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研究成果の概要（和文）： 本研究では機能性骨補填材の開発のため、生体-インプラント材料間で生じる相互作
用を経時的に評価することを目的とした。ハイドロキシアパタイトナノ粒子を、有機分子による自己集合を利用
し形状制御した。この粒子をガラス基板上に成膜した。得られた透光性ナノシート上で細胞培養を行い、接着や
エンドサイト―シスなどの細胞挙動を経時的に観察した。
 生体のリアルタイムイメージングは、cranial window 法を用いて行った。骨形成は骨組織側から優位に始ま
り、材料側の変化は乏しかった。この結果は、人工骨補填材と自家骨との骨修復時の差の一要因を示していて、
新しい機能性骨補填材開発の手掛かりとなる。

研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to evaluate interactions between the living body 
and implant materials by real-time imaging to develop functional bone substitutes. 
 Hydroxyapatite nanoparticles were prepared using self-organization of organic molecule. Nano-thin 
film was formed on glass, and stem cells or osteoblasts were cultured on it. Cell behaviors such as 
cell attachments or endocytosis could observed in real-time.
 Real-time imaging for interactions between bone tissues and implants (hydroxyapatite porous bodies)
 were observed using the cranial window method. Bone formation started around the damaged bone with 
lacking in material-side by confocal microscopy observations. The result linked the difference 
between a bone prosthetic material and an autologous bone in the repair of bone and suggested the 
idea of development for innovative materials. 

研究分野： 生体材料
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１．研究開始当初の背景 
粉砕骨折部位等の骨欠損部補填や骨腫瘍部

切除後の補填、脊椎手術や人工関節手術で生
じた骨欠損部への充填のために、自家骨の移
植や人工骨補填材の埋入が行われている。自
家骨は自身の健全な部位から採取するため患
者への負担が大きく、採取量にも限界がある
が、骨再生に優れていることから人工骨より
も自家骨が多く使用されているのが現状であ
る。そのため、自家骨の使用を減らすような、
骨再生に優れた人工骨補填材の開発が求めら
れている。 
人工骨補填材に求められる機能として挙げ

られるのは、1)骨結合性、2) リモデリング性
（生体との置換）、3) 細胞親和性、4) 可溶
性、5) 強度、などであり、なかでも重要な因
子は骨結合性とリモデリング性である。骨結
合のメカニズムには、骨類似アパタイト層の
形成（化学的石灰化）と骨芽細胞の細胞外基
質の産生（生物学的石灰化）が適度なバラン
スで関与していると考えられている。また、
骨リモデリングは、補填材料の化学的溶解と
破骨細胞による吸収（生物学的溶解）と前述
の石灰化の繰り返しにより、材料が生体骨と
置き換わることである。従来それらの評価法
としては、擬似体液浸漬試験や、骨系細胞培
養試験、動物埋入試験などがあり、いずれも
定点的観察評価が行われてきたため同一個体
による継続的な観察は少ない。そのため、埋
入した材料が生体と相互作用しながら変化し
ていく過程に関する情報が得られていない。
人工骨の機能向上には、骨修復過程において
生体骨と同じ時間軸に沿って変化する性質が
必要であると考えられるため、材料上に培養
した骨系細胞や、材料を埋入した生体組織を
リアルタイムにライブ観察する骨再生イメー
ジングによる評価システムを確立し、可視化
する必要がある。しかし骨やハイドロキシア
パタイト(Ca10(PO4)6(OH)2, HAp)のような骨補
填材は光透過性が低いこともあり、その過程
を直視下に観察することは難しい側面があっ
た。 
 

２．研究の目的 
これまで行ってきた骨補填材埋入実験の定

点観察の結果とリアルタイム観察を比較し、
骨補填材の骨再生への寄与についての新しい
知見を得ることを目的とする。具体的には下
記の4点を目的に研究を遂行した。 
（1）ガラス基板上への透光アパタイトナノ薄
膜コーティングとその物性評価を行う。 
（2）作製したアパタイトナノ薄膜と培養細胞
の相互作用を、経時的観察により評価を行う。 
（3）実際に試料を生体骨に埋入し、材料表面
と生体との界面で起こるアパタイト－骨組織
間の相互作用を、経時的にその場観察する。 
（4）従来から行われてきた摘出標本のマイク
ロCT 撮影や免疫組織染色を用いた定点的・非
連続的観察の評価と、新しい評価法としての
骨再生イメージング解析法について比較検討

を行う。 
それらの結果を基に、骨補填材の代表である
アパタイトと骨の経時的変化に関する理解を
深め、新しい骨補填材料の設計に繋げる。 
 
３．研究の方法 
（1）試料作製と物性評価 
細胞の基板材料には、透光性アパタイトナ

ノ薄膜を作製した。マイクロエマルジョン法
を用い、テンプレートをオレイン酸とし HAp
を合成した。生成物を洗浄後、ディップ法に
てガラスにコートした後、350℃・1時間で焼
成した。各種物性評価を行った。生体内埋入
材料としては、アパタイト多孔体をパラフィ
ンビーズ法により作製した。 
（2）アパタイトナノ薄膜上での細胞培養と
経時的観察 
 作製したアパタイトナノ薄膜基板上で、胚
性幹細胞（ES 細胞）を培養し、4,6,12,24 時
間後に走査型電子顕微鏡にて観察を行った。
また、骨芽細胞様細胞を培養し、共焦点レー
ザー顕微鏡にて、リアルタイムイメージング
を行った。 
（3）in vivo におけるアパタイト－骨組織間
のリアルタイムイメージング評価。 
in vivo 観察は長期埋込型cranial window 

