

度にピークが検出され，30PEGOHでは，58．2度にピ

ークが検出された。融点の上昇量は1．2度であった。

　図5．7に複合体のSEM像を示す。30PEGCOOHで

は，HAp表面全体に高分子が付着していた。30PEGOH

では，表而に付着しているPEGOHと微細な粒子とな

ってHAp表面に付着しているPEGOHが存在した。

　5．2．4　考察

　PEGCOOHではHApを添加すると末端にあるカル

ボキシル基のH＋が解離しCOO’■基が形成されると考え
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　　　　　　　　　られる。また，HApの添加量が増えるに従い，COO■

　　　　　　　　　基の割合は増加すると考えられる。さらに，FT－1Rの

　　　　　　　　　結果からこのCOO■基はHApと相互作用していると考

　　　　　　　　　えられる。COO■基が負電荷を有することを考えると正

　　　　　　　　　電荷を持つHAp表面に存在するカルシウムイオンに相

　　　　　　　　　互作用していることが予想される。この相互作用は水

　　　　　　　　　酸基よりも強いため，蒸留水で洗浄後もCOO■基末端を

　　　　　　　　　もつPEGのみがHAp表面に残存すると考えられる。

　　　　　　　　　　図5．8にPEGCOOHの3つの分子状態モデルを示す。

　　　　　　　　　図の（A）では，2つのカルボキシル基末端が両方とも近

　　　　　　　　　くのPEG分子と2量体を形成している。（B）では，2

　　　　　　　　　つの末端のうち一方が2量体を形成し，もう一方はHAp

　　　　　　　　　表面のカルシウムイオンと化学結合を形成している。

　　　　　　　　　さらに，（C）では，カルボキシル基末端は両方ともHAp

　　　　　　　　　表面のカルシウムイオンと化学結合をつくっている。

　　　　　　　　　30PEGCOOHがもっとも融点が高いことから，カルボ

30pEG0H　　　　キシル基は2量体を形成するよりCOO…基を形成して

　　　　　　　　　HAp表面のカルシウムイオンと結合した方が安定であ
PI…G0H　Ref．

　　　　　　　　　ると考えられる。つまり，複合体中のカルシウムイオ

30PEGcooH

40PEGcooH

50PEGco0H

70PEGcooH

PEGco0H　Ref．

40　　　　50　　　　60　　　　70　　　　80

　　　Temperature｛oC）

Fig．5，6　I）SC　curves　of　the　p1］re　PEGCOOH．PEGOH　and　their

　　　　Co111posites．

lA／

（B）

（C）

　　　O…H－O　　　　　　　　　　Ol1・H－O
〃・（。．H2ψW・（。．、ンW

Fig，5．8　Possible　nr（〕lecu1三1r　states　of　PEGCOOH．

20μm 20μm

SEλ’I　microgmphs　forエhe　su］一faces　of30PEGCOOH　and30PEGOH．
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AFM　image　and　section　analysis　of　HAp　sしlrface，The　sしlr舌ace　were　etch已d　for　lmin　by8～I－CH－COOH　aqueoしls　solution．

1o甘皿

Fig，5．工O　SEM　a11d　AFM　image　of　HAp　s／lrface，The　surface　were　etched　for1min　by8M－CHlCOOH日queous　so1ution

