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研究成果の概要（和文）：本研究ではミネラル結晶とその三次元的な配置が細胞の分化に及ぼす影響を調べ石灰化組織
形成におけるミネラル成分の役割を検討した．骨芽細胞の分化はリン酸カルシウムが誘導する化学的環境に左右される
こと，三次元的な培養環境下ではリン酸カルシウムの結晶相および細胞が接着するマトリクス材料のひずみ量に依存す
ること，また，骨および骨関連組織の再生はマトリクス材料への結晶の分散性と関係することから，石灰化組織ではミ
ネラル結晶が組織形成に重要な役割を持つことを解明した．

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to investigate whether the arrangement of calcium 
phosphate mineral crystals in the matrix scaffold affects the cellular activity around the crystals, 
including the differentiation from the precursor cells, in the mineralized tissue formation. It was 
apparent that the differentiation of mouse bone marrow derived stromal cells is controlled by the 
chemical environment associated with the crystals, that the differentiation of murine bone marrow derived 
mesenchymal stem cells is controlled by the crystal phase and the amount of strain of the matrix around 
the cells, and that the tissue formation, including the formation of the mineralized tissue and the 
bone-related non-mineralized tissue, is controlled by the dispersion condition of the crystals in the 
matrix scaffold material. The presence and the characteristics of the mineral crystals could be a factor 
to control the mineralized tissue formation.

研究分野：バイオマテリアル，骨再生
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１．研究開始当初の背景 
骨をはじめとする石灰化組織において無
機のリン酸カルシウムミネラル成分が組織
の形成や再生の過程にどのように関わって
いるか，ミネラル成分の配置やマトリクス材
料の構成，また細胞の三次元培養の視点で検
討する試みはなされていなかった．また，工
学的に制御された細胞に対する化学的・物理
的な刺激の影響は十分に明らかになってい
なかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では生体の硬組織形成関連細胞と
人工合成のミネラル成分との相互作用を生
体外で三次元的に培養して生体を模倣する
モデルを構築し，これにより細胞のミネラル
成分が細胞の活性に与える影響を検討する
ことを目的とした．その上でミネラル成分の
生体内における役割解明を目的とし，人工合
成のミネラル成分とマトリクス材料を工学
的に制御して作製し，生体内に埋入した場合
の組織応答性を解析して硬組織および硬組
織関連細胞の再生に及ぼす影響を検討した． 
 
３．研究の方法 
（１）２次元（平面）で人工合成ミネラルと
相互作用する細胞の機能解明 
人工合成のリン酸八カルシウム（OCP）を
培地内に浸漬した際に達する平衡濃度を培
地のカルシウムおよびリン酸の濃度を調節
して模倣する調整培地を作製した．この培地
内でマウス骨髄由来間質細胞株 ST-2 を用い
て骨芽細胞の分化に及ぼすカルシウムとリ
ン酸の分化を検討した．また OCP コーティン
グ上でのST-2細胞の分化も調べた．さらに，
硬組織関連細胞としてラット歯髄由来細胞
およびマウス軟骨芽細胞株 ATDC5 の OCP コー
ティング上での分化も同様に解析した．コー
ティング方法は先に骨髄由来間質細胞株の
骨芽細胞分化研究で確立した方法（Suzuki O 
et al. Biomaterials 27:2671-2681, 2006）
を用いた． 
 
（２）３次元細胞塊（スフェロイド）培養デ
バイスの開発 
より生体内に近い状態を再現するために
スフェロイド形成デバイスを開発した
（Anada T et al. Biomaterials 33:8430-8441, 
2012）．このデバイスはポリジメチルシロキ
サン（PDMS）薄膜を用いるため酸素透過性を
有する培養デバイスである．また約 500 個の
ディンプル状のスフェロイド形成部位（直径
1.0 mm，深さ 1.0 mm ）を有し，ディンプル
上の細胞懸濁液からディンプル内で細胞が
凝集して比較的均一なスフェロイドが形成
できるよう設計した．酸素透過性デバイスの
有効性について酸素要求性の肝癌細胞株
HepG2 を培養して検討した． 
 
