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研究成果の概要（和文）：本研究は、間葉系幹細胞(MSC)の足場となりうる新規骨補填材の開発を目的とする。
in vitroにおけるアパタイトコートヒアルロン酸(ACH)とMSCの生体親和性を評価した結果、ACH上でMSCの細胞増
殖、細胞伸展が確認された。次に、種々のイオンを炭酸アパタイト上に析出させた新規骨補填材の開発を目指し
て、２価金属イオンを炭酸アパタイトディスク上に析出させることを試み、ストロンチウム(Sr)コート炭酸アパ
タイトの作製に成功した。次にSrコートアパタイト上にMSCを播種した結果、Srコートアパタイト上に接着が確
認された。接着したMSCは非コーティングアパタイト上に培養した細胞と同様の形態を示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a new biomaterial that can be used 
as a scaffold for mesenchymal stem cells (MSCs). As a result of evaluating the biocompatibility of 
ACH and MSCs in vitro, cell proliferation and spreading of MSCs were confirmed on ACH. Next, with 
the aim of developing a new biomaterial in which various ions were deposited on carbonate apatite, 
we tried to deposit divalent metal ions on carbonate apatite disks. We have succeeded in producing 
strontium (Sr) coated carbonate apatite. Next, MSCs were seeded on the Sr-coated carbonate apatite. 
As a result, it was confirmed that the MSCs adhered on the Sr-coated carbonate apatite. It was 
revealed that the adhered MSCs showed the same morphology as the cells cultured on the uncoated 
carbonate apatite.

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アパタイトコートヒアルロン酸(ACH)、およびストロンチウム（Sr）コート炭酸アパタイトが抗原性なく、内在
性顎骨細胞としてのMSCを賦活化するための足場となることで骨化促進作用が計られ、さらに骨形成能を持つMSC
と合わせることで、骨増生法の最大の欠点である治療期間の長期化を解決することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
抜歯を行った患者に対し効果的なインプラント補綴治療を行うためには、骨が不足した部位
の骨を保存、増生させるために自家骨や人工骨の移植が広く行われてきた。近年、自家骨移植に
代わる方法として、種々の骨補填剤が応用されている。ヒアルロン酸は組織工学や再生医療のス
キャホールドとして注目されており、ヒアルロン酸の骨形成能についての研究も良好な成績が
報告されている。そこで、我々は新たにバイオミメティック法を用いてヒアルロン酸表面にアパ
タイトをコートする方法を開発した。このようにしてできたアパタイトコートヒアルロン酸
(ACH) 
は、析出されたアパタイトであるため抗原性がなく、また、骨と結合する生体活性と骨に近い
機械的特性を併せ持った新素材として期待される。 
我々の先行研究によって、ACH はアテロコラーゲンスポンジ(AS)と比較し、骨芽細胞様細胞の
増殖および分化が促進される事が明らかとなった。また in vivo における骨形成も促進される
ことが明らかとなった。このことから、ACH は抜歯窩や歯槽骨に補填する骨補填材としての利用
が期待される。 
近年、幹細胞を用いた再生医療の研究が注目され、骨・軟骨・脂肪などの組織に分化する能力を
もつ骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cell:MSC）と人工骨等のスキャフォールドを組み合
わせた再生医療の研究が注目されている。ハイドロキシアパタイト（HA）など生体由来材料を用
いることで生体適合性を高める研究が行われている。HA は生体骨に類似した組成構造を有して
おり、生体内において無機質に類似した骨類似アパタイトを形成する。また、無機成分がヒト血
漿成分と類似した組成をもつ擬似体液中で 作成されたアパタイトは抗原性を持たず拒絶反応を
起こさずに生体骨と直接結合する生体活性機能を持っている。また、MSCs は、試験管内で、骨・
軟骨を再生することはできるが、立体的な構造に再生することは困難である。そのために生体に
移植できる骨・軟骨に仕上げるために生体材料と組み合わせることが必要となる。前述した HA
にも単独で十分な治療効果のあるものであるが、HAに MSCs のもつ組織再生能力を付与し、さら
に HAが MSCs の三次的に培養し、再生能力を賦活化することで、ことで治療期間を HAによる治
療よりも短縮するために、足場材料の開発が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
現在、ACH 上に MSCs を培養した報告はされておらず、培養した場合どのような活性を示すの
かは不明である。そこで、本研究では ACH 上に析出したアパタイトが MSCs を賦活化し、歯槽骨
の骨造成に応用できるか調べるために、主に ACH と MSCs を使用し、骨補填材としての効果を検
証することを目的する。また、バイオミメティクス法を発展させ、種々のイオンを炭酸アパタイ
ト上に析出させた骨補填材を開発し、MSCs と組み合わせた新規の足場材料の開発を行うことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、Lonza 社より購入した腸骨骨髄由来 MSC を用いた。MSC の特性解析として、ｆｙロ
ーサイトメトリーによる特異的細胞表面抗原測定、in vitro での骨分化能評価をおこなった。
骨分化能の評価法は、分化誘導 7 日目にアルカリフォスファターゼ活性定量、14 日目にアリザ
リンレッド染色による石灰化の評価をおこなった。 
in vitro において、ACH 上にて MSCs の生体親和性を調べるために、MSC を播種後、24，48 時
間後にアクチンを Phlloidin にて染色し、DAPI にて核染色を行い ACH に対する細胞接着性の評
価をおこなった。 
 バイオミメティクス法を発展させ、亜鉛（Zn）、マンガン（Mn）、ストロンチウム（Sr）イオン
を炭酸アパタイトディスク上に析出させることを試みた。EDX スペクトルによりアパタイトディ
スク表面へのイオン導入を確認した。Sr イオンコーティングアパタイトディスクへの MSC の接
着性および、増殖作用について評価をおこなった。 
 
