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研究成果の概要（和文）：バッチ式および連続式にてリン酸カルシウム材料を合成し，これらを湿式および乾式
で混合・複合化してラマン分光等の物理的手法にて材料学的性質を調べ，混合による各結晶相の検出が可能であ
ることを確認した．連続法で過飽和度を調節して合成した複数のリン酸八カルシウムの細胞活性（増殖能）が異
なっていたことから，結晶成長のプロセスが材料の骨芽細胞様細胞応答に影響する可能性が示唆された．以上の
結果から活性を向上させ得る生体材料の設計指針が得られた．

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to investigate as to whether calcium 
phosphate precipitation and its crystal phases affect its bioactivity of materials used for bone 
substitute materials. The materials, synthesized in batch or continuous preparations, were made 
through wet and dry mixing procedures and subjected for analyses by physical techniques, such as 
Raman spectroscopy, to indentify the crystal phases included. It was suggested that the activity of 
osteoblastic cells could be influenced by distinct crystals of octacalcium phosphates obtained in 
the continuous preparation. 

研究分野： バイオマテリアル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 失われた骨の修復では骨の無機成分と類
似の組成を持ち，骨組織に高い親和性を有す
るハイドロキシアパタイト（HA）やリン酸
三カルシウム（β-TCP） 等のリン酸カルシウ
ム系のセラミッス材料が骨補填材として臨
床応用されている．しかしながら人工材料は
骨のように細胞成分や成長因子あるいは有
機の基質成分を含有しないため骨再生能は
未だ十分とは考えられてはおらず検討の余
地がある．そのため，HA と成長因子や細胞
接着性高分子との複合化にて宿主細胞を活
性化する等，より活性の高い生体材料の開発
に向けた取り組みが行われている（Wang X 
et al. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl 
2013 ）．しかしながら，材料自体の特性に着
目して高い生体親和性を示す材料を合成し
ようとする試みは多くはなかった． 
 私達は先にリン酸カルシウム材料のひと
つリン酸八カルシウム（OCP）が自身で細胞
を活性化し高い骨再生能を示すことを報告
した（Suzuki O et al. Biomaterials 2006; 
Anada T et al. Tissue Eng Part A 2008）．ま
た，リン酸カルシウムの形態が骨形成に影響
を及ぼすこと（Honda Y et al. Tissue Eng 
Part A 2008），さらにリン酸カルシウムのわ
ずかな組成の変化が材料の活性を調節し得
ることを報告した（Miyatake N et al. 
Biomaterials 2009）．一方，リン酸カルシウ
ムは結晶成長が結晶周囲のリン酸カルシウ
ム析出の駆動力（Suzuki O et al. J Biomed 
Mater Res B Appl Biomater 2006），あるい
は溶解性の異なるリン酸カルシウム相の共
存によって影響を受けること（Kobayashi K 
et al. ACS Appl Mater Interfaces 2014），ま
た，リン酸カルシウム相間の相互作用によっ
て材料の結晶相と活性が変化して，結果とし
て生体内での生体親和性，すなわち実験的に
用意したラット頭蓋冠骨欠損における骨再
生 に 影響を 及 ぼすこ と が示唆 さ れ た
（Kobayashi K et al. ACS Appl Mater 
Interfaces 2014）． 
 本研究ではこれらの生体材料学的な情報
に基づき，リン酸カルシウムの結晶相と溶解
度に着目し，材料間でどのような相互作用が
生じるか，材料学的にどのように特徴を示す
か，細胞に対してどのような影響を与えるの
か検討することを計画した． 
 
２．研究の目的 
 異なる結晶相のリン酸カルシウム系材料
が共存する際のリン酸カルシウム析出の駆
動力，材料間の反応性，材料のキャラクタリ
ゼーション，細胞親和性を研究の対象とした．
異なる結晶相のリン酸カルシウムは異なる
溶解度を持つことから水溶液中で共存する
ことで水溶液のそれぞれのリン酸カルシウ
ム に 関する 過 飽和度 が 変化す る た め
（Morimoto S et al. Biomed Mater 2012），
結晶間での化学的な相互作用が生じると考

