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研究成果の概要（和文）：リン酸カルシウム系の骨補填材が高活性を示すための条件を検討し，１）リン酸八カ
ルシウム（OCP）が複合化された未分化間葉系細胞は，細胞塊形成の環境下において，OCPの生体内での骨形成と
相関した骨芽細分化促進を示すこと，２）OCPとgelatinとの複合体では，OCPが血管新生にポジティブに作用
し，骨形成に先立って血管新生を促進すること，また，３）骨粗鬆症病態の環境下（ラットモデル）では用量の
異なるOCPとgelatinとの複合体の骨形成は，血清の過飽和環境に影響を受ける骨形成様式となることを明らかに
した．材料周囲の化学環境はOCP材料の骨形成に影響を及ぼすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to investigate about how physicochemical 
environments affect the activity of calcium phosphate materials. Calcium phosphate materials, 
including octacalcium phosphate (OCP), cultured with mesenchymal stem cells in the spheroid form, 
enhanced its osteoblastic differentiation in vitro. The cellular activity was well correlated with 
mouse calvaria defect bone formation by the materials. OCP/gelatin composite was capable of 
enhancing angiogenesis followed by bone formation in rat calvaria defect. The dose of OCP in the 
composite affected bone formation ability in rat model under osteoporotic serum environment. The 
chemical environment surrounding the bone substitute materials may affect the activity of calcium 
phosphate materials in particular OCP.

研究分野： 生体材料工学

キーワード： 生体活性　リン酸カルシウム　骨芽細胞　骨補填材

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
疾病等で失われた骨の修復に人工材料による補填が行われてきた．リン酸カルシウム骨補填材は生理的な環境の
うち，特に化学的な環境に影響を受け易い材料である．OCPは，生体環境下で化学的な変化を伴うことから，そ
の骨伝導性が機能するための環境条件の理解が重要となる．本研究では，骨芽細胞分化，血管新生，また骨粗鬆
症下の血清組成に着目して，OCPの骨形成能を明らかにし，無機イオン濃度で規定される化学的環境がOCP材料の
生体材料学的特性に影響を及ぼす可能性があることを示した．本研究の結果は，化学的な環境要因を考慮した高
活性な骨補填材の設計と開発への応用を拓くものである．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 疾病や事故などで失われた骨欠損を修復するため様々な組織再生技術が研究されている．例
えば，未分化間葉系幹細胞を移植する細胞治療法，成長因子が一定期間滞在可能な担体材料と組
み合わせた薬物送達法，また，骨への親和性が高く，骨と直接に結合できる骨伝導性を示す人工
合成あるいは生物由来の生体材料を補填材として用いる方法などがある．このうち，人工合成の
生体材料は一定の品質が担保でき，安定供給が見込めることから様々な材質の補填材料が開発
されてきた．特に骨の無機成分と類似の組成を持つリン酸カルシウム材料は高い骨伝導性を示
す生体材料として口腔外科や整形外科など，骨補填を必要とする分野で広く臨床応用されてい
る．たとえば，ハイドロキシアパタイト（HA）や β-リン酸三カルシウム（β-TCP）のセラミッ
クス材料などが相当する．一方，より生体活性が高く，骨形成が促進される材料への臨床的要望
は多くあり，高骨伝導性，あるいは骨形成がその場で自発的に生じるような骨誘導性の材料がで
きれば，骨の組織再生治療への貢献が見込める．研究代表者らは，結晶相の安定的な合成が難し
いとされてきたリン酸八カルシウム（OCP）をベンチスケールで合成できるようにし，OCP が
生体内へ置かれると Ca 欠損型の HA へ相転移する際に骨芽細胞を活性化して同所性の骨形成
を促進すること，HA など他のリン酸カルシウムよりも高い骨伝導性を示すことを報告した（鈴
木治ほか，特 3115642；Suzuki O et al. Tohoku J Exp Med 164:37, 1991；Biomaterials 27:2671, 
2006）．しかしながら，臨床の場ではより高活性な生体材料，また，活性が発現する生体材料学
的条件の解明が求められていた． 
 
