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研究成果の概要（和文）：独自に開発した生体内吸収性人工骨材料、柱状粒子ベータリン酸三カルシウムを骨粗鬆症モ
デルである卵巣摘出ラットの骨欠損部位に移植すると、生理的骨梁構造及び生理的骨量を保って修復されることを発見
した。また、インターフェロン関連分子が優れた修復能に関与すると考えられた。一方、独自に開発した人工骨材料、
柱状粒子ハイドロキシアパタイト(HA)にはビタミンD結合蛋白 (DBP) への強い親和性があることを発見した。さらに、
DBPが活性化されマクロファージ活性化因子になると強い破骨細胞形成促進作用を発揮することも発見し、この分子が
柱状粒子HAに骨代謝活性化作用を起こさせて骨修復を促進すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We implanted granules of beta-tricalcium phosphate composed of rod-shaped particle
s in bone defects of ovariectomized rats. In the region, bone defects were regenerated with much amount of
 bone with physiological trabecular structures. Molecules involved in interferon signaling pathways were t
hought to induce the normal bone healing. We also found that hydroxyapatite composed of rod-shaped particl
es had strong interaction with vitamin D binding protein. Macrophage activating factor, an active form of 
vitamin D binding protein, possessed potent stimulatory effect for osteoclastogenesis and this molecule wa
s thought to induce potent osteoconductivity of hydroxyapatite composed of rod-shaped particles.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

 我々は水熱処理を応用して柱状粒子のセ

ラミックを作製する技術を確立し、柱状粒子

ハイドロキシアパタイト（HA）及び柱状粒

子ベータリン酸三カルシウム（-TCP）を作

製し、骨代替材料としての性能を確認するた

めに実験を行ってきた。すでに医療に応用さ

れている非柱状粒子-TCP が動物実験で過

剰気味の吸収を示し、十分量の修復骨を形成

できないのに対し、柱状粒子-TCP は骨に近

い代謝を示し、修復部位に多くの骨を形成し

た。一方、これもすでに医療に応用されてい

る非柱状粒子 HAが生体内非吸収性であるの

に対し、柱状粒子 HA は生体内吸収性を示し

た。この材料は、世界で初めて開発された生

体内吸収性 HA となった。柱状粒子 HA は生

体内での吸収が遅いが、周囲に長期間多数の

破骨細胞が認めらた。また、骨欠損部位に多

量の修復骨を誘導したが、骨代謝活性化作用

が そ の 原 因 で あ る と 考 え ら れ た

（ Biomaterials 28:2612-2621. 2007, 

Biomaterials 29:2719-2728. 2008, 

Biomaterials 30:4390-4400. 2009, J. Cer. 

Soc. Jpn. 119:101-104. 2011）。 

  

２．研究の目的 

一般に吸収が進めば形成も盛んになり、形

成が進めば吸収が盛んになるという吸収と

形成の「カップリング作用」が知られている。

破骨細胞形成因子RANKLの発生源が骨芽細

胞であることが解明されその一端が明らか

にされたが、骨吸収が盛んになると骨形成が

刺激されるメカニズムについてはまだわか

っていない。これを解明するためには、薬物

刺激によらないで種々の活性の破骨細胞を

形成する実験系が有効である。柱状粒子

-TCP、非柱状粒子-TCP、柱状粒子 HA、

非柱状粒子 HA を用いると、それぞれのセラ

ミックに接する破骨細胞を薬物刺激なしで

異なる活性の破骨細胞に誘導することが可

能であると着想し、これらのセラミックを利

用して骨吸収と骨形成のカップリング作用

に関与する機構を明らかにすることを目的

に研究を開始した。 

 

３．研究の方法 

(1) セラミック試料の作製 

 蒸留水に分散したゼラチンに-TCP 粉末

を加えスラリーを作製し、攪拌中の 80 C の

植物油中にビーカーから滴下した後、冷却し

た。冷却後洗浄、乾燥した顆粒を 1200 °C、

30 分熱処理し、500-600 m の顆粒（-TCP

顆粒）を回収した。 

i) HA 球状顆粒の作製 

 -TCP 顆粒（0.2 g）を 160 °C、20 時間水

熱処理した。得られた顆粒を洗浄、乾燥後、

pH11 のアンモニア水に浸漬し、105 °C、3 時

間再度水熱処理した。試料を洗浄して柱状粒

子 HA 試料とした。非柱状粒子 HA は、HA

粉末を原料として同様の方法で球状顆粒を

作製し、900 °C 3 時間加熱して作製した。 

ii) -TCP 球状顆粒の作製 

-TCP 顆粒（0.2 g）を 160 °C で 20 時間

水熱処理した。得られた顆粒を乾燥後、

(NH4)2HPO4水溶液に浸漬し、室温乾燥した。

得られた顆粒を 900 °C にて 3 時間熱処理し、

柱状粒子-TCP 試料とした。非柱状粒子

-TCP は、-TCP 顆粒を 1200 °C 30 分加熱

後、900 °C 6 時間加熱することで作製した。 

 

