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研究成果の概要（和文）：リン酸カルシウム系骨補填材の骨伝導発現の条件を検討し，１）リン酸八カルシウム
（OCP）は骨髄内の未分化間葉系細胞（MSC）の集積，骨芽細胞への分化，骨細胞の分化を促進すること，2)
gelatinのスポンジ状成形体（Gel）は細胞の作用により分解産物を生成し，それが血管新生を促進すること，
３）OCPとGelとの複合体（OCP/Gel）はラット長冠骨の皮質貫通骨欠損埋入で皮質骨を再生し得ること，4)
gelatin分子とOCPの共沈によりOCPに格子欠陥が導入されることで新生骨置換が促進されることを明らかにし
た．Gelとの複合化による相互作用が荷重下での長管骨の骨形成に影響を及ぼすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The present study suggested that octacalcium phosphate (OCP) enhances 
accumulation of mesenchymal stem cells (MSCs), osteoblast and osteocyte differentiations; 2)matrix 
material gelatin (Gel) produces degradation products upon dissolution, which stimulates  
angiogenesis; 3) a composite OCP/Gel showed that cortical bone can be regenerated by its implanting 
into a transcortical bone defect in rat long bone, and 4) that co-precipitation of Gel molecules and
 OCP promotes new bone formation by introducing lattice defects in OCP. These results suggest that 
the combined use of OCP and Gel may lead to the establishment of a material design guideline for 
bone substitute materials used under the load environments.

研究分野： 生体材料学工学

キーワード： 骨再生　骨補填材　骨伝導　力学的性質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リン酸カルシウム材料の中で，OCPは骨伝導を示す材料であるが，課題として焼成プロセスによる単一結晶相の
成形は困難であること，そのため生体由来高分子と複合化して賦形性，機械的性質を向上させる必要があること
があげられる．本研究では，OCP自体が示す間葉系幹細胞についての細胞活性化能，基質材料となるGelとの複合
化を想定し，Gel自体の血管新生能，OCPとgelatin分子の共沈殿による結晶性状への影響，OCP/Gelの長管骨骨欠
損の皮質骨再生能を明らかにした．本研究の結果は，OCPとGelとの併用が荷重下環境となる長管骨での骨再生に
使い得る新たな骨補填材の設計指針の確立につながることが示唆された．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
口腔外科や整形外科の分野における骨欠損を修復するため，様々な生体材料が開発されてき

ている．その中で，生体骨に近い無機成分の組成を有するリン酸カルシウム系材料であるハイド
ロキシアパタイト（HA）やβ-リン酸三カルシウム（β-TCP），炭酸アパタイト（CO3Ap），あ
るいは HA と collagen との複合体などが人工骨補填材として臨床応用されてきた．近年，骨伝
導性を示す材料のひとつとして，リン酸八カルシウム（OCP）が研究され，骨補填材としての応
用可能性が期待され，OCP と collagen との複合体は歯科領域の骨補填材として実用化が検討さ
れていた．研究代表者らは，単一結晶相を持つ生成物として安定的な合成が難しいとされてきた
OCP をベンチスケールで合成できるようにし，OCP が生体内で Ca 欠損型の HA へ相転移す
ること，その際に生じる化学的な変化が骨芽細胞等の骨組織関連細胞を活性化することを報告
した（Suzuki O et al. Biomaterials 27:2671, 2006; Anada T et al. Tissue Eng Part A 14:965, 
2008; Takami M et al. Tissue Eng Part A 15:3991, 2009）．しかしながら，OCP を整形外科分
野の長管骨骨欠損に適用していくには，荷重下で骨形成が得られることを十分に調べること，ま
たそれを実現するための生体材料学上の検討が課題であった． 
 
