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研究成果の概要（和文）：非晶質リン酸カルシウム(ACP)の生体吸収性に着目し、ACP薄膜の徐放に伴う骨形成タ
ンパク質(BMP-2)の放出制御を試みた。ACP薄膜をBMP-2溶液に浸漬させることでBMP-2を担持させた。PBS(-)にて
希釈したBMP-2溶液を用いた場合、ACP薄膜からのBMP-2放出は12 hまで続き、徐放させることができた。ヘパリ
ンを共添加した溶液にて担持させた場合は、BMP-2は1 h以内に放出していた。以上の結果から、ACP薄膜はBMP-2
の担体として有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic protein (BMP) was loaded on amorphous calcium phosphate 
(ACP) film by immersion in BMP-2 solution. The releasing behavior of BMP-2 from ACP film was 
evaluated. The amount of BMP-2 loaded on ACP film by immersion in PBS(-) without heparin was higher 
than that with heparin. The BMP-2 loaded on ACP film by immersion in PBS(-) without heparin was 
released continuously for 12 h.

研究分野： 医用材料工学
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１．研究開始当初の背景 
人工関節ステム部や人工歯根は骨との迅速

で強固な結合が求められるために、多くの表
面処理方法が国内外で検討されている。プラ
ズマスプレー法によるハイドロキシアパタイ
ト(Ca10(PO4)6(OH)2, HAp)コーティングが実用
化されているものの、HAp は生体内において
安定であるため、インプラントは HAp コーテ
ィングを介して骨と接触しており、長期間の
埋入においてはチタンと骨との直接の結合は
達成されていない。 

当グループでは、RF マグネトロンスパッタ
リング法により、高い密着性を有する非晶質
リン酸カルシウム(ACP)薄膜を作製できるこ
と、生体内において埋入 2 週間で ACP 薄膜は
完全に溶解し、4 週間埋入後では骨とインプ
ラントとが直接接着すること、ACP 薄膜の生
体吸収性の制御方法として Nb 添加に着目し、
擬似体液中への溶解量は ACP 薄膜中 Nb 添加
量の増加に伴い減少することを明らかにした。 
一方、リン酸カルシウムは骨組織表面での

骨形成能(骨伝導能)を有しているが、骨組織以
外での骨形成能(骨誘導能)は有していない。そ
こで、インプラントの骨適合性のさらなる向
上を目的として、骨誘導能を有する骨形成タ
ンパク質(BMP)を用いた表面処理が注目され
ている。硬組織代替デバイスにおいては、高
分子をマトリクスとして骨形成タンパク質の
一つである BMP-2 を徐放させることで、骨形
成能を向上させる試みが報告されている。 

ステント分野においては薬剤溶出型が主流
になることは確実視されている。これは、ス
テント表面に薬剤を含有した高分子等のマト
リクスをコーティングし、血管内において
徐々に溶解することで薬剤も溶出し、再狭窄
を抑制するものである。しかし、高分子マト
リクスとして非分解性合成高分子あるいは分
解して pH を低下させ炎症を引き起こす生分
解性合成高分子が使用されており、安全面に
問題がある。 
一方、湿式法によるリン酸カルシウムと薬

剤(タンパク質)の複合化に関する研究はいく
つか報告がある。これはリン酸カルシウムが
薬剤徐放の担体となり得ることを意味してい
るものの、ウェットプロセスによる粉末合成
に関する研究であり、コーティングに関する
研究はこれまで報告が無い。 
 
２．研究の目的 
これらの知見から、生体吸収性を制御した

ACP 薄膜を担体として、BMP-2 等の骨形成タ
ンパク質を徐放させることができれば、硬組
織代替デバイスの早期骨形成を達成できると
考えた。そこで本研究では、ACP 薄膜を担体
とした薬剤徐放デバイス創製にむけた、基礎
的知見の習得を目的とした。 