（３）スフェロイドを用いた人工合成ミネラ

ルと相互作用する細胞の機能解明 
マウス骨髄由来未分化間葉系細胞株 D1 細
胞のスフェロイドと人工合成ミネラルとの
複合体を作製し，三次元的な細胞組織体中の
細胞の分化に及ぼす人工合成ミネラルの影
響を調べた．セラミックス材料であるハイド
ロキシアパタイト（HA）およびβ-TCP（β
-TCP），また OCP の 200 メッシュ顆粒を D1 細
胞（1×106個）と混合しスフェロイド培養デ
バイスにて分化培地中で７日間培養した後，
光学顕微鏡でスフェロイドサイズを観察，ま
た細胞のDNA当たりのアルカリフォスファタ
ーゼ（ALP）活性を比色法にて評価した． 
 
（４）水和ゲル内に配置した人工合成ミネラ
ルと細胞の複合体における細胞機能解明 
 マウス骨髄由来間質細胞株 ST-2 および OCP
をアルギン酸のゲルビーズに封入し，ST-2 細
胞の分化に及ぼす影響を解析した．0wt%から
3wt%となるように OCPの 200 メッシュ顆粒お
よび ST-2 細胞（1×106個/ml）を 0.7wt%アル
ギン酸ナトリウムゲルと混合し塩化カルシ
ウム溶液に滴化してビーズを作製した．ビー
ズを 14日間まで培養し ST-2 細胞の骨芽細胞
への分化を調べた． 
 
（５）人工合成ミネラル・マトリクス複合体
の変形が及ぼす播種細胞への影響の評価 
マウス骨髄由来未分化間葉系細胞株 D1 細
胞を 40wt%の OCP 顆粒を分散させ架橋により
成形したゼラチンスポンジの円筒状ディス
ク（外径 9mm，厚さ 5mm）にディスク当たり 1
×106個の密度で播種した．0.75Hz 周期で一
軸に上下運動するクロスヘッドを有するひ
ずみ負荷装置を作製して 20，40，60%の変位
を１日当たり 4 時間，7 日間与える環境で培
養した．その後，骨芽細胞の分化マーカー遺
伝子の発現をリアルタイム PCR で分析した．
実際に細胞に負荷されるひずみ量を推定す
るためにディスクの力学的性質を基に
finite element method （FEM）による変形
解析も行った． 
 
（６）人工合成ミネラル・マトリクス複合体
による骨および骨関連組織の修復能の評価 
 ミネラル成分をマトリクス中に均一分散
した骨欠損補填材を作製し，ミネラル成分の
マトリクス材料中における配置の影響を調
べた．ゼラチン水溶液中でリン酸カルシウム
を析出させて 24wt%から 40wt%の OCP を含有
する共沈 OCP／ゼラチン複合体を得た．複合
体中の結晶の性状を X線回折（XRD），フーリ
エ変換赤外分光法（FTIR），透過型電子顕微
鏡（TEM）観察，制限視野電子線回折（SAED）
にて解析した．複合体の気孔サイズおよび気
孔率を水銀圧入法により評価した．また，直
径 9mm，厚さ 1mm の複合体ディスクを架橋に
よって成形し，Wistar 系ラット頭蓋冠に作製
した 9mm 径の臨界径骨欠損に最長 16 週まで
埋入して脱灰標本を作製し，組織形態計測学



的に骨再生率を調べた．さらに，40wt% OCP
含有ゼラチン複合体を家兎の肩腱断裂部に 8
週間埋入し，脱灰標本にてシャーピー線維の
存在比率を指標として再生能を調べた．また，
マウス骨髄由来間質細胞株 ST-2 の細胞接着
性を調べた． 
 
