
名古屋工業大学・工学（系）研究科（研究院）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０３

基盤研究(A)（一般）

2023～2020

炭酸カルシウムのリン酸液処理による複合無機粒子の作製と骨形成刺激効果の創出

Preparation of composite inorganic particles with the function of stimulating 
bone formation by treatment of calcium carbonate with phosphate solution

３０２３３７２９研究者番号：

春日　敏宏（Kasuga, Toshihiro）

研究期間：

２０Ｈ００３０４

年 月 日現在  ６   ５ ２３

円    21,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫細胞を微量元素により活性化させ骨形成を促進する材料をめざし
た。微量のホウ素やストロンチウムの有効性を調べ、これらを含有する炭酸－リン酸カルシウム複合粒子を作製
し、生分解性ポリマーと複合化して細胞の活動しやすい材料を提示した。炭酸カルシウム（アラゴナイト）粒子
をリン酸水溶液で処理して、表面に非晶質相を構築し、その中に微量元素を取り込むことができた。また機械的
粉砕により非晶質化を進行させて高活性リン酸カルシウム粒子を作製する方法も見いだした。これらを含有する
有機無機複合材料を繊維化し綿形状に成形した材料は高い骨融合性を示すことを動物実験で確認した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to prepare a material that promotes bone formation by 
activating immune cells using therapeutic trace elements. The effectiveness of trace amounts of 
boron and strontium was investigated, and calcium carbonate-calcium phosphate composite particles 
containing these elements were prepared and composited with a biodegradable polymer to propose a 
material that facilitates cell activity. Calcium carbonate (aragonite) particles were treated with a
 phosphate solution to form an amorphous phase on the surface, in which trace elements could be 
incorporated. We also found a method to prepare highly active calcium phosphate particles by 
progressively amorphizing them through mechanical milling. Animal experiments showed that the 
organic-inorganic composite material containing these elements, which was spun to form into a 
cottony shape, exhibited high osteoconducting properties.

研究分野： 材料工学およびその関連分野

キーワード： 複合無機粒子　炭酸カルシウム　非晶質相　リン酸処理　骨形成　綿形状人工骨　メカノケミカル処理
　湿式紡糸法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会の現在、健康寿命を伸ばすため、高齢者の骨折予防や骨疾患治療に効果のある人工骨が求められてい
る。本研究は、骨形成を刺激する微量元素を含有した炭酸－リン酸カルシウム系複合粒子を創製して高齢者にも
有効な人工骨の設計に活かすものである。粒子から徐放される微量元素により免疫細胞を活性化させることで、
細胞が産生する生理活性物質の種・量を調整して、骨形成促進へと導く機能を創出する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 研究代表者は、生体内に埋め込んで自然に骨に置き換わる「生体吸収性人工骨」を検討してき
たが、骨形成に求められるカルシウム(Ca)イオンの徐放源として炭酸カルシウム（バテライト）
を利用することを初めて提示した (Acta Biomater. 5 (2009) 57)。ここで特徴的な工夫は、ケイ
素を微量に含有させたことであって、骨形成を促進させる機能を付与したものである（以下、こ
の粒子を SiVと呼ぶ）。SiVを生分解性ポリマー（ポリ乳酸）と複合した材料上では、骨形成性
細胞の増殖・分化が活性化されることを報告した。さらに、この複合体を電界紡糸法により繊維
化して集積したものは動物実験で良好な骨形成を示し、いかなる患部にも埋め込みが可能な綿
形状の人工骨として提示した (J. Mater. Sci.: Mater. Med. 23 (2012) 2349, Key Eng. Mater. 

