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研究成果の概要（和文）：バイオマテリアルは人工材料であるため、免疫による拒絶がほとんど生じないことがメリッ
トの一つであるが、もしバイオマテリアル(材料)が積極的に免疫系に働きかけ、免疫細胞を活性化することができれば
、がんの治療法として注目されている「養子免疫療法」に新機軸を提案できる。我々はこれまでに二種類の「免疫系に
作用するバイオセラミックス」（イムノセラミックス）の試製に成功している。このセラミックスをマウス由来の免疫
細胞と共存培養すると、例えば、免疫細胞中のT細胞の比率を増加させることができる。このイムノセラミックスは免
疫系に積極的に働きかける新しいバイオマテリアルとして「がん治療」などへの応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Calcium phosphates, such as hydroxyapatite (HAp) are one of the important key 
materials in the field of biomaterials. Immunotherapy without side effects has been expected as a novel 
medical treatment for a cancer. Among some immunotherapies, we have focused on the lymphokine activated 
killer cell (LAK) therapy. In order to develop the novel cell-culture substrates for enhancing the 
activity of immune cells, we have created the two kinds of “immunoceramics”: i) boron-containing 
apatite (BAp) with BO2 groups and ii) HAp ceramics surface-modified with inositol phosphate (IP6) 
(IP6-HAp ceramics). Splenocytes derived from the spleen of mouse were seeded on the above immnoceramics 
to assay the activation ability by a flow cytometry. The results showed that the populations of 
splenocytes with the immunoceramics were higher than that of the splenocytes with the HAp ceramics as a 
control. The two immunoceramics may be expected as key materials for next-generation immunotherapy.

研究分野：バイオマテリアル、バイオセラミックス
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１．研究開始当初の背景 

我が国の死亡率の第 1 位は 1980 年以来、
悪性新生物（がん）であり、総死亡率の 30%

を超えている。最近、従来のがん三大療法（外
科療法・放射線療法・化学療法）に加えて、
副作用がほとんどない・がんの部位を選ばな
い・三大療法との併用が可能などの理由から
「免疫療法」が注目され、着実な成果をあげ
てきている。免疫療法には、患者の体に免疫
賦活剤などを投与して免疫細胞を活性化さ
せてがんを治療する「能動免疫療法」および
患者自身の免疫細胞を体外(in vitro)で培養・
活性化させてから再び患者にその免疫細胞
を戻して体内の免疫細胞を活性化させてが
んを治療する「受動免疫療法（養子免疫療
法：図 1）」がある。 

養子免疫療法で利用される免疫細胞には、

T 細胞やナチュラルキラー細胞(NK cell)など
がある。例えば、NK 細胞はインターフェロ
ンとともに先天性免疫を司る細胞のひとつ
であり、白血球中に 1~5%存在している。そ
の名前の通り、当初、がん細胞を傷害する活
性をもつ細胞として発見された。今日では、
NK 細胞はウィルス、細菌、原虫の感染阻止
に働くことが知られている。この NK 細胞を
サイトカインのひとつであるインターロイ
キン-2(IL-2)存在下で培養すると増殖してリ
ンホカイン活性化キラー細胞 (lymphokine 

activated killer cell; LAK)となる。この LAK 細
胞は抗腫瘍活性が増強されており、この細胞
を患者に戻してがんを傷害する治療法が
「LAK 療法」である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、高額なサイトカインなどを使
用せずに、材料自身が積極的に免疫系に働き
かけ、免疫細胞系を活性化させる新規バイオ
マテリアル「イムノセラミックス」を創製し、

その機能発現メカニズムを解明するととも
に、医学応用を見据えて免疫細胞の効率的な
増殖・活性化プロセスを構築することを目的
としている。 

本提案では、バイオセラミックスを 2 つの
アプローチ、すなわち「固溶体形成」および
「表面修飾」により免疫系を向上させるデザ
インについて検証するとともに、その免疫系
の発現をフローサイトメーターで評価した。
まず、 

より具体的には、「固溶体形成」によるア
プローチでは、超音波噴霧熱分解法により、
ホ ウ 素 含 有 ア パ タ イ ト
(Ca9.5+0.5x{(PO4)6-x(BO3)x}{(BO2)1-xOx} (0≦x

