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研究成果の概要（和文）：骨補填材が細胞性の生体内吸収性発現に関係しているかどうかの観点で破骨細胞の前
駆細胞（マクロファージ）の動態を調べ，リン酸八カルシウムがその遊走性を促進することを明らかにした．マ
トリクス材料gelatinはOCP結晶子サイズや加水分解速度に影響を及ぼし，gelatinとの複合体はラット骨欠損内
埋入で配向性を有する骨マトリクスを形成した．また家兎骨欠損埋入で天然骨に類似の圧入強さを持つ皮質骨を
再生した．Gelatinマトリクス内のリン酸八カルシウムは再生骨の性質に影響を及ぼすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to investigate as to whether calcium 
phosphate in matrix polymer materials affects oriented bone formation. Octacalcium phosphate without
 the matrix stimulated macrophage-like cells migration. The presence of gelatin controls the 
crystallite size and the hydrolysis rate. Octacalcium phosphate in gelatin matrix affects the 
production of oriented bone formation in rat calvaria defect. The composite stimulated the formation
 of cortical bone having strength compatible to natural bone in rabbit tibia defect (push-in-test). 
The presence of octacalcium phosphate in the matrix material could be associated with the quality of
 newly formed bone.

研究分野： 生体材料工学

キーワード： 生体材料　組織工学　骨再生
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１．研究開始当初の背景 
 リン酸カルシウム系セラミックス材料は
その組成が骨の無機成分と類似しており，骨
との親和性が高いことから骨欠損を補填し
て骨再生を促す人工材料として臨床応用が
なされてきた．骨アパタイトの基本型とされ
るハイドロキシアパタト（HA）は水溶液中
でリン酸八カルシウム（OCP）等の前駆体を
経由して形成されるという考えが支持され
てきた（Akiva A et al. J Am Chem Soc 
2016）．研究代表者らは人工合成の OCP が骨
伝導を示し，HA 等の合成で得た人工材料と
比肩し得る生体親和性を有することを明ら
かにしてきた（Suzuki O. Japanese Dent Sci 
Rev 2013）．一方，OCP は加水分解により骨
伝導能が変化し得ることを報告している
（Miyatake N et al. 2009）．また，合成時に
共存するタンパク質分子，例えば collagen 分
子により結晶性状が影響を受けることがわ
かっていたが（HondaY et al. J Biomed 
Mater Res B Appl Biomater 2007），タンパ
ク質の種類や加水分解に及ぼす影響は十分
に解明されていなかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，生体内吸収性を示すリン酸カ
ルシウムである OCP の吸収性細胞に対する
応答性，マトリクス材料とその複合化が結晶
性状に及ぼす影響（結晶子および加水分解速
度），また，再生骨の性質に及ぼす影響を調
べることを目的とした．吸収性細胞応答とし
て破骨細胞の前駆細胞であるマクロファー
ジの遊走性を in vitro および in vivo で調べ
た．また，マトリクス材料として変性 collagen
の再構成材料である gelatin を用い，gelatin
中での OCP 調整，また，gelatin 存在下での
OCP 加水分解速度の検討を行った．また，
OCP/Gelatin 複合体の骨再生をラット頭蓋
冠骨欠損および家兎脛骨骨欠損への埋入を
行い調べ，並行して再生骨の基質（collagen）
の配向性，また，天然骨と比較した圧入試験
による力学的性質を評価した．Gelatin 単体
のラット頭蓋冠欠損における組織応答性も
検討し，OCP 結晶の役割について考察した．  
 
３．研究の方法 
（１）材料の調整 
 既法に基づき，Ca およびリン酸の濃度，
pH，温度をもとに OCP が析出する条件とな
る過飽和度を設定して OCP を合成した
（Suzuki O et al. Tohoku J Exp Med 1991）． 
 
（２）吸収性細胞の応答性の検討 
 OCP 自体が破骨細胞の前駆細胞であるマ
クロファージの遊走性に関係するかどうか，
ラット脛骨に作製した骨欠損への埋入，また，
マクロファージ様細胞によるセラカルチャ
ーインサートを用いた培養により，OCP の化
学的性質（溶解性）が細胞遊走性に及ぼす影
響を調べた． 

 
（３）マトリクス材料が加水分解に及ぼす影
響の検討 
 合成した OCP を種々の濃度に調整した
gelatin 水溶液に分散して温水中に浸漬・撹
拌し，gelatin が加水分解速度に影響を及ぼ
すかどうか調べた． 
 
