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研究成果の概要（和文）：移植後に、骨再生を賦活化するための周囲組織細胞の足場として機能する骨補填材を
開発するために、3種の焼成条件の炭酸含有アパタイト骨補填材を作製し、CA上での細胞の動態解析、動物モデ
ルへの移植実験を行った。その結果、700℃で焼成したCAが細胞接着や細胞増殖を促進し、骨芽細胞分化誘導能
を示し、破骨細胞分化にも適した足場であると同時に、破骨細胞による吸収を受け得る材料であることが示唆さ
れ、骨再生を賦活化する材料として有望であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a novel bone substitute material that functions as a 
adequate scaffold of recipient’s cells and activates bone regeneration after transplantation, 
carbonate-containing apatite (CA) bone substitute material of three kinds of sintering conditions 
was prepared. To estimate the effects of CA on the cellular activities, several experiments in 
culture and transplantation experiments on animal models were carried out. As a result, sintered CA 
at 700 ° C, promoted cell adhesion, cell proliferation, osteoblastic and osteoclastic 
differentiation. The CA also showed solubility by osteoclasts. These results suggested that our CA 
was a material with good potential for activating bone regeneration.

研究分野： 口腔生化学　細胞生物学　生体材料学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
咬合機能の維持は歯科において最も重要

な課題の 1つであり、歯の喪失に対する咬合
回復治療としてインプラントを用いた治療
の需要が増加している。しかし、支持骨量の
不足から自家骨移植が適用されるケースで
はドナーサイトの手術が必要であり患者へ
の侵襲と負担は決して小さいものではない。
そこで、代替材料として様々な人工骨補填材
が世界各国で研究され、水酸化アパタイト
(HA)、β-リン酸三カルシウム(β-TCP)など
の人工セラミックスや異種骨などが汎用さ
れている。しかし、周囲骨との結合不良や生
体内に残存するなどの問題が指摘されてお
り、骨と同様にリモデリングサイクルに組み
込まれ、骨に置換する骨補填材の開発が急務
である。このような背景から、我々は骨と同
等の炭酸イオンを含む炭酸含有アパタイト
(CA) を 開 発 し (Doi et al. JDR 1993, 
Bioceramics, 1998 他)、CA が骨伝導能を有
し、破骨細胞に吸収されうる生体吸収性材料
であることを示してきた（Doi et al. Biomed 
Mater Res, 1998. Kanayama, Doi et al. J 
Biomater Appli, 2011 他）。しかし、このよ
うな CA の特性がどのようなメカニズムによ
り説明できるのか、詳細な解析は行われてい
なかった。また、我々はこれまでの研究で、
CAは HAに比べ焼結温度を 400～500℃低下さ
せることができ、その結果結晶サイズが 1/10
程度となること、合成時の炭酸含有量および
予備加圧の有無、焼成温度によって残存炭酸
量が変化すること、マイクロ気孔を有する多
孔質体であることを報告してきた(図 5. Doi 
et al, Cells and Mater. 1997 他)。 
 
２．研究の目的 
 
申請者らが独自に開発した炭酸含有アパ

タイト（CA）は、これまでの研究で骨髄由来
間質細胞の増殖と骨芽細胞への分化を促進
し、破骨細胞の分化をも促進することが示唆
されている。この多様性に富む CA の特性に
は、炭酸含有量もしくは結晶性に依存した CA
の性状が細胞接着に関与し、その結果として
賦活化されたインテグリン依存性シグナル
伝達が寄与するものとの仮説を立てた。そこ
で本研究では CA を骨補填材として移植した
後に、細胞の足場としてどのような機能を発
揮するかに焦点を当て、シグナル伝達機構を
検討することで、CA と接着した細胞の応答メ
カニズムを明らかにして、CA 骨補填材の作製
条件の最適化を行い、骨再生を賦活化する新
たな CA 骨補填材の創製と実用化を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
焼結後の CA の性状と、細胞接着および増