(2) 不動化動物実験 

 生後 8 週齢の雌 Wistar 系ラット右側大腿

骨遠位端に直径 2 mm深さ 3 mmの骨孔を形

成し、同部に 30 mg の直径 0.5 mm の柱状粒

子-TCPまたは柱状粒子HA顆粒を移植した。

移植 2 週後、6 週後、10 週後及び 22 週後に

右側の坐骨神経を 2 mm 切除し、不動化状態

にした。坐骨神経切除手術の 2 週後に動物を

安楽死処置し、右側大腿骨と頸骨を摘出した。 

 



(3) 卵巣摘出動物実験 

 生後 8 週齢の雌 Wistar 系ラットの両側卵

巣を摘出した。卵巣摘出の 2 週後に右側大腿

骨遠位端に直径 2 mm深さ 3 mmの骨孔を形

成し、同部に 30 mg の直径 0.5 mm の柱状粒

子-TCP または非柱状粒子-TCP 顆粒を移

植した。対照として卵巣摘出を行わない疑似

手術を行った実験群を作製した。移植 4週後、

8 週後、12 週後に大腿骨と頸骨を摘出した。 

摘出大腿骨は固定後樹脂包埋し、非脱灰切

片を作製した。切片はギムザ染色、酒石酸抵

抗性酸ホスファターゼ（TRAP）及びアルカ

リホスファターゼ（ALP）活性染色を施した。

各実験群に 6 匹の動物を確保し、形態計測は

KEYENCE BZ-9000顕微鏡を用いて行った。 

 

(4) マイクロアレイ解析 

柱状粒子-TCP 及び非柱状粒子-TCP デ

ィスク上にRANKLを 400 ng/ml濃度で添加

した状態でマウス骨髄由来マクロファージ

を 7 日間培養した。その後細胞から RNA を

抽出し、遺伝子発現マイクロアレイ解析で遺

伝子発現レベルの違いを検討した。 

 

(5) 蛋白吸着実験 

 直径 0.5 mm のセラミック顆粒をチューブ

に入れ、バッチ法にて正常ヒト血清を 24 時

間作用させ、吸着蛋白を 0.5 M リン酸緩衝液

で溶出した。溶出した血清蛋白は 0.05 M リ

ン酸緩衝液で透析後、 iTRAQ システム

（Filgen）を用いて定量的質量分析を行うと

ともに、骨髄マクロファージに対する走化性

及び破骨細胞形成への影響を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 柱状粒子 HA は、顕著な骨形成低下を起

こす不動化モデル動物の骨欠損部位の骨代

謝を活性化し、修復を促進することを明らか

にした。 

セラミック顆粒を移植しない群では骨孔

を空けてから 4週目ではほとんど骨修復が起

らないが、8 週、12 週、24 週後では、過去 2

週間不動化状態であったにも関わらず少量

の海綿骨が形成された。セラミック顆粒を移

植した群では、多量の残留セラミック顆粒周

囲に骨組織が見られた。セラミック顆粒を移

植しない群では骨孔を空けてから 4 週後に

ALP 活性が認められたが、24 週後ではほと

んど活性が認められなかった。セラミック顆

粒を移植した群では、移植 4 週後から 24 週

後まで高い ALP 活性が検出された。TRAP

活性についても同様であった。柱状粒子 HA

を移植した群では 24 週後でも特に多数の

TRAP 陽性破骨細胞が認められた。 

 

(2) 柱状粒子-TCP は、卵巣摘出動物に正常

の構造の骨を誘導して骨欠損を修復するこ

とができる材料であることを発見した。 

骨欠損部位には、骨孔形成 12 週後までほ

とんど修復骨が認められなかった。セラミッ

ク顆粒を移植した群では、残留したセラミッ

クと共に修復骨の形成が認められた。非柱状

粒子-TCP 顆粒移植群では修復骨が誘導さ

れても骨梁構造が寸断されて機能的な骨梁

構造が維持できなかったが、柱状粒子-TCP

顆粒移植群では非卵巣摘出疑似手術群と変

わらない正常の骨修復が起きていた。残留セ

ラミック量は柱状粒子-TCP と非柱状粒子

-TCP の間に差がなかった。骨梁構造を評価

するパラメータである、骨梁数（Tb.N）、骨

梁厚（Tb.Th）、骨梁分離（Tb.Sp）のいずれ

も非柱状粒子-TCP 顆粒移植群では骨粗鬆

症で見られる高度の骨破壊傾向を示したが、

柱状粒子-TCP 顆粒移植群では正常の骨梁

構造を保っていることを示していた。 

柱状粒子-TCP 移植部位の破骨細胞数は

非柱状粒子-TCP 移植部位の破骨細胞数と

変わらないことから、同部の破骨細胞活性が

卵巣摘出状態であるにもかかわらず正常に

維持されていると判断された。そこで、柱状



粒子-TCP 及び非柱状粒子-TCP ディスク

上に培養した破骨細胞が発現する遺伝子を

マイクロアレイ法で検討した。パスウェイ解

析の結果、両者で違いのあった遺伝子群には、

インターフェロンで発現が上昇することが

知られている ISG15 関連分子が多く含まれ

ていた。インターフェロンは破骨細胞活性

を低下させることが広く知られているが、本

研究成果は、そのメカニズムの根幹を ISG15

が担っていることを強く示唆していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．卵巣摘出ラット移植 12 週後 

