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研究成果の概要（和文）：本研究では、異なる性質をもつ2種のハイドロキシアパタイト、水熱ハイドロキシアパタイ
ト(hydrothermally synthesized hydroxyapatite; HHA)および従来の焼結ハイドロキシアパタイト(stoichiometric hy
droxyapatite; SHA)を利用した。これら２種のハイドロアパタイトを比較することで破骨細胞の骨吸収活性をより亢進
させるメカニズムを明らかし、吸収制御が可能な新しい医療用セラミック開発のための基礎技術を獲得することができ
た。

研究成果の概要（英文）：Two kinds of hydroxyapatites with different properties, hydrothermally synthesized
 hydroxyapatite (HHA) and stoichiometric hydroxyapatite (SHA) were used in this study. The basic technolog
y for developing a new absorption controllable bioceramic could be obtained by revealing activation mechan
ism of osteoclast precursor cells comparing these two kinds of hydroxyapatites with different properties.
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１．研究開始当初の背景 
骨組織は置換による修復機能を持つ。この

ため、埋入された吸収性の生体材料は、自然
に置換され、除去手術がいらないという利点
を持つ。臨床上、人工セラミックスがよく使
われるのは、ハイドロキシアパタイト（HA）
と β-リン酸三カルシウム(β-TCP)である。 
TCP、オクタカルシウム(OCP)等の研究は多
く行われている。その理由は局所の原材料と
して置換により自身がHAとなるためである。
しかし、力学的性質が劣るため、初期段階で
は固定装置を取り除けない。このため固定が
長期に及び、リハビリテーションによる回復
に影響する。HA は天然骨の構成要素である
が、人工合成 HA は置換されにくい。 

Goto らによると、生体内において焼結ハイ
ドロキシアパタイト(SHA)の分解が観察され
た(2001 年)。しかし、その他多くの研究では、
従来法である焼結法で合成された SHA は、
置換吸収されにくいとされている。従来の
SHA は、Ca10(PO4)6(OH)2で、六角結晶、a = 
0.943 nm、c =0.688 nm、space group、P63/m
という性質をもつ。しかし、骨中の HA の
Ca/P 比は 1.67 より小さく、カルシウム欠損
HA であるということが既に判明されている。
そ の た め 、 近 年 カ ル シ ウ ム 欠 損 HA 
(Ca10−n(HPO4)n(PO4)6−n (OH)2−n, 0<n<2)の
合成が注目されている。 
 水熱法は反応が遅いが、条件を制御でき、
独特の材料を合成できる。HA の合成法の一
つとして最近よく使われている。最近、申請
者らは、この合成法で新しい生体吸収性 HA
を開発した。この水熱ハイドロキシアパタイ
ト(HHA)を利用し、動物モデルでこれが完全
に置換吸収されることを初めて発表した
(2008 年)。この HHA は以下の独特な利点を
持つ。 
(1) 置 換 吸 収 反 応 を 伴 い 、 骨 伝 導

(osteoconduction)再生能力が強化され、頭
蓋骨の直径 8mm の臨界性骨欠損(critical 
bone defect)でも骨修復を導くことが可能
である（金高ら、2010 年）。 

(2)HHA 顆粒は球状の構造と多孔性の特性を
持ち、薬物の担体としての機能を保有し、
サイトカインとタンパク分子を吸収して
薬物をデリバリーすることができる。また、
その徐放作用により骨誘導能を発揮し、こ
れにより骨修復能がさらに強化される。 
以上の特長により、吸収性 HHA は、臨床
上の将来性が期待される。 
Okuda らは更に、動物実験モデル(72 週、

ウサギ大腿骨)において、生体吸収性能が、①
表面の性状は長い c-axis 六角結晶で構成す
る球形である、②材料表面の陽性電荷が大量
に存在し、酸性タンパクが（pH 7.2）吸着し
易い、③CA/P 比が従来（1.67）と異なる、
という３点の性質と関係があることを示し
た。しかしながら、吸収性 HHA の具体的な
生体吸収機構は未だに不明であり、その解明
が急がれていた。 

２．研究の目的 
申請者らの検討によると、生体の HA の修

復過程においては、大量の破骨細胞が局所的
に形成される。また、Gonda らの実験による
と HHA は破骨細胞に認識される性質を持つ。
生体外実験によると、マクロファージの
RANKL 処理により、HHA または SHA ディ
スク上でこれの破骨細胞分化を誘導すると、
HHA 上の破骨細胞の方が、SHA 上の破骨細
胞より、骨吸収能が高い。しかしながら、そ
の分子的メカニズムは全く不明であった。 
そこで本研究では、様々な Ca/P 比やアス

ペクト比の HHA を作製し、いかなる HHA
が破骨細胞に作用し、SHA よりも高い骨吸収
能を示すのかを検討することを目的とする。 

Yokozeki らの研究によると、材料の微細構
造と性質はセラミックスの生体内反応に直
接影響する。材料の微細構造は骨芽細胞の生
物活性に影響する。本研究では、水熱法で
Ca/P 比やアスペクト比が異なる性質を持つ
カルシウム欠損 HHA を作製し、SHA をコン
トロールとし、SHA と HHA のそれぞれの
HA ディスク上に破骨前駆細胞をまき、組換
え精製RANKL処理で破骨細胞の分化誘導を
行い、両条件における骨吸収活性の差がいか
なるメカニズムにおいて生ずるのか、主に分
子生物学的手法により解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) 材料の作製 