研究を開始するにあたり、(1)タンパク質取
扱い手技の獲得および BMP-2 の定量方法の
確立を行った。得られた手技および知見を利
用して、(2)ACP 薄膜への BMP-2 複合化方法

を確立し、(3) BMP-2 および ACP 薄膜の放出
性を、擬似体液中への溶出量を測定すること
で評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) BMP-2 定量方法の確立 

BMP-2 の定量分析には、Enzyme-Linked 
Immuno Sorbent Assay (ELISA)法を用いた。本
法は特異性が高く、目的のタンパク質のみを
測定可能、微量(62.5 ~ 4000 pg·mL-1)のタンパ
ク質でも測定可能、といった特徴を有してい
る。本研究では Quantikine ELISA assay kit 
(DBP200, R&D systems)を用いた。BMP-2 粉末
に は Recombinant Human/Mouse/Rat BMP-2 
(rhBMP-2, 355-BM-010, R&D systems)を用いた。
添付のマニュアルに従い、0.1%ウシ血清アル
ブミン(BSA)含有 4 mM HCl にて BMP-2 粉末
を再構成し、108 pg·mL-1 の BMP-2 溶液を作製
した。BMP-2 溶液は酢酸緩衝溶液、PBS(-)、
RD5P (ELISA キット附属のタンパク質含有溶
液)およびこれらに 0.1%となるよう BSA を共
添加した溶液を用いて 4000 pg·mL-1 まで希釈
し、それぞれの溶液をELISA法にて定量した。
図 1 に希釈系列および測定された BMP-2 濃
度を示す。 

なお、ELISA 分析は連携研究者である金髙
准教授の指導および設備のもと、行った。 
(2) ACP 薄膜と BMP-2 の複合化方法の確立 
ブラスト処理チタン基板(10×10×1 mm)上に、

RF マグネトロンスパッタリング法により
ACP 薄膜(膜厚 0.5 m)を成膜した。ターゲッ
トには、ホットプレス法により作製した型リ
ン酸三カルシウム(Ca3(PO4)2, -TCP)高密度焼
結体を用いた。 

各種溶媒にて希釈した BMP-2 溶液(1.0 ×106 
pg·mL-1)に ACP コーティングした基板を浸漬
し、BMP-2 と ACP 薄膜の複合化を検討した。 

ヘパリンは血液凝固阻止作用を有する多糖
類の一種であり、負に強く帯電しているため、
BMP-2 と結合して複合体を作製することが知
られている。さらに、ヘパリンは BMP-2 の活
性低下を抑制する。そこで本研究においては、
BMP-2とヘパリンを共添加した溶液中にACP
コーティング基板を浸漬し、担持させた。な
お、比較材として ACP 薄膜をコーティングし
ていないブラスト処理基板を同様の条件にて
浸漬させ、BMP-2 を担持させた。 
(3) BMP-2 徐放性の評価 

BMP-2 担持 ACP 薄膜からの BMP-2 の放出
性を、擬似体液浸漬法により評価した。擬似
体液として 0.1%BSA 含有 PBS(-)を用い、所定
の期間浸漬後、試料を取り出し新しい溶液に
浸漬させた。各溶液中に放出した BMP-2 量を
ELISA 法により測定し、積算放出量とした。
なお、擬似体液中に溶出した ACP 膜は、構成
元素である Ca, P を ICP 法により測定するこ
とで評価した。 
擬似体液浸漬前後の試料は、薄膜 XRD によ

る相同定、SEM/EDX に組成分析に供した。 
 



４．研究成果 
(1) BMP-2 定量方法の確立 

図 1 に示すように、BMP-2 の理論濃度は
4000 pg·mL-1であるにも関わらず、希釈溶液に
よっては 1000 pg·mL-1 未満の濃度を示した。
特に希釈溶液にタンパク質(BSA や RD5P)を
含まない場合、低値を示す傾向が得られた。
そこで、(3)の擬似体液浸漬試験による BMP-2
の放出性評価においては、正確な定量分析が
可能となるよう、0.1%BSA 含有 PBS(-)を用い
た。 
(2) ACP 薄膜と BMP-2 の複合化方法の確立 
図 2 に、PBS(-)およびヘパリン含有 PBS(-)