４．研究成果 
（１）平面培養された細胞分化に及ぼす人工
ミネラルの化学環境の影響 
 ST-2細胞はOCP上でp38シグナル伝達経路
を介して分化が促進されること，また，この
活性化にはOCPが誘導するカルシウムイオン
の濃度変化が関わることが明らかとなり，ミ
ネラル結晶の化学的要因が細胞機能に影響
を及ぼすことを明らかにした（Nishikawa R 
et al. Dent Mater J 33:242, 2014）．ラッ
ト歯髄由来細胞では対照材料である HA と比
較して ALP，dentine sialophosphoprotein 
(DSPP), dentine matrix protein-1 (DMP-1)
のｍRNA 発現の増大が確認され，象牙芽細胞
への分化促進が認められた（Wang X al. J 
Tissue Eng Regen Med 9:1310, 2015）．一方，
マウス軟骨芽細胞株 ATDC5 は OCP との直接接
触により Col2a1 および Sox6 のｍRNA 発現が
抑制されることから，ミネラル相は軟骨細胞
への分化に抑制的に作用することが明らか
となった（Shibuya I et al. Cell Tissue Res 
352:401, 2013）． 
 
（２）三次元的な培養環境における細胞分化
に及ぼす人工合成ミネラル相の影響 
 作製した酸素透過性スフェロイド培養デ
バイスによるHepG2細胞の培養検討からスフ
ェロイド中心部の低酸素状態を回避でき，よ
り大きなスフェロイド形成が可能となるこ
とがわかった（Anada T et al. Biomaterials  
33:8430, 2012）．この培養デバイスにてスフ
ェロイドとリン酸カルシウムの複合体形成
が可能となり，また，HA，β-TCP，OCP のう
ち，OCPが最も骨芽細胞分化の指標となるALP
活性を促進することがわかった（Anada T et 
al. Regen Therapy 3:58, 2016）．アルギン
酸ゲルビーズで ST-2 細胞が維持されるだけ
でなく，3wt%の OCP を含むことで ALP 活性の
増大が認められた．細胞の三次元的環境にお
けるミネラル相が与える影響が確認できた
（Endo K et al. Biomed Mater 10:065019, 
2015）． 
 
（３）人工合成ミネラル／マトリクス材料の
変形が細胞分化に及ぼす影響 
 OCP／ゼラチン複合体は多孔構造であり
500μm程度の気孔を含んでいた．FEM による
変形解析では変形負荷量依存的に上面と側
面により大きな圧縮力が負荷され，複合体の
ディスク内で不均一に応力が分布していた．
接着細胞に均一な力学的刺激は負荷されな
いことになるが，生体内への埋入では過去の
研究からこのような力学的刺激が想定され

た（Suzuki Y et al. J Dent Res 88:1107, 
2009）．マウス骨髄由来未分化間葉系細胞株
D1細胞の増殖は変形量によらず 3日および 7
日間までの培養で同等であった．一方，3 日
におけるALP活性はひずみ量依存的に低下し
た．しかしながら，骨芽細胞の分化を示すオ
ステオポンチンおよびオステオカルシンに
はひずみ量による分化の違いが見られ，ミネ
ラル相が有する分化促進には適度な力学刺
激が関係する可能性が示唆された（Yamada M 
et al. Sens Actuators B Chem, 220:125, 
2015）． 
 
（４）人工合成ミネラルのマトリクス材料へ
の分散状態が骨および骨間連組織の修復に
及ぼす影響 
 作製した共沈 OCP／ゼラチン複合体は多孔
構造を有しており，OCPの含有量によらず90%
以上の気孔率を有していた．また，500μm程
度の気孔とそれよりも小さい気孔を含んで
いた．共沈による結晶は板状の形態を有して
おり，XRD，FTIR，TEM，および SAED による
分析からゼラチン中の結晶含有量によらず
OCP 結晶相が検出された．ラット頭蓋冠骨欠
損埋入あるいは家兎肩断裂腱部位への埋入
による骨再生の検討では，複合体の吸収に関
連すると考えられる新生骨の再生あるいは 3 
型コラーゲンの再生が認められた（Itoigawa 
Y et al. J Shoulder Elbow Surg 24:e175, 
2015；Handa T et al. Acta Biomater 8:1190, 
2012）．ST-2 細胞の 1 日までの培養では OCP
の含有量によらず播種細胞の 60-70%程度の
接着が確認された（Handa T et al. Acta 
Biomater 8:1190, 2012）．以上より，結晶の
分散性が及ぼす効果が示唆された． 
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