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研究成果の概要（和文）：硫酸カルシウム由来の Ca2＋を介したアルギン酸との架橋構造内に、

高い骨形成能を有するリン酸カルシウム（β-TCP）を効率よく取り込む条件を設定した。さら

に、作成された複合体は柔軟な賦形性を有しており、今後さらに材料学的評価、生体親和性の

データを加え、in vivo による研究も加えることで、将来的に骨欠損の大きさ、形状に左右され

ることなく応用可能な生体内吸収性骨再建材料の開発が期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）：We established a method and conditions to prepare alginate/ 

calcium sulfate composites contain calcium phosphate most efficiently. This composites 

keeps osteogenic ability from calcium phosphate and its form. The results suggest that this 

composites has potential to provide a better scaffold in bone defect regardless its size or 

shape.  
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１．研究開始当初の背景 

歯科や整形外科領域の再建・再生医療分野
においては、骨移植術や骨再生誘導法に代表
されるような、自己修復が不可能な骨欠損部
位に、新生骨の再生を図ることが必要とされ
ている。しかし、最も効果的とされる自家骨
移植では外科的侵襲性が大きく骨採取量が
制限され、一方、他家骨移植や骨再生誘導法
では、免疫反応の問題、遺伝子レベルでの異
種タンパクの影響が否定できないなどの課
題は多い。そのためハイドロキシアパタイト

（HA）や、β型第３リン酸カルシウム（β－
TCP）に代表されるリン酸カルシウムを骨代
用材として用い、骨再生を図る方法も以前よ
り検討されており、一部では臨床応用されて
いる。骨代用材料の最大の利点は、量的制限
がないため、応用に際して、骨欠損部の大き
さに左右されないことであるが、自家骨と比
べ、必ずしも十分な骨再生能を有しておらず、
粒子状での応用は骨欠損部への固定が難し
いなどの問題も挙げられる。これまでも、他
の高分子化合物との複合化により形態付与
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が行われ、生体親和性に優れた骨再建材料の
開発が行われてきた。 

我々も、多糖類のアルギン酸に着目し、リ
ン酸カルシウムとの複合化により形態を付
与することで、その骨再建材料としての可能
性を探索してきた。アルギン酸は、歯科の分
野においては長く印象材として親しまれて
きた材料であるが、最近、生体材料としての
応用に広く注目されている材料であり１）、ド
ラッグデリバリーシステムなどで既に応用
されている。我々が着目した最大の利点は、
植物由来の材料であり、ゼラチンやコラーゲ
ンなどの動物由来の材料において予想され
るその免疫原性や未知の感染源などの危険
性を完全に排除でき、生体親和性に優れてい
る点が挙げられる。また、リン酸カルシウム
との複合化により、Ca2＋を介した架橋構造が
構築され、骨芽細胞などの細胞の侵入に必要
な scaffold としての役割が期待される。こ
れまで、塩化カルシウムを Ca2＋の供給源とし
て、リン酸カルシウム（β－TCP）とアルギ
ン酸の複合化による骨再生材料の開発が報
告されている。 

今回、申請者らは新たに、アルギン酸への
Ca2＋の供給源として硫酸カルシウムに着目し
た。硫酸カルシウムは歯科領域において、ア
ルギン酸と練和されることで歯科用印象材
として、あるいは骨補填材料の接着材料とし
て従来から使用され、生体親和性が認められ
ている。また、単体としてもその骨伝導能が
認められており、リン酸カルシウム（β－
TCP）と併用することで、その骨形成能に相
乗効果が得られることも報告されている 2)。
そこで三者を複合化することで、骨形成能を
有し、三次元的な賦形性を有する骨再建材料
の開発が期待できるのでは考えた。 
 
２．研究の目的 

アルギン酸、リン酸カルシウム、硫酸カル
シウムを複合化し、(1)Ca2＋を介した三次元的
架橋構造の構築と(2)リン酸カルシウムおよ
び硫酸カルシウムによる骨形成能の付与を
図ることで、新しい生体内吸収性骨再建材料
を開発することを目的とした。具体的には 
(1)複合体内へリン酸カルシウムが効率的に

析出し、かつ充分な形態付与性を獲得す
るための条件を設定すること。 

(2)骨欠損部への埋入試験を行い、骨形成が
最も効率的な条件について、in vivo での
評価を行い、将来的な臨床応用の可能性
について検討すること。 

以上、二点を大きな柱とし、最適な骨形成能
および形態付与性を与える条件を設定する
ことを目的とした。 
 迅速な骨再生は、患者の負担の軽減につな
がり、将来的には臨床応用され、再建・再生
医療分野さらには創建医療分野における新

しい医療技術の開発にもつなげていくこと
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)新規複合体の作成 
 アルギン酸ナトリウムに対して Ca2＋が過
飽和となる量の硫酸カルシウム粉末を蒸留
水に溶解し、リン酸カルシウムとして、β型
第３リン酸カルシウム（β－TCP）を 0.5wt％
加えた。さらに異なる量のアルギン酸ナトリ
ウム粉末（0.25～1.5wt%）を 0.25wt％刻みで
加え練和することで、複合体ゲルを作製した。
加える硫酸カルシウム粉末とアルギン酸ナ
トリウム粉末の量については、過飽和な Ca2
＋の存在下では、β－TCP が HA へ転換し、充
分な骨形成能の獲得（β－TCPの複合体内で
の存在）が困難であること、硫酸カルシウム
とアルギン酸ナトリウムがそれぞれ２価、１
価の塩基化合物であることなどを考慮し設
定した。また、コントロールは Ca2＋の供給源
を塩化カルシウムとし、硫酸カルシウムを含
まない複合体とした。作成した複合体ゲルを
専用の型枠に入れ予備凍結を行い、凍結乾燥
により各々試験片を作成した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)新規複合体の材料学的評価 
フーリエ変換赤外分光分析法（FTIR法）お

