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研究成果の概要（和文）：先天性骨欠損および大規模骨欠損の治療には、異所性骨形成能（骨誘導能）を有する
材料が有用である。骨誘導のメカニズムは未だ明らかにされていないが、リマクロ気孔とマイクロ気孔を兼ね備
えたリン酸カルシウム材料では骨誘導が生じやすいことが知られている。本研究では、一軸連通気孔を有し、マ
イクロポア含有率が高い炭酸アパタイトハニカムスキャフォールドを用いて骨誘導メカニズムを解明に取り組ん
だ。埋植2週目までにフィブリンの濃縮が起こり、3週目までにTRAP陽性・RAM11陽性細胞が出現し、コラーゲ
ン・血管が形成した。4週目以降、オステオカルシン陽性細胞が増加し、12週目までに骨が形成した。

研究成果の概要（英文）：Scaffolds capable of inducing ectopic osteogenesis (i.e., osteoinduction) 
have the potential to treat congenital and massive bone defects. However, the mechanisms underlying 
osteoinduction remain elusive, largely because of rapid tissue changes occurring early in the 
process. Amodel with decelerated osteoinduction is, therefore, needed. Here, we developed carbonate 
apatite honeycomb scaffolds capable of osteoinduction in rabbit muscle, which inherently exhibits 
minimal osteoinduction. The key events observed were: (1) fibrin accumulation in scaffolds atweek 1;
 (2) appearance of TRAP- and RAM11-positive cells and formation of collagen fibers and blood vessels
 between weeks 2 and 3; (3) appearance of osteocalcin-positive cells and decrease in the number of 
TRAP-positive cells between weeks 3 and 4; (4) continuous proliferation of osteocalcin-positive 
cells at postoperativeweek 4 and formation of osteoid and mineralized tissues at weeks 8 and 12, 
respectively.

研究分野：生体材料学

キーワード： ハニカム　スキャフォールド　骨誘導

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はこれまで未解明であった骨誘導のキーイベントを組織学的に解明した。この成果は高い骨誘導能を有す
る材料の開発、さらには先天性骨欠損および大規模骨欠損の治療に貢献するものである。
また、本研究で開発したハニカムスキャフォールドは、骨誘導が生じにくいウサギにおいても骨誘導を引き起こ
した。この結果は、ハニカムスキャフォールドはこれまでは不可能であった大規模骨欠損の再建を可能にしうる
ことを示唆している。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

異所性骨形成誘導能を有するスキャフォールドは、先天性骨欠損症や大規模骨欠損症の治療
法として期待されている。しかし、骨誘導のメカニズムはまだ解明されていない。この機構の解
明を妨げている障害の一つに、骨誘導の初期に起こる重要なイベントに関する知見がないこと
が挙げられる。このキーイベントの理解が難しいのは、初期に起こる組織の変化が急速かつ劇的
で、観察する時間帯によって異なる事象が観察され、その結果、相反する結論が提唱されている
ためと考えられる。例えば、2015 年まで、骨誘導における破骨細胞の重要性に関するコンセン
サスは得られていなかった。あるグループは破骨細胞による足場の吸収によって局所的に上昇
したカルシウム濃度や、破骨細胞が産生する成長因子が骨形成に重要であると主張している。一
方で、別のグループは、破骨細胞は骨形成の前段階では一貫して観察されないことから、破骨細
胞は骨形成を誘導しないと主張している。 

骨誘導メカニズムを解明するためには確実に骨誘導を引き起こす材料が必要である。我々は
これまでに骨無機組成ハニカムスキャフォールドの作製に成功しており、この材料は従来の材
料よりも骨形成能が極めて高いことを明らかにしている[1-14]。このハニカムスキャフォール
ドを用いることで骨誘導を引き起こすことができ可能性がある。 

また、動物種により、骨誘導の発生のしやすさが変わるとの報告もある。小動物は大型動物に
比べ骨誘導が起こりにくく、ウサギでは特に骨誘導が生じにくいと報告されている。つまり、骨
誘導が生じにくいウサギを用いることで、骨誘導初期に起こる重要イベントを見落とさず、正確
に理解することができる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

