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研究成果の概要（和文）：硬組織発生部位における物理化学的性状を理解するため、マウス大腿骨の二次骨化中心部分
の検討を進めた。この部位における初期石灰化は生後５日目以降に開始し、その領域は遠心方向に拡大していくこと、
初期石灰化における非晶質相は成熟過程、特に24時間ほどで結晶相に変換すること、また同時にヤング率が上昇するこ
となどがわかった。また、この部位におけるアルカリフォスファターゼの分布、pH環境などについても知見を獲得した
。これら結果をもとにこの局所物理化学的環境をハイドロゲルにて再現し、適切な堅さ環境が骨石灰化を促進すること
や機能性ペプチド固定化ゲルが細胞凝集塊形成に有効であることなどを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：To understand the physico-chemical property of hard tissue development region, we 
investigated the secondary ossification center of mouse femur. Early stage of calcification can be seen 
at day 5. The amorphous phase calcium phosphate turned into crystalline calcium phosphate after 24 h, and 
the calcified region expanded to the distal region of secondary ossification center in mouse femur. Also, 
the Young's modulus, alkaline phosphatase activity and pH of that region were increased according to the 
tissue maturation.
Based on these findings, we reproduced such physico-chemical properties by using hydrogel and applied 
them for bone tissue generation in vitro. Consequently, we found that a certain young's modulus of 
hydrogel enhances mineralization of ex vivo bone tissue as well as cell aggregations.

研究分野： 歯科医用工学
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１．研究開始当初の背景 
歯周疾患、インプラント埋植時の骨造成
などを対象に骨組織再生を目指した研究
が多く進められている。骨再生を達成す
るためには、骨組織の発生を広い観点か
ら理解することが重要である。20 世紀後
半から急速に進んだ分子生物学的検討に
よって、骨組織発生に関与する分子メカ
ニズムはかなり理解が進んでいるが、こ
れら研究の多くは化学的因子（増殖因子、
サイトカインなど）がどのようにトリガ
ーとなって他の分子に作用し、細胞内あ
るいは核内シグナルへと変換されていく
か、ということを中心に研究されてきた。
ところが、実際の生体では化学的因子だ
けでなく、機械的刺激や周囲基質の物性
など物理的因子が時間空間的に変化し、
これらも骨組織発生に大きく関与してい
る。 
 近年、機械的刺激に関しては、種々の
機械的刺激デバイスを応用しメカノトラ
ンスダクションといわれる、機械的刺激
に対する分子発火メカニズムの検討や理
解が進められている。しかし、物理的因
子は単にメカノレセプターといわれる分
子に関与しているだけではない。例えば、
周囲基質の物性（堅さや基質濃度）は、
メカノレセプター分子との関与に加え、
種々の化学的因子の分布や分散、濃度勾
配形成などにも関与する。ところが、こ
のような物理的因子と化学的因子の複合
的関与を検討するための適切な in vivo、
in vitro のシステムは、ほぼ無いのが現状
である。 
 ハイドロゲルは親水性高分子鎖が水を
含み膨潤したものであり、生体内環境と
近く、また、高分子の濃度変化により容
易にゲル物性を制御できる。さらに化学
修飾および修飾量制御により、種々の機
能性ドメインやその分布制御も可能であ
る。申請者はこれまでに、ゲル堅さ環境
の変化を利用した骨芽細胞機能変化や唾
液腺分岐形態変化などの検討を進め、ハ
イドロゲル材料のこれら研究への有用性
を示している。今回、上記問題の解決策
として、骨組織発生周囲の物理化学的環
境を in vitro にて再現できる新規機能性
ハイドロゲルの創製と利用を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、硬組織発生周囲における物
理化学的性状の理解を進めたうえで、機
能性ハイドロゲルを創製し、骨組織発生
周囲の物理化学的環境を in vitro で再現
することを目的に研究を進めた。具体的
には、①マウス骨組織の発生過程の物理
化学的性質の詳細検討、②生体活性ドメ
インを導入した高分子鎖の合成とゲル化、
③合成した機能性ゲルの物理化学的特性
評価と最適化、④機能性ゲルを基盤とし

