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要約
硬骨は、姿勢の維持や内臓の保護、血球の生産など、ヒトが生命活動を行っていく上で重要な役割を担っている。生体組織工
学技術を利用して、損傷した硬骨を人工的に再建する場合には、骨芽細胞の移動ならびに増殖のための足場となる高分子多孔
体（スキャホールドと呼ばれる）が必要である。われわれはこれまでに、グルコン酸を修飾したキトサン（GC）の水溶液を凍
結後、それを融解するだけで、キトサンスキャホールドを作製できることを見出している。本研究では、擬似体液への浸漬に
より、GCスキャホールド表面を骨伝導能の高いヒドロキシアパタイト（HAp）で被覆できるか調査した。GCスキャホールドを
そのまま擬似体液に浸漬しただけでは、スキャホールド表面にHApはほとんど生成しなかった。一方、擬似体液中でのHApの
不均一核生成を誘発するシリカ（SiO2）ナノ粒子をGCスキャホールドに組み込むことで、スキャホールドをHApで被覆するこ
とができた。また、そのHAp/GCスキャホールド内で骨芽細胞としての特性を有するMG63細胞は増殖できた。以上より、本研
究のHAp/GCスキャホールドは硬骨再建用スキャホールドとして有用であることが示唆された。
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1.  はじめに
　硬骨は、姿勢の維持や内臓の保護、血球の生産など、ヒト
が生命活動を行っていく上で重要な役割を担っている。した
がって、病気や事故などにより硬骨が欠損した場合、その補
填が必要になる。近年、その補填に生体組織工学が応用され
ている。生体組織工学とは、人工的に生体組織を生体内また
は生体外で作り出し、それを様々な疾患の治療に利用しよ
うとするものである。この方法で組織を作り出す場合、ま
ず、目的の組織の形状に整形したスキャホールドと呼ばれる
生体吸収性の多孔体内に、その組織の細胞を播種する。続い
て、細胞を増殖させながらスキャホールドが徐々に分解され
ることで人工物を含まない生体組織を作り出す（Langer and 
Vacanti, 1993）。この方法においては、スキャホールド材料が
細胞の増殖速度や最終的に作り出した組織の機能にも影響す
る。硬骨再建用スキャホールド材料として有望であるのがヒ
ドロキシアパタイト（HAp）である。これは、HApが硬骨の主
要な無機成分であり、高い骨伝導能を有しているためである
（Wei et al., 2011）。しかしながら、無機物であるHApのみか
らなるスキャホールドは脆く、使用に耐えられない。そこで、
柔軟性に優れた有機高分子からなる多孔体表面をHApで被覆

する手法が広く採用されている（Sowjanya et al., 2013）。その
有機高分子は、前述のように、生体吸収性ならびに高い生体
適合性が求められる。また、スキャホールドを体内に埋め込
むことを考慮すると、抗菌性も有することが好ましい。
　キトサンはカニやエビの甲羅から抽出される天然のアミノ
多糖である。この高分子は生体吸収性ならびに高い生体適合
性、さらには優れた抗菌性を有している。このような特徴か
ら、スキャホールド材料として使用されているが、その整形
の際にキトサン分子の架橋が必要であり、それにグルタル
アルデヒドなどの毒性の高い化学架橋剤が使用されている
（Nikonorov et al., 2010）。そのような化学架橋剤を含むスキャ
ホールドを医療用途に使用することは好ましくない。一方、
これまでにわれわれは、化学架橋剤を使用することなく、グ
ルコン酸を修飾したキトサン（GC）の水溶液を凍結後、融解す
るだけで、キトサンスキャホールを作製できることを見出し
ており、それが創傷被覆材や軟骨再生用スキャホールド材料
として有用であることを見出している（Takei et al., 2012; 2013; 
2016; 2016; 武井他 , 2013）。
　有機高分子からなるスキャホールドをHApで被覆する方法
として、擬似体液中にスキャホールドを浸漬し、不均一核生
成によりHApを生成させる方法がある。本法によりスキャ
ホールド表面をHApで被覆できるか否かは、その表面の特
性（電荷等）に大きく依存する。これまでに、本法により、凍
結－融解処理によって作製したGCスキャホールドの表面を
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HApで被覆可能であるか調査した例はないため、本研究では
その調査を行った。

2.  実験
2.1  GC の作製
　われわれの前報にしたがって、グルコン酸の導入率が11 %
のGCを作製した（Takei et al., 2012）。なお、グルコン酸導入
率は、キトサン中の全グルコサミン単位数のうち、グルコン
酸が導入されたグルコサミン単位数を表す。

2.2  GC スキャホールドの作製
　希塩酸に2 % (w/v)濃度でGCを溶解した。続いて、水酸化
ナトリウム水溶液を徐々に加えることで溶液のpHを7.0に調
整し、その溶液を直径15 mmの円筒容器に入れ、–30 ℃で6
時間凍結した。その後、室温で2時間静置し融解することで
GCスキャホールドを作製した。シリカナノ粒子を含むスキャ
ホールドは、pHを7.0に調製したGC水溶液内に1または3 
% (w/v)の濃度でシリカナノ粒子（Aldrich社製、10-20 nm）を
よく分散させ、以降は同様の手順で作製した。