４．研究成果 
本研究で使用する MSC の特性の解析のため、フローサイトメトリーにより MSC 特異的細胞表
面抗原発現を評価した。使用した腸骨由来 MSC は、CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, 
CD166,HLA-ABC が 陽
性、CD11, CD34, CD45, 
HLA-DR が陰性である
ことが確認された。こ
の結果は、以前より報
告されているMSCの特
異的細胞表面抗原発
現パターンと一致し
ていた。 
次に使用したMSCの
in vitro での骨分化
能評価をおこなった。



骨分化誘導の評価は、分化誘導後、7日目にアルカリフォスファターゼ活性（ALP activity）の
測定をおこない、14 日目にアリザリンレッド染色にておこなった。骨分化誘導により、ALP 
activity の上昇、石灰化の促進が認められた（図１） 
 次に、in vitro において、アパタイトコートヒアルロン酸（ACH）上にて MSCs の生体親和性
を調べるために、MSC を播種後、24，48 時間後にアクチンを Phlloidin にて染色し、DAPI にて
核染色を行いACHに対す
る細胞接着性の評価を
おこなった。MSC は特殊
なコーティングを行う
ことなく ACH 上に接着
し、伸展することが明ら
かとなった（図 2）。 
我々はバイオミメテ
ィクス法を発展させ、
種々のイオンを炭酸ア
パタイト上に析出させ
た新規骨補填材の開発
を目指している。バイオミメティッ
ク法とは，ヒトの血漿とほぼ等しい
無機イオン濃度を持った擬似体液
(SBF)中で材料表面にアパタイトを
析出させる手法である（図 3）。我々
の先行研究により、すでに炭酸アパ
タイト上にマグネシウムを析出さ
せることに成功しており、さらに他
のイオンを析出させることで最適
な新規骨補填材の開発を行っている。今回、
我々は亜鉛（Zn）、マンガン（Mn）、ストロンチ
ウム（Sr）イオンを炭酸アパタイトディスク上
に析出させることを試みた。評価をおこなっ
た２価金属イオンの中で、今回 Srコートアパ
タイトの作製に成功した。EDX スペクトルに解
析によりアパタイトディスク表面への Sr 導
入が確認された（図 4）。 
 次に Sr コート炭酸アパタイト上にヒト腸
骨骨髄由来間葉系幹細胞（hMSCs）を播種し、
細胞接着性の評価をおこなった。 hMSCs は非
コーティング炭酸アパ
タイト上に接着し（図
5）、今回作成した Srコー
トアパタイトディスク
上にも接着することが
確認された。 
Sr コートアパタイト
ディスクに接着した
hMSC は非コーティング
アパタイトディスク上に培
養した細胞と同様の形態を
示すことが明らかとなった。
次に、 接着した hMSCが Srコ
ートアパタイトディスク上
で増殖するか評価をおこな
った。細胞播種 1 日後、4 日
後に細胞を染色し接着細胞
数を測定した結果、培養 4日
目 にSrコートアパタイトデ
ィスク上の細胞数の減少が
確認された(図 6)。このよう
な結果となった原因として、
Sr の溶出が過剰になり細胞毒性を示した可能性が示唆される。現在はコーティング条件を 改良
し、より細胞接着性の高いアパタイトディスク作成を試みている。 
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