ンの濃度（HAp量）が高いと（C）の状態が多くなり融点

が高くなるが，カルシウムイオンの濃度が低くなるに

したがい（B）から（A）の状態となり，HApとPEG問の

相互作用が弱くなるために融点が低くなると考えられ

る。

5．3　アパタイト単結晶の表面吸着に関する研究

　5．3．1　緒言

　病気や怪我で損傷した骨欠損部位を置換しその機能

を代替する材料には，生体骨に類似した機械的性質と

高い生体親和性を持つことが要求される。その生体骨

代替材料は，埋入後，繊維性皮膜のカプセル化を起こ

すことなく骨組織と直接強固な結合を作ることが必要

である。そのような材料として，リン酸カルシウムや

バイオガラスのような生体活性セラミックスが知られ

ている。HApはリン酸カルシウムのひとつであり，脊

椎動物の歯や骨の約70w％を占める無機成分である。歯

や骨の残り約30w％は有機高分子であるコラーゲンであ

り，骨の中ではコラーゲンとHApが相互作用し，硬組

織特有の機械的強度を示すものと考えられている。こ

のHApとコラーゲン分子の相互作用を解明することが

できれば，無機材料と有機材料を複合化した新規生体

材料を開発するための指針になると考えられる。

　本研究では，モデル実験としてコラーゲンの代わり

に同じ官能基を持つアラキジン酸〔CH。（CH。）ユ目COOH〕

を用い，HApとコラーゲンとの問で起きている相互作

用について検討した。

　5．3．2　実験方法

　　5．3．2．1試料のエッチング条件の検討

　HApの表面を制御するために，酢酸（CH3COOH）

による溶液エッチングを行った。エッチングは，溶液

の中に試料をそのまま浸した状態で行った。濃度と時

間を任意に振って，エッチング後，純水ですぐ洗浄し

乾燥させた。その後，AFM（大気中コンタクトモード）

により測定し条件を決定した。また，表面制御をした
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HAp表面の原子イメージの測定を試みた。 ドで測定した。液中測定の際には，超純水を使用した。

　　5．3．2．2FT■R測定用試料の作成

　AFM測定用の試料ホルダーにHApをのせ，エポキ

シ樹脂で全体をコーティングした。その後，HApの表

面が出てくるまで研磨した。さらに，周りのエポキシ

樹脂部分に金を50nm蒸着した。その後，HApの表面

を制御するために’酢酸でエッチングを行った。

　　5．3．2．3LB膜の累積

　LB膜の作成には，l　mMの濃度のアラキジン酸一ク

ロロホルム展開液を用い，HApを引き上げながら表面

圧力25mN，速度4mm／minでLB膜を累積させた。1

回の積層にアラキジン酸をマイクロシリンジで300μ1使

用した。また，ガラス基板上にも同様にアラキジン酸

を累積させた。

　5．3．2．4　AFMの測定（液中）

LB膜を累積させた試料をAFM液中タッピングモー

　　5．2，3．5　FT－lRの測定

　LB膜を累積させた試料とガラス基板を一回反射によ

り測定した。始めに，ガラ．ス基板にアラキジン酸を累

積した試料を測定した。アルミ蒸着mirr（〕rをバックグ

ラウンドとして使用し，入射角80二，反射角80‘resolusion

4，積算回数1（〕O回を測定条件とした。HApのとき0）バ

ックグラウンドは条件を1司じにするために，AFM測定

用ホルダーにエポキシ樹脂をコーティングし，研磨後，

金でスパッタリングしたものを使用した。また，顕微

IRを用いて単結晶HApにターゲットを絞って測定し
た。

　　5．2．3．6　走査型電子顕微鏡（SEM）の測定

　表面をエッチングにより制御したHApをSEMによ

り測定した。試料ホルダーにカーボンテープで接着さ

せたHApを金で300nmスパッタリングした。その後，

加速電圧15kvと20kvで測定した。
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　5．3．3結果およぴ考察