782 (2018) 53)。 

 高齢者の骨維持（骨折予防など）や骨疾患治療は健康寿命を伸ばすために極めて重要である。
ケイ素はコラーゲン産生を促し骨密度増加に役立つものの、残念ながら高齢者（とくに更年期後
の女性）には効果が発揮されにくいとされ、一方で、骨粗鬆症治療薬をみると、ホウ素 (Ｂ) や
ストロンチウム (Sr) が含まれ、これらが代謝酵素の活動に影響を及ぼして骨形成性細胞にメッ
セージ伝達し、骨形成に不可欠な「血管新生」を促進するという報告がある (Nielsen, Nutrition, 

16 (2000) 512)。免疫細胞は微量のＢや Srに反応して生理活性物質（サイトカイン）を産生し、
間葉系幹細胞に影響を与えると言われる (Boccaccini et al., J. Eur. Ceram. Soc. 38 (2018) 855)。
Ｂ: 440 ppm, Sr: 70 ppm でも細胞毒性は示されず、安全性は高い (Pan et al., J. R. Soc. 

Interface 7 (2010) 1025)。 

 研究代表者は医学研究者とも議論し、それらイオンの免疫細胞への作用を利用すれば、高齢者
でも代謝を調整し骨形成を活性化できる可能性が高く、次代の人工骨設計への重要な指針とな
ると考えた。免疫細胞が産生するサイトカインが（炎症性・抗炎症性のどちらであっても）間葉
系幹細胞の骨への分化を促進することがあるので (Ostal et al., Front. Immunol. 6 (2015) 1, 

等)、いくつかの生理プロセスがあるものと想像される。そこでまずは「Ｂと Srイオンが免疫細
胞を介して間葉系幹細胞の骨分化にどのような影響を及ぼすのか」との疑問が生じた。そして
「そのような免疫細胞への働きかけを活性化させるイオン濃度はどのくらいなのか」、そのため
に「どのような材料を用意すればよいのか」を明確にする必要があると考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、骨形成を刺激する微量元素を含有した炭酸カルシウム系複合無機粒子を創製して
高齢者にも有効な人工骨の設計に活かすこと、を目的とした。 

 SiV は Si と Ca の徐放源として有効である。研究代表者は最近の実験で、SiV を薄いリン酸
水素ナトリウム水溶液（Na2HPO4 aq (0.2M)）に室温で数分間浸漬するだけで、元の SiVの粒
子サイズとほとんど変わらずに炭酸-リン酸カルシウム複合粒子が得られることを見いだしてい
る (Watabe et al., Results in Mater. 12 (2021)100236)。粒子表面から芯部に向かって順次かつ
迅速に、非晶質炭酸カルシウム相が非晶質リン酸カルシウム(ACP）に変換され、Siはそのまま
取り込まれて、ナノ複合化された無機粒子が作製された。また、水溶液中のNaも取り込まれて
いた。バテライト結晶（１次粒子）はほぼ残存していた。このような粒子作製法を発展させれば、
ユビキタス化合物の新たな機能の創出法に関する学術基盤になると期待できる。 

 本研究では、上述の目的達成のため、(1)Ｂ, Srイオンの免疫細胞への働きかけと、これを介し
た間葉系幹細胞への影響を調べること、(2)このリン酸液処理法を利用し、Ｂ, Sr を含有する新
奇の炭酸-リン酸カルシウム複合無機粒子を作製すること、(3)この粒子を用いて細胞の活動しや
すい人工骨を作製することを目標とした。 

 

３．研究の方法 

(1) Ｂ, Srイオンの免疫細胞・間葉系幹細胞への影響 

 免疫細胞の一つであるマクロファージが微量の無機イオンにどのように応答するのかを調べ
る。そして、この応答により産生されるサイトカインが間葉系幹細胞の骨形成性細胞への分化促
進・抑制にどのようなプロセスで影響しているのか調査した。 

①種々の濃度のＢ, Srイオンを含有する培地を調製した。これらの培地を用いてマクロファージ
（マウス由来マクロファージ様細胞 RAW264）を培養した際の、DNA量、代謝活性、代表的サ
イトカイン（炎症性 Tumor Necrosis Factor(TNF)-α、抗炎症性 Interleukin(IL)-4）産生量を調
べた。 

