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研究成果の概要（和文）： 

 骨や歯に存在する生物学的アパタイトは、Ca の他に Mg や Na, K などの種々のミネラルを含
んでおり、その結晶構造中に多くのナノレベルの欠陥を持っている。本研究では、ナノ欠陥構
造と生物学的アパタイトの生体活性との関連性を明らかにするため、モデル材料として骨ミネ
ラルを含んだ水酸アパタイトセラミックス(bone HAp セラミックス)を作製した。そのナノ構造
を高分解能透過型電子顕微鏡により観察したところ、骨ミネラルを含まない純粋な HAp セラミ
ックスよりも欠陥や歪みをより多く含んでいることを明らかにした。さらに、ラット由来の骨
芽細胞を bone HAp および純粋な HAp セラミックス上に播種し、骨芽細胞の生体活性（分化レ
ベル）を調べた結果、ナノ欠陥構造をもつ bone HAp は純粋な HAp よりも高い活性を持つことが
分かった。この bone HAp セラミックスは次世代の人工骨として期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Biological apatite presented in bone and teeth of mammals contains various minerals, 

and has lots of defects with nano-scale sizes in the crystal structure.  In the present 
study, we fabricated hydroxyapatite ceramics including bone minerals (bone HAp ceramics) 
as model materials to clarify the relationship between nano-defect structure and 
bioactivity of biological apatite.  The results of high-resolution transmission electron 
microscope (HR-TEM) revealed that bone HAp ceramics contained more defects and strains 
compared to pure HAp ceramics.  In addition, osteoblasts derived from rat bone marrow 
cells were seeded on bone HAp ceramics, together with pure HAp ceramics as a control.  
The bone HAp ceramics promoted the differentiation into osteoblast compared to pure HAp 
ceramics.  The present bone HAp ceramics may be expected as next-generation artificial 
bone graft. 
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１．研究開始当初の背景 

他の先進国よりも急速に超高齢社会に突
入する我が国においては、骨粗鬆症などの疾
患に対する高度先進医療を実現することが
急務な課題である。現在、骨欠損部の補填に
は自家骨や水酸アパタイト(Ca10(PO4)6(OH)2; 
HAp)などのバイオセラミックスが臨床的に
利用されている。 

自家骨は骨芽細胞の存在しないところに
骨を形成する「骨誘導能」を有するため優れ
た骨癒合が得られる反面、健常部位からの採
取に伴う二次的な侵襲や採取量の限界など
の問題がある。一方、水酸アパタイトはいつ
でも誰でも利用できる人工材料であり、既存
材料の中では最も優れた生体活性（インプラ
ント時にホストの骨と直接結合する性質）を
示すが、「骨誘導能」が欠如しているため、
確実な骨癒合が得られないという問題があ
る。そのため、アパタイトは骨芽細胞の存在
するところに骨が形成される「骨伝導能」を
もつ材料として位置づけられている。 
 
２．研究の目的 

自家骨中のアパタイトと人工的な水酸ア
パタイトとの相違点のなかで、研究代表者は
「自家骨中のアパタイトのもつナノ欠陥構
造が骨誘導性を誘起しているのではないか」
と着目している。本研究では、まず、「ナノ
欠陥構造と生体活性との関連性」を明らかに
し、その研究成果をもとに既存材料にナノ欠
陥構造を導入するプロセスを開発し、将来的
には高度医療に貢献する新しい「骨誘導能を
備えた次世代型バイオセラミックスの創製」
につなげることを目的とした。 

より具体的には、本研究は、次の 3つの課
題、すなわち、i) ナノ欠陥構造による生体
活性発現メカニズムの解明、ii) ナノ欠陥構
造の導入プロセスの構築および iii) 骨誘導
能をもつバイオセラミックスの開発からな
る。これらの研究課題は概ね 1)から 3)の順
で実施し、「モデル材料の創製から生物学的
評価による生体活性の発現まで」を一貫して
推進する計画である。 

本基盤研究(C)では、特に i)の「ナノ欠陥
構造による生体活性発現メカニズムの解明」
に注力し、「モデル材料」すなわち、ナノ欠
陥構造を備えた骨ミネラル含有アパタイト
(bone HAp)セラミックスの創製およびその生
体活性評価を実施した。より具体的には、水
酸アパタイト(HAp)にナノスケールの格子欠
陥を与えるために、生体骨中のアパタイトに
含まれる種々のイオン(ミネラル)を含有さ
せた bone HAp セラミックスおよび純粋な HAp
セラミックスを試製し、その超微細構造を高
分解能透過型電子顕微鏡(HR-TEM)で観察し
た。さらに、bone HAp セラミックスおよび純

