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研究成果の概要： 
本研究は、骨再生用担体材料（リン酸オクタカルシウム;OCP）の開発および OCP と遺伝
子導入法を一体化することにより、これまでにない迅速で安全性の高い新規骨再生遺伝子
治療法の開発を行うことを目的とした。二年間の研究期間において OCP とアテロコラーゲ
ンを複合化した OCP/Collagen 担体を作製と担体表面に特異的に吸着するナノ粒子の検討
を行った。これまでにナノ粒子の作製に成功し、担体への吸着法を確立した。また、OCP
及び OCP/Collagen 担体の骨再生担体としての基礎的知見を得ることができた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 0 1,700,000 
2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度  
年度  

  年度  
総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 
 
研究分野：再生医工学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：生体機能材料 
 
１．研究開始当初の背景 

疾病や事故などによる大きな骨欠損の再
建・修復には自家骨移植が多く行われてい
るが、骨採取部位への外科的侵襲と採取量
に限界があることが問題点である。そのた
め、自家骨に代わる人工骨再生担体の開発
に対するニーズは非常に高い。人工材料と
し て ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト （ HA: 
Ca10(PO4)6(OH)2）やβ-リン酸三カルシウム
（β-TCP: Ca3(PO4)2）は骨親和性に優れてお
り、すでに臨床に用いられているがこれら
の既存材料は吸収が遅く、自家骨に比べて

骨再生に長時間を要することが問題点であ
る。我々のグループは、これまでOCPに着
目し研究を進めている。これまでに我々は、
合成OCPが骨再生担体として既存材料であ
るHAやβ-TCPよりも優れた骨再生能を有
することを見出している。さらに、OCPと
コラーゲンを複合化することで生体適合性
が向上し、OCPのみ、コラーゲンのみの場
合やHA/コラーゲン担体よりも迅速に骨再
生を促すことがわかっている。 
 
 



２．研究の目的 
本研究はこれまでの骨再生医療の問題点

の改善、さらに OCP/コラーゲン担体のさら
なる機能向上をドラッグデリバリー法と組
み合わせることで達成することを目的とす
る。 

 
３．研究の方法 

（1）OCP の骨芽細胞分化促進能について
in vitro 細胞培養系において評価を行った。
OCP の用量を変化させて 48 ウェル培養プレ
ートの底面にコーティングを行った。そこへ
骨芽細胞様細胞 ST2 を播種し、細胞増殖を測
定した。また、骨芽細胞分化の指標であるア
ルカリホスファターゼ活性、その他分化マー
カーの発現を realtime PCR を用いて定量し
た。比較として市販 HA を用いた。 
（2）OCP/コラーゲン担体の骨再生のにつ

いて基礎的評価を行った。コラーゲンと混合
する OCP の量を変化させて、複合体を作製
し、in vitro 細胞培養試験及び in vivo 骨再生
試験を行った。 

（3）リン酸カルシウム（CaP）に結合する
リポソームを合成し、実験を行った。このリ
ポソームの基礎データの収集を行った。 

CaP 結合部位を有する新規脂質（BPA）を
合成した。BPA と脂質分子である DLPC とコ
レステロールを混合することでCaP結合性リ
ポソームを調製した。リポソームの平均粒径
及びゼータ電位の測定を行った。リポソーム
の CaP への結合能を調査した。リポソーム内
へモデル薬剤としてドキソルビシン（DOX）
を内包し、その効率を調べた。 
 
４．研究成果 

（1）OCP の骨芽細胞分化への影響 
図 1 に OCP または HA コーティングプレ

ートに播種した ST2 細胞の増殖曲線を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. OCP、HA コーティングプレート上に

播種した ST2 細胞の増殖曲線。 
 
OCP コーティングプレートにおいては、培

養初期に他のプレートと比べて細胞数が少
なかった。培養中期から後期では、他のプレ
ートとほぼ同様の細胞数まで増殖した。 

図 2にALP活性に対するOCP用量依存性
を示す。 
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図 2. ST2 細胞の ALP 活性に対する OCP

及び HA の用量依存性。21 日間培養。 
 
図 2 に示すように、OCP コーティング状

で 21 日間培養すると ALP 活性が OCP 用量
依存的に高くなることが観測された。HA で
はこのような用量依存性は観測されず、OCP
では、最大でコントロール（非コーティング
プレート）に対して約 3 倍の活性を示した。
また、I 型コラーゲン、ALP、オステリクス
の発現も OCP 用量依存的に高くなることが
わかった。以上の結果から、OCP は培養初期
において、細胞増殖を抑制するが、骨芽細胞
分化を用量依存的に促進することが確かめ
られた。 
 
（2）OCP/コラーゲン担体の骨再生 

図 3 に作製した OCP/コラーゲン担体のマ
クロ写真を示す。 
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図 3. OCP/コラーゲン担体のマクロ写真。 
 
OCP 単独では、粉体であり、形態付与が難

しいが、コラーゲンと混合し、凍結乾燥後に
架橋反応を行うことで、骨欠損部に適した形
状にすることができる。本研究では、OCP



用量を変化させて複合体を作製した。 
 

図3にOCP/コラーゲン複合体のOCP割合
を変化させたときの、ラット頭蓋冠規格化骨
欠損部における新生骨量の比較を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. ラット規格化骨欠損部に埋入した

OCP割合の異なるOCP/コラーゲン複合体に
よる骨再生能の比較。 

 
 
図 4 に示すように、複合体中の OCP の割

合が増加するに伴い、骨新生量が増加した。
これはコラーゲンが細胞の接着、増殖を促進
することに加えて、OCP の骨芽細胞分化を促
進したためであると考えられる。 
 
（3）リン酸カルシウム（CaP）に結合するリ
ポソーム 

リポソームの平均粒径は約 100 nm であっ
た. BPA 量を変化させたときのゼータ電位変
化及び DOX 内包率変化を図 5 に示した. 負
電荷を有する BPA の含有量を増やしていく
と, リポソームのゼータ電位が負電荷側に大
きくなり, 合成した BPA が効率よくリポソ
ームに取り込まれることが示された.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

調製した全てのリポソームは DOX を内包

することができたが, BPA の割合が高くなる
と（5, 10 mol%）内包率が低下することがわ
かった. これは, BPA 含有量が高いリポソー
ムは表面負電荷が大きく, DOXとの静電的相
互作用が強くなることでリポソーム内水相
への取り込みが阻害されたためであると考
えられる. 
 また, 図 6 に BPA 含有量を変化させたとき
の HA 吸着割合の変化を示した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10

0% BPA-liposome
1% BPA-liposome
2% BPA-liposome
5% BPA-liposome
10% BPA-liposome

Bi
nd

in
g 

ra
tio

 re
la

tiv
e 

to
 c

on
tro

l (
%

)

HA volume (mg/ml)

図 6. BPA 含有量を変化させたリポソームの
HA への吸着割合の変化。 
 
 
図 6 に示すように、リポソームの HA への吸
着実験により, リポソーム中のBPA含有量を
増やしていくと, HA への親和性が高くなる
ことがわかった。 
 以上のように、リン酸カルシウム担体と複
合化するためのCaP結合性リポソームの合成
に成功した。このリポソームは、リン酸カル
シウムに高い親和性を有し、薬剤を内包でき
ることが確かめられた。 
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