殖・分化促進作用について、骨再生に関わる
細胞の接着に依存した応答メカニズムを明

らかにするために CAの理工学的解析と CA存
在下で細胞培養実験、動物モデルへの CA 移
植実験を以下のように行った。 
  

(1) 焼結後の CA の物性解析  
 予備加圧の有無、焼成温度、焼成時間の異
なる CA の残存炭酸含有量を測定した。さら
に、X 線回折による結晶性の解析、全反射レ
ーザー顕微鏡および走査型電子顕微鏡、マイ
クロ CT 装置を用いて表面性状、マイクロ気
孔率について詳細に解析した。また、CAの焼
成温度を 400℃から 700℃まで変化させ、圧
縮強さを測定した。 
 
(2) CA 上での培養細胞応答性 
 骨組織形成にかかわる細胞としてヒト骨
髄由来間葉系幹細胞（hBMSC）、ヒト脂肪組織
由来幹細胞（hASC）、ヒト歯髄由来幹細胞
（hDPSC）、ラット骨髄由来間葉系幹細胞
（rBMSC）、骨芽細胞（rOB）、ラット骨髄由来
細胞の混合培養系を用い、播種後 3時間での
細胞の形態観察による細胞接着の検討、播種
後 24時間から 48時間での細胞増殖の検討を
行った。培養には焼成温度の異なる CA ある
いは比較対象とする HA、β-TCP をコートし
た培養容器と無処理の対照培養容器を用い
た。また、上記の培養を行った後に RNA 試料
を抽出し、骨芽細胞マーカーおよびインテグ
リンの発現変化をリアルタイムPCR法で検討
し、タンパク試料を調整してウエスタンブロ
ット解析を行いMAPキナーゼのリン酸化とイ
ンテグリンの分子種を解析した。そしてイン
テグリン依存性接着を阻害するためRGDペプ
チドや中和抗体を用いて細胞接着への影響
を検討するとともに、蛍光染色による細胞の
形態観察、蛍光免疫染色による Vinculin の
局在、焦点接着斑キナーゼ(FAK)のリン酸化
と局在について検討した。 
 
(3) 最適化後の CA の骨再生能の検証 
（動物モデルへの移植実験） 
上記の結果、細胞活性を高め骨再生を賦活

化すると予想される焼成条件の CA と、比較
対象とする HA、β-TCP を動物に移植した群
および対照群を作製し、経時的にパラフィン
包埋切片を作製して以下の組織化学的・免疫
化学的解析を行い、in vitro細胞培養系の結
果を in vivoでも検討した。 
① HE 染色：骨補填材移植後の組織の経時的

な変化と、新生骨形成の有無、形成され
た新生骨の形態の詳細検討。 

②  免疫染色：移植後早期の切片について
は増殖細胞核抗原や KI-67 などの細胞増
殖マーカーの検出を、新生骨形成過程の
切片ではオステオカルシン、オステリッ
クス等の骨芽細胞マーカーの検出のため
それぞれの抗体を用いて免疫組織化学的
検討を行った。 

③ 酒石酸耐性酸性ホスファターゼ(TRAP)染
色：破骨細胞の検出 



４．研究成果 
 
(1)焼成後の炭酸含有アパタイト（CA）の
物性解析、(2)CA 上での培養細胞の応答
解析、(3)動物モデルへの移植実験から以
下の結果を得た。 
 
(1) 焼成温度、焼成時間、予備加圧の有
無など異なる条件下で CA を焼成し、X線
回折、SEM 観察、全反射レーザー顕微鏡
観察による結晶性の解析と FTIR、熱量分
析による残存炭酸含有量についての解析
を行った結果、高温で焼成するほど結晶
性は向上するが水酸化アパタイトに比べ、
その結晶成長は 1/10 程度であること、低
温焼成のものは表面がより塑像であると
の結果を得た。また、焼成温度、時間に
よって残存炭酸含有量が異なり、炭酸含
有量が少ないCAでは直径数μm程度のマ
イクロポアが観察された。一方、炭酸含
有量の多い低温焼成 CA の圧縮強さは 5 
MPa を下回っており、報告されているヒ
ト海綿骨の圧縮強さと同程度かそれ以下
であった。 
 