粋な HApセラミックス上にラット骨髄由来の
間質系細胞（未分化間葉系幹細胞）を播種し、
その骨芽細胞への分化誘導について検証し
た。以下、研究の方法と得られた成果につい
て記載する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Bone HAp セラミックスの作製とその評価 
出発物質として Ca(OH)2, MgCl2･6H2O, NaCl, 

KCl, H3PO4, NH4F および(NH4)2CO3 を用い、湿
式法により骨ミネラル含有アパタイト粉体
(Bone HAp 粉体)を合成し、37 ˚C にて 3日間
熟成した（T. Fujino and M. Aizawa, Archives 
of BioCeramics Research, 7, 
175-178(2007).）。濾過・乾燥後、得られた
粉体を水蒸気を含む二酸化炭素雰囲気下に
て 800 ˚C, 1 h 仮焼した。それをボールミル
粉砕したのち、一軸加圧成形（質量0.30 g, 直
径 10 mm, 厚さ 2-3 mm, 成形圧 100 MPa）を
行い、得られた粉体を水蒸気を含む二酸化炭
素雰囲気下にて 1000 ˚C, 1200 ˚C および
1300 ˚C で 5 h 焼成した。また、同様なプロ
セスで、Control である純粋水酸アパタイト
(pure HAp)セラミックスを作製した。 
得られたセラミックスは、粉末 X線回折測

定(XRD)、フーリエ変換型赤外分光光度法
(FT-IR)、走査型電子顕微鏡(SEM)、高分解能
透過型電子顕微鏡(HR-TEM)、エネルギー分散
型 X 線回折分析(EDX)およびラマン散乱測定
(Raman)を用いて特性評価を行った。 
 
(2) Bone HAp セラミックス上で培養した骨芽
細胞の分化誘導 
4週齢の Wistar rat から骨髄間質細胞を採

取し、培養液として標準培地（α-MEM + 10% 
FBS）を培養液として用いて、必要細胞数が
得られるまで培養した。3×104 個 cells/ ml
の骨髄間質細胞を各材料（Pure HAp，Bone 
HAp）およびコントロール（12 孔プレート）
に 2 mL ずつ播種した（n=9）。骨芽細胞に分
化誘導するため、培養 4日目に分化誘導培地
（α-MEM + 10% FBS + 10 nM Dexamethasone 
+ 1 mM β -glycerophosphate + 200 μ M 
ascorbic acid）に切り替えて一定期間培養
した。骨芽細胞への分化誘導後、培養 7 日，
14 日，21 日，28 日目に細胞を回収し、DNA
濃度，アルカリフォスファターゼ(ALP)活性，
オステオカルシン(OC)産生量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) Bone HAp セラミックスの作製とその評価 
得られた bone HAp セラミックスの相対密

度は、1000 ˚C 焼成では 94.5%、1200 ˚C 焼
成では 77.3%、1300 ˚C 焼成では 77.2%であ
り、1000 ˚C で焼成した場合に緻密体が得ら



 

 

れることがわかった。 
XRD により結晶相を調べたところ、1000 ˚

Cで焼成したセラミックスではHAp単一相が、
1200 ˚C および 1300 ˚C で焼成したセラミッ
クスでは HAp に加えて酸化カルシウム(CaO)
が認められた。また、FT-IR スペクトルから
はいずれの焼成条件でも OH-, PO4

3-および
CO3

2-確認され、これらのアパタイトは炭酸含
有であることがわかった。 
SEM による微細構造観察から、焼成温度が

高くなるにつれて粒成長をしていること、ま
た EDXスペクトルより添加したミネラルの存
在が確認された。その結晶粒の大きさは pure 
HAp セラミックスよりも bone HAp セラミック
スの方が小さいことがわかった。これは EDX
でミネラルの存在が確認されていることか
ら、添加したミネラルの一部が粒界に偏析し、
粒界の移動を抑制したためと考えられる。 

次に、マクロレベルでの欠陥構造を調べる
ため、代表的な pure HAp および bone HAp セ
ラミックスのラマンスペクトルを測定した。
いずれも OH-および PO4

3-の吸収が確認された
が、pure HAp と bone HAp の散乱ピークとを
比較すると、各々のピークの強度、本数が異
なっていることが明らかになった。これはOH-

が CO3
2-と置換して消失していること、PO4

3-が
ミネラルの置換により伸縮を起こしている
ためと考えられる。このことから、作製した
bone HApセラミックスにはミネラルが含有さ
れ、pure HAp と比較するとより多くの欠陥お
よび歪みが含まれていることが確認された。 