（４）マトリクス材料中で調整する結晶の性
状と骨再生に及ぼす影響の検討 
 Gelatin 中で合成した OCP の活性を調べ
るため，gelatin存在下でOCPを合成した後，
OCP 結晶を gelatin 中から回収し，走査型電
子顕微鏡（SEM）観察による結晶サイズ，ま
た，X 線回折による結晶子サイズを算出し性
状を決定した．さらに，回収 OCP を再度，
gelatin マトリクス中へ分散させ，成型，凍
結乾燥，熱架橋を行い，ラット頭蓋冠骨欠損
および家兎脛骨骨欠損へ一定期間埋入を行
い，骨再生率，材料の吸収性を定量的に評価
した．また，再生骨の骨質の指標としてラッ
ト頭蓋冠の再生骨基質の配向性，家兎脛骨に
おける天然骨と比較した再生皮質骨の力学
的性質を圧子圧入荷重値にて評価した．マト
リクス自体の影響を見積もるため，gelatin
単体のラット頭蓋冠骨欠損における組織応
答性も検討した． 
 
４．研究成果 
（１）結晶の加水分解が炎症性細胞浸潤に及
ぼす影響 
 生体内吸収性リン酸カルシウムが破骨細
胞性吸収を受けることに注目し，埋入初期の
生体反応を炎症と再生の観点で分析した．そ
のため，結晶相は異なるが類似形態を有する
リン酸カルシウムとして材料の性状を既に
明らかににしている二つの材料，HA 前駆体
（OCP）とその加水分解産物（Suzuki O et al. 
Biomaterials 2006）を用いて免疫担当細胞
の反応性を解析した．これらの材料を再度調
整し，X 線回折と FTIR，化学分析にて所望
の結晶であることを確認した．埋入の形態と
して顆粒を用いた．ラットの脛骨に 3mm 径
の骨欠損にそれぞれ，未埋入，300-500μm の
顆粒状の OCP，300-500μm の顆粒状 OCP
加水分解産物（hydrolyzate）を同用量となる
ように充填し，一定期間経過後に埋入組織を
回収して脱灰し，HE 染色，TRAP 染色およ
び炎症性細胞のマーカーとなる抗体を用い
た免疫染色を行った．その結果 OCP がマク
ロファージ様細胞の集積がより高く，また，
in vitroにおいてもOCPがマクロファージ様
細胞の遊走促進に作用することが示唆され
た．また，破骨細胞様細胞の集積も認められ，
マクロファージ様細胞の遊走と関連するこ
とが示唆された．このことから，リン酸カル
シウムの特定の結晶相が再生に関係すると
考えられた（Hirayama B et al. RSC Adv 6: 
57475-57484, 2016）． 
 



（２）タンパク質の共存が結晶成長と結晶の
性状に及ぼす影響 
 リン酸カルシウム結晶の加水分解の影響
について研究した．一定濃度の gelatin を含
有した水溶液中で OCP を合成した．単独合
成のOCPを水溶液中から回収して乾燥させ，
OCP を水溶液に再分散させた水溶液，また共
沈による OCP/Gelatin 溶液をそれぞれ温水
中で最長で４８時間まで保持した後，それぞ
れ結晶を回収し，乾燥させた後，結晶の性質
を物理的手法（制限視野電子線回折ほか）に
よって解析した．その結果，共沈殿から得た
OCP の方が，共沈を経ないで単独合成した
OCP よりも加水分解速度が速い方がわかっ
た．並行して単独合成した OCP を分散した
水溶液中に gelatin を共存させると，gelatin
の濃度に依存して加水分解が促進する傾向
があった．このことから，gelatin と結晶が
相互作用する可能性が示唆された（Ezoe Y et 
al. J Nanopart Res 17:140, 2015）． 
 
