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研究成果の概要（和文）：HAおよび TCPナノ微粒子上で骨芽細胞様細胞を培養することにより，
リン酸カルシウムと生体界面に析出する石灰化組織の物理・化学的特性を検討した．HAおよび
TCPナノ微粒子は徐々に溶解し，一週間後には両サンプル上に石灰化組織が析出した．細胞培
養後にみられる HA および TCP サンプル上の石灰化組織はＸ線回折分析の結果，結晶構造的には
違いがなく，アパタイト様の石灰化組織が析出していた．しかし，赤外分光分析およびＸ線光
電子分光分析法でさらに追究すると，TCPサンプル上の石灰化組織は細胞外マトリクスと無機
成分であるリン酸カルシウムの反応性が高く，HAサンプル上の石灰化組織と比較して，高架橋
の骨様複合体であることが判明した．赤外分光分析では細胞培養後の TCPサンプル上の石灰化
組織でリン酸基の重合反応が検出された．このため TCP サンプル上では細胞が産生したコラー
ゲンマトリクスと無機イオンとの架橋反応が促進される．化学構造の違いは，力学的性質にも
影響した．ナノインデンテーション法による分析で，TCPサンプル上の石灰化組織の値は，硬
さ・弾性係数ともに象牙質および海綿骨の値とほぼ一致し，これらと同様粘りのある構造体で
あるといえる．一方，HA サンプル上の石灰化組織は硬さ・弾性係数ともにきわめて高く，たわ
みが少なく，もろい構造体であることが判明した．過去の文献から，皮質骨の値であっても海
綿骨の 2 倍から大きくても 3 倍程度であり，HAサンプル上の石灰化組織は少なくとも物理的に
は骨と全く異なる構造体である．  
 
研究成果の概要（英文）：The biomechanical stability of osseointegrated implants is of particular 

importance, especially the stability which is achieved from structural manipulation at the interface 

between the implant surface and the bone tissues. Nanoscale b-tricalcium phosphate-immobilized 

titanium was prepared by discharge into a physiological buffered saline solution. Compared with 

hydroxyapatite, it has been shown to be effective in generating a bone-like chemical structure on the 

surface by cooperative interaction between osteoblastic cells and the b-tricalcium phosphate. The present 

study, after cell cultivation, investigates the nanostructures and biomechanical property differences of a 

mineralized layer formed on two samples of nano-calcium phosphate-immobilized titanium. A scanning 

probe microscope study revealed that the mineralized tissue formed on the b-tricalcium phosphate 

samples after 1 week of cell culture showed significantly higher roughness, compared with 

hydroxyapatite samples. Nanoindentation micromechanical evaluation of the in vitro generated 

multilayered structures exhibited thicker bone-like mineralized layers on the β-tricalcium phosphate 

samples. A successful modification of titanium implants through the cooperative interaction between 

osteoblastic cells and nano β-tricalcium phosphate is anticipated. 
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１．研究開始当初の背景 
現在，インプラント体の形状や表面構造の

改良により，骨組織との結合能が向上してい

る．しかし埋入部位によっては骨量の不足に

より，インプラント補綴が困難である．この

ため，欠損部位に対して自家骨移植やバイオ

セラミックの骨充填材を利用した術式が検

討されてきた．しかし，自家骨移植はドナー

部位および骨採取量の制限，人工の骨充填材

は強度および吸収性の問題からいずれも広

範囲の骨欠損には対応できない． 

 

そこで広範囲の骨欠損に対応すべく，リン

酸カルシウム系バイオセラミックを主とし

た骨充填材と採取した自家骨を併用する手

法が利用されてきたが， 

①自家骨に存在する骨髄細胞の増殖能 

②骨充填材の吸収性と再生の場としての

機能 

③チェアーサイドでの操作性 

に限界があり，完全な新生骨への置換は不可

能であった． 

 

①の解決法として，骨髄間葉系幹細胞によ

る再生医療の応用が考えられる．近年再生医

療の進歩から単離が可能となった骨髄間葉

系幹細胞は，通常の骨髄細胞に比較して増殖

能が著しく高く，さらにサイトカインの添加

により分化方向のコントロールが容易であ

ることから，インプラント周囲の骨増生に対

して利用価値が高い．しかし，in vivo で広

範囲の骨欠損に対応するケースでは，患部に

幹細胞や分化・増殖因子を維持することが困

難であり，再生の場として優れたキャリアー

材料の開発が必要である． 

②③に対応する骨充填材としては，高分子

を利用したハイドロゲルが考えられる．生分

解性ポリマーやコラーゲンなどの生体高分

子ハイドロゲルは操作性が良好であり，in 

vitro では骨芽細胞などのスキャフォールド

として優れた再生の場を供給することが知

られている．同時に，幹細胞の成長・分化誘

導因子の添加と徐放が容易である．またリン

酸カルシウム系バイオセラミックなどに比

べて吸収性に優れており，再生の場としての

役割を終えた後は速やかに分解吸収される

ことが期待できる．しかし，生分解性ポリマ

ーやコラーゲンなどの生体高分子ハイドロ

ゲルは，優れた再生の場（スキャフォールド）

である一方で，歯科用インプラント補綴を補

助する骨充填材のベースとしては物理的強

度に問題があるため複合化が不可欠である．

天然の硬組織である骨の構造を模倣した材

料という観点からは，リン酸カルシウムとコ

ラーゲンの複合化が考えられる．しかし，両

者の反応性が低く，生物学的安定性に乏しい

ため，少なくとも in vivoでハイドロゲルと

して用いることはできない． 

 
 
