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研究成果の概要（和文）： 
長鎖型である鎖長130のポリリン酸の骨再生能と比較して中鎖型である鎖長65のポリリン酸は
骨再生能が高く、またポリリン酸と bFGF とをアパタイトに組み合わせることで早期に骨形成を
促進する人工骨になりうる可能性があることが in vitro および in vivo の実験結果から明らか
となった。 
研究成果の概要（英文）： 
These results in vitro and in vivo may indicate that inorganic polyphosphate with medium 
chain length of 65 accelerated bone regeneration compared to inorganic polyphosphate long 
chain length of 130. Within the limited results of this study, it may be concluded that 
artificial bone adsorbed inorganic polyphosphate with medium chain length of 65 and bFGF 
enhanced initial bone regeneration. 
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研究分野：補綴学分野 
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１．研究開始当初の背景 
これまでの研究では、生体に近似する鎖長
60 の中鎖型ポリリン酸を用いてきた。予備
実験からこの中鎖型ポリリン酸より長い鎖
長を持つ長鎖型ポリリン酸が、破骨細胞に
よるポリリン酸の分解を遅らせて、骨吸収
の抑制とポリリン酸の骨形成効果を持続で
きる可能性が明らかになった。 
そこで、鎖長の長いポリリン酸を用いるこ
とで、骨芽細胞の活性化が低下している骨
内での骨再生がポリリン酸の作用延長によ
りさらに確実にならないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
鎖長の長いポリリン酸を吸着させたアパタ
イト人工骨の骨再生能を骨粗鬆症モデルラ
ットを用いて明らかにすることを目的とす

る。 
 
３．研究の方法 
【平成 23 年度】 
1）目的：鎖長の長いポリリン酸における骨
再生メカニズムの解明 
2）材料： 
●細胞：マウス骨髄間葉系幹細胞、マウス頭
蓋骨由来骨芽細胞、マウス破骨細胞 
●細胞培養用プレート：アパタイトプレート
（ネオボーン®、直径:13 mm, 高さ: 1.0 mm） 
●ポリリン酸：  
①中鎖 60 ポリリン酸（鎖長 60） 
②長鎖 120 ポリリン酸（鎖長 120） 
③長鎖 240 ポリリン酸（鎖長 240） 
④長鎖 360 ポリリン酸（鎖長 360） 
⑤ポリリン酸なし（コントロール） 
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3）方法： 
①、②、③および④のポリリン酸を 25％濃度
に調整し、その溶液中にアパタイトプレート
を 24 時間含浸する。その後、2500 回転、2
分間遠心分離を行い、37℃で 3日間以上乾燥
させる。このことより、それぞれの鎖長をも
ったポリリン酸吸着アパタイトプレートを
作製する。ポリリン酸を吸着しないプレート
も同時に用意する（コントロール）。 
          ↓ 
マウス由来骨髄間葉系幹細胞、マウス頭蓋骨
由来骨芽細胞およびマウス破骨細胞を①～
⑤のプレート上で 1、5、10、15、20 日間培
養する。各時期での細胞増殖数を測定する。
また、マウス頭蓋骨由来骨芽細胞ではアルカ
リフォスタファーゼ（ALP）、オステオポンチ
ン（OPN）およびオステオカルシン（OCN）の
発現量を RT-PCR 法を用いて測定する。さら
に、アリザリン Sレッド染色を用いて、石灰
化度を光顕的に観察する。酒石酸抵抗性酸性
フォスファターゼ（TRAP）活性を用いて破骨
細胞数を測定する。 
                  ↓ 
ポリリン酸吸着アパタイトプレートがマウ
ス骨髄間葉系幹細胞、マウス頭蓋骨由来骨芽
細胞およびマウス破骨細胞の細胞増殖数お
よび骨分化に及ぼす影響を生化学的に評価
することにより、鎖長の長いポリリン酸の骨
再生メカニズムを明らかにする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【平成 24 年度】 
1）目的：鎖長の長いポリリン酸を用いたポ
リリン酸吸着型人工骨の骨再生能の解明 
2）動物：ニュージーランドホワイトラビッ
ト 18 羽 
（①、②および③の材料は直径を 3 mm、長さ
を 5 mm とする。） 
（W：3.0-3.5 kg） 
3）材料： 
①ポリリン酸吸着型人工骨（鎖長：前年度で
明らかとなる 
骨再生能のもっともよい鎖長を選択する） 