　　5．3．3．1エッチング条件の検討

　以下の図は，単結晶HApのa面のエッチング処理後

のAFM像である。単結晶HApはカルシウムが内部か

ら表面に移動しカルシウム過剰層を形成し，大気中の

水分，酸素，二酸化炭素と結合するため，カルシウム

化合物層を形成すると考えられる5〕。このため，エッチ

ング処理を行うことによりこの化合物層を除去し，表

面の制御を行う必要がある。条件を検討した結果，8M

－CH．COOHで1分問エッチングを行うと表面制御が可

能であり，ステップテラス構造が現れることが明らか

となった。その解析結果を図5．9に示す。この時と同じ

条件で数回測定を行ったところ，ステップハイトが0．94

nm，O．31nm，O．61nm，付近の値になった。ステップ

ハイトがa軸格子定数（0．94176nm）の1／3，2／3，1の

値が出ることから，ステップハイトはa軸格子定数の

1／3単位であることが分かった。HApのa軸方向は格

子定数のおよそ1／3を単位にしてイオン密度が周期的に

変化している6）。このことから，a面は全体として正か

負に荷電しているため，これらの表面では荷電量を減

らす方向にCa2＋イオンが変位するなどの格子緩和が起

きると考えられる。また，SEMの測定結果より，単結

晶HApのa面のエッチングを行うとa面の鉛直方向に

エッチングが進むことが明らかになった。また，図5．10

に現れている三角形のエッチピットが現れることも分

かった。

　ここで，SEMの測定結果とAFMの測定結果を比べ

た。この結果から，三角形の一辺がC軸に平行になる

ことが確認できた。そして，AFM測定時の試料の置き

方から，図5．10に示した向きがc軸方向であることが

分かった。また，ステップテラス構造が，その一辺か

ら頂点にに向かって出ることも確認できた。このこと

より，ステップテラス構造がC軸に平行になることが

分かった。

　　5．3．3，2　アラキジン酸累積後のA閉による観

　　　　　　　察

　図5．1ユに8M－CH島COOHでエッチングした後の

AFMによる解析結果を示す。100nm以上の凹凸が出て

いることが明らかになったが，アラキジン酸を累積し

た後に液中のAFM測定により観察すると，この凹凸

が少なくなり、なだらかな凹凸が現れることが分かっ

た。この結果より，アラキジン酸が累積されているこ

とが確認できた。しかし，この測定では単分子層の累

積が出来ているのかは確認できなかった。これは，ア

ラキジン酸の分子鎖長が2，7nmであるが，この高さの

確認ができなかったためである7〕。また，累積膜が単分

子層であるため液中では分子が揺れ観察することが出

来なかった。

　　5．3．3．3　町一1Rの測定

　ガラス基盤に累積したアラキジン酸は，2850cm“Iと

2919cm■1付近にアルキル基のピークを検出できた囲〕9〕m〕

ここで，アラキジン酸をHApに累積前，累積後で測定

し比較すると，2850cm■1と2919cm■1付近にアルキル基

のピークが検出された。図5．12で検出されたピークは，

アラキジン酸のアルキル基のピークと同じところに出

ているが，このピークは上向きのため，これは何か別

の不純物を検出したものと考えられる。または，大気

中にさらされているため条件が変わった可能性があり，

そのためノイズがキャンセルされず，検出されたもの

と考えられる。

　5．3．4　結言

　単結晶HApをエッチングすることにより，a面には

三角形のエッチピットが現れた。この三角形の一辺は

C軸に平行であり，C軸に垂線上方向にステップーテラ

ス構造が現れた。ステップはC軸に平行に現れた。ス

テップハイトを測定した結果，a軸格子定数（0．94176

nm）の1／3単位であることが分かり，原子レベルでの表

面制御ができたことが分かった。FT－IR測定の結果，

単結晶HAp表面上のアラキジン酸の累積が充分でな

く，カルボキシル基をIRで検出することが困難である

ことが分かった。
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第⑧章 残された閲題と将来展望

　再生医学は21世紀の治療技術として，遺伝子治療と

ともに大きな流れになると予想されている。本報告書

では，この5年間で開発した細胞の足場となり得る複

合材料について紹介した。合成した材料はそれぞれに

特色があり，自ら分解しながら生体細胞を誘導する可

能性を秘めている。

　近年，ES細胞（多能性幹細胞）がヒト初期胚細胞や

胎児由来始原生殖細胞から得られている。それらを培

養することによって神経細胞や造血系細胞といった多

種に渡る機能細胞に分化させることができると期待さ

