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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では骨形成の開始場所を模倣して非コラーゲン性タンパク質に親和性がある新規
リン酸カルシウム結晶の作製とそのタンパク質吸着特性の検討，また骨欠損充填のための
埋入可能な形態の成型を天然高分子ゲル作製により検討した．F 含有リン酸カルシウムは
F 導入法に依存して異なる物理化学的性質を示し，Ｆ共存下で得たＦ含有リン酸カルシウ
ムは比較的高い溶解性を示すとともにアルブミンなどモデルタンパク質に対して高い親和
性を示した．天然高分子ゲルによる水和ゲル形成を検討し骨欠損への埋入可能性が確認で
きた． 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Synthetic calcium phosphates, having a higher adsorption affinity with 
non-collagenous proteins, such as albumin, were prepared as a source material for an 
implantable construct. Fluoride-containing calcium phosphates, showing a relatively 
higher solubility and a higher protein adsorption affinity, were developed. Natural 
polymer, such as alginate, was used to study for the preparation of the implantable gel 
form. 
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１．研究開始当初の背景 

 骨欠損を修復するために細胞と人工マテ
リアルを併用する組織工学的な手法が多く
研究されており，骨再生が必要とされる歯
科・口腔外科および整形外科の領域において，
より生体親和性の高い付加価値のある組織
工学手法の開発が望まれていた．本研究では
骨形成の早期プロセスに着目してより高い
生体親和性があり骨形成の核として働く可
能性のある人工的な石灰球創製の可能性に
ついて検討した．背景となる研究実績として
合成リン酸カルシウムをマウス皮質骨表面

に埋入すると血清由来タンパク質を集積し
て骨形成を開始するという結果があった
（Suzuki O et al. Bone Miner 20:151-166, 

1993）．すなわち，マウスの頭蓋冠上骨膜下
に顆粒状のリン酸カルシウムを埋入すると
骨形成が開始されるが，透過型電子顕微鏡観
察によると，埋入リン酸カルシウム周囲には
非コラーゲン性の基質タンパク質が集積し
た状態の無機・有機構造体が形成され
（ Suzuki O et al. Tohoku J Exp Med 

164:37-50, 1991），この構造体から骨形成が
開始するという成果を得ていた．この構造体
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は骨形成の開始に積極的に関わる構造的，生
物学的な機能を有する可能性を考察した．そ
こで，生体の骨形成の開始場所を模倣して血
清タンパク質や成長因子に親和性がある新
規なリン酸カルシウム結晶の作製およびそ
の結晶とタンパク質の複合体の調整，また，
最終的には骨欠損への埋入を実現していく
ために形態付与を目的とした天然高分子を
用いた水和ゲルの作製も検討した． 

 

２．研究の目的 

細胞を活用する組織工学あるいはバイオ
マテリアルを用いる骨欠損の骨再生は，これ
らの足場を起点とした骨形成が基本となっ
ている．本研究は骨再生開始の核として働く
人工石灰化球の模倣構造体を作製できるか
どうかを研究し，その特性や骨欠損への埋入
可能性を検討するものである．骨の形成，再
生で観察される骨芽細胞が作り出す硬組織
はコラーゲン上にハイドロキシアパタイト
が石灰化した組織が基本型となる．一方，骨
には複数の非コラーゲン性タンパク質が含
まれており一部はハイドロキアパタイトに
吸着している．そこで，タンパク質に親和性
が高いと想定されるリン酸カルシウム結晶
を新たに合成し，その物質のキャラクタリゼ
ーション，また，血清由来タンパク質を用い
たモデルタンパク質の吸着特定，さらには骨
の欠損へ埋入可能な操作性を持った水和ゲ
ルの成型体の作製を検討した．これらの研究
に基づいて，最終的には人工石灰化球が設
計・作製できるかどうか検討することを目的
とした． 

 