 
（３）再生骨の性質に及ぼすマトリクス材料
へのリン酸カルシウム含有の影響 
 リン酸カルシウム結晶の成長および特性
が共存する天然高分子の影響を受けるかど
うか，また，その結晶の特性が骨組織応答に
どのように作用するのを検討した．Gelatin
溶液内でカルシウムおよびリン酸のイオン
を含有させ共沈殿させた．懸濁液を再度
gelatin 溶液に再分散させ最終的な生成物に
おける OCP の含有量が 17-44wt%となるよ
うに OCP/Gelatin 複合体を作製した．また，
結晶性状確認の分析のため，懸濁液から結晶
を水洗して回収した．回収した結晶の性状を
X 線回折，X 線回折データから結晶子サイズ
の算出，SEM観察による結晶サイズの算出，
FTIR による分光学的解析を行った．その結
果，単独で合成した場合の結晶と比較して共
沈殿による結晶は特定の方向へ伸長する傾
向があることが明らかとなった．X 線回折図
による比較では共沈殿による結晶は単独合
成による結晶と比較してブロードなパター
ンとなる傾向が認められ，合成における天然
高分子の共存が結晶性状に影響を及ぼすこ
と が 明 ら か と な っ た ． 17-44wt% 含 有
OCP/Gelatin 複合体からディスク状試料を
成型して，ラット頭蓋冠骨欠損へ埋入し，一
定期間経過後に試料埋入部を回収して組織
の染色を行い，骨再生率，また，再生骨の基
質タンパク質であるコラーゲンの配向性を
組織形態計測学的に定量的に評価した．その
結果，共沈殿で得た OCP 結晶を含有する複
合体は含有しない場合（Gelatin 単独）と比
較して，再生骨の基質コラーゲンの配向性が
高くなることがわかった．以上の結果から生
体材料の生体活性に及ぼす影響として，結晶
成長の材料学的パラメータを定量的に取り
纏めた (Ishiko-Uzuka R et al. J Biomed 
Mater Res B Appl Biomater 2016 in press. 

doi:10.1002/jbm.b.33640)． 
 
（４）マトリクス材料の構造が骨再生に及ぼ
す影響 
 マトリクス自体が骨を再生するのかどう
か，gelatin スポンジを作製して検討した．
酸抽出あるいはアルカリ抽出由来の gelatin
を成型，凍結乾燥および熱架橋にてディスク
状試料を作製した．SEM 写真の画像を用い
てポサイズを定量的に評価したところ，ポア
サイズ大（500μｍ以上）およびポアサイズ小
（500μm 以下）に分類できた．これらの試料
を，ラット頭蓋冠骨欠損へ埋入し，一定期間
経過後に試料埋入部を回収して組織の染色
を行い，骨再生率，また，再生骨の基質タン
パク質であるコラーゲンの配向性を組織形
態計測学的に定量的に評価した．酸抽出・ポ
アサイズ小の試料は有意に高い骨形成を認
めた．しかしながら再生骨基質の配向性は母
床骨と比較して低いことがわかった（Kanda 
N et al. Macromol Biosci 15: 1647-1655, 
2015） 
 
（５）再生骨の性質に及ぼす吸収速度の影響 
 骨再生材料の吸収速度が再生骨の力学的
性質に影響を及ぼすかどうか検討した．生体
内 吸 収 性 を 示 す gelatin お よ び
OCP/Gelatin(共沈法にて調整，OCP44wt%
含有)，β-TCP（市販の多孔質 β-TCP セラミ
ックス）の円柱状試料を試料サイズの家兎脛
骨骨欠損（直径 6 ㎜，深さ 7 ㎜）に埋入し，
8 週後に埋入体部位を含む骨を回収し，
EDTA にて脱灰し組織切片を作製して組織
染色，組織形態計測により骨形成および材料
の吸収率を測定した．また，回収後の非脱灰
標本を用いて μCT 撮影および骨欠損作製部
位の圧入試験を行い再生骨の力学強度（破断
荷重値）を評価した．Gelatin は最も吸収が
早く生じたが骨形成率は最小であった．
β‐TCP は比較において最も吸収が遅かった
が材料表面へ骨伝導が生じた．Gelatin/OCP
は材料吸収および骨形成が連動するように
生じる傾向があった．Gelatin/OCP による再
生骨は対照である天然骨と力学的性質（圧子
圧入荷重値）が同等であった．一方，Gelatin
埋入部は天然骨よりも低く，β‐TCP 埋入部
は天然骨よりも高かった．後者は吸収されな
いで残存する割合が高いため材料自体の強
度を反映して天然骨よりも高い強度を示し
ているものと考えられた．以上の結果から再
生骨の性質は骨再生材料の吸収速度および
骨形成能に関連することが示唆された 
(Chiba S et al. J Biomed Mater Res A 104: 
2833-2842, 2016) ． 
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