②この結果を踏まえ、マクロファージを培養した液の上澄みを抽出し、これを培地に混合して間
葉系幹細胞（マウス由来間葉系幹細胞 KUSA-A1）を培養し、DNA量、分化レベル（アルカリ
フォスファターゼ、オステオカルシン発現量）、コラーゲン産生量、石灰化レベル（Ca沈着量）
を調べた。 

 これらから、免疫細胞に働きかけて骨形成刺激するに適当なイオン濃度を見極め、有用な無機
粒子の設計に利用する。 
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(2)Ｂ, Srイオンを混在させた炭酸-リン酸カルシウム複合無機粒子の作製 

 生体材料の埋入後にすぐに応答を始める免疫細胞へ働きかけるためには、非晶質相にＢ, Srを
導入しておくのが有効であろう。Ｂ, Srイオンを共存させて炭酸カルシウムを合成した後、薄い
リン酸水溶液で処理する方法が考えられる。つまり、コアが炭酸カルシウム、シェルが ACPと
いった粒子が 1つのターゲットとなる。 

 なお、Sr は、アラゴナイトに固溶することが知られているので、これをコアとした粒子を軸
に検討した。 

 さらに、β-リン酸三カルシウム(TCP)粒子に機械粉砕による大きなエネルギーを与えると、粒
子の一部が ACP に変化することが報告されている(Gbureck et al., Biomaterials 24 (2003) 

4123)。この反応を利用すれば、生成する ACP にＢ, Sr 等の治療イオンを容易にドープできる
ものと予想される。その可能性についても調べた。 

 

(3) 無機粒子を生分解性ポリマーと複合した繊維状（綿形状）人工骨の作製 

 無機粒子をポリ乳酸-グリコール酸共重合体（PLGA：水膨潤しやすく、生分解性が高い D 体
含有タイプ PDLLGAを使用）と複合した。粒子含有量比については、パーコレーション効果の
現れる比率の前後でのイオン溶出量の違いに注目し、ポリマー量 50vol%とした。 

 研究代表者はこれまでに綿形状の人工骨を提案し、いかなる形状にも変形できる利点を示し
てきた。PDLLGAは固有粘度が低いため、電界紡糸法により繊維化することは難しい。本研究
では、ポリマーを溶剤に溶かした状態でノズルから凝固液中へ押し出して反応・固化させる「湿
式紡糸法」を用いて紡糸し、これを絡ませて集合体とし綿形状化することを試みた。 

 

(4)動物実験による骨形成性の評価 

  (3)の綿形状人工骨の骨形成性を家兎に埋入して確認し、この材料の意義を評価した。 

 

４．研究成果 

(1)Ｂ, Srイオンの免疫細胞・間葉系幹細胞への影響 

 まず、Sr イオンがマクロファージの骨形成誘導能に及ぼす影響を調査した。イオン添加培地
で培養した際のマクロファージの増殖能を評価したところ、DNA 量に変化は見られなかった。
一方、マクロファージのサイトカイン産出量を評価したところ、イオン濃度上昇に伴う炎症性サ
イトカインである TNF-α 産出の増加を示した。Sr イオンによって刺激を受けたマクロファー
ジから産出したサイトカインが、骨形成プロセスに与える影響を調査するため、間葉系幹細胞の
培養にマクロファージの培養液を用い、骨形成能を評価したところ、骨分化の促進を確認した。
Sr イオンによって刺激を受けたマクロファージは骨形成を促進し、免疫反応を介した骨修復用
材料の設計が今後重要となることが示唆された。 