よびＸ線回折法（XRD 法）にて、β－TCP に
特有のピークを観察することで、複合体中に
β－TCP が含有されていることを確認した。 
(3)材料学的な最適条件の設定 
 加えるアルギン酸ナトリウム量について、
条件を徐々に絞り、上記(1)を繰り返すこと
で、β－TCP が最も効率よく取り込まれるよ
うに、加えるβ－TCP 粉末、硫酸カルシウム
粉末、アルギン酸ナトリウム粉末、蒸留水の
配合について最適な条件の設定を図った。 
 
４．研究成果 
 β-TCP、硫酸カルシウム、アルギン酸ナト
リウムのフーリエ変換赤外分光分析法（FTIR
法）およびＸ線回折法（XRD 法）の解析結果
を示す。FTIR においては、硫酸カルシウムが
ピークを有する波長域（554、605、1045、1119、
1625、3406、3547 cm-1）は、β-TCP が特有の
ピークを有する波長域（547、602、940、968、



1054、1081、1123cm-1）とほぼ同じであり、
アルギン酸ナトリウムの波形はフラットで
あった(図 2）。複合化により、波長が融合ま
たは重なるためにβ-TCP に由来するピーク
の判別が困難であり、複合体にβ-TCP が含ま
れているかを確認することが困難であった。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、XRD では、β-TCP は 2θ=11.8、20.9、

23.5、29.2、31.3°に、硫酸カルシウムは 2
θ=11.6、20.9、29.0、31.3、34.6°にピー
クを有し、アルギン酸はフラットであった
(図 3)。β-TCPおよびアルギン酸ナトリウム
は、FTIR と同様に本測定においても、ほぼ同
じ入射角でピークを示したが、本測定で用い
る試料の厚さ、測定器の解析条件等は全て揃
っており、2θ=11.8、20.9、23.5°において
β-TCP が非常に大きなピークを示したこと
から、これをもとに実験を行った。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まず、アルギン酸ナトリウム濃度を0.25、

0.5、1.0、1.5wt％に調整した条件下で複合体

を作成しXRD分析を行った。条件の設定にあた

っては、上記方法に記載した点に加え、我々

の過去のリン酸カルシウムとアルギン酸の複

合体で得た結果を参考に行った3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、2θ=11.8°近辺のピークの変化

より、アルギン酸濃度が0.5、1.0wt％近辺に

おいて、最も効率よくβ-TCPが取り込まれる

ことが推察された(図4-1)。ここを起点に、条

件を絞り、最も効率よくβ-TCPが取り込まれ

る条件設定を図った(図4-1，2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、アルギン酸ナトリウム粉末1.0wt

％の条件下で最も効率よくβ-TCPが取り込ま

れた。当初、過去の我々のリン酸カルシウム

とアルギン酸の複合化に関する研究から、ア

ルギン酸ナトリウム濃度が大きくなるに従い

、取り込まれるβ-TCPの量は少なくなること

が予想された。従って、最適化の条件には、

作成した複合体に最低限の形態付与性を維持

するだけアルギン酸量を加味することが必要

と考えられた。しかしながら、今回設定した

アルギン酸濃度においては、いずれの濃度に

おいても埋入操作を実施するに十分な形態付

与性を有しており、本条件が、本実験系では

最も効率よくβ-TCPが取り込まれる条件と考

えられる。このような結果の違いは、用いた

リン酸カルシウムによるものと考えられ、今

回用いたβ-TCPは比較的安定しているリン酸

カルシウムであり、複合体に直接取り込まれ

ていることが考えられる。一方我々は、アル

ギン酸濃度を変化させることで、架橋構造の

気孔径や気孔率が変化することを報告してい

る。あくまで推察の範囲にすぎないが、この

ことがβ-TCPの取り込み変化に繋がっている

もと考えられ、もし正しければβ-TCPが直

接取り込まれその優れた骨形成能が維持さ

れていることが期待できる（図5）。 



 

 

 

 

 

 

 

我々はこれまで、複合体の精製過程におけ

る遠心分離の回転速度が、1)細胞の接着や増

殖、リン酸カルシウム放出の為にScaffoldと

して求められる気孔径や架橋形態、2)骨再建

材料として求められる機械的強度、賦型性、

形態保持性の双方の要件に影響を及ぼすこと

も報告している。このことを踏まえ、本条件

下にて遠心分離の回転速度を変化させ、骨欠

損部内での形態維持を可能とする条件を加え

る。また擬似体液中への浸漬実験によりβ

-TCP溶出濃度測定を行うことで複合体のβ

-TCP放出能を評価し、より優れた骨再生能

を有する材料の開発を進めていく。 

一方で、高濃度のリン酸カルシウムは細胞

毒性が指摘されており、骨芽細胞に対する細

胞毒性を制御する濃度を探索し更なる改良を

模索するために、細胞のアポトーシスのメカ

ニズムについて基礎的な実験も行った。デー

タについてはまだ解析中であるが、これらを

さらに進めていくことで、より優れた骨形成

能を有する骨再建材料の開発が期待できる。 
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