 
２．研究の目的 
荷重下における骨欠損での新生骨再生が促される骨伝導性の骨補填材料を開発するために，

１）OCP 自体が MSC の骨芽細胞分化と最終分化段階の骨細胞への分化を促進するかどうか，
２）OCP の複合化に用いる材料のひとつ，collagen の熱分解産物である gelatin の基質材料（ス
ポンジ状材料，Gel）の分解の組織再生への影響，３）gelatin 分子と OCP との相互作用が骨再
生に及ぼす影響，４）OCP/Gel が扁平骨（ラット頭蓋冠）と比較して，長管骨骨欠損でも骨再
生材料として機能するかどうかを確認し，荷重環境下で骨再生を促す材料設計の指針を得るこ
とを目的とした．そのため，１）マウス骨髄内の MSC がハイドロキシアパタイト（HA）の非
化学量組成物である Ca 欠損 HA（CDHA）との比較で OCP 周囲に集積するかどうか，また，
MSC が骨芽細胞に分化するかどうかの解明，２） ラット頭蓋冠骨欠損内の OCP が骨細胞の分
化を促進するかどうかの解明，３）ラット頭蓋冠骨欠損内の高分子複合化の際に基質材料となる
Gel 自体の分解が血管と骨の組織の再生に影響を及ぼすかどうかの解明，４）OCP と gelatin の
共沈がOCPの結晶性状およびラット頭蓋冠骨欠損内の骨再生能にどのような影響を及ぼすかの
解明，５）OCP/Gel 複合体が荷重下環境にあるラット長管骨の皮質貫通骨欠損埋入で皮質骨を
再生し得るかどうかについて評価した． 
 
 
３．研究の方法 
 （１）OCP および CDHA の調製 
カルシウム（Ca）および無機リン酸（Pi）の濃度，pH，温度をもとに，HA および OCP に関し
て過飽和となる水溶液条件を研究室所有の過飽和度シミュレーターを用いて計算して設定し，X 
線回折，フーリエ変換赤外分光分析（FTIR），ラマン分光分析による機器分析評価で OCP の主副
ピークを有し，不純物結晶相を含まない OCP 結晶を合成した（鈴木治ほか，特許第 3115642；
Suzuki O et al. Tohoku J Exp Med 164:37, 1991）．CDHA は OCP を出発原料として湿式で加水分解
することにより得た（Suzuki O et al. Cells Mater 5: 45, 1995）． 
 
（２）OCP と gelatin の共沈による OCP（c-OCP）の作製 
 上述した Ca と Pi を含有する過飽和環境下の水溶液中に一定濃度の gelatin を分散させ，gelatin
共存下で OCP を析出させ，共沈 OCP（co-precipitated OCP; c-OCP）を得た（鈴木治ほか，特許第
5647432；Handa T et al. Acta Biomater 8:1190, 2012）．共沈後に c-OCP を回収して試料に供した． 
 
（３）OCP/Gel 複合体の作製 
 OCP と Gel スポンジからなる複合体を骨欠損への埋入用に作製した（Saito K et al. RSC Adv 6: 
64165, 2016）．（１）の方法で合成した OCP から顆粒径 50 µm から 250 µm の OCP 顆粒を調製し
た．Gelatin を溶解した水溶液と OCP 顆粒を混合してチューブへ入れ，凍結乾燥後に減圧下で熱
架橋処理を行った後に，3 mm 径×5 mm 長のロッド状試料に加工して成形した．同様の方法で Gel
スポンジ（Gel 単体）も作製した．OCP/Gel 複合体および Gel 単体は使用前にガンマ線滅菌を行
った（Hamada S et al. Clin Orthop Relat Res 480:2043, 2022）． 
 
（４）骨髄内 MSC の集積の検討 
 （１）の方法で合成した OCP から顆粒径 300 µm から 500 µm の OCP 顆粒を調製した．研究
機関の承認を得た上で（機関承認番号：2019 ⻭動-067-01），全身麻酔下 16 週齢 Lepr-cre/Tomato 
マウスの脛骨に 1mm 径の骨欠損を作製の上，OCP 顆粒 0.5 mg を，また対照として同様の骨欠