②中鎖60ポリリン酸吸着型人工骨（鎖長60、 
ポジティブコントロール） 
③アパタイト（ネガティブコントロール） 
4）方法：  
動物の左側大腿骨に円柱状骨窩（直径：3.0 mm、
長さ：5.0 mm）を 3カ所形成、上記材料①～
③を埋入する。 
         ↓ 
左側の埋入 1週、右側大腿骨にも同様の骨窩
を形成、上記材料①～③を埋入する。 
         ↓ 
左側の埋入から 1，2，3週の各時期で動物を
屠殺し、組織ブロックを採取する。①～③の
凍結試料と脱灰標本を作製する（N=8）。 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
① 骨組織中の骨形成マーカーの評価 
各凍結試料をホモジェナイズ処理した後，
RT-PCR 法により各移植材に発現した ALP, 
OPN よび OCN 発現量を測定する。 
② 免疫抗体染色による評価 
各標本に免疫染色を施し、ALP, OPN および
OCN 発現を組織学的ならびに組織形態計測学
的に検討する． 
        ↓ 
以上の結果より、鎖長の長いポリリン酸吸着
型人工骨による生体内での骨再生促進の様
相を明らかとする。 
        ↓ 
平成 23、24 年の研究結果を総括して，鎖長
の長いポリリン酸吸着型人工骨が確実な骨
再生を促進するか否かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
【平成23年度】 
平成23年度では『鎖長の長いポリリン酸吸着
型アパタイト人工骨』に関して従来の鎖長65
に加えて、15および130の鎖長に調整したポ 
リリン酸とマウス頭蓋骨由来骨芽細胞を培養
し、骨形成時に特異的に発現するアルカリフ
ォスタファーゼ（以下、ALP）活性およびオス
テオカルシン（以下、OCN）を28日後までに経
時的に測定した。さらに、アリザリンSレッド
染色（以下、アリザリン染色）を用いて同様



 

 

に21日、28日後での石灰化度を光顕的に観察
した。得られた結果から、21日および28日後
のALP活性およびOCNの発現は、鎖長65のポリ
リン酸の場合で他の鎖長と比較して有意差は
認められなかったものの高かった。また、石
灰化においては鎖長15および65のポリリン酸
の場合に顕著な石灰化を認めた。また、鎖長
15、65および130に調整したポリリン酸と破骨
細胞とを培養し、ピットフォーメーションを
観察した結果、鎖長による違いは認められな
かった。これらの結果から、骨形成において
従来の鎖長65のポリリン酸が骨形成能を促進
する可能性が示され、鎖長65のポリリン酸の
骨芽細胞への作用の一端が解明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【平成24年度】 
平成24年度では平成23年度の結果から骨形成
に有効なポリリン酸の鎖長を65と決定し動物
３頭を使って実験を行った。まず鎖長65を持
つポリリン酸と成長因子の１つであるbFGFを
吸着させた人工骨、ポリリン酸吸着人工骨、
bFGF吸着人工骨およびアパタイトを作製した。
これらの人工骨を形成したラビット大腿骨円
柱状骨窩（直径：3.0 mm、長さ：5.0 mm）に
埋入し、埋入2週における骨再生の組織学的な
観察および組織形態計測を行った。その結果、
組織学的な観察では、アパタイトを埋入した
骨窩において幼弱な線維骨が観察されたのに
対して、ポリリン酸とbFGFを吸着させた人工
骨を埋入した骨窩において骨芽細胞は石灰化
している像が観察された。また、組織形態計
測では、ポリリン酸とbFGFを吸着させた人工
骨での骨再生量がポリリン酸人工骨、bFGF 人
工骨およびアパタイトのそれと比較して有意

に高かった。得られた結果から、鎖長65のポ
リリン酸とbFGFを組み合わせた人工骨は骨形
成能を促進する可能性が示され、鎖長65のポ
リリン酸とbFGFの相互作用の一端が明らかと
なった。 
以上の結果より、長鎖型である鎖長 130 の骨
再生能と比較して中鎖型である鎖長 65 のポ
リリン酸は骨形成能が高く、またポリリン酸
と bFGF とをアパタイトに組み合わせること
で早期に骨形成を促進する人工骨になりう
る可能性があることが明らかとなった。 
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