 次に、ホウ酸イオンの影響について調べた。DMEM high glucose 培地に RAW264 を播種し
(24-well plate, 500 µl, 2.0×104 cells/ml)、1 d後ホウ酸含有培地に交換し、3 d培養後、それら
の培養液を抽出した。続いて、ホウ酸を添加したDMEM low glucose培地とホウ素含有培地を
混合調整した培地 xB、および RAW264 を培養した培養液抽出物とホウ酸含有培地の混合調整
した培地 xB-RAW (x = 1, 3, 5, 10, 30) を作製した。これらを用いて、KUSA-A1の培養(96-well 

plate, 100 µl, 2.0×103 cells/ml)を行った。培養後のコラーゲン (COL) 産生量をピクロシリウス
レッド染色で、Glu 型オステオカルシン (Glu-OCN) および Gla 型オステオカルシン (Gla-

OCN) 発現量を酵素免疫測定法で、カルシウム沈着量をメチルキシレノールブルー法で測定し
た。 

 ホウ酸イオンを添加したことで、骨芽細胞分化マーカーであるGlu-OCN発現に増加傾向がみ
られ、KUSA-A1が分化したことが示唆された。また、COL産生量について、低濃度 (5 ppm以
下) のホウ酸イオンでは xB が xB-RAW を上回った一方、高濃度 (30 ppm) のホウ酸イオンで
は xBが xB-RAWを下回った。COLは石灰化の足場となる有機細胞外マトリックスの 90%を占
めており、石灰化過程の前に合成される。Gla-OCN発現についても、低濃度 (1 ppm以下) の
ホウ酸イオンでは xB が xB-RAW を上回った一方、高濃度 (3 ppm 以上) のホウ酸イオンでは
xBが xB-RAW を下回った。Gla-OCN は Glu-OCN がカルボキシ化されたもので、Ca2+イオン
を捕捉し石灰化を誘導する働きをする。したがって、高濃度のホウ酸イオンに刺激された
RAW264 が分泌したサイトカインは、KUSA-A1 の初期の石灰化を促進する可能性が考えられ
る。カルシウム沈着量について、すべての xB で減少した一方で、xB-RAW で大きく増加した。 
 ホウ酸イオンはKUSA-A1の石灰化を抑制するが、ホウ酸イオンに刺激された RAW264の免
疫反応はKUSA-A1の石灰化を促進することが示唆された。 

 

(2)Ｂ, Srイオンを混在させた炭酸-リン酸カルシウム複合無機粒子の作製 

①(1)で、Srイオンは、免疫細胞に刺激を与えることで骨形成を促進する可能性が示された。そ
こで、Sr 含有アラゴナイト粒子を作製し、さらに、これをリン酸イオンと反応させることで、
表面に ACPが析出した複合粒子を得る方法を検討した。 

 まず、Mg イオン共存下で炭酸ガス化合法を用いて Sr 含有アラゴナイト粒子を作製した。次
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に、この粒子をNaH2PO4水溶液に浸漬したところ、表面には微細な析出物が見られ、その析出
物はアラゴナイト粒子がリン酸溶液中で溶解し、Ca イオンと Sr イオンがリン酸イオンと反応
して生成した Sr 含有 ACP であると XRD,IR,STEM-EDS から判断された。また、複合粒子は
tris-HCl緩衝溶液(TBS)中で ACPから Ca, Sr, リン酸イオンを浸漬 72 hまで溶出した後に、Sr

や Na を取り込み、元の組成とは異なる非晶質相として再析出することが推測された。これは、
ACP中に取り込まれた Srイオンが ACPの安定化に寄与し、浸漬初期のイオン溶出の制御及び
非晶質相としての再析出に影響を与えたものと考えられた。 