れ，細胞移植や再生医療に利用する方向が模索されて

いる。しかし，それを現実するためには，それぞれの

機能細胞に適した足場となる材料の開発が急務であり，

材料の物性。強度及び分解速度を活かしつつ生体部位

に最適な環境を作り出す材料が強く求められている。

　再生医学の発展は優れた足場材料を開発できるかに

かかっていると言えよう。今後の5年間は，新たに軟

骨再生，靱帯再建，神経再建を目指して，セラミック

スと生体高分子の特長を活かす研究を進める計画でい

る。

一51一



無機材質研究所研究報告書 第117号

第7章 研究発表

7．1発表論文
菊池正紀，超晟伯，田中順三，“新しい人工骨材の開発一

　有機。無機複合化技術”，BIO　INDUSTRY，13，8，28

　－34（1996）

田中順三，“ナノスペースラボ　ー材料のインテリジェ

　ント化一”，Boundary，12，7，13－19（1996）

西原克成，丹下剛，松田良一，瀬野久和，梁井鮫，藤

　井和子，田中順三，広田和士，“実験進化学手法によ

　るハイブリット型人工器官の開発と新しい免疫学の

　概念”，人工臓器，25，3，753－758（1996）

西原克成，丹下剛，松田良一，田中順三，広田和士，

　樺沢洋，“人工骨髄造血巣の誘導実験と新しい免疫系

　の概念”，目本口腔診断学会雑誌，9，2，217－231（1996）

西原克成，田中順三，広田和士，“実験進化学手法によ

　る力学対応進化学の検証”，日本口腔診断学会雑誌，

　9，2，232－249（1996）

田中順三，“アパタイトの不思議”，材料科学，33，4（1996）

　180－182

田中順三，末次寧，大橋直樹，“E1ectronic　States　of

　F－　and　OH－Apatite　Studied　by　a　DV－Xα

　Method”，Transaction　of　Materia1s　Research

　Society　of　Japan，20，910－913（1996）

P．Zhou，M．Hosonuma，M．Kikuchi，J．Tanaka，S．

　Nakamura，M．Ohgaki，M．Akao，“Therma1De－

　composition　Methods　For　HA　And　CaTiOヨCoat－

　ing　On　Titanium”，Bioceramics9，349－352（1996）

S．B．Cho，Y．Suetsugu，J．Tanaka，R．Azumi，M．Mat－

　sumoto，“Bio－So1id－Chemical　Process　of　Apatite

　Formation　on　LB　Monolayer　in　Simωated　Body

　F工uid”，Bioceramics9，403－406（！996）

K．Nishihara，J．Tanaka，“SuccessfuI　Inducement　of

　Hybrid　Type　Artificia1Bone　Marrow　Using

　Bioceramics　in　Vertebrates”，Bioceramics9，69－

　72（1996）

M．Kikuchi，Y．Suetsugu，J．Tanaka，M．Akao，“Prep・

　aration　of　Ca1cium　Phosphate－CPLA　Compos－

　ite”，Bioceramics9，395－398（1996）

西原克成，田中順三，“骨格系組織の力学対応システム

　とリモデリングの遺伝子工学”，日本機械学会第74期

　全国大会講演論文集（I），96－15，155－156（1996）

田中順三，超晟伯，“自已組織化に基づいた有機・無機

　複合体人工骨の開発”，顎顔面バイオメカニクス学会

　誌，2，2，14－！9（1996）

西原克成，立川　統，田中順三，広田和士，“実験進化

　学手法によるセメント質誘導型のアパタイト人工歯

　根の開発”，顎顔面バイオメカニクス学会誌，2，2，

　59－70（1996）

Y，Suetsugu，I．Shimoya，M．Kikuchi，J．Tanaka，

　“CRYSTAL　GROWTH　OF　CARBONATE
　APATITE　USING　CaCOヅCa（OH）。　FLUX”，

　Phosphorus　Research　Bu1letin，6，225－228（1996）

SBCho，YSuetsugu，JTananka，“PRECIPITA・

　TION　OF　CALCIUM　PHOSPHATES　FROM　AN

　ACCELLULAR　SIMlULATED　BODY　FLUID”，
　Phosphorus　Research　BulIetin，6，309－312（1996）、