≦1); BAp)粉体を合成し、そのキャラクタリ
ゼーションを行なうとともに、緻密なセラミ
ックスを作製した。BAp はその結晶構造内に
BO2基を備えたアパタイトであり、この BO2

基が中性以上の pHで解離してB(OH)3を形成
する。その結果として、BAp にレクチン様の
表面が形成され、それらが細胞の糖鎖と相互
作用し、例えば、免疫系の細胞を活性化する
ことが推測される。一方、「表面修飾」によ
るアプローチでは、水酸アパタイト
(Ca10(PO4)6(OH)2; HAp)セラミックスを作製し、
その表面を免疫賦活作用を有すると報告さ
れているイノシトールリン酸(IP6)で修飾し
た。この IP6 を表面修飾した HAp セラミック
ス(IP6-HAp セラミックス)をイムノセラミッ
クスのモデルとして検証した。 

以下、研究の方法と得られた成果について
記載する。 

 

３．研究の方法 

(1) BAp セラミックスの作製と免疫細胞によ
る評価 

BAp セラミックスは既報(M. Nakamura, Z. 

Zhuang and M. Aizawa, Key Eng. Mater., 

529-530, 109-113 (2013).)にしたがって作製し
た。なお、ホウ素を含まない水酸アパタイト 

(HAp) セラミックスも同様に作製した。免疫
細胞について調査するため、マウス 

(C57BL/6N♀/7-12 weeks/17-24 g) から脾臓を
取り出し、赤血球を取り除くことで、脾臓細
胞の回収を行なった。また、脾臓細胞から、
Mouse NK CELL enrichment kit (STEMCELL

社) を用いて NK 細胞の濃縮を行なった。脾
臓細胞および NK 細胞を 1.0×10

6
 cells/cm

3の
濃度で各セラミックス上に播種し、1 日間培
養した。細胞を回収した後、フローサイトメ
トリー解析を行うことで各種免疫細胞の割
合および分化段階を調査した。 

 

(2) IP6-HAp セラミックスの作製と免疫細胞
による評価 

 HAp 成形体は既報(Z. Zhuang, T. J. Fujimi, 

図 1 養子免疫療法の概念図 



M. Nakamura, T. Konishi, H.Yoshimura and M. 

Aizawa, Acta Biomaterialia, 9, 6732-6740 

(2013).)にしたがって作製し、温度 1200ºC, 保
持時間 5 h, 昇温速度 10ºC･min

-1 で焼成して
HAp セラミックスを得た。 

得られた  HAp セラミックスを  12 well 

plate にセットし、0, 1000, 2000, 3000, 5000 

ppm の IP6 溶液 3 cm
3にそれぞれ浸漬させ、

37ºC, 5% CO2 雰囲気のインキュベーター内
に 24 h 静置した。浸漬後、滅菌した超純水に
より洗浄して「培養基材」とした。作製した
セラミックスを、IP6 の濃度に応じてそれぞ
れ、”IP6-HAp(0)”, “IP6-HAp(1000)”, “IP6-HAp 

(2000)”, “IP6-HAp(3000)”, “IP6-HAp(5000)”と
表記する。 

上記の IP6-HAp セラミックス上に 1.0 × 

10
6
 cells·cm

-3
 のC57BL/6Nマウス由来脾臓細

胞を播種し、1 日後にフローサイトメーター
を用いて、脾臓細胞中の各細胞の割合を調査
した。なお、control として 24 well のポリス
チレンプレートを使用した。抗体は、T 細胞
の表面マーカーとして抗 CD3 抗体 (BD) 、成
熟T細胞のヘルパーサブセットマーカーとし
て抗 CD4 抗体 (BECKMAN) 、B 細胞の表面
マーカーとして抗 CD19 抗体 (BD) および成
熟T細胞の細胞障害性サブセットマーカーと
して抗 CD8 抗体 (Invitrogen) を使用した。 