を用いて希釈した BMP-2 溶液に 30 分浸漬後
の ACP 膜の EDX スペクトルを示す。いずれ
の溶液に浸漬した場合においても、ACP の構
成元素である Ca, P が基板上から検出されて
おり、ACP 膜は残存していることが分かった。
このことから、BMP-2 は ACP 膜上に担持され
ていることが示唆された。 

(3) BMP-2 放出性評価 
図 3 に、ACP 薄膜上に担持させた試料から

の BMP-2 積算放出量を、ACP 薄膜無し基板上
に担持させた試料と比較して示す。ACP 薄膜
無しの場合、BMP-2 は浸漬 1 h 後にほぼ全て
放出したのに対し、ACP 薄膜上からは、12 h
後まで放出が続いた。積算放出量が一定とな
った際の値を担持量と仮定すると、ACP 薄膜
上には BMP-2 は約 17 ng 担持されており、こ
れは ACP 薄膜無し(13 ng)よりも高い値であっ
た。ヘパリン共添加条件にて担持させた試料
からの BMP-2 積算放出量の浸漬時間依存性
を図 4 に示す。ヘパリン共添加溶液を用いた
場合、ACP 薄膜の有無に関わらず、1 h の浸漬
にて担持された BMP-2 は全て放出していた。
BMP-2 担持量は ACP 薄膜上(4 ng)の方が ACP
薄膜無し(14 ng)よりも小さい値を示した。 

このときの浸漬試験溶液中への Ca イオン
溶出量と浸漬時間の関係を図 5 に示す。24 h
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図 2 PBS(-)およびヘパリン含有 PBS(-)を
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図 3 ACP 薄膜および薄膜無し基板上に担

持させた試料からの BMP-2 積算放出量と
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図 4 ヘパリン共添加溶液を用いて担持さ

せた試料からの BMP-2 積算放出量と浸漬

時間の関係 



浸漬後まで Ca イオン溶出量は増加しており、
ACP 薄膜は残存していたと考えられる。一方、
72 h 浸漬終了後試料の EDX 分析からは Ca, P
が検出されず、ACP 薄膜は完全に溶解してい
た。すなわち、BMP-2 は ACP 薄膜の溶解に伴
い放出していたと予想される。 
一般に、タンパク質の吸着は電気的な引力

が関連することが知られており、材料表面の
ゼータ電位とタンパク質吸着の関係について
は多くの報告がある。本研究においては、担
持溶液中における ACP 薄膜のゼータ電位測
定を試みたものの、正確な値を得ることがで
きなかった。同じリン酸カルシウム系材料で
ある HAp のゼータ電位は約–30 mV と報告さ
れている。そこで本研究においても ACP のゼ
ータ電位は負であると仮定した。なお、基板
である Ti (TiO2)のゼータ電位は負であるもの
の、その絶対値はリン酸カルシウムよりも小
さい。一方、BMP-2 のゼータ電位は正であり、
ヘパリンのゼータ電位は負であることから、
BMP-2 との複合体も負であると予想される。
すなわち、BMP-2 単体の場合は負に帯電した
ACP 薄膜に吸着しやすく、ACP 薄膜無し(基
板まま)よりも担持量も増えたと考えられる。
一方、ヘパリン/BMP-2 複合体においては、
ACP 薄膜とは反発することから、基板ままよ
りも担持量が少なくなったと考察した。 

以上の結果から、ACP 薄膜は BMP-2 の担体
として有効であることが示唆された。加えて、
ACP 薄膜の溶解性を制御することで、BMP-2
の放出速度を変化できると考えられる。 
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図 5 PBS(-)およびヘパリン含有 PBS(-)を
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