２．研究の目的 
 骨欠損における新生骨の形成が促進される生体活性の高い骨補填材料を開発することを目的
として，１）in vitro での細胞親和性と in vivo での骨形成との関連性の解明，２）生体由来有
機成分との複合化が骨形成だけでなくその関連組織の再生に有効かどうかを検証，３）生体由来
有機成分との複合条件が病態モデル動物の骨形成にどのように影響を及ぼすかの検証を行った．
そのため，１）OCP 材料および他のリン酸カルシウム材料と未分化間葉系幹細胞（MSC）との
複合体の既開発培養デバイスによる調製とその細胞生物学的，生体材料学的評価，２）有機成分
gelatin と OCP の複合体（OCP/gelatin）作製と，ラット頭蓋冠臨界径骨欠損埋入による骨再生
および血管新生の評価，３）骨粗鬆症モデルラットの脛骨規格化骨欠損を用い，有機成分 gelatin
と OCP の複合体における混合条件が，欠損埋入による骨再生にどのように影響があるかについ
て評価した．これらの検討を通して，骨の修復における生体材料学観点で材料の活性について考
察し，骨補填材の高活性化条件を調べた． 
 
３．研究の方法 
（１）OCP および OCP 複合体材料の調製 
カルシウム（Ca）およびリン酸の濃度，pH，温度をもとに，HA および OCP が過飽和となる

溶液条件を研究室所有のシミュレーターを用いて計算して設定し，X 線回折の評価で単一相を
有する OCP 結晶を合成した（鈴木治ほか，特 3115642；Suzuki O et al. Tohoku J Exp Med 
164:37, 1991）．リン酸カルシウム材料と MSC との複合体の評価研究のため，OCP 以外のリン
酸カルシウムとして，市販の医療用焼結 HA および β-TCP のセラミックス材料を対照として用
意した．いずれも整粒して顆粒状の材料として実験に供した．OCP 複合体の調製は，所定用量
の OCP 顆粒を gelatin 水溶液と混合してゲル化し，凍結乾燥後に熱架橋して成型し，多孔質複
合体を得た（Saito K et al. RSC Adv 6:64165, 2016）． 
 
（２）MSC 複合体の調製用培養デバイスの作製 
 細胞塊作製のため，ポリジメチルシロキサン（PDMS）を原料として，CO2レーザーでアクリ
ル板を加工・作製した鋳型にて，ディンプルを有する PDMS 製細胞塊大量作製用培養デバイス
（酸素透過性培養デバイス）を作製した（Anada T et al. Regen Therapy 3: 58, 2016；
Biomaterials 33: 8430, 2012）． 
 
（３）リン酸カルシウム材料／MSC 複合体の調製および評価 
 マウス間葉系幹細胞株 D1 細胞あるいは C3H10T1/2 細胞と，HA，β-TCP および OCP の各材
料の顆粒（53 μm 以下）とのハイブリッドスフェロイドを製作し，PDMS 製培養デバイスにて
7 日から 21 日間，骨分化培地にて培養を行った．アルカリフォスファターゼ（ALP）活性とリ
アルタイム PCR 法による骨分化マーカー（オステオポンチン）の測定を行い，それぞれのリン
酸カルシウム材料の骨芽細胞分化に及ぼす影響を調べた．また，これら in vitro 評価と in vivo
によるリン酸カルシウム材料の骨形成能との関連性を調べるために，10 週齢雄 ICR マウス頭蓋
冠規格化骨欠損へのリン酸カルシウム材料の埋入試験にて 10 週間まで骨形成量を定量的に調
べ，in vitroにおけるALP活性との相関性を調べた（Sato T et al. Acta Biomater 88:477, 2019）．
埋入試験は研究機関の承認を得て行った． 



