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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究では顎口腔領域を含めた硬組織の形態再建機序をメカニカルストレスや生体成分等の

局所環境の観点で研究した．非荷重下で高い骨再生能を示す生体内吸収性材料（リン酸オクタ

カルシウム（OCP）：骨アパタイトの前駆体合成物）でも荷重量依存的に材料自身の破骨細胞性

吸収が亢進し骨再生に至らないこと，これは荷重による骨芽細胞の機能に関係すること，また，

軟骨細胞分化も荷重量依存的に調節を受けることから，形態再建には適切な荷重が重要である

ことを定量的に解明した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The present study demonstrated that local environments, such as mechanical stress, control 
quantitatively osteoclastic cell-mediated biodegradability of apatite precursor (synthetic 
octacalcium phosphate, OCP), resulting in the loss of bone regenerative capability of this material 
through strain-dependent stimulation of the osteoblasts around the implanted OCP with collagen 
matrix. The mechanical stress could be a key factor controlling the morphology of the calcified 
tissue regeneration during bone and cartilage formation. 
 
                               （金額単位：円） 
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１．研究開始当初の背景 

骨や軟骨など硬組織の再生研究は，骨髄由
来幹細胞や各種バイオマテリアルを応用し
て数多くなされているが，細胞内分子レベル
から組織レベルに至る階層間を形態形成の

視点で融合させる試みはなされていなかっ
た．また硬組織の形態形成におけるメカニカ
ルストレスを始めとした局所環境の影響は
十分には明らかになっていなかった． 
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２．研究の目的 
本研究は、顎口腔領域を含めた硬組織の欠

損再建において，機能のみならず組織の形態
回復過程の評価モデル創出のため，硬組織形
成系細胞内における情報伝達レベル（ミク
ロ）から組織レベル（マクロ）に至る階層間
をリンクさせ，細胞レベルにおいては局所環
境制御の効果を，また組織レベルにおいては
メカニカルストレスを介した間接刺激効果
を検討し，生体計測・生体力学・生体材料に
よる融合モデル実験系を確立し，細胞・組
織・形態形成の関係を統合的に理解すること
を目的とした． 
 
３．研究方法 
（１）合成 OCP の骨再生における機能解明 

骨アパタイトの前駆体と位置付けられる
リン酸オクタカルシウム（OCP）の合成物は
新生骨と置換する傾向があり高い骨伝導能
を有する（Suzuki O et al., Tohoku J Exp Med 
164: 37-50, 1991 他）．OCP を本研究の硬組織
再生の生体材料に応用するために，OCP の硬
組織形成系細胞に対する活性を調べた．OCP
および対照として市販の医療用 HA 焼結セラ
ミックスの各粉末を，用量をパラメーターと
して培養ディッシュ底面にコーティングし，
マウス骨髄由来間質細胞株 ST-2 を用いて骨
芽細胞の分化について，また骨芽細胞と骨髄
細胞との共存培養にて破骨細胞形成能を検
討した． 
 
（２）In vivo メカニカルストレス負荷モデル
の開発 

ラ ッ ト 頭 蓋 冠 上 骨 膜 下 に OCP
（OCP/Collagen 複合体）を埋入し，骨膜およ
び皮下で想定される張力をもとに埋入体に
圧縮力（メカニカルストレス）を負荷するモ
デルの開発を行った．また，埋入体と同時に
O-ring（PTFE 製）を同部位へ埋入し，埋入体
の変形を防ぐ措置を施しメカニカルストレ
ス緩和モデルを作成した（図１）．それぞれ
1mm 厚（低負荷），3mm 厚（高負荷）の OCP
埋入体（9mmφ，ディスク状）を用いて三次
元的な組織形態形成の評価を行った． 
 
 
 
 
 
図１ In vivo メカニカルストレス負荷及び緩
和モデル． 
 
（３）In vitro メカニカルストレス負荷モデル
の開発 

培養細胞に，ひずみ量および方向を定量的
に制御して負荷できる培養装置を開発した
（図２）．培養装置は PDMS 製チップに 200

～600μm 厚の PDMS 膜を貼付，親水化後，細
胞を播種して，膜下の陽圧・陰圧により膜表
面に播種した細胞群に引張ひずみ・圧縮ひず
みを負荷できるように設計した．事前に有限
要素解析を行い，膜表面は勾配量をもつひず
み場を有することを確認した．硬組織形成細
胞である軟骨細胞および骨芽細胞について
圧縮・引張のひずみの方向および量とこれら
細胞の増殖・分化との関連性を遺伝子レベル
で調べた． 
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図２ In vitro メカニカルストレス負荷装置． 
 
（４）局所環境計測を目的とした pH インジ
ケータの開発 
骨形成における局所環境評価として含水

性のゲルに pH 指示薬を固定化し，局所 pH
が計測可能なゲルシートを作成した．培地還
流用の PDMS 性培養チップ内にゲルシート
を設置し，OCP による骨形成の環境をモニタ
リングするために，OCP 顆粒近傍の pH 変化
を検出するデバイスおよび解析ソフトを開
発した（図３）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 局所 pH 計測を行う培養チップ概観． 
 