えられる．骨欠損あるいは皮質骨上で骨伝導
を示すことをが解明されている OCP，非晶質
リン酸カルシウム（ACP）（Suzuki O et al. 
Tohoku J Exp Med 1991），また OCP を加水
分解することで得られる非化学量論的な Ca
欠損 HA（Ca-deficient HA），化学量論的な
HA を対象とし，これらの材料の単体の生成，
共析出物の生成，それぞれの材料の単体から
得た混合材料の水溶液中の結晶成長，これら
の材料の性状と骨芽細胞様細胞による細胞
活性から，リン酸カルシウム材料として生体
活性を調節できる材料学的条件を検討し，骨
補填材開発に有用な材料科学的なデータ取
得および生体材料学設計指針を得ることを
目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１）バッチ式合成方法によるリン酸カルシ
ウムの合成 
 OCP は Ca とリン酸の溶液組成として HA
および OCP に関して過飽和，リン酸水素カ
ルシウム２水塩（DCPD）に関して不飽和の
条件となるように，Ca およびリン酸濃度，
pH を一定にして温水中で調整した（25℃に
おける過飽和度 1 × 1018 ～4×1011（Honda Y 
et al. J Biomed Mater Res B Appl Biomater 
2007）．ACP は HA に過飽和となる溶液組成
でかつアルカリ雰囲気となるようにアンモ
ニア水で pH を調節した上で合成し，短時間
回収を行い結晶化が生じない条件下で調整
した．Ca-deficient HA は合成した OCP を温
水中に再分散し，浸漬・撹拌して 48 時間ま
で経時的に加水分解して得た． 
 
（２）連続式合成方法によるリン酸カルシウ
ムの合成 
  合成方法として，複数の溶液導入口と導
出口を有する反応器を用いることでリン酸
カルシウムが連続的に合成でき，反応条件調
節によって結晶形態を含む結晶性状が制御
可能な合成システムを設計した（特願
2016-35945）．上記バッチ式と同様に過飽和
度を設定し，この反応器を用いて化学量論的
HA を含むリン酸カルシウム各相を合成した．
Ca の原料として硝酸塩，酢酸塩，リン酸の
原料としてアンモニウム塩，ナトリウム塩を
用いた．バッチ式では最終的な混合濃度を用
いて過飽和度を見積もるが連続式合成方法
においても同様の考え方で算出し，合成条件
を設定した．合成した結晶の形態は走査型電
子顕微鏡（SEM）により観察した． 
 
（３）リン酸カルシウム複合相の調整 
 既合成のリン酸カルシウム粉体をを分散
させた水溶液中に Ca とリン酸を導入して異
なる相のリン酸カルシウムを合成すること
で複合相を調整した．OCP と ACP の重量比
（25:75～75:25）の範囲となるように既合成
の OCP 粉体を水中に分散させ，Ca とリン酸
を研究方法（１）で説明した方法にて導入し



て OCP/ACP 複合体を合成した．また，OCP
と Ca-deficient HA はそれぞれ既合成の粉体
を乾式にて機械的に混合して得た． 
 
（４）リン酸カルシウム単相および複合相の
キャラクタリゼーション 
 合成したリン酸カルシウム単相および複
合相の粉体について，X 線回折を測定し，
OCP/Ca-deficient HA 複合体については
OCP あるいは HA 各々の単相における OCP
（100）面，HA(100)面の強度比を 100 とし，
複合体中の OCP（100）面，HA(100)面の強
度から所定の混合比とX線回折強度比との間
の相関性を見積もった．OCP/ACP について
は，ACP 混在による X 線回折図の非晶質化，
フーリエ変換赤外分光光度（FTIR）測定に
よる 1000cm-1-1200cm-1の波数範囲における
リン酸イオンの変化を比較観察した．また，
ラマン分光における 1000cm-1-1050cm-1にお
けるリン酸イオンの変化を比較観察した． 
 
（５）材料特性と細胞親和性の関連性解明の
検討 
 リン酸カルシウム粉体を培養プレートに
コーティングして骨芽細胞の分化マーカー
を解析することでリン酸カルシウムの影響
を調べる方法を確立している（Suzuki O et 
al. Biomaterials 2006; Anada T et al. 
Tissue Eng Part A 2008）．連続式合成方法で
調整し，異なるリン酸濃度で得られた２種類
のリン酸カルシウム（OCP）を 96 穴プレー
トのに 3mg／穴の比率でコーティングして
間葉系幹細胞株 D1 細胞を DMEM 培地で培
養して細胞増殖能を調べた． 
 
４．研究成果 
（１）合成リン酸カルシウムの同定 
 既法で合成した OCP ， ACP および
Ca-deficient HA はそれぞれ過去に報告され
た X 線回折および FTIR のパターン
（Kobayashi K et al. ACS Appl Mater 
Interfaces 2014; Hirayame B et al. RSC 
Adv 2016）と一致した．すなわち，ACP は
回折ピークを示さないブロードなX線回折パ
ターン，OCP は HA と類似のパターンに加
え，OCP 特有の層状構造を反映するピークを
含むパターン，また，Ca-deficient HA は低
結晶性 HA と類似のパターンを示した． 
 
（２）リン酸カルシウム複合相の結晶学的お
よび分光学的特徴 
 リン酸カルシウム複合相について以下の
結果が得られた．OCP/ACP 複合体では ACP
の比率が 75%まで高くなると複合体中の
OCPのX線回折像はACPの含有の影響でブ
ロードなX線回折像で全体的に不明瞭なパタ
ーンになった．しかしながら，OCP の特徴的
なピーク（2θ=5°付近，10°付近，32°付近）
は 観 察 さ れ た ． 一 方 ， FTIR で は
1000cm-1-1200cm-1 の波数範囲における

