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論 文 内 容 の 要 旨 

【研究目的】 

 再生医療では、欠損した組織を自己組織の再生によって修復させることが目標である。欠損が大きい場合、人工的

な足場（Scaffold）を提供することによって組織再生が可能になる。生体組織工学（Tissue Engineering）は適切な

足場に細胞を播種することや生体活性物質を付与することによって、生体組織や臓器の再生を行う方法や医工学技術

である。 

 本研究ではまず、粉末焼結法により剛性を有する多孔体を作製し、その空隙率と剛性を明らかにした。次に、生体

との親和性を向上させるためにプラズマ処理による表面改質の有効性を細胞接着性により観察した。さらに細胞接着

性を高めるためハイドロキシアパタイト（HAp）をコーティングさせたポリ乳酸（PLLA）平板試料上での in vitro

実験や作製した PLLA 多孔体を用いた in vivo についても検討した。 

【研究方法】 

１．PLLA 多孔体試料における機械的性質 

 Ⅰ．試料の調整；材料はポリ乳酸ペレットを凍結粉砕し、平均粒径が異なる粉末を４種類作製した。それぞれの粉

末は細胞培養用（試料寸法φ12×3 mm）と曲げ試験用（試料寸法 6×60×3 mm）の金型で 160℃から 190℃、10

分から 30 分間焼成して試料を作製した。成型は金型に圧力を加えない無圧下にて行った。 

 Ⅱ．PLLA 多孔体表面と内部観察；PLLA 多孔体試料表面観察および内部観察は SEM およびマイクロ X 線 CT 装

置を用いて観察した。 

 Ⅲ．PLLA 多孔体の空隙率測定と曲げ強さ；多孔体試料全体の空隙率測定は次式により算出した。空隙率＝{1-W/(V

×1.25)}×100（W；焼成体の重量、V；焼成体の体積、1.25；PLLA の比重）。PLLA 多孔体断面の表面および内部の

空隙率測定は NIH Image を用いてマイクロ X 線 CT 像から得た多孔体横断面写真の表面と内部をポリ乳酸と空隙部

に分離し、空隙部の割合を求めて算出した。曲げ強さは小型試験機を用いて三点曲げ試験を行った。 

 Ⅳ．表面処理；表面処理はプラズマ処理装置を用いて１往復照射した。 

２．PLLA 平板試料における in vitro 細胞応答 

 Ⅰ．PLLA 平板試料の作成；ポリ乳酸ペレットを用い、成型は 210℃35 分間加熱した後射出成型し、直径 15.6 mm、
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厚さ 2 mm の円盤状の平板試料を製作した。 

 Ⅱ．HAp 飽和強酸性水を用いた PLLA 平板試料への表面コーティング；HAp 飽和強酸性水は pH 1.9 の非塩素系

強酸性水に HAp を添加し、飽和するまで溶解させ調整した。この液中にプラズマ処理していない PLLA 平板試料と

処理した平板試料を HAp 飽和強酸性水中に 37°C で１～２時間浸漬して行った。 

 Ⅲ．表面観察；プラズマ処理および HAp 飽和強酸性水浸漬前後の PLLA 平板試料表面を原子間力顕微鏡（AFM）

を用いてダイナミックモードで観察した。 

 Ⅳ．細胞試験；24 ウェルプレート底面にセットした試料上に MC3T3-E1 細胞を 2×105 個/well 播種し、３時間後

の接着能、３時間、１日、３日後の増殖能および 21 日後の ALP 活性能を測定した。 

３．PLLA 多孔体試料の in vivo 実験 

 材料は研究方法１で作製した PLLA 多孔体を 2×2×3 mm の大きさに切削したものを用いた。雌６週齢のラット大

腿骨に試料を埋入し、埋入 14 日および 28 日後に試料を含めた骨組織試料を採取し非脱灰切片を作製した。非脱灰切

片は Villanueva Goldner 染色を行い、光学顕微鏡にて観察した。次に非脱灰切片の組織写真から空隙部に浸入した

新生骨の割合を NIH Image 画像解析ソフトウェアを用いて計測し、新生骨量の評価をした。 

【結果】 

１．PLLA 多孔体試料における機械的性質 

 本実験で作製した PLLA 多孔体は粒径を変化させることによって、連通性を保ち剛性を制御することができること

が明らかとなった。大気中プラズマ処理をすると PLLA 多孔体表面は改質され細胞接着と伸展に効果があるが、多孔

体内部には圧力損失のためプラズマが侵入できず、その効果を得ることができなかった。これに対し、吸引下にてプ

ラズマ処理を行うと内部にまでプラズマ処理の効果が認められ、その有効性が高まることがわかった。 

２．PLLA 平板試料における in vitro 細胞応答 

 HAp 飽和強酸性水溶液にプラズマ処理した PLLAを１時間浸漬することで均一に薄く HAp をコーティングできる

ことが明らかとなった。また平板試料上での細胞応答はすべてプラズマ処理した後 HAp コーティングをした場合が

最も優れていた。 

３．多孔体試料の in vivo 実験 

 PLLA 多孔体足場を用いた動物実験の骨再生においてもプラズマ処理した後 HAp コーティングした試料において

新生骨量の増加が有意に多く認められたことからプラズマ処理＋HAp コーティングの複合処理が有効であることが

明らかになった。 

【結論】 

 粉末焼結法により作製した PLLA 多孔体にプラズマ処理と HAp コーティングした足場材料は骨再生用として有効

であると考えられる。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 本研究では、骨再生に用いる強度および生体親和性の高い生分解性多孔質足場材料の開発を目指して、粉末焼結法

により空隙率と剛性を制御した PLLA（ポリ乳酸）多孔体を作製し、さらに表面活性を高めるためにプラズマ処理お

よび HAp（ハイドロキシアパタイト）飽和強酸性水中処理による HAp コーティングを行った。その結果、骨芽細胞

応答、新生骨生成ともに良好な生分解性多孔質足場材料を製作することができた。 

 以上の結果より、開発した足場材料は、骨再生用として有効であると考えられ、本研究は博士（歯学）の学位授与

に値するものと認める。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