た骨系細胞、骨器官の培養と有用性検討、
といった研究の遂行である。 
 
３．研究の方法 
硬組織発生部位における物理化学的性状
を理解するため、マウス大腿骨の二次骨
化中心部分の検討を進めた。具体的には、
生後マウスの大腿骨を経時的に採取し、
マイクロ CT による撮影、ならびに組織切
片を用いた観察を行った。さらに、組織
切片における特殊染色（II 型コラーゲン
や X型コラーゲン、Sox9、ALP、CD31、CD44
など）によりタンパク質発現を検討した。
マイクロ CT から得られた三次元データ
を基にして、骨幹長、骨幹部断面におけ
る石灰化部面積などの変化も経時的に定
量的に評価した。さらなる検討として、
SEM、TEM による石灰化結晶部の微細構造
観察を行うとともに、EDS を用いた元素
分析も行った。また、微小なデバイスを
自作、採取した骨組織への応力負荷を行
い、同部の機械的性質評価も行った。 
上記方法を通じて、得られた結果をもと
に、物理化学的特性を再現したハイドロ
ゲルを作製した。具体的にはアガロース
ゲルを基材にその濃度を制御することで
堅さの異なるハイドロゲルを作製した。
堅さ範囲は発生初期の胎児堅さである約
1 kPa から類骨の堅さである 200 kPa の
範囲である。作製したゲルについては微
小メカニカルテスターを用いて、物性計
測を行った。 
また、ゲルへの機能性ペプチド導入も進
めた。具体的にはフィブロネクチンの接
着性ドメインである RGD、また、最近細
胞スフェロイド作製に有効であることが
示された KP24、これら２つのペプチドを
モデルペプチドとして使用した。基盤ゲ
ルとしてはアルジネートゲルを使用、こ
のゲルにカルボジイミド化学を用いて、
カルボキシ基とアミノ基との共有結合を
誘導、ペプチド導入アルジネートゲルを
作製した。ペプチド導入については、ア
ミノ酸分析装置をもとに定量化を行った。 
これらゲルを用いて、組織生成について
の検討も行った。具体的には骨組織の成
長変化、および唾液腺組織の成長変化に
ついての検討を行った。 
 
４．研究成果 
採取したマウス大腿骨を基にマイクロ
CT により三次元データを取得した。さら
にそのデータを基に、様々な変化を定量
化した。例えば、E13 から出生、さらに
出生後２週間に至るまで、骨幹長の断続
的な増加が認められ、断面部石灰化面積
の増加が認められた。しかし、出生を境
に一時的な断面部石灰化面積の急激な減
少を認めた。これは出生後の骨髄形成増
加にともない生じているものと考えられ



た。断面二次モーメントの算出から、興
味深いことに、この時期における結晶性
向上にともない、骨としての強度は維持
されていたことが確認された。 
また、二次骨化中心石灰化生成部位にお
けるさらなる物理的、化学的、生物学的
理解を深めた。その結果、マウス大腿骨
の骨端部における内軟骨骨化の最初期石
灰化は生後 5.5 日頃に生じ、その部位は
前後的に中央、近遠心的に少し近心側で
あることが明らかとなった。この部位に
おける石灰化を詳細に検討したところ、
この部位における石灰化は当初、非晶質
のリン酸カルシウムであり、石灰化球の
成長にともない、結晶化が進むことがわ
かった。また、この部位における pH も
全体としては弱アルカリ性の可能性が示
唆された。 
これら結果を基に作製したハイドロゲル
を用い、単離した生体組織の培養を行っ
た。大腿骨を堅さの異なるゲルの中で培
養したところ、ゲルの堅さ違いによって、
大腿骨の長軸方向への成長は有意な差が
認められなかった。一方で、2-60 kPa の
範囲のゲル堅さ環境において、コントロ
ールとして用いた浮遊状態の場合と比較
して、有意に高い石灰化の促進が認めら
れた。また、10 kPa 程度の堅さのゲルを
用いることで石灰化は最も促進した。こ
の石灰化促進メカニズムの検討を目的に、
採取した組織の染色を行ったところ、石
灰化が促進された二次骨化中心部分にお
ける軟骨細胞肥大化の促進が確認された。
また、II 型コラーゲンの発現は認められ
る一方で、I 型コラーゲンの発現は認め
られなかったことから、昨今いわれてい
る、軟骨細胞の骨芽細胞へのトランス分
化については、この初期の段階において
は起こっていないことが確認できた。ま
た、機能性ペプチドを導入したゲルでは
現段階では軟組織である唾液腺組織の細
胞凝集塊促進、さらに成長促進が認めら
れており、以降、骨組織への成長影響に
ついても検討を進める予定である。 
このように、本研究では、硬組織生成周
囲の詳細な物理化学的特性を理解し、そ
れを材料を基に再現することで、新たな
in vitro 用組織成長制御システムの構築
につながる結果を得ることができた。 
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