②次に、Ｂを含有する粒子について検討した。上記①の方法でＢ含有炭酸カルシウムを作製する
ことは難しかったため、メカノケミカル法を用いてＢイオンの導入を試みた。 

 B2O3を添加して β-TCPをアセトン湿式粉砕を行うことで、非晶質相内にホウ素を含有するリ
ン酸カルシウムを作製し、その構造や組成、イオン溶出挙動を調査した。MAS-NMR や加熱変
化の調査により、B-O-B結合や B-O-P結合が存在することがわかり、非晶質相には、「ACP」と
「酸化ホウ素を多く含む非晶質相」が存在する可能性が示された。さらに、TBS への浸漬試験
において、ホウ酸イオンは浸漬初期の極く短時間にほぼ全てが溶出したが、Ca, リン酸イオンの
溶出は浸漬 6 h以降に減少した。また、浸漬 120 h後の XRDパターンから、Ｂを含む試料は水
酸アパタイト(HA)の析出が活発であった。Ｂ添加により化学的耐久性が低下し溶液中のイオン
濃度が急増したことで、溶解－沈殿反応が起こりやすくなったと考えられた。 

 メカノケミカル法によって作製したＢ含有リン酸カルシウム粒子は、積極的なホウ酸イオン
の溶出が可能であり高いHA形成能を持つことから、骨治療用材料としての応用が期待される。 

 

(3)無機粒子を生分解性ポリマーと複合した繊維状（綿形状）人工骨の作製 

 (2)で述べたように、β-TCPのメカノケミカル処理により、部分的に ACPが形成されることを
確認した。この粒子は非晶質相の存在と高い比表面積から、溶解性が高く、早期にイオンを供給
することができる。また、tris-HCl緩衝液（TBS）中でのアパタイト形成能にも優れていた(Nawa 

et al., Mater. Lett. 366 (2024) 136516)。この研究項目では、この粒子と溶解速度が高いPDLLGA

を複合繊維化する条件を検討した。 

 β-TCP 粒子(粒径 1～5μm)、アセトン、ジルコニアビーズ(1 mmΦ)をジルコニアポットに入 

れ、遊星型ボールミル装置を用いて湿式遊星粉砕を行った。処理後の粒子(m-CPとする)、β-TCP 

粒子、PDLLGA (PLA:PGA=75 :25) を x : 70－x : 30 (wt 比) (x=0, 35, 70) となるようにアセ
トンに入れて攪拌混合し、粒子分散液を得た。これを湿式紡糸法により (ノズル径 : 0.2 mm, サ
ンプル名 : xm-CP)、直径 100～150μmΦの繊維を作製した。繊維表面は比較的なめらかな様子
であり、ポリマーで覆われている部分が多いように思われたが、一部粒子の露出している部分も
みられた。また、多数の気孔が存在した。断面観察では、m-CP粒子の際だった凝集はなかった。
TBSに浸漬するとCa,リン酸イオンが迅速に溶出し、24 h後にはアパタイトの生成が見られた。
生分解性の高いポリマーであること、ACP 相を含有すること、溶液の浸透しやすい繊維の構造
となっていることなど、生体吸収性材料を高めるのに有利ではないかと思われた。 

 繊維を 37℃の TBS に静置して浸漬したところ、0m-CP と比較して 35m-CP、70 m-CP は
浸漬 6 h までにともに 6～7 倍以上の Caイオンとリン酸イオンを溶出した。72 hまでの浸漬
では、0m-CP は Ca イオン、リン酸イオンともに継続的な溶出挙動を示した一方で、35m-CP、
70m-CP では液中のイオン量が 24 h 以降一定となる、または減少した。XRDから、結晶性の
低いアパタイトの生成によるものと考えられた。TEM観察より、アパタイトは繊維内部でも生
成していることが明らかとなった。含水性の高い PDLLGAをマトリクスに用いていることで繊
維内部にまで TBS が染み渡り、アパタイトの生成に至ったと考えられる。PDLLGA は非晶質
であり、水溶液中での分解と溶出はかなり速い。ポリマーが分解・溶出すると 0m-CPは繊維形
状が崩れやすくなるが、70m-CP は繊維表面がアパタイトで覆われることにより繊維形状を保
った。 