a, c, e: 卵巣摘出    b, d, f: 疑似手術 

a, b: 柱状粒子-TCP c, d: 非柱状粒子

-TCP             e, f: 移植物なし      

→：残留セラミック顆粒 

 

(3) 柱状粒子 HA には強いビタミン D 結合

蛋白親和性があり、これが強い破骨細胞維持

能及び修復骨誘導能の原因となっている可

能性を示した。 

柱状粒子HAが強い修復骨誘導能及び破骨

細胞維持能を発揮するメカニズムには柱状

粒子HAに吸着する血中蛋白が関与している

と考え、血清蛋白吸着能を解析した。チュー

ブ内でセラミック顆粒に正常ヒト血清を 24

時間作用させ、吸着蛋白に対し iTRAQ 法に

よる定量的質量分析を行った結果、柱状粒子

HA と非柱状粒子 HA の間で最も大きな吸着

量の差があったのが、ビタミン D 結合蛋白

（DBP）であった。そこで、ヒト血清由来

DBP をチューブ内で 24 時間セラミック顆粒

に作用させ、溶出液に含まれる DBP を

ELISA 法で確認した。柱状粒子 HA は非柱状

粒子 HA に比べ数倍量の DBP を吸着するこ

とがわかった。また、大腿骨遠位端の骨孔に

セラミック顆粒を移植し、2 日後に取り出し

てそのセラミック顆粒に吸着している DBP

を同様に解析すると、吸着している総蛋白量

には差がないにも関わらず、柱状粒子 HA 顆

粒には非柱状粒子HA顆粒に比べて有意に多

量の DBP が吸着していた。 

DBP には 2 本の糖鎖があるが、それぞれ

の糖鎖を-ガラクトシダーゼ及びニューラミ

ニダーゼで切断すると活性型であるマクロ

ファージ活性化因子（MAF）となり、破骨細

胞を活性化させることが疑われていた

（Schneider et al., Bone 16:657-662, 1995; 

Swamy et al., J Cell Biochem 81:535-546, 

2001）。柱状粒子 HA は長期間破骨細胞を維

持する能力があるが、その原因が多量に吸着

した DBP によると考えた場合、DBP にはマ

クロファージ系細胞を呼び寄せる走化作用

があるか、もしくは破骨細胞形成を促進する

作用があるかどちらか、または双方であるこ

とが考えられた。そこで、直径 5 m の穴が

空いた膜を隔ててマウス骨髄由来マクロフ

ァージを培養し、膜の外側に DBP または

MAF を加え、直径 5 m の穴の外に遊走する

マクロファージ数を評価した。その結果、

DBP及びMAFはともにマクロファージに対

して走化作用をほとんど示さないことがわ

かった。次に DBP または MAF を破骨細胞

c d 

e f 

b a 



培養系に添加して破骨細胞形成への影響を

調べた。DBP の活性型である MAF は、0.1 

g/ml 以上の濃度で強い破骨細胞形成促進作

用を示した。これらの結果から、多量に吸着

した DBP が周囲の炎症性細胞等が有する-

ガラクトシダーゼやニューラミニダーゼに

より糖鎖を切断されて MAF となり、柱状粒

子 HAが長期間にわたり強い破骨細胞維持作

用を示すものと考えられた。 

 

これら一連の研究から、柱状粒子-TCP 上

の破骨細胞はインターフェロンシグナリン

グ関連分子の活性化によって卵巣摘出動物

に正常構造の修復骨を形成することがでる

こと、柱状粒子 HA は血清中の DBP を多量

に吸着し、それが活性型の MAF になること

で周囲に多数の破骨細胞を維持するが、生体

内吸収性がそれほど高くない柱状粒子HA周

囲においては顕著な吸収作用を示すことが

できず、カップリングによる骨芽細胞刺激作

用は示すため、その結果移植部位に多量の修

復骨を誘導することが考えられた。セラミッ

ク工学は我が国が世界に誇る先進技術の一

つであるが、我々の開発した柱状粒子-TCP

は骨粗鬆症患者に対して極めて有効な人工

骨材料であると思われた。さらに、これらの

セラミックの生体反応のメカニズムを解析

したところ、破骨細胞―骨芽細胞相互作用に

よる新たな骨代謝調節メカニズムがあるこ

とを示す結果を得た。 
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