 
４．研究成果 
(1) BAp セラミックスの作製と免疫細胞によ
る評価 

作製した HAp および BAp セラミックス共
存下で免疫細胞を培養し、その増殖性および
細胞比率を調査した。フローサイトメトリー
解析で用いた抗体は、T 細胞の表面マーカー
として「抗 CD3 抗体」、成熟 T 細胞の“ヘル
パー”サブセットに発現するマーカーとして
「抗 CD4 抗体」、成熟 T 細胞の“細胞障害性”
サブセットに発現するマーカーとして「抗
CD8 抗体」、B 細胞の表面マーカーとして「抗
CD19 抗体」、NK 細胞のマーカーとして「抗
NK1.1 抗体」, NK 細胞の成熟マーカーとして
「抗 CD11b 抗体」および、NK 細胞の活性化
マーカーとして「抗 CD69 抗体」を使用した。 

セラミックス共存下で 1 日間培養した脾臓
細胞のフローサイトメトリー解析の結果を
図 2 に示す。BAp セラミックス(x=0.4) にお
いて、ヘルパーT 細胞、キラーT 細胞、B 細
胞の細胞群の中で、特にヘルパーT 細胞およ
びキラーT 細胞の割合が高い値を示した。し
かしながら、T 細胞の増加に伴い B 細胞の割
合は低い値を示した。 

また、フローサイトメトリー解析により、
培養した NK 細胞の成熟および活性化を調査
した結果、BAp セラミックス は HAp セラミ
ックスと比べて、NK 細胞の成熟および活性
化を促進することがわかった。さらに、BAp

および HAp セラミックス共存下で培養した

細胞の増殖性は、Control (ポリスチレンプレ
ート) とほぼ同等であった。 

BAp セラミックス(x=0.4)共存下で培養す
ることで T 細胞の割合が高い値を示し、また
NK 細胞が活性化したことから、BAp セラミ
ックス (x=0.4) は「がん免疫療法」に有用な
バイオマテリアル(イムノセラミックス)とし
て期待できる。 

 
(2) IP6-HAp セラミックスの作製と免疫細胞
による評価 

IP6-HAp セラミックス表面の IP6 の存在
を確認するため、XPS を用いて化学状態分析
を行なったところ、すべてのサンプルにおい
て、HAp に起因する Ca, P および O のピー
クが確認された。さらに、炭素のピークに注
目し、各サンプルのナロースペクトルを比較
した結果、IP6 由来の C-O 結合が確認され、
IP6 が HAp セラミックス上に固定化されて
いることが分かった。 

 

表 1 IP6-HAp セラミックス上における免疫細胞
の Control に対する増減率 

試料名 
ヘルパー 

T 細胞 

キラー 

T 細胞 
B 細胞 

IP6-HAp(0) 4.92% 1.54% -1.58% 

IP6-HAp(1000) 5.96% 1.09% -2.63% 

IP6-HAp(2000) 5.69% 1.70% -2.76% 

IP6-HAp(3000) 7.89% 6.55% -9.23% 

IP6-HAp(5000) 7.44% 5.82% -6.83% 

  

HAp および IP6-HAp セラミックスに脾
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Figure1. Rate of [A] helper T cells and [B] killer T cells by flow cytometry: 

(a) Control, (b) HAp, (c) BAp(x=0.4), (d) BAp(x=0.5) and (e) BAp(x=0.6).

Error bars : standard deviation, *p < 0.05 
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図 2 BAp セラミックスと共存培養した免疫
細胞の比率；[A] ヘルパーT 細胞、[B] キ
ラー T 細胞； (a) Control, (b) HAp, (c) 
BAp(x=0.4), (d) BAp(x=), (e) BAp(x=0.6)；エ
ラーバー: 標準偏差；*p < 0.05 



臓細胞を播種し、1 日後におけるフローサイ
トメトリーによる解析を行なった結果を 

control に対する増減率として表 1 に示す。
ヘルパーT 細胞とキラーT 細胞についてはす
べてのセラミックスで control に対して増加
した。また、IP6-HAp(3000) および IP6-HAp 

(5000)では特に増加していることから、効果
的に免疫賦活が行なわれていることが考え
られる。 

以上の結果より、IP6-HAp セラミックスは
「養子免疫療法」に有用な培養基材として期
待できる。なお、この研究成果は 2014 年度
に本学より特許出願されている。 
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