骨誘導メカニズムの解明に向けて、骨誘導を確実に引き起こすハニカムスキャフォールドを
開発する。このハニカムスキャフォールドをウサギ筋肉内にインプラントした際に生じる細胞・
組織応答を病理組織学的解析により明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 硫酸カルシウムに水和物及びアクリルベースバインダーを混錬し、押出成形によりハニカム
グリーン体を作製した。得られたハニカムグリーン体を脱脂し、硫酸カルシウムハニカム材料を
作製した。次に、炭酸ナトリウム水溶液に浸漬し、ハニカム材料の組成を硫酸カルシウムから炭
酸カルシウムに変換した。最後に炭酸カルシウムハニカム材料をリン酸水素二ナトリウム水溶
液に浸漬し、炭酸アパタイトに組成変換した。 
 ハニカムスキャフォールドをウサギ筋肉内に埋植した。埋植から 1、2、3、4、8、12週後に材
料を摘出し、材料内に形成された組織を組織学的に解析する。組織学的解析は、組織切片のヘマ
トキシリン-エオシン（HE）、酒石酸耐性酸性フォスファターゼ（TRAP）、オステオカルシン（OC）、
抗ラビットマクロファージ抗体（RAM11）、マッソントリクローム（MT）、ヴィラヌエバ・ゴール
ドナー（VG）染色を行い、フィブリン、血管、破骨細胞、骨芽細胞、マクロファージ、コラーゲ
ン、成熟骨、類骨等の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
 骨誘導の発生ではスキャフォールドの組成よりも気孔構造の方が影響を与え、骨誘導能が高
いスキャフォールドの気孔構造は、マクロ気孔径が 108±1μm、ストラット厚さが 127±3μmで
あった（図 1）。ストラット内には平均 2.6μm のマイクロ気孔が存在していた。マクロ気孔体積
は 0.23 cm3/g、マイクロ気孔体積は 0.30 cm3/gであった。 
 生理活性条件（pH 7.3）におけるカルシウムイオンリリースは、7日間で 4%、14 日間で 7%で
あった。破骨細胞が産生する弱酸により作られる環境下（pH 5.5）では、1 日後 23%のカルシウ
ムが放出され、3 日間で 32%で
あった。 
 上記の特徴を有するハニカ
ムスキャフォールドをウサギ
筋肉内に埋植したところ、埋
植後 1 週時点でフィブリンが
蓄積しており、2 週目ではフ
ィブリンの濃縮が確認され
た。2 週目から 3 週目の間に
劇的に組織が変化しており、
血管及びコラーゲンがマクロ
気孔を通ってスキャフォール
ドを貫くように形成し、多数
の TRAP 陽性及び RAM11 陽性
細胞が出現した（図 2）。OC陽
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図 1. ハニカムスキャフォールドの(a)写真、(b)実体顕微鏡画像、(c)μCT 全
体図、(d)μCT 断面図、(e)SEM 像、(f, g)SEM 像の拡大図。#と＊はマクロ気

孔とストラットを示す。 



 

 

性細胞は確認されなかった（図 2）。4週時点でも血管は維持されており、3 週時点に比べてコラ
ーゲン量が増加した。OC陽性細胞が出現し、その一方で、TRAP陽性及び RAM11 陽性細胞が有意
に減少した。8週目でも血管とコラーゲンは維持されており、4週時点に比べて OC 陽性細胞が有
意に増加し、一方で、TRAP 陽性及び RAM11 陽性細胞は有意に減少した。さらに 4 週目まででは
見られなかった類骨が形成していた。8週目から 12週の間に血管、コラーゲン、OC 陽性細胞が
増加したが、TRAP陽性及び RAM11 陽性細胞数には変化がなかった。12週時点で石灰化骨が確認
された（図 3）。以上のすべての組織学的変化はスキャフォールドの端部の方が中心部よりも顕
著にみられた。 
組織学的解析から求めた TRAP 陽性細胞数/mm2、RAM11 陽性細胞数/mm2、OC陽性細胞数/mm2、血

図 2. 3 週時点の組織学的所見：(A-C)HE, (D-F) MT-, (G-I) OC-, (J-L) TRAP-, (M-O) RAM11-, (P-R) VG 染色所見。B, 

E, H, K, N, Q はスキャフォールド端部領域の I, III, V, VII, IX, XI の拡大図。C, F, I, L, O, R は スキャフォールド中心部
の領域 II, IV, VI, VIII, X, XII の拡大図。E と F の青色部分はコラーゲンファイバーを示す。H 及び I において、OC 陽性
細胞（茶染色）を赤印で示す。K 及び I において、TRAP 陽性細胞（赤/紫染色）を白印で示す。N 及び O において、

RAM11 陽性細胞（茶染色）を黄印で示す。*と#はスキャフォールドのストラットとマクロ気孔を示す。BV は血管
を示す。 



 

 

管径、コラーゲンファイバー面積割合、石灰化骨面積割合の経時変化を図 4 にまとめる。これら
の結果は、埋植後 2週目から 4週目にかけて、1 週間ごとに細胞・組織応答が劇的に変化するこ
とを明確に示している。 
 以上の知見はTRAP陽性及びRAM11陽性細胞がコラーゲン及び血管形成に重要な役割を果たし、
この細胞によるスキャフォールドの分解とともにカルシウムやリン酸イオンが放出され、間葉
系幹細胞の骨芽細胞への分化及び骨形成が導かれることを示唆している。本研究では、材料埋植
後の初期に大きく変化する細胞・組織応答を明らかにし、骨誘導を導く重要な組織学的イベント
を解明することができた。この知見は高い骨誘導を示す材料の開発に貢献するものであり、大規
模骨欠損症の治療に役立つことが期待される。 

図 3. 12 週時点の組織学的所見：(A-C)HE, (D-F) MT-, (G-I) OC-, (J-L) TRAP-, (M-O) RAM11-, (P-R) VG 染色所見。
B, E, H, K, N, Q はスキャフォールド端部領域の I, III, V, VII, IX, XI の拡大図。C, F, I, L, O, R は スキャフォールド中

心部の領域 II, IV, VI, VIII, X, XII の拡大図。E と F の青色部分はコラーゲンファイバーを示す。H 及び I において、
OC 陽性細胞（茶染色）を赤印で示す。K 及び I において、TRAP 陽性細胞（赤/紫染色）を白印で示す。N 及び O
において、RAM11 陽性細胞（茶染色）を黄印で示す。Q 及び R において、類骨（赤染色）を Os、石灰化骨（緑

染色）を MB と示す。*と#はスキャフォールドのストラットとマクロ気孔を示す。BV は血管を示す。 
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