 
（４）OCP／gelatin 複合体による骨再生および血管新生の評価 
 湿式合成から得た OCP 顆粒（300－500 μm）を 44wt%含有した OCP/gelatin 複合体を調製
し，厚さ 1 mm，直径 9 mm のディスク状に成形した．OCP /gelatin ディスクを 12 週齢 Wistar
ラット頭蓋冠に形成した自己修復できないサイズの臨界径骨欠損（9 mm 径）に埋入した．埋入
後 2 週および 4 週で X 線造影剤を灌流した後，ラット頭部の血管を可視化した．次に，脱灰前
後の回収組織の μCT 撮影を行い，三次元画像解析によって新生血管の体積を定量した．また，
脱灰標本から組織切片を作製し，対比染色による血管数，およびヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色による再生骨の割合を定量した．さらに，in vitro でトランスウェルを用いて，OCP 顆粒共
存下でヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を培養し，HUVEC の管腔構造を光学顕微鏡で観察し
て架橋数を定量評価した（Kurobane T et al. Acta Biomater 88:514, 2019）．埋入試験は研究機
関の承認を得て行った． 
 
（５）OCP／gelatin 複合体と複合化条件による病態モデル動物における骨再生の評価 
 骨粗鬆症病態下における骨補填材の骨形成と材料の活性条件を検討するため，実験的骨粗鬆
症モデルである卵巣摘出 (OVX)ラットによる骨形成および in vitro における化学的安定性の試
験を行った．湿式合成から得た OCP 顆粒（300－500 μm）を 17wt%および 44wt%の OCP を
含有した OCP/gelatin 複合体を調製した．OCP 含有量が与える化学的な影響を調べるため，擬
似体液（Simulated Body Fluid（SBF），Kokubo T et al. Biomaterials 27:2907, 2006）を基本
として Ca およびリン酸のイオン濃度が異なるように調製した OVX-SBF に OCP/gelatin を浸
漬させ，上清のイオン活動度積および溶解度定数から過飽和度を決定した．また，12 週齢
Sprague-Dawley（SD)雌ラットに卵巣摘出手術を行い，12 週後に脛骨内側骨孔（直径 3 ㎜，深
さ 3 ㎜）を作製し，OCP/gelatin 複合体を 12 週まで埋入した．μCT 撮影，脱灰標本による HE
染色，酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ（TRAP）染色，オステオカルシン免疫染色を行い，
骨形成の評価を行った．埋入試験は研究機関の承認を得て行った． 
 
４．研究成果 
（１）OCP/MSC，HA/MSC，β-TCP/MSC 複合体の性質 
 それぞれの複合体は，材料の種類によらず，培養 7 日間までに比較的均一な細胞塊を形成し，
リン酸カルシウム材料と MSC の複合体が作製できた．光学顕微鏡写真を用いた画像解析から得
られた細胞塊径は，MSC のみ，OCP/MSC，HA/MSC，β-TCP/MSC の複合体でそれぞれ，178 
μm，274 μm，257 μm および 234 μm であった（Sato T et al. Acta Biomater 88:477, 2019）． 
 
（２）OCP/gelatin 複合体の性質 
 骨粗鬆症モデルラットの脛骨規格化骨欠損埋入向け OCP/gelatin は次に示す材料学的性質を
有していた．１）OCP 組成を想定した化学分析に基づく OCP 含有量（wt%），２）走査型電子
顕微鏡観察（SEM）像の画像解析に基づく気孔径（μm），３）ピクノメーターを用いた評価によ
る気孔率（%）は，17wt% OCP/gelatin および 44wt% OCP/gelatin ではそれぞれ，１）20.3%
および 46.4%、２）182.4 μm および 190.7 μm，３）90.3%および 92.2％であった．OCP 顆粒
は gelatin 基質材料中に比較的よく分散して存在しており，気孔間にまたがって存在していた
（Baba K et al. ACS Appl Bio Mater 3:1444, 2020）．  
 