損へ CDHA 顆粒 0.5 mg をそれぞれ一定期間埋入した．組織固定，脱灰後に hematoxylin-eosin(HE)
染色による観察を行った．また，非脱灰標本の凍結切片から組織形態計測と材料周囲における
MSC の集積およびオステオカルシン免疫染色による骨芽細胞分化を評価した．各顆粒への MSC
の集積は，埋入顆粒全周の長さに対する Lepr-cre/Tomato 陽性細胞が集積した領域の長さの比で
評価した．骨芽細胞分化は，顆粒全周のうち，Lepr-cre/Tomato 陽性細胞が集積した領域の長さに
対する Lepr-cre/Tomato 陽性細胞／オステオカルシン陽性細胞が存在する領域の長さの比で評価
した．これらは蛍光顕微鏡で観察した（Okuyama K et al. Acta Biomater 142:332, 2022）．  
 
（５）骨細胞への影響の評価 

Wistar 雄性ラット頭蓋冠に作製した 9 mm 径の臨界径骨欠損に OCP 顆粒を填入後，埋入部組
織を一定期間で回収し，骨細胞分化マーカーの発現を免疫組織学化学的に評価した（機関承認番
号：2019 歯動-015）（Saito S et al. Acta Biomater 129:309, 2021）． 
 
（６）Gel スポンジの分解と骨組織再生の評価 
種々の濃度の gelatin 水溶液を凍結乾燥し，減圧下で熱架橋処理を施すことでディスク状の Gel

スポンジを得た．これら gelatin 用量の異なる多孔体をラット頭蓋冠臨界径骨欠損に埋入した (機
関承認番号：2016 歯動-019-4)．埋入 8 週後に回収した組織を脱灰後，HE 染色し，新生骨，残存
Gel スポンジおよび新生血管の組織形態計測を行った．また，マトリックスメタロプロテアーゼ
-9(MMP-9)陽性細胞の局在を免疫染色により解析した． 
 Gel スポンジの作製に用いた gelatin 分子を MMP-9 およびプロリルエンドペプチダーゼ（PE）
共存下のリン酸緩衝生理食塩水(PBS)中で 1 週間 37°C でインキュベートし，gelatin 分解産物を
調製した．ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVECs)の血管様管腔構造形成に対する，MMP-9/PE, gelatin
もしくは, gelatin 分解産物の添加効果を調べた．（Hatakeyama T et al. Sci Technol Adv Mater 
24:2277675,2023） 
 
（７）c-OCP の結晶性状の解析 
 （２）の方法にて gelatin 共存下で得た c-OCP の微細構造を高分解能透過型電子顕微鏡(HRTEM)
により観察した．また，各試料の HRTEM 像を高速フーリエ変換(FFT)および逆フーリエ変換
(iFFT)によって処理し，特定の結晶面をフィルタリングして解析した．また，（３）の方法により，
c-OCP/Gel スポンジを作製，（５）の方法に基づきラット頭蓋冠臨界径骨欠損に 8 週間まで埋入
し，OCP/Gel スポンジとの比較で新生骨および材料の残存率を組織形態計測から調べた (機関承
認番号：2013 歯動 023–1, 歯動 2019-014)．（Hamai R et al. Appl Mater Today 26, 101279, 2022） 
 
（８）荷重下での骨形成の評価 
 研究機関の承認を得た上で（2019 医動-244），OCP/Gel および Gel（単体）を作製し、SD ラッ
ト(12 週齢，雄性)の大腿骨遠位骨幹端に直径 3 mm の両側皮質骨貫通型の骨欠損へ埋入した．埋
入後 4 週および 8 週で骨修復効果を放射線学的，組織学的に評価した．放射線学的検討は µCT
を用いた．組織学的検討は HE 染色における骨欠損部の新生骨面積を評価した．また，酒石酸耐
性ホスファターゼ(TRAP)染色により破骨細胞形成の評価を行い，osteocalcin 免疫染色により骨
芽細胞数を評価した．（Hamada S et al. Clin Orthop Relat Res 480:2043, 2022） 
 
 
４．研究成果 
（１）MSC の集積 

Lepr-cre/Tomato 陽性細胞は，OCP と CDHA の両方に集積し，差異は認められなかった. 一方，
osteocalcin 陽性細胞は OCP 周囲で早期より発現した. 骨形成能は CDHA と比べて OCP で高い傾
向にあった. この結果からリン酸カルシウム生体材料を脛骨に埋入すると, 骨髄中の MSC が材
料周囲に集積して骨形成に関与するが，OCP の方が骨形成に促進的に作用することが分かった．
OCP は自身の加水分解産物である CDHA と比較し, より早期に骨髄中の MSC から骨芽細胞へ
の分化を促し，骨再生に寄与することが示唆された. 
 