２．研究の目的 

現在のリン酸カルシウム・コラーゲン複合

体は，ハイドロゲルとして生体内で用いるこ

とはできない．これまで利用されたリンカル

シウム微粒子はコラーゲンとの反応性が低

く，ゲル化が困難であり，in vivo での安定

性が低い．このため，幹細胞のキャリアーあ

るいはスキャフォールドとして用いること



ができない．申請者はこれまでの研究で，無

機イオンのみから調整した擬似体液中での

液中放電により，ナノスケール（100nm）の

アルカリ性コロイド状リン酸カルシウムを

作製することに成功した．このうち β 三リ

ン酸カルシウム（β-TCP）はハイドロキシア

パタイト(HA)にくらべ酸性コラーゲン溶液

との反応性がきわめて高く，速やかにゲル化

するという画期的な所見を認めた．本材はナ

ノ結晶が溶解することにより発生した高エ

ネルギー重合リン酸塩の触媒反応によるコ

ラーゲン分子とリン酸カルシウムの高架橋

ハイドルゲルであり，チェアーサイドでの操

作性および生物学的安定性に優れている．他

期間においてもコラーゲン骨充填材が検討

されているが，フリーズドライ処理後にブロ

ック状に加工されたものであるため操作性

に劣り，骨髄間葉系幹細胞との複合化は不可

能である．これは直径の大きい HA を充填材

のフィラーとして用いているため，コラーゲ

ンマトリックスとの反応性が低く，ハイドロ

ゲルの状態で安定性が低いためと考えられ

る．本リン酸カルシウム/コラーゲンハイド

ロゲルはチェアーサイドで幹細胞に対する

各種増殖・分化因子を容易に添加できること

から，人工の骨充填材あるいはハイドロゲル

単体での利用よりもはるかに再生能力が高

いと考えられ，臨床的にきわめて有効である

と考えられる．  

 
３．研究の方法 
液中放電法を用いて，チタン試料表面にナ

ノスケールの HA および TCP 微粒子をコーテ
ィングし，試料とした．HAおよび TCPナノ微
粒子上で骨芽細胞様細胞を培養することに
より，リン酸カルシウムと生体界面に析出す
る石灰化組織の物理・化学的特性を検討した．
石灰化組織の化学特性はＸ線光電子分光分
析法および全反射法を併用した赤外分光分
析法にて検討した．石灰化組織の微小力学的
特性は原子間力顕微鏡を併用したナノイン
デンテーション法にて測定した． 
 

４．研究成果 
HA および TCP ナノ微粒子は徐々に溶解し，

一週間後には両サンプル上に石灰化組織が
析出した．細胞培養後にみられる HA および
TCP サンプル上の石灰化組織はＸ線回折分析
の結果，結晶構造的には違いがなく，アパタ
イト様の石灰化組織が析出していた．しかし，
赤外分光分析およびＸ線光電子分光分析法
でさらに追究すると，TCP サンプル上の石灰
化組織は細胞外マトリクスと無機成分であ
るリン酸カルシウムの反応性が高く，HA サン
プル上の石灰化組織と比較して，高架橋の骨

様複合体であることが判明した．赤外分光分
析では細胞培養後の TCPサンプル上の石灰化
組織でリン酸基の重合反応が検出された．こ
のため TCPサンプル上では細胞が産生したコ
ラーゲンマトリクスと無機イオンとの架橋
反応が促進される．化学構造の違いは，力学
的性質にも影響した．ナノインデンテーショ
ン法による分析で，TCP サンプル上の石灰化
組織の値は，硬さ・弾性係数ともに象牙質お
よび海綿骨の値とほぼ一致し，これらと同様
粘りのある構造体であるといえる．一方，HA
サンプル上の石灰化組織は硬さ・弾性係数と
もにきわめて高く，たわみが少なく，もろい
構造体であることが判明した．過去の文献か
ら，皮質骨の値であっても海綿骨の 2倍から
大きくても 3倍程度であり，HAサンプル上の
石灰化組織は少なくとも物理的には骨と全
く異なる構造体である．歯科用生体材料と骨
との界面組織は，咬合力を負担する機能材料
としてきわめて重要な生体構造物であると
考えられる．HAの骨形成能が高いことは疑い
ようがないが，単に組織切片を染色するだけ
ではわからない，物理的性質が骨と大きく異
なる構造体を HA と骨組織との界面に析出し
ている可能性がある.また，液中放電により
作成したナノ TCP微粒子は，齲蝕象牙質の再
石灰化においても有効であった．アルカリ性
に調整したコロイド状のナノ TCP 微粒子を，
齲蝕象牙質に作用させると，象牙質の弾性係
数が健全象牙質と同等にまで回復した．象牙
質は管周象牙質と管間象牙質があり，コラー
ゲンリッチな管周象牙質の層にアルカリ性
のナノ微粒子が作用し，架橋結合を回復する
ことで，齲蝕象牙質の弾性係数が上昇したと
考えられる．このようにナノ TCP 微粒子は，
骨様の複合体作成だけでなく，新たな生体材
料として非常に応用範囲が広いことが判明
した． 
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