Ca/P 比やアスペクト比が異なる吸収性(カ
ルシウム欠損)HHA および SHA を作製し、作
製した HA ディスクの評価を行った。 
①ディスク作製 

Ca/P 比やアスペクト比が異なる吸収性
HHA ディスクの作製を行った。吸収性を付与
するために、α-TCP 粉末を金型に入れ成形し、
水熱処理により Ca 欠損の HA ディスクを作
製した（下図）。この際、処理用水の pH(4～
11)、処理温度(105～200 度)を変化させること
で、Ca/P 比とアスペクト比が異なる HHA デ
ィスクの作製が可能となる。なお、SHA は
HA 粉末を焼結法にて作製した。 

 
 

 
 
 

 
 

 
②作製した HA ディスクの評価 
作製したHAディスクは、SEM-EDXでCa/P

比を測定、X 線回折(XRD)とフーリエ変換型
赤外分光(FT-IR)で表面構造とアスペクト比
を測定し、さらにHHA（Ca/P比が 1.53と 1.58）
および SHA ディスクを CO2 インキュベータ
内で培養液に浸漬した後、イオン溶出の評価
を行った。 



(2)破骨細胞への影響評価 
①細胞増殖・細胞分化・骨吸収能の評価 
吸収性 HHA および SHA ディスクを利用し、

各ディスク上培養による破骨細胞への影響
を評価した。具体的には、細胞増殖・細胞分
化・骨吸収能の評価、および破骨細胞分化に
関連する遺伝子発現の解析を行うために、破
骨細胞前駆細胞株(RAW 細胞)を HHA 材料ま
たは SHA 材料上に破骨前駆細胞をまき、破
骨細胞分化を誘導し評価を行った。    
②HHA 上破骨細胞分化に関連する遺伝子解
析 
 HHA 材料上培養による mRNA レベルの変
化を網羅的に解析した。この際 SHA 材料上
培養時の mRNA レベルの変化を比較対象に
おく。特に RANK リガンド下流シグナル経
路に関連する因子に注目した。 
 
 

 
 

 
 
 
pHを調 

 
③特徴タンパク質分子の解析 
 SHA 上の RAW 細胞培養を比較対照としな
がら、HHA 材料上培養に特徴的なタンパク質
分子を電気泳動法により網羅的に抽出し、質
量分析によりそのタンパク質分子の解析を
行った。 
 
(3) 破骨細胞活性の亢進を促すシグナル伝
達経路の解析 

HHA により活性化され破骨細胞活性の亢
進を促すシグナル伝達経路を解析した。遺伝
子発現量の網羅的解析と、活性化されたタン
パク質の網羅的発現解析により同定された
結果をもとに、HHA 上での破骨細胞の培養に
より活性化され、破骨細胞内 RANKL シグナ
ルを促進し、骨吸収を促進すると考えられる
シグナル伝達経路を抽出する。加えて、シグ
ナル伝達経路と溶出イオンや細胞接着との
関係を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 材料の作製 

Ca/P 比やアスペクト比が異なる２種の吸
収性(カルシウム欠損)HHA および SHA を作
製し、作製した HA ディスクの評価を行った。 

 短い針状結晶を持つ吸収性 HHA を SRHA 
(short rod-shaped HA) とし、長い針状結晶を
持つ吸収性 HHA を LRHA (long rod-shaped 
HA)とした。また、FT-IR 解析の結果、どちら
も HA 単体であることを確認した。 
 

 
SRHA(a)      LHRA(b) 

 
 
 
 

 
 
 
 

(2)破骨細胞への影響評価 
吸収性 HHA および SHA ディスクを利用し、

各ディスク上培養による破骨細胞への影響
を評価した。評価に先立ち、HA 顆粒埋入に
よる破骨細胞の誘導について、水熱HA(HHA)
と焼結 HA（SHA）との比較を行った。 
このように、細胞増殖・細胞分化・骨吸収

能の評価、および破骨細胞分化に関連する遺
伝子発現の解析を行ったところ、生体吸収性
を持つ HHA で破骨細胞活性の上昇が確認さ
れた。さらに、SHA 上の RAW 細胞培養を比
較対照としながら、HHA 材料上培養に特徴的
なタンパク質分子を電気泳動法により網羅
的に抽出し、質量分析によりそのタンパク質
分子の解析を行った。 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 (3) 破骨細胞活性の亢進を促すシグナル伝
達経路の解析 

HHA により活性化され破骨細胞活性の亢
進を促すシグナル伝達経路を解析した。これ
までの実験結果をもとに、HHA 上での破骨細
胞の培養により活性化され、破骨細胞内
RANKL シグナルを促進し、骨吸収を促進す
ると考えられるシグナル伝達経路を抽出し
た。加えて、シグナル伝達経路と溶出イオン
や細胞接着との関係について検討した。 
これにより、破骨前駆細胞活性化機構解析

による生体吸収制御可能な医療用セラミッ
クの開発における重要な知見を得ることが
できた。 
 
本研究では、異なる性質をもつ 2 種のハイ

ドロキシアパタイトとして、水熱ハイドロキ
シアパタイト(HHA)および従来の焼結ハイド
ロキシアパタイト(SHA)を利用した。これら
２種のハイドロアパタイトを比較すること
で破骨細胞の骨吸収活性をより亢進させる
メカニズムを明らかし、吸収制御が可能な新
しい医療用セラミック開発のための基礎技
術を獲得することができた。 
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