４．研究成果 
（１）合成 OCP が示す細胞賦活化能 
図４は，OCP 上に ST-2 細胞を播種したと

きの骨芽細胞分化マーカーであるアルカリ
フォスファターゼ（ALP）の RT-PCR による
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mRNA 発現である．OCP は用量依存的に ST-2
細胞の骨芽細胞への分化を促進することが
確認された．一方，OCP の生理的環境下にお
ける安定相であるHAではOCPよりも用量依
存性は顕著でなかった．OCP は用量依存的に
骨髄間質細胞の骨芽細胞への分化を促進す
ることが明らかとなった（Anada T et al., 
Tissue Eng Part A 2008）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ ST-2 細胞の骨芽細胞への分化に及ぼす
OCPおよびHAの用量依存性（Anada T, Suzuki 
O et al., Tissue Eng Part A 2008より改変引用）． 
 
 一方，同様の培養方法にて骨芽細胞と骨髄
由来細胞との共存培養にて，破骨細胞の形成
能を検討したところ，OCP は破骨細胞誘導因
子であり骨芽細胞に発現する RANKL の発現
を促進させ，また，実際に破骨細胞に特異的
な TRAP 及び cathepsin-k を発現する多核の細
胞形成を誘導した（Takami M et al., Tissue Eng 
Part A 2009）．以上の検討から OCP が骨芽細
胞および破骨細胞の双方に作用する細胞賦
活化因子と成り得ることが in vitro において
初めて解明された． 
 
(２）In vivo メカニカルストレス負荷モデル
における骨再生の検討 

図５は脱灰標本による頭蓋冠のヘマトキ
シリン･エオジン染色像であり，メカニカル
ストレス負荷及び緩和による検討結果であ
る．OCP/Collagen 試料 3mm 厚の複合体にお
いては OCP の破骨細胞誘導能が著しく促進
され骨再生には至らず，複合体が吸収されて
しまった．他方，1mm 厚の複合体では骨芽細
胞の分化促進に転じて骨の再生を促進した
（Suzuki Y et al., J Dent Res 2009）．一方、メカ
ニカルストレス緩和モデルでは 3mm 厚の複
合体においても顕著な骨形成が認められた．
これらの頭蓋冠の組織から mRNA を回収し，
遺伝子の発現を RT-PCR で調べたところ，
O-ring を使わない骨形成が生じない系におい
て，破骨細胞形成に特異的な骨芽細胞の
RANKL 発現亢進が検出されたことから
（Matsui A et al., Tissue Eng Part A 2009），OCP

を用いた骨の三次元な再生においては適度
なメカニカルストレス負荷が鍵となること
が明らかになった． 
 骨膜の張力 
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Stress(+), 3mm, 12w 

 
 
 
図５ メカニカルストレスが調節する
OCP/Collagen 埋入体による骨再生の組織像． 
 
（３）In vitro における硬組織形成細胞に及ぼ
す定量的メカニカルストレスの影響 
未分化軟骨細胞株 ATDC5 を用いて，開発

した定量的ひずみ負荷培養装置にて，圧縮方
向のひずみ量を調節して RT-PCR による軟骨
細胞への分化を検討した．分化を示す II 型
Collagen の発現にひずみ量依存性が認められ
た（Masuda T et al., J Biotechnol 2008）．過去
の研究にて伸展ひずみは軟骨細胞の分化抑
制に寄与することから，軟骨細胞の分化はひ
ずみの量および方向によって調節を受ける
ことが明らかとなった． 
マウス骨髄由来間質細胞株 ST-2 を用いた

同様の実験では圧縮ひずみ負荷を行った結
果，骨芽細胞の分化マーカーALP，オステオ
ポンチン（OPN）等の発現減少が確認された．
また，ラット頭蓋冠でのメカニカルストレス
負 荷 モ デ ル 実 験 を 再 現 す る た め ，
OCP/Collagen 複合体に ST-2 細胞を播種し，
１軸加圧式のひずみを負荷して培養した後，
mRNA を分析したところ，RANKL の発現促
進が観察された．このことから骨芽細胞に対
して圧縮ひずみは分化の抑制と破骨細胞の
誘導に寄与することが示唆された． 
 
（４）局所環境指標としての pH のモニタリ
ング 
予備的検討から，pH 指示薬を固定化した

ゲルシートは優れた空間分解能（2μm）と長
時間（連続 12 時間）の計測が可能であるこ
とがわかった．pH ゲルシートを用いた OCP
顆粒表面近傍の pH 計測を行った結果，石灰
化に相当する OCP-HA 転換過程において pH
の低下を検出および定量することができた
（図６）．OCP-HA の転換過程においては
PO4

3-の放出が報告されており，本検討により
PO4

3-放出の様子を間接的ではあるが初めて
観察することが可能となった（Masuda T et al., 
MHS2009, Nagoya）． 
なお，本研究の成果は，研究分担者の他，

以下の研究者らとの共同によるものである．
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図６ OCP 顆粒表面近傍の局所 pH の変化． 
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