 さらに、メカノケミカル法にて作製したＢ含有リン酸カルシウム粒子と β-TCP を生分解性ポ
リマーPDLLGAと混合し、キャストフィルムを作製した。TBSへの浸漬試験においてホウ酸イ
オンの溶出および HA の析出が確認され、Ｂ含有リン酸カルシウム粒子の特性を有機無機複合
材料でも活かせることが示された。 

 

(4)動物実験による骨形成性の評価 

 生後 12週 SD ラットの脛骨近位関節面から 30mm遠位内側に 3mmΦ深さ 3mmの骨孔を作
製 し た 。 骨 孔 に 綿 形 状 の 人 工 骨 <1>(β-TCP:PDLLGA=80:20) 、 人 工 骨 <2>(β-

TCP:PDLLGA=70:30)、ReBOSSIS(Orthorebirth社製, β-TCP:PLLGA=70:30)、β-TCP顆粒を
それぞれ充填した。骨孔を作製し、欠損のまま放置した対象群も作製した。各群 10匹ずつとし
て、比較検討を行った。術直後、術後１週ごとに CTを撮影し、骨形成の進行、人工骨の吸収を
測定した。 

 従来の ReBOSSIS 群、β-TCP 顆粒と比較し、人工骨<1>、人工骨<2>とも吸収が早く、術後
８週程度で CT 上はほぼ骨に置換されている。その置換速度は、人工骨<1>＞人工骨<2>＞
ReBOSSIS＞β-TCP 顆粒＞骨欠損 の順のように思われた。骨欠損の残存、β-TCP 顆粒は骨内
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に留置したもの、骨外に脱落したものも術後８週時点でまだ吸収されずに残存し、術後 18週時
点でも β-TCP顆粒は遺残していた。 

 人工骨<1>に関して、術後１週、術後２週で骨折をした症例を１例ずつ認めた。それぞれ、術
後８週時点で問題なく骨癒合を認めた。他の群を含めて経過中に骨折を認めたのはこの２例の
みであった。 

 人工骨<1>、人工骨<2>、ReBOSSIS、β-TCP 顆粒それぞれの群において、最長 18 か月経過
観察したが、それぞれの人工骨を埋没した個体において、この２例以外に局所症状、全身症状と
もに、有害事象は特に認めなかった。 

 現在、それぞれの時期における組織学評価をするため、H.E.染色、V.Goldner染色標本を作製
中であり、類骨、石灰化骨の形成の進行具合を組織学的に比較検討し、統計処理を行っていく予
定である。 

 

(5)今後の展望 

 研究代表者は綿形状の人工骨という概念を初めて提示し、臨床応用に成功した（米国医薬機器

（FDA）認証取得、国内薬事認可済）。人工骨の新たな形の一つとして世界的に知られるように

なった。この成分として用いた独自の SiV 粒子は、炭酸カルシウムの新展開としても注目され

た。 

 Ｂや Sr を含有するガラスが骨形成を促進するという報告はいくつか見られるが (Boccaccini 

et al., J. Eur. Ceram. Soc. 38 (2018) 855)、材料作製と細胞レベルの実験結果の整理に留まって

いる。ホウ素含有ガラスが創傷被覆に利用できることや、ホウ素を固溶させた水酸アパタイトが

Ｔ細胞を活性化するといった免疫細胞への作用に関する最近の報告があるものの、免疫反応を

積極的に調整・制御して骨形成に活用しようとするものではない。本研究は人工骨設計の新しい

アプローチと考えられる。 

 なかでも、当初の研究計画には組み込んでいなかったものの、本研究を通じて新たにメカノケ

ミカル法による新たなリン酸カルシウム複合粒子を作製する方法を見いだせたことは予想外の

大きな成果であって、既に特許権も取得している。非常に簡単に Ca,リン酸イオンを多量に溶出

させる粒子を作ることができるだけでなく、治療イオンの組込も容易である。さらに、この粒子

を用いて繊維化、綿形状化する方法も開発できたので、次世代の高機能人工骨として実用化され

る第一候補のひとつと期待される。 
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