ついで、ナノレベルでの情報収集を目的と
して HR-TEM による観察を行った。図 1 はイ
オンスライサー(JEOL EM-09100IS)でおよそ
30-40 nm の薄片を作製し、カーボン蒸着した
ものを観察した結果である。さらに、TEM に
より 1000 ˚C焼成したセラミックスの内部観
察を行ったところ、結晶内に欠陥と歪みが確
認された。EDX による定性分析を行ったとこ
ろ、内部にも微量のミネラルが確認された。 

これらの結果は、本研究で作製された骨ミ
ネラル含有アパタイトセラミックスは水蒸
気を含む二酸化炭素雰囲気下で 1000 ˚Cで焼
成を行うと、アパタイト単一相の緻密体が得
られ、欠陥および歪みがそのアパタイト構造
に導入されていることを示している。この

bone HAp セラミックスをモデル材料として、
ナノ欠陥構造と生体活性との関連性を調査
した。 
 
(2) Bone HAp セラミックス上で培養した骨芽
細胞の分化誘導 
まず、各培養条件での細胞数を確認するた

め DNA 濃度を測定した。細胞培養 21 日目ま
では、12 孔プレートに骨髄間質細胞を播種し
た場合でも材料に播種した場合でも培養期
間が長くなるにつれて DNA 量が多くなり、培
養 21 日目以降は DNA 量にほとんど変化がみ
られなかった（Fig.2A）。このことから、骨
髄間質細胞が骨芽細胞へと分化誘導するた
め細胞分裂が抑えられるものの、未分化な細
胞は増殖し続け、培養 21 日目あたりで全て
の細胞が骨芽細胞へと分化するのではない
かと考えた。 
そこで、骨芽細胞の分化レベルと、Pure HAp

と Bone HAp の分化誘導能の違いをタンパク
質レベルで調べるため、ALP 活性値と OC 産生
量を測定した。各培養条件での単位 DNA あた
りの ALP 活性は、全ての培養期間において
Bone HAp に播種した細胞がもっとも高く、つ
いで Pure HAp に播種した細胞、12 孔プレー
トに播種した細胞の順に活性値が高かった
（Fig.2B）。このことから、Bone HAp と Pure 
HAp は初期・中期の分化において 12 孔プレー
トより骨芽細胞への分化誘導能が高く、また
Bone HApは骨芽細胞への分化誘導能が最も高
い材料であることが分かった。 

各培養条件での OC 産生量は、培養期間が
長くなるにつれて減少することが分かった
（Fig.3C）。OC 産生量が経時的に減少したの
は、OC 産生量が各培養期間での差が生じない
ほどごく少量であったのに対し、DNA 量は経
時的に増加したためではないかと考えられ
る。OC 産生量がごく少量であったのは、細胞
の分化レベルが低く、そのため後期分化マー
カーである OC の産生量が少なかったのでは
ないかと考えた。 
以上の結果から、ナノ欠陥構造を持つ Bone 

HAp は Pure HAp に比べて骨芽細胞の分化を促
進させることが分かった。今後の課題として、
in vivo 評価を行ない、同様の傾向が得られ
るか確認する必要がある。 
 
(3) その他 
Bone HApセラミックス以外のモデル材料と

して、表面にナノ欠陥構造をもつアパタイト
ファイバーを用いた実験も実施した。アパタ
イトファイバーからミクロ気孔とマクロ気
孔とが共存する二極化した細孔構造を備え
た多孔質セラミックスを試製し、それらを大
型動物であるブタの脛骨・筋肉・脂肪にイン
プラントした。 
脛骨内にインプラントした多孔質セラミ

100 μm

Bend contour
(Strain)

defect

100 nm

図 1 Bone HAp セラミックスの超微
細構造(TEM 像)（1000℃, 5 h 焼成）



 

 

ックスの気孔内には旺盛な骨侵入が認めら
れ、材料と新生骨とが直接結合していた。ま
た、筋内に埋め込んだ多孔質セラミックスの
気孔内にも新生骨の形成が認められた。その
一方、脂肪内に埋め込んだ多孔質セラミック
スの気孔内にはほとんど骨形成は認められ
なかった。 

筋組織のような骨芽細胞の存在しない部
位で、骨形成を誘発するバイオセラミックス
は自家骨と同様に「骨誘導能」を備えている
と考えられ、このセラミックスは次世代を担
う「人工骨」として大いに期待できる。 
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