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研究成果の概要（和文）： 
我々はイノシトール燐酸のキレート能による新しい硬化メカニズムを備えたペースト状人工骨
を開発した。従来品と異なりアパタイト単一相での精製が可能な点がもっとも大きな特徴であ
り，In vitroおよび In vivoの実験により良好な生体適合性，高い細胞分化誘導能や骨伝導能を
持つことが明らかとなったことから，今後新たな脊椎への骨補填材料として応用可能と考えら
れる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have successfully developed novel “chelate-setting apatite cement” using 
hydroxyapatite particles surface-modified with inositol phosphate. As we have examined 
the biocompatibility of this apatite cement, it showed good cell differentiation, attachment 
and proliferation, and bone induction both In vitro and In vivo. Thus, this present study 
demonstrates that this apatite cement can be useful as a new bone substitute for bone 
grafting in the spine. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目： 外科系臨床医学・整形外科学 
キーワード： (1) 移植・再生医療 (2) 再生医学 (3) 臨床 (4) 骨移植 
 
１． 研究開始当初の背景 
脊椎疾患の治療には、自家骨を部分的に採

取して病変部に移植する自家骨移植術があ

る。この手法は安定した臨床成績が得られる

ものの、骨採取量の限界や、手術部以外から

骨を採取するため採骨痛が発生することな

どが問題視されている。そのため、水酸アパ

タイト(Ca10(PO4)6(OH)2; HAp)などの無機材料

（バイオセラミックス）が骨充填材料として

開発、主に整形外科領域で活発に利用されて

いる。 

バイオセラミックスは、緻密体、多孔体、

顆粒およびセメント（ペースト状人工骨）な
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どの材料形態で利用されている。中でもペー

スト状人工骨は、任意の形状に手術室で加工

可能であり、注射器で注入可能なため汎用性

が高く、脊椎疾患のみならず様々な整形外科

疾患の治療に利用され、その有用性が認めら

れている。 

 

２．研究の目的 

我々は，イノシトールリン酸(IP6)という生体

関連物質をアパタイトなどの出発原料の表

面に修飾し、IP6 のキレート能により粒子同

士を結合し硬化させるという，従来とは全く

異なる硬化メカニズムを備えたペースト状

人工骨を開発した（図１）。今研究の目的は，

in vitro系および in vivo系の両面からこのセ

メントの生体適合性を調査し，新規のペース

ト状人工骨として応用可能か，その有用性を

評価することである。 
 
３．研究の方法 
（1）In vitro評価 

セメント試料片上に株化骨芽細胞である

MC3T3-E1細胞を播種し、細胞の接着性、増

殖性および分化を調べている。なお、対照試

料(Control)には細胞培養用のポリスチレンプ

レートを用いた。細胞の試験片に対する接着

性（初期付着率）は、培養5時間後における

各培養基材（Control, HApセメント, IP6-HAp

セメント）上の細胞数を数えることによって

相対細胞初期付着率を算出して評価した。増

殖性は、上記と同じ培養基材上に細胞を播種

し、培養1, 3, 5, 7日後における細胞数をカウ

ントして細胞増殖曲線を作成し、その形態を

SEMにより観察した。さらに、各培養基材上

で培養された細胞の遺伝子レベルでの分化

について、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応

（RT-PCR）法を用いて調査した。 

また、ラット