2.3  GC スキャホールドの擬似体液への浸漬
　Oyaneら（2003）の報告にしたがって擬似体液を調製した
（142 mM Na+、5.0 mM K+、1.5 mM Mg2+、2.5 mM Ca2+、148 

mM Cl–、4.2 mM HCO3
–、1.0 mM HPO4

2–、0.5 mM SO4
2–）。擬

似体液中にGCスキャホールドを浸し、37 ℃で2週間静置した。

2.4  擬似体液浸漬後のスキャホールドの特性評価
　擬似体液浸漬後のスキャホールドを蒸留水で洗浄した後、
凍結乾燥し、金蒸着後、走査型電子顕微鏡（SEM）により観察
した。HApの同定にはフーリエ変換赤外分光光度計（FT-IR）お
よびX線回折装置（XRD）を用いた。その測定では、スキャホー
ルドをすり潰し、粉状にしたものを用いた。

2.5  細胞毒性試験
　擬似体液中に2週間浸すことで作製したHAp/GCスキャホー
ルドを蒸留水でよく洗浄した。そのスキャホールドを培地に

浸すことでスキャホールド内の蒸留水を培地に置換し、アガ
ロースゲルでコートした24ウェルプレート内に入れた。そ
のスキャホールド上に、ヒト骨肉腫細胞（MG63、RIKEN CELL 
BANK、RBC1890）を懸濁した培地（5.8×104 cells/ml）0.4 ml
を滴下し、6時間後にスキャホールドを、アガロースゲルで
コートした別のウェルに移し、培地を加え所定の期間培養し
た。ウェルから溶液を取り除き、10% (w/v) WST-8（同仁化学
社製）添加培地を加え、培養3時間後にその培地の450 nmに
おける吸光度を測定することで細胞生存率を算出した。

3.  結果と考察
　擬似体液に浸したスキャホールド表面でのHApの不均一核
生成が起こるか否かは、スキャホールド原料の高分子の官能
基に大きく依存する。特にカルボキシル基は、カルシウムイ
オンと強く相互作用し、それがHApの不均一核生成を引き起
こす（Furuzono et al., 2000）。一方、GCはカルボキシル基を
有しておらず、カルボキシル基–カルシウムイオン間でのイ
オン–イオン相互作用は期待できないが、カルシウムイオン
とキトサンのヒドロキシル基、およびカルボニル基とのイオ
ン–極性基間相互作用によりHApの不均一核生成が起こる可
能性がある。そこでまずは、その確認を行った。凍結 -融解
処理により作製したGCスキャホールドを図1 （a）に示す。こ
れを2週間、擬似体液中に浸漬したがスキャホールドの表面
にHApの結晶はほとんど観察されなかった（図1 （b））。
　擬似体液に浸漬することでHApを生成する物質としてシリ
カ（SiO2）が広く知られている（Sowjanya et al., 2013）。これは、
シリカ表面のSi–OH基がHApの不均一核生成を強力に促進す
るためである。そこで、本研究では、GCスキャホールドに
シリカナノ粒子を組み込むことで、HApの生成が促進される
か調査した。シリカナノ粒子を1または3% (w/v)加えたGC
スキャホールドの外観ならびにその表面は、シリカナノ粒子
を含まないものとほぼ同じであった。そのスキャホールドを
擬似体液に2週間浸した後、表面を観察したところ、球状の
粒子が観察された（図1 （c、d））。また、その球状粒子の数は、
より多くのシリカナノ粒子を添加したものの方が多かった。
そこで次にFT-IRおよびXRDを用いて球状粒子の同定を行っ

図1：（a）GCスキャホールド、（b-d）擬似体液に2週間浸した0 % （b）、1 % （c）および3 % （d）シリカナノ粒子含
有GCスキャホールドのSEM像
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た。FT-IRスペクトルを図2に示す。シリカナノ粒子を含まな
いスキャホールドの1651 cm–1および1552 cm–1におけるピー
クは、それぞれキトサンのアミド Iおよび IIを示している。ま
た、3420 cm–1付近でのブロードピークは高分子の–NHおよ
び–OH基を表している。シリカナノ粒子含有スキャホールド
を擬似体液に2週間浸したものでは、PO4

3–に対応する新しい
ピークが600 cm–1付近に観察された（Wei et al., 2011）。次に、
シリカナノ粒子やシリカナノ粒子不含GCスキャホールド、
シリカナノ粒子含有GCスキャホールドをXRDで測定したと
ころ、明確なピークは見られなかった（図3）。一方、シリカ

ナノ粒子含有GCスキャホールドを擬似体液に2週間浸したも
のには26および32°付近にピークが観察できた。これはHAp
の（2 1 1）、（1 1 2）および（3 0 0）面に帰属するピークであるこ
とから、シリカナノ粒子含有GCスキャホールドを擬似体液
に浸漬することで、スキャホールド表面をHApで被覆できる
ことが示された。
　最後に骨芽細胞としての特性を有するMG63細胞をその
HAp/GCスキャホールド中で培養し、その細胞毒性を調査し
た。培養7日目の細胞数は1日目よりも多く、HAp/GCスキャ
ホールド中でMG63が増殖したことが示された。この結果は、
HAp/GCスキャホールドが硬骨作製用スキャホールドとして
有望であることを示している。

4.  まとめ
　GCスキャホールドを擬似体液に浸漬してもHApの生成は
ほとんど認められなかった。一方、GCスキャホールドにシ
リカナノ粒子を組み込むことで、スキャホールド表面をHAp
で被覆することができた。また、そのHAp/GCスキャホール
ド内で骨芽細胞としての特性を有するMG63細胞は増殖でき
た。
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