趨晟循，末次寧，田中順三，阿澄玲子，松本陸良，

　“Effects　of　diva1ent　cations　on　ca1cium　phos－

　phates　precipitation　on　a　Langmuir－BIodgett

　mono1ayer”，Bioceramics！O，545－548（1996）

Y．Suetsugu，Y．Takahashi，S．B，Cho，F．Okamura，J．

　Tananka，“Space　Group　Determination　of

　Hydroxyapatite早nd　Carbonate　Apatite”，Key

　Eng　Materials，132－136（！997）

田中順三，“セラミックス”，平成8年度「マイクロマ

　シンの基礎技術の調査研究」成果報告書（1997）

M．Kikuchi，Y．Suetsugu，J．Tanaka，M．Akao，“Prep－

　aration　and　mechanica1proPerties　of　ca1cium

　phosphate／copoly－L－lactide　composites”，Jour・

　na1of　Materia1s　Science：Materials　in　Medicine8，

　361－364（ユ997）

S．B．Cho，M．Kikuchi，Y．Suetsugu，J．Tanaka，・“Novel

　Ca1cium　Phosphate／Poly1actide　Composites：Its

　in　vitro　Eva1uation”，Key　Engineering　Materials，

　132－136，802－805（1997）

西原克成，田中順三，“海から陸へ脊椎動物の上陸劇の

　重力対応”，バイオメカニズム学会誌21．4，1－8（！997）

菊池正紀，超晟個，田中順三，小山富久，小林孝之，

　高久田和夫，赤尾勝，“β一リン酸三カルシウム／ポリ

　乳酸共重合体複合体の作成と生体親和性”，粉体およ

　び粉末冶金45．ユ，36－40（1998）

一52一



生体活性セラミックスの創製に関する研究

田中煩三，“有機・無機複合材料の開発”，金属，68，

　3，33－42（1998）

田中順三，“酸化物粒界の構造と機能”，表面，36一ヱ，

　29r38（1998）

M．Kikuchi，S．B．Cho，Y，Suetsugu，J，Tanaka，“In　vitro

　and　in　vivo　tests　of　newIy　developed　TcP／CPLA

　composites”，Bioceramics至0，407－410（1997）

Y，Suetsugu，I．Shimoya，J．Tanaka，“The　Detai旦ed

　Configuration　of　Carbonate　Ions　in　Apatite

　Structure　Determined　by　Po1arized　IR　Spectros－

　copy”，Bioceramics　lO，249－252（1997）

Y．Suetsugu，I．Shimoya，J．Tanaka，“Configuration　of

　Carbonate　Ions　in　Apatite　Structure　Determined

　by　PoIarized　Infrared　Spectroscopy”，J．A肌．

　Ceram．Soc．，81，3，746－748（1997）

Y．Suetsugu，Y．Takahashi，S．B．Cho，F．P．Okamura，J．

　Tanaka，　“Hydroxyapatite　and　Carbonate

　Apatite”，Key　Eng　Materials，132－136．2037－2039

　（1997）

菊池正紀，趨晟伯，末次寧，田中順三，小山富久，小

　林孝之，高久田和夫，赤尾勝，志方紀樹，田代豊，

　“Mechanica1and　Osteoconductive　Properties　of

　TCP／CPLAComposites”日韓セラミックスシンポ

　ジウム，！1月，268－271（1997）

超晟伯，佐藤公泰，菊池正紀，末次寧，田中順三，“Zeta

　Potentia玉of　Various　Bioactive　Ceramics　and

　Organic／inorganicComposites”日韓セラミックス

　シンポジウム，11月，123－126（1997）

蒋麗薄，丹下剛，樺沢洋，田中順三，西原克成，“組織

　免疫。HLAと重力作用”，顎顔面バイオメカニクス

　学会誌，4．1，54－57（1998）

小山富久，松本裕子，高久田和夫，宮入裕夫，菊池正

　紀，末次寧，田中順三，川瀬清，小林孝之，“β一TCP

　ポリ乳酸系ポリマー膜による骨再建”，顎顔面バイオ

　メカニクス学会誌，4．1，44－45（1998）’

