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研究成果の概要（和文）：抗酸化アミノ酸誘導体であるN-アセチルシステイン(NAC)を応用する

ことで、β型リン酸三カルシウム（β-TCP）上の骨芽細胞の生存活性と機能発現は改善した。NAC
はβ-TCP上の骨再生を亢進させることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Osteoblastic viability and functional expression on beta-tricalcium phosphate 
(β-TCP) were improved by application of anti-oxidant amino acid derivative, N-acetyl cysteine (NAC), 
on the material. It was indicated that NAC enhanced bone regeneration on β-TCP material. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)ベータ型リン酸三カルシウム顆粒(β-TCP)
は生体吸収性人工合成骨補填材として注目
されている一方で、その骨親和性は十分に証
明されておらず、酸化ストレスと関連して細
胞に為害反応を引き起こす可能性が示され
ている。 
 
(2)近年、研究代表者らは抗酸化アミノ酸誘導
であるN-アセチルシステイン(NAC)の応用に
より、酸化ストレスに関連した細胞為害性を
発揮する生体材料の解毒に成功した 
 
２．研究の目的 

NAC を応用することで、β-TCP 骨補填材

料の骨芽細胞に対する親和性は向上するの
かどうかを検証すること。 

 
３．研究の方法 

ラット頭蓋由来初代継代骨芽細胞を用い
た培養研究を行う。NAC 添加、未添加β-TCP 
顆粒上に播種し、一定期間培養後、細胞接着、
細胞増殖能、骨関連基質遺伝子発現、骨芽細
胞表現型発現の解析を行い、β-TCP へのNAC 
添加が骨芽細胞機能へ与える影響に関して
細胞生物学的に評価する。また、酸化ストレ
スマーカーの定量を行い、NAC の添加が
β-TCP による骨芽細胞に加えられた酸化ス
トレスを減弱するか検証する。 
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４．研究成果 
(1)播種１日後の未添加β-TCP顆粒上の細胞生
存率は 20％程度だったのに対し、NAC添加
β-TCP上では 40％だった。また、β-TCP顆粒
上では約 80%の細胞がネクローシスに陥っ
たが、NACを顆粒へ添加したことで、その値
が 20%減少した。 

 
図 1 アネキシンV-プロピディウムイオダイ
ド蛍光染色フローサイトメトリーを用いた、
培養 1 日後のポリスチレン培養皿、β-TCP顆
粒またはＮＡＣ前処理後のβ-TCP顆粒上の細
胞生存活性とアポトーシス分析結果 
 
 (2)播種１日後のNAC添加β-TCP上の接着細
胞数は未添加β-TCP顆粒上に比べて 20％増加
した。培養 7 日後のALP染色陽性面積率は未
添加β-TCP上で 4％未満だったのに対し、NAC
添加β-TCP上では 50％にまで達した。 
 

 
図 2 培養 1 日後のポリスチレン培養皿、
β-TCP顆粒またはNAC前処理後のβ-TCP顆粒
上の接着細胞数(cells/cm2) 
 
(3)播種 1 日後の細胞内ROSレベルは未添加
β-TCP上ではポリスチレン培養皿の 16倍に達
した。しかし、NACをβ-TCPにあらかじめ添
加することで、その値は半分となった。 

図 3 培養 1 日後のポリスチレン培養皿、
β-TCP顆粒またはNAC前処理後のβ-TCP顆粒
上の細胞内ROSレベル(DCFDA蛍光強度) 
 
(4) 播種 5 日後のALP染色の陽性反応は
β-TCP上でほとんど検出されなかった。しか
し、NACで前処理することで、β-TCP顆粒状
のALP活性は著明に亢進した。ALP陽性面積
率はβ-TCP上で 4%未満だったのに対し、NAC
を前処理することで、β-TCP上のALP陽性面
積率は 50%まで上昇した。 

図 4 培養 5 日後のポリスチレン培養皿、
β-TCP顆粒またはNAC前処理後のβ-TCP顆粒
上のアルカリフォスファターゼ(ALP)活性 
 
(5) β-TCP顆粒と非接触状態で、ポリスチレン
培養皿上で共培養し、播種 1 日後の細胞生存
率ならびに細胞内ROSレベルを測定したとこ
ろ、未添加β-TCP顆粒下の骨芽細胞の生存率
は 90%未満となった。一方、NACを顆粒へ添
加すると、その値は 95%程度となり、β-TCP
顆粒との非共培養下での値と同程度となっ
た。β-TCP顆粒下では、非接触状態にもかか
わらず、12%程度の骨芽細胞がアポトーシス
に陥った。NACを顆粒へ添加することで、そ
の値は約半分となった。 
 



 

 

 
図 5 β-TCP顆粒またはNAC前処理後の
β-TCP顆粒と非接触式共培養状況下または、
非共培養状況下での培養 1 日後のポリスチレ
ン培養皿上のアネキシンV-プロピディウム
イオダイド蛍光染色フローサイトメトリー
を用いた細胞生存活性とアポトーシス分析
結果(a)ならびに細胞内ROSレベル測定結果
(b) 
 
(6)これら結果から、NACを応用することで、
β-TCP上の骨芽細胞の生存活性と機能発現は
改善し、その結果、β-TCP上の骨再生は亢進
することが細胞生物学的に示唆された。NAC
はすでに医薬品や化粧品の成分として使用
されている化合物であり、また、廉価である
ため、その臨床応用実現の可能性は潜在的に
高い。補綴前処置として行われる骨増生にお
いて高い臨床的効果を有し、インプラント補
綴をはじめとした顎顔面機能再建の適応拡
大、治療効果の向上へと繋がり、また、理論
的根拠の高い、明解な細胞生物学的機序が示
された、実現性の高い骨補填材機能亢進技術
の開発が期待される。 
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