（２）骨細胞の分化 

OCP 周囲の類骨から新生骨基質部で，骨細胞に特異的なポドプラニン（PDPN）と dentin matrix 
protein 1 （DMP1）の発現が認められた．また，骨形成が進展するにつれ発現が変化した．先の
in vitro の培養細胞における研究から，OCP は，細胞と直に接することなく，その溶解産物（無
機イオン）により骨細胞の分化を促進することが解明されている（Sai Y et al. Acta Biomater 69:362, 
2018）．本研究では in vivo 環境下においても，OCP の溶解産物が OCP とは離れた位置の骨細胞
の分化を促進する可能性が示された．すなわち，類骨から石灰化した骨への移行段階で PDPN が
発現することが示唆された．これらの結果から OCP は骨細胞分化促進に影響を与えている可能
性が示唆された． 
 
（３）Gel の分解の影響 
組織形態計測の結果から，gelatin 含有量が多い Gel 群で多くの新生骨が形成された．一方，



gelatin 用量で規格化した Gel の残存割合は，gelatin 用量の低い群でより高い傾向にあった．ま
た，gelatin 用量により血管の新生および MMP-9 陽性細胞が影響を受けることが分かった．培養
後の HUVECs では，MMP-9/PE，gelatin および gelatin 分解産物群の全てで管腔構造の形成が観
察されたが，管腔構造の架橋点は gelatin 分解産物群で最も高い傾向にあった．これらの結果か
ら，in vivo では，高用量 gelatin 多孔体周囲では MMP-9 陽性細胞の局在により，Gel の分解が促
されたと考えられた．また，in vitro では，gelatin 分解産物により，内皮細胞の血管様構造形成が
促進されることが示唆された．本研究では，細胞性の分解作用により gelatin 多孔体から生成し
た分解産物が血管新生を誘導し，結果として骨再生が促進される可能性が示唆された． 
 
（４）Gelatin 分子との相互作用で得られる OCP 結晶の性状と性質 

HRTEM 像から，c-OCP では c 軸もしくは b 軸に沿った Burgers ベクトルを有する刃状転位が
観察された．iFFT 像の解析により定量した c-OCP の刃状転位密度は，OCP よりも高い傾向にあ
った．c-OCP/Gel は OCP/Gel と比較してより新生骨形成を促進した．一方，c-OCP はより高い生
体吸収性を示すことが明らかとなった．OCP に転位が導入されることでより高い新生骨置換性
が獲得されることが解明され，gelatin 分子との相互作用により生体材料としての機能が付与さ
れ る こ と が わ か っ た （ 2021 年 12 月  3 日 ， 東 北 大 学 プ レ ス リ リ ー ス ：
https://www.tohoku.ac.jp/japanese/2021/12/press20211203-02-ocp.html）．  
 
（５）荷重下での骨形成 
 μCT の観察と画像定量から，4 週では OCP/Gel 群で欠損孔の大部分が骨修復されたが，対照と
した Gel 単独群では欠損孔の大部分が残存していた．HE 染色における新生骨量は，8 週までに
OCP/Gel 群で Gel 群に比べ有意な増加が認められた．4 週 OCP/Gel 群では破骨細胞数が有意に増
加した．骨芽細胞であることを示す osteocalcin 免疫染色では 4 週 OCP/Gel 群で同様に骨芽細胞
数が増加した．ラット大腿骨の両側皮質骨欠損は，自己修復が困難な骨欠損であること，また長
管骨であることから荷重下の環境と考えられた．このような骨修復が困難な状況下においても，
OCP と Gel との併用が長管骨での骨再生に使い得る材料となる可能性があることが示唆された． 
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