菊池正紀，末次寧，田中順三，萬代佳宣，中谷伸一，

　“水酸アパタイト／コラーゲン複合体の合成と自己組

　織化”，顎顔面バイオメカニクス学会誌，4．1，42－

　43（1998）

菊池正紀，田中順三，有賀利郎，田代豊，“βリン酸三

　カルシウム／ポリ乳酸共重合体複合体の生理食塩水中

　における機械的強度変化”，無機マテリアル，5－11，

　493－497（1998）

李相勲，田中順三，“Hydroxyapatite　Coating　on　a

　Co11agen　Membrane　by　a　Biomimetic　Method”，J、

　Am．Ceram，Soc．81－11．3029－3031（1998）

田中順三，“生体材料と無機・有機複合化”，無機マテリ

　アル，5一ユエ，5ユ2－5ユ6（ユ998）

村田直文，尾坂明義ヨ伊藤憲治，菊池正紀，末次寧，

　田中順三，“Organ1c／Imrganic　Interaction

　between　Hydroxyapatite　and　Derivatives　of　Po1y

　（Ety1ene　G1yco1）”Transact1ons　of　the　Materia1s

　Research　Society　of　Japan，24－4，549－552（1999）

佐藤公泰，末次寧，菊池正紀，熊谷友里，田中順三，

　“Electrostat｛c　and　Structural　Ana1ysis　of　Phos－

　phate／Organic　Materia1s　Interfaces”，Proceed－

　ings　of　the　llth　Intemationa1Symposium　on

　Ceramics　in　Medicine，485－488（1998）

末次寧，菊池正紀，佐藤公泰，田中順三，“Crysta1

　Growth　and　Ana1yses　of　Carbonate　Hydrox－

　yapatite”，Proceedings　of　the　utb　International

　Symposium　on　Ceramics　in　Medicine，93－95

　（1998）

菊池正紀，佐藤公泰，末次寧，田中順三，小山富久，

　高久田和夫，“Changes　in　Mechanica1Properties

　and　GBR　Appiication　of　TCP／CPLA　Composite”，

　Proceedings　of　the　l！th　Intemational　Symposium

　oηCe甲mics　in　Medici口e，153－156（1998）

田中順三，菊池正紀，平岡陽介，萬代佳宣，中谷伸一

　郎，“The　InfIuence　of　pH　and．Temperature　on

　the　Seif－Organization　Mechanism　of　Hydrox－

　yapatite　and　Co1iagen”，Internationa1Sympo－

　sium　on　Advanced　Biomateria1＆Tissue　Engi－

　neering，01（1999）

李相勲，田中順三，“Se1f－Assemb1y　Phenomenon　in

　a　Hydroxyapatite／Chondroitin　Su1fate　Compos－

　ite”，Intemat三〇nal　Symposium　on　Advanced

　Biomateria1＆Tissue　Engineering，06（1999）

田中順三，“人工骨と自已組織化　一試験管の中で骨を

　つくる一”，HAトTCP’99（横浜）プログラム・抄

　録集（ぺ一ジ表示なし）（1999）

末次寧，下矢一良，田中順三，“C㎝figuration　ofCar－

　bonate　Ions　in　Apatite　Structure　Determined　by

　Poiarized　Infrared　Spectroscopy”，J．of　the　Amer・

　｛can　Ceramic　Soc三ety，81－3，746－748（1998）

Sang－Hoon　Rhee，Junzo　Tanaka，“Chemica1Inter・

　action　between　Hydroxyapatites　and　col1agen

　Fibri1s”J．Am．Ceram．Soc．in　print

菊池正紀，田中順三，小山富久，高久田和夫，“Ce11

　culture　test　of　TCP／CPLA　composites”，J

一53一



　　　　　　　　　　　　　　　　　無機材質研究所研究報告書　第117号

Biomed　Mater　Res（Appl　Biomater），48，王08－100　　紀，末次寧，田中順三，宍倉碧，長岡勝好，小坂俊

（1999）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文，田中茂男，伊藤聰一郎，四宮謙一，川瀬清，“Devel一