(2) CA 上での細胞培養系による評価で
は、ラット骨髄由来間質細胞、ヒト骨髄
由来間質細胞、いずれも低温焼成の CA 上
で Vinculin 陽性焦点接着班が顕著にみ
られ、細胞増殖が促進されていた。また、
低温焼成 CA 上の細胞で ERK1/2 のリン酸
化が顕著であり、インテグリン中和抗体
添加で ERK1/2 のリン酸化と初期接着細
胞数が顕著に低下した。 
同様に、脂肪組織由来幹細胞、歯髄由来
幹細胞でも低温焼成の CA 上で Vinculin
陽性焦点接着班が顕著にみられ、細胞増
殖が促進された。 
次いで、骨芽細胞様細胞への分化につ

いて検討したところ、いずれの細胞でも、
高温焼成 CA および水酸化アパタイト
(HA)上の細胞でp38 MAPKのリン酸化が顕
著であり、ALP 活性の上昇、骨芽細胞分
化マーカー遺伝子の mRNA 発現上昇が顕
著にみられ、p38 MAPK 経路の阻害剤でこ
れらが顕著に低下したことから、骨芽細
胞様細胞への分化については、CA や HA
の高い結晶性とp38 MAPK経路が関与して
いる可能性が示された。 
特に細胞接着では CA の結晶性や表面

性状がインテグリン依存的な細胞接着に
寄与していると考えられ、リアルタイム
PCR およびウエスタンブロットにてイン
テグリンの発現を検討したところ、αv
β3 インテグリンの発現上昇が顕著であ
った。 
さらに、hBMC を用いたインテグリン阻

害の系で、ERK1/2 経路が関与する細胞増
殖および p38MAPK 経路が関与する骨芽細
胞様細胞への分化が阻害され、特に

ERK1/2経路の阻害が顕著であった。また、
細胞増殖では一部 PI3K/Akt 経路の関与
も示唆された。一方、歯髄由来幹細胞
(hDPSC)では、インテグリン阻害による
p38MAPKのリン酸化の減弱等はみられず、
ERK1/2 経路の阻害が顕著であった。脂肪
組織由来幹細胞(hASC)では細胞増殖、骨
芽細胞様細胞への分化ともに前記 2 種の
幹細胞と比較して緩慢であり、インテグ
リン阻害の有無による顕著な差はみとめ
られず、細胞種により応答性が異なるこ
とが示された。 
 
(3) 培養系の結果では、細胞接着、細胞
増殖には低温焼成の CA が有利であった
が、骨芽細胞への分化誘導では高温焼成
の CA が優れていたことから、焼成温度を
400℃、550℃、700℃と 3 段階に設定し、
動物モデルを用いた CA の骨再生能を検
討した。その結果、術後 7 日でそれぞれ
の骨補填材周囲に母床骨から細胞が進入
し、とくに 700℃焼成 CA 填入群では増殖
細胞のマーカーと ERK1/2 のリン酸化共
陽性細胞が多数みとめられた。一方、圧
縮強さが低値であった 400℃焼成および
550℃CA群ではCA周囲に多数の好中球浸
潤がみられた。 

 
そこで、CA を 700℃焼成群に絞り、長

期的に観察した。術後 21 日では、他の骨
補填材と比較して700℃焼成CA周囲に骨
芽細胞の分化マーカーであるオステオカ
ルシン陽性細胞が多数みられ、また、こ
れらの細胞の多くがリン酸化p38 MAPK陽
性であり、培養系で得た結果を支持する
結果を得られた。 
また、術後3か月から6か月では、700℃

焼成 CA 填入群で TRAP 陽性細胞が顕著に
検出された。そこで、破骨細胞分化誘導
培養系での検討も行い、他の骨補填材と
比較して、CA を用いた群で、TRAP 陽性細
胞、カテプシン K 活性陽性のアクチンリ



ングをもつ多核の巨細胞が顕著にみられ
た（図 1）。さらに、CA 存在下で M-CSF，
RANKL を含有する破骨細胞への分化誘導
を行った系では、培地中のカルシウムお
よび無機リンの濃度が有意に上昇し、さ
らに、CA は非接触条件で、hBMSC および
hASC の遊走も促進した。 
 
以上の結果から、物性を考慮して CA の

焼成条件は 700℃が最適であり、既存の
骨補填材であるHAやβ-TCPと比較して、
細胞接着や細胞増殖を促進し、骨芽細胞
分に関しても HA と同等の分化誘導能を
示し、破骨細胞分化にも適した足場であ
ると同時に、破骨細胞による吸収を受け
得る材料であることが示された。 
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