（３）リン酸カルシウム/MSC 複合体の細胞活性化とリン酸カルシウムの骨形成能の関連性 
骨形成の定量評価から，マウス頭蓋冠規格化骨欠損部の新生骨量は，HA および β-TCP と比

較して OCP 埋入群で最も多かった．OCP と HA 間で有意差が認められた．細胞塊の複合体作
製の培養では， C3H10T1/2 細胞および D1 細胞共に骨芽細胞関連遺伝子の１つであるオステオ
ポンチンの発現量が OCP で最も高かった．D1 細胞では 7 日間における比較で OCP と β-TCP，
OCP と HA との間に有意差が認められた．D1 細胞における ALP 活性は OCP との複合体で最
も高い傾向があり，HA との間で有意差があった．新生骨量と ALP 活性，新生骨量とオステオ
ポンチン発現量の間には，いずれも正の相関性がみられ，C3H10T1/2 細胞ではオステオポンチ
ン，D1 細胞では ALP 活性との相関係数がおよそ 0.9 となった．以上の結果から，MSC とリン
酸カルシウム系材料による細胞塊の骨芽細胞分化を調べることで，in vivo のリン酸カルシウム
系材料の骨再生能を in vitro で短期間で簡易に評価できる可能性が示唆された（Sato T et al. 
Acta Biomater 88:477, 2019）． 
 
（４）OCP/gelatin の骨再生と血管新生の特性 
ラット頭蓋冠を用いた定量評価では，OCP / gelatin ディスク埋入群では，対照とした未埋入

群および gelatin 単体ディスク埋入群と比較して，埋入 2 週で新生血管量と再生骨量が有意に増
加した．埋入 4 週では埋入 2 週よりも新生血管量が有意に減少した．このことから，骨形成に
先立ち，血管の新生が促進されることが示唆された．HUVEC の培養による in vitro の実験で
は，OCP 用量が HUVEC の架橋構造形成に影響を与え，至適な OCP 用量条件が存在すること
が明らかとなった．これら in vivo と in vitro における検討により，OCP による優れた骨再生
は，早期の血管新生の促進により誘導される可能性が示唆された（Kurobane T et al. Acta 



Biomater 88:514, 2019）． 
 
（５）OCP/gelatin の骨粗鬆症病態下における骨再生と材料調製条件の関連性 

SBF および OVX-SBF への浸漬実験から，OVX-SBF 中で，OCP/gelatin における OCP 含有
量 17wt% および 44wt%で OCP に関する上清の過飽和度に違いが見られた．44wt%では SBF
中と比較し，OVX-SBF 中でより過飽和にとどまる傾向があり，ラット骨粗鬆症病態下では骨補
填材としての OCP 材料の活性の現れ方に違いが生じることが示唆された．μCT 像で
は,OCP/gelatin 複合体周囲の不透過性は増加していた．新生骨面積の評価では OCP 含有量によ
らず埋入 12 週までに皮質骨領域，髄腔内領域とも増加が認められた．埋入後 12 週の 17wt%群
で皮質骨領域の新生骨面積が大きかった．破骨細胞あるいは材料表面の破骨細胞様細胞と一致
する TRAP 陽性細胞は，17wt%群で埋入後 4 週から 8 週で皮質骨領域，髄腔内領域ともに減少
した．骨芽細胞に一致するオステオカルシン陽性細胞は，17wt%群，44wt%群ともに皮質骨領域
で埋入後 4 週から 8 週で増加傾向であった． OCP は生理的環境下で HA に転換する過程で骨
芽細胞の分化を促進し，骨形成を増大させることが明らかになっている（Suzuki O et al. 
Biomaterials 27:2671, 2006）．ラットにおける閉経後骨粗鬆症環境下では，OCP 含有量が下が
ることでより HAに転換し易い化学環境となり OCPの含有量の低下によって皮質骨領域での新
生骨面積が増加したと考えられる（Baba K et al. ACS Appl Bio Mater 3:1444, 2020）．  
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