宗田大，高久田和夫，小山富久，田中順三，菊池正紀，

　四宮謙一，“βリン酸三カルシウム／ポリ乳酸共重合体

　複合体膜による家兎尺骨骨幹部欠損の治療”，日整会

　誌，73（8）（ぺ一ジ表示なし）（1999）

田中順三，“超高齢化社会を助ける生体材料”，科学技

　術ジャーナル，99－6，18－19（1999）

Masanori　Kikuchi，Yasushi　Suetsugu，Junzo　Tana－

　ka，Soichiro　Iatoh，Shizuko　Ichinose，Ken’ichi

　Shinomiya，Yousuke　Hiraoka，Yoshinobu　Man－

　dai，Shin＝ichi　Nakatani，“The　Biomimetic　Syn－

　thesis　and　BiocompatibiIity　of　Se1f－Organized

　Hydroxyapatite／CoHagen　Composites”，Biocera

　12，361－365（ユ999）

D．Walsh，エTanaka，“Prepa干ation　of　a　bone－like

　apatite　foam　cement”，Joumal　of　Materia1s　Sci－

　ence－Materia1s　in　Medicine，in　print

西原克成，田中順三，“Successfu1deve1opment　of

　artificial　bone　marrow　bio－chamber　using　biocer－

　amics　by　means　of　experimenta1evo1utionary

　study　－reading　trilateraI　ridd1es　of　the　verte・

　brates”，9th　Cimtec－Worid　Fomm　on　New　Mate－

　ria1s　Symposium　XI－Materials　in　Clinica1ApPli－

　cations，353－364（1999）

田中順三，菊池正紀，“バイオミメティックス生体材料

　の開発”，セラミックス，34－7，543－546（ユ999）

菊池正紀，田中順三，“有機／無機複合人工骨材料の開

　発”，有機撫機ハイブリッド材料・技術資料集，260

　－264（1999）

田中順三，菊池正紀，“コラーゲンと無機化合物の複合

　化”，表面科学，20－9，18－24（1999）

生駒俊之，山崎淳司，赤尾勝，田中順三，“高温粉末X

　線回折による水酸アパタイトのRietveld解析”，理学

　電気ジャーナル，30－2，24－29（1999）

村田直文，尾坂明義，李相勲，宮崎匡輔，佐倉義幸，

　生駒俊之，田中順三，“The　preparati㎝ofhydrox－

　yapatite　and　chondroitin　suIfate　composites”，

　Bioceramics12，429－432（1999）

菊池正紀，末次寧，田中順三，伊藤聰一郎，市ノ瀬志

　津子，四宮謙一，平岡陽介，萬代佳宣，中谷伸一，

　“The　biomimetic　synthesis　and　biocompatibility

　of　se雌一〇rganized　hydroxyapatite／co1lagen　com－

　posites”，Bioceramics12，393－396（1999）

小山富久，松本裕子，高久田和夫，宮入裕夫，菊池正

　opment　of　new　organic／inorganic　composite

　materia1s　for　bone　reconstruct｛on　in　veterinary

　dentistry”，Proceed三ng　of　the13th　annua1veteri－

　nary　dentaI　forum　and　veterinary　dent｛stry’99，66

　－68（1999）

末次寧，田中順三，“Crystal　growth　of　carbonate

　apatite　using　CaCO目f1ux”，J．Materia1Sci．：J．

　Materials　in　Medicine，10，561－566（1999）

菊池正紀，藤沢章，服部昌晃，“バイオセラミックスの

　新しい応用”，セラミックス，34，畦2－46（1999）

李相勲，田中順三，“Effect　of　citric　acid　on　the

　nuc1eat1on　of　hydroxyapatite　in　a　simu1ated　body

　f1uid”，Biomateriais，20．2155－2160（1999）

H．一Kim，K．Kishimoto，F．Miyaji，T．Kokubo，T，Yao，

　Y．Suetsugu，J．Tanaka，T．Nakamura，“Composi－

　tion　and　structure　of　the　apatite　formed　on　PET