３．研究の方法  
（1）リン酸カルシウム結晶の調整 
先に確立し報告した湿式合成法（Suzuki O 

et al. Tohoku J Exp Med 164:37-50, 1991）
に基づきハイドロキシアパタイトの前駆体
であるリン酸オクタカルシウム（OCP）を合
成した．次にやはり先に報告した方法
（Suzuki O et al. Cells Mater 5:45–54, 
1995）にて，OCP 粒子を分散させたトリスバ
ッファーによる緩衝水溶液に Fを任意の濃度
で含有させて一定時間 37℃に保持して浸漬
させ，F 含有リン酸カルシウム群を得た．ま
た，別の方法として湿式合成法時に任意の濃
度の F を共存させ温水中で結晶を育成して F
含有リン酸カルシウム群を得た（Shiwaku Y 
et al. J Ceram Soc Japan 118:402–405, 2010）． 
 
（2）リン酸カルシウム結晶のキャラクタリ
ゼーション 
結晶の同定を X 線回折法，フーリエ変換赤

外分光法にて行った．また Ca および P の含
有量を ICP による化学分析にて，また F の含
有量をフッ素電極による化学分析にて決定

した．結晶の形態を走査型電子顕微鏡にて観
察した．さらに培地中での溶解性の評価を一
定時間浸漬後に培地上清の過飽和度を計算
して溶解度として見積もった．過飽和度は先
に報告した方法にて（Suzuki O et al. J 
Biomed Mater Res B Appl Biomater 
77:201–212, 2006），リン酸カルシウムの溶
解度積とイオン活動度との比から計算した．
結晶浸漬後の上済みの Ca やリン酸など主要
なイオンの濃度を定量し，また培地の pH を
用いて決定した． 
 
(3) タンパク質の吸着親和性の研究 

 F 含有リン酸カルシウム結晶の表面積を比
表面積の数値に基づいて一定となるように
して HEPES 緩衝液中 pH7.4 下で牛血清アルブ
ミンの吸着を測定した．タンパクアッセイ法
にて上清の濃度を決定し，その値から結晶に
吸着したと想定される量を定量して，その値
を結晶の単位表面積当たりに換算して吸着
量として決定した． 
 
（4）天然高分子ゲル作製 
 アルギン酸水溶液から，架橋剤となるイオ
ン存在下の溶媒中で埋入体を想定して適切
なサイズとできるかゲル化させて成型体を
作製した． 
 
以上の検討から，結晶とタンパク質を含有

させたゲル埋入体の基本型を設計・作製する
ための基盤データを収集した． 
 
４．研究成果 
（1）リン酸カルシウム結晶の性質 
 F 溶液に浸漬して得た F 含有リン酸カルシ
ウム，F 共存下で得た F 含有リン酸カルシウ
ムともに，初期 F濃度に依存して結晶に含有
される F 濃度は高くなった．また双方とも投
入する F の濃度に依存して HA 様結晶への結
晶化が促進された．結晶形態も F濃度に依存
して変化したが，前者では結晶の無定形化が
進んだのに対して，後者では板状から F含有
HA 様の特徴であるロッド状へ変化しており，
異なる結晶化プロセスが生じていることが
わかった．また，結晶浸漬後の培地の過飽和
度から見積もった溶解度はそれぞれの結晶
でオリジナル OCP結晶のそれとは異なってい
た．しかしながら，F 共存下で得た F 含有リ
ン酸カルシウム群の溶解度は F含有量が高く
なってもなお，オリジナル OCP 結晶のそれに
比較的近い状態（高い溶解度）を維持してい
た．F含有リン酸カルシウムは F含有 HA を形
成する傾向があり HA に比較して溶解度が低
下することが知られている（Moreno EC et al. 
Nature 247:64–65, 1974）．これに対して本
研究で，F 共存下で得た F 含有リン酸カルシ
ウムは比較的高い溶解度を維持していたこ



 

 