法を用いて実現した。これはラット頭頂部に
取り付けた透明窓を介して埋入材料（アパタ
イト多孔体）とその周囲組織を蛍光実体顕微
鏡にて観察する方法である。当初、ナノ薄膜
を用い観察を行う考えだったが、形成される
空間がかなり広く骨補填剤を用いる状況と異
なるため、多孔体を埋入して観察を行った。
前日にカルセリンを（カルシウム塩の染色）、
観察直前に尾静脈より血管壁用蛍光色素を注
入し、タイムラプス撮影にて記録した。 
 

４．研究成果 
（1）ナノアパタイト薄膜の作製と物性評価。 
マイクロエマルジョン法にて作製した HAp

試料の物性評価を行った。X 線回折スペクト
ルは、典型的な HAp (JCPDS card : 09-0432)
に帰属する回折パターンを示した。次にこの
試料を用いてガラス基板上に成膜した。ナノ
薄膜は透光性を示した。図 1に、走査型レー
ザ顕微鏡で得た観察像を示す。 

図１ ナノアパタイト薄膜の走査型レーザ
顕微鏡像。 



膜は、異方性配向を示す 0.30  0.16 µm の
ファイバー状の結晶で構成されていて、ほぼ
単層に成膜することができると考えた。また, 
減衰全反射法(ATR)による FT-IR スペクトル
では、1088, 960, 566cm-1付近に PO4に帰属す
る吸収ピークが、さらに 3571, 631cm-1 付近
に OH-に帰属する吸収ピークが確認されたこ
とから HAp の典型的な IR スペクトルと結論
付けた。 
 
（2）アパタイトナノ薄膜上での ES 細胞培養
と経時的観察。 
 骨修復を支持する骨補填材は、細胞とのコ
ンポジットの開発も有用な手段となりうる。
細胞には幹細胞を用い、材料上で増殖後、骨
分化させて体内に埋入させるといった戦略
が考えられている。以前我々は、不透光性の
アパタイトペレット上でES細胞培養を行い、
コロニー形成を認め、ALP 染色や発現遺伝子
の検討から、未分化状態が維持されていたこ
とを報告している（文献①）。 

図2 アパタイトナノ薄膜上で培養したES細
胞の SEM 像。播種後、(a)4，(b)6，(c)12，
(d)24 時間 
 
今回作製した透光性アパタイトナノ薄膜基
板を用いることで、単一 ES 細胞が足場を利
用し集合、徐々にコロニー化していく様子を、
光学顕微鏡でチェックしタイミングを逃す
ことなく、経時的に観察することができた
（図 2）。 
 
（3）アパタイトナノ薄膜上における骨芽細
胞様細胞培養とリアルタイムイメージング。 
骨芽細胞様細胞の接着・増殖の様子を共焦

点レーザー顕微鏡と付随する培養装置を用
いてリアルタイム観察を行った。細胞は播種
までに、PKH26 にて蛍光染色を施し、その挙
動を追跡することができた。この色素は数日
（2-3 サイクル）消褪することなく観察でき
る。また、蛍光染色したナノ粒子を用いて、
エンドサイト―シス現象を捉えることがで
きた。図 3は、Hoechst® 33342にて核染色を
追加し観察したものである。今後の課題とし
ては、この細胞を用いて骨分化を観察するに
は、培養時間が長すぎることがネックであり

細胞種の選択等の工夫が必要となる。 

図 3 共焦点レーザー顕微鏡像。赤：デキス
トラン－ローダミン、青：核 
 
（4）in vivo におけるアパタイト－骨組織間
のリアルタイムイメージング評価。 
生体のリアルタイム評価を、共焦点実体顕

微鏡により行った。頭蓋骨に作成した欠損部
位に、多孔質の人工骨補填材（HAp）を埋入
した。この空間を透明ガラスにて封入、外環
境から遮断した閉空間を構築した。そのガラ
スを窓として、この部位での組織変化を経時
的に３D 観察した。まず顕著に認められた現
象は細胞群の集積であり、炎症細胞と推測さ
れたが、視野の透明性は保たれていた。その
後補填材に向かって伸びる血管形成と（図 4）、
作成した骨孔の辺縁部で起こる骨破壊が認
められた。新生骨形成は、その後開始された。
この骨形成は骨組織側から優位に始まり、材
料側の変化は乏しかった。 
これらの結果は、人工骨補填材と自家骨と

を用いたときの骨修復の差が誘導される一
要因と考えられ、新しい機能性骨補填材開発
への知見となりうる。 

図 4 蛍光実体顕微鏡像。緑：アパタイト多
孔体、赤：血管壁 
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