　substrates　in　SBF　modified　with　various　ionic

　acticity　products”，J．of　Biomedica1Materia1s

　Research，46，228－235（1999）

田中順三，菊池正紀，小山富久，高久田和夫，“TCP／

　CPLA複合体の強度変化とGBRへの応用”，粉体粉

　末冶金協会講演概要集（平成11年度春季大会）！81－

　181（1999）

田中順三，菊池正紀，伊藤聰一郎，市ノ瀬志津子，“自

　已組織化現象による新規骨材料の生体適合化”ヨ日本

　ME学会雑誌論文号，37，4（1999）

高久田和夫，小山富久，松本裕子，宮入裕夫，伊藤聰

　一郎，四宮謙一，菊池正紀，田中順三，永岡勝好，

　小坂俊文，田中茂男，“アバタイト／コラーゲン複合

　体による骨再建”Jouma1of　Oromaxi1lofacia1

　Biomechanics5－1，37－38（1999）

菊池正紀，田中順三，“ハイドロキシアパタイト／コラ

　ーゲン複合体の自已組織化的合成と骨反応”Jouma1

　of　Oromaxi1lofacia1Biomechanics5－1，33－34

　（1999）

生駒俊之，村田直文，田中順三，宗田大，萬代佳宣，
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　特開平10－298108（1998．11．10）

“生体適合性複合体”

柿沢保利非，志方紀樹申，田中順三，末次寧，菊池正

紀，

　＊大日本インキ化学工業株式会社

　特願平09－2u0！2（1997，08．05）

　特開平10－179715（1998．07．07）

“吸収性遮断膜”

柿沢保利＊，志方紀樹＊，田中順三，末次寧，菊池正

紀

　＃大日本インキ化学工業株式会杜

　特願平10－6120（1998．01．14）

　公開平！0－324641（1998，12，08）

“新規グリコサミノ無機結合体，その製造方法及びそ

れを含む医療材料”

田中順三，菊池正紀，末次寧，李相勲＊，宮崎匡輔＊申

　＃韓国化学研究所

　ホ＊生化学工業株式会社

　特願平11－112708（1999．3．！5）

　特開2000－264610（2000．09．26）
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“生体材料”

田中順三，菊池正紀，宮本公博帝，諏訪修司榊，制11

俊二申＊

　＊ll1澄バイオサイエンス株式会社

　舳川澄化学工業株式会杜

　特願平11－230348（1999．08．17）

“癒着防止材料”

田申順三，菊池正紀，宮本公博I，諏訪修司1，市111俊

二1，横山悦郎㌧昭野聡一2，岡田隆雄2，今村有賀里2

　1川澄化学株式会社，2多木化学株式会社

　特願2000－002240（2000．1．王1）

“骨再生誘導材料”

高久田和夫1，小山富久1，田中茂男2，田中順三，菊

池正紀，宮本公博3，白濱憲昭3，伊藤貴俊9，市」l1俊

二宮，横山悦郎茗，昭野聡一4，岡田隆雄4，今村有賀里4

　1東京医科歯科大学，2日本大学，3川澄化学株式会

杜，4多木化学株式会社

　特願2000一ユ85878（2000，6．2！）

“組織再生マトリックス用グリコサミノグリカンーポ

リカチオン複合体とその製造方法”

田中順三，田口哲志＊，宮崎匡輔洲，佐倉義幸弗＊，大

塚龍郎榊，萬代佳宣榊

　＃科学技術振興事業団

　＃＊生化学工業株式会杜

　榊新田ゼラチン株式会杜

　特願2000－273187（2000．9．8）

“ハイドロキシアパタイトナノ粒子およびその製造方

法”

田中順三，古薗勉王

　I国立循環器病センター

　特願2000－333638（2000．10．31）

“生体組織材料を処理する交互浸漬装置および交互浸

漬方法”

坂根正孝，横山能周，田中順三，福崎裕延，太田邦

博，山口勇，菊池正紀，生駒俊之

　特願2001－17694

7．3　受賞・表彰

1997年4月16日

　科学技術庁　長官賞　研究功績者表彰“生体骨と置

　換可能な有機無機複合体人工骨に関する研究”田中

　順三

2000年3月！6日

　インテリジェント材料シンポジウム　高木賞“The

　Biomimetic　Synthesis　of　Hydroxyapatite／Co1－

　lagen　Nanocomposites　With　Bone－Re1ated　Cen

　Inductive　Property”菊池正紀，田中順三，伊藤聰

　一郎，四宮謙一，小山富久，高久田和夫，宮入裕夫

2000年4月29日

　市村学術賞　貢献賞“自已組織化機構による有機。

　無機複合構造対の創出”田中順三，菊池正紀
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