とから，これらの F 含有リン酸カルシウム群
は，結晶の周囲環境に対してより反応性の高
いリン酸カルシウムとなっている可能性の
ある物質であることがわかった． 
 
（2）F 含有リン酸カルシウムのタンパク質吸
着量 
 F 溶液に浸漬して得た F 含有リン酸カルシ
ウム，F 共存下で得た F 含有リン酸カルシウ
ムについて，オリジナル OCP 結晶との比較で
牛血清アルブミンの吸着量を調べたところ，
F 共存下で得た F 含有リン酸カルシウムの吸
着量が F溶液に浸漬して得た F含有リン酸カ
ルシウムの吸着量より優っていた．但し，こ
れらの吸着量はオリジナル OCPの吸着量より
も小さかった．この検討から，F 共存下で得
た F含有リン酸カルシウムの牛血清アルブミ
ンに対する反応性が高いことが裏付けられ
た． 
 
（3）天然高分子水和ゲルの成型 
 結晶を含有させることが可能な天然高分
子水和ゲルの成型について検討した．先にリ
ン酸カルシウムとアルギン酸のスポンジと
の複合体を作製し，培養によって骨芽細胞様
細胞がスポンジ内へ比較的良好に侵入でき
ること，同スポンジはマウス頭蓋冠欠損埋入
によって良好な骨再生能を示すことを確認
している（Fuji T et al. Tissue Eng Part A 
15:3525-3535, 2009）．本研究ではスポンジ
ではなく水和ゲルの状態での結晶含有を考
え，水和ゲル成型体を架橋剤となるイオンを
含有させた水溶液中にアルギン酸を投入し
てゲル化させることで成型体の作製を検討
した．結晶の含有に適切なアルギン酸濃度と
投入方法を検討した．小動物の骨欠損に埋入
可能なサイズの成型体が得られることが確
認できた．結晶含有性については今後の計画
の課題とする． 
 
（4）埋入可能なリン酸カルシウム結晶と高
分子ゲル成型体との複合化について 
骨再生においては埋入する材料に，生体親

和性，骨形成活性，そして操作性が求められ
る．本研究では埋入可能な骨形成の開始点の
構造体の基本型を作製するための基盤とな
るデータを作製できた．すなわち，ミネラル
成分となる F含有リン酸カルシウム結晶，そ
して，アルギン酸の水和ゲルについて検討し
た．特に F含有リン酸カルシウム結晶につい
て詳細な検討を行い，非コラーゲン性タンパ
ク質のモデルとして牛血清アルブミンの吸
着能が，結晶性状に依存して顕著に異なるこ
とがわかった．この性状は F 含有量に依存し
て変化した．また，上述したように，F 共存
下で得た F含有リン酸カルシウムにおいては，
予想に反して溶解度の低下が生ぜず，オリジ

ナル OCP結晶に比較的近い溶解性を示す結晶
が作製可能となった．本研究ではゲル成型体
に含有する結晶としてどちらの合成方法で
作製した F含有リン酸カルシウムが適するか
を判断するまでの検討はできなかった．先に
プロテオーム解析から血清由来タンパク質
のリン酸カルシウム結晶に特異的吸着を示
すタンパク質群を同定した（Kaneko H et al. 
Anal Biochem 418: 276-285, 2011）．この研
究では骨組織の代謝に関連するタンパク質
も吸着タンパク質として含まれていること
から，これら吸着タンパク質はリン酸カルシ
ウム結晶の骨伝導能に関連するタンパク質
であることが示唆された．一方，リン酸カル
シウム結晶，天然高分子（コラーゲン）のス
ポンジにラット骨髄由来の未分化間葉系細
胞の播種効果も先に検討しており，未分化間
葉系細胞の分化促進にリン酸カルシウム結
晶の導入が効果的にあることを，in vivo の
ラット頭蓋冠骨欠損への埋入によって確認
している（Kawai T et al. Eur Cell Mater 
22:124-136, 2011）．本研究と先のこれらの
研究から得られたデータに基づき，今後に，
未分化間葉系細胞の播種性の検討，リン酸カ
ルシウム結晶，タンパク質（成長因子として
働くタンパク質），水和ゲルの組み合わせの
検討を進めていく予定である． 
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