OCP のリン酸イオンの特徴ピーク群は不明
瞭 に な っ た ． ラ マ ン 分 光 に お い て は
1000cm-1-1050cm-1 においては OCP に特徴
的なリン酸イオンのピークが ACP の含有量
が高くなると不明瞭になった． 
 OCP/Ca-deficient HA 複合体については
OCP/ACP 複合体とは異なり，Ca-deficient 
HA の含有量が低濃度であっても HA の X 線
回折のピークを観察することによって判別
が可能であった．FTIR では Ca-deficient HA
が少量であっても 1000cm-1-1200cm-1 の
OCP のリン酸イオンのピーク群が不明瞭に
なる傾向があった．複合体中の OCP（100）
面，HA(100)面の回折強度および積分強度を
指標とした混合比率との相関性は比較的認
められ，OCP 中の HA 相の推定が可能であ
ることが示唆された． 
 
（３）連続式合成方法によるリン酸カルシウ
ムの特徴 
 Ca 溶液とリン酸溶液の過飽和度の設定に
より，X 線回折で同定される OCP，ACP お
よびHAの各種リン酸カルシウムの合成が可
能であった．また，OCP については原料濃度
を調節することで（過飽和度を調節すること
で）結晶形態の異なる粒子が得られた．OCP
粒子は長軸方向に成長した板状（長さ数 μｍ
で幅が小さい）あるいは板状（長さ数 μｍで
幅がやや大きい）であった．板状と異なる形
態の粒子の混在が少ない比較的均一な結晶
が得られた． 
 
（４）リン酸カルシウム相と生体親和性との
関連性 
 実験に用いた D1 細胞は未分化間葉系幹細
胞の性質を持ち骨芽細胞様細胞に分化でき
ることを確認している（分化マーカーとして
アルカリフォスファターゼ活性，Ｉ型コラー
ゲン，オステオポンチンおよびオステオカル
シンの mRNA 発現など）（Yamada M et al. 
Sens Actuators B Chem 2015; Kamoya T et 
al. Sens Actuators B Chem 2016）．検討対象
としてバッチ式合成で得られたリン酸カル
シウムとして OCP（既報の板状 OCP 結晶で
連続式合成方法で得られた OCP よりも長さ
および幅が若干大きい：Hirayame B et al. 
RSC Adv 2016）を，また連続式合成で得ら
れたリン酸カルシウムとして結晶形態の異
なる２種類の OCP を選んだ．これらの材料
をコーティングした培養プレートで一定期
間培養して培養細胞の DNA 量（μg/ml）を測
定し，細胞増殖能を比較した．培養期間７日
の時点において，バッチ式で得られた OCP
と比較して連続式合成方法で得られた OCP
との間で細胞増殖能に違いが見られた．特に
連続式合成方法で得られた長さ数 μｍで幅が
やや大きい OCP はおよそ２倍程度増殖が高
かった． 
 リン酸カルシウムの結晶成長では，リン酸
カルシウムのスラリー濃度によってリン酸



カルシウムの存在相が変化することが知ら
れている（Blumenthal NC et al. Calcif 
Tissue Int 1981）．リン酸カルシウムクラス
ター，OCP 様結晶，また ACP の生成と HA
の結晶成長など，どの結晶相が優位となるか
は過飽和度の影響が大きいと考えられてき
た（Habraken WJ et al. Nat Commun 2013）．
本研究では異なる結晶相として OCP，ACP
および Ca-deficient HA に注目してこれら複
合相の材料学的特徴と過飽和度の異なる合
成条件によって得られるリン酸カルシウム
の特徴について研究した．少量の混合相は物
理的手法によっては限定された量のみ検出
されることが明らかとなった．OCP の加水分
解速度が ACP の共存によって促進され，ま
た，研究開始当初の背景で述べたように，ラ
ット頭蓋冠欠損での骨形成が促進されるこ
とから，リン酸カルシウムの活性と結晶相と
の間に関連性が示唆されてきた（Kobayashi 
K et al. ACS Appl Mater Interfaces 2014）．
過飽和度の異なる合成によって得られた
OCP で異なる生体活性（細胞増殖能）が認め
られたことから，原料イオンからリン酸カル
シウム相が析出して，OCP として結晶成長す
る過程を反映することが示唆され，その過程
を反映すると考えられる結晶形態と生体活
性が関連づけられる可能性が示唆された．こ
れらの成果の一部は先の基礎出願特許（特願
2015-039484）に本研究の所見を追加して成
果として纏めた（特願 2016-35945）．本研究
により，より高い生体活性を有する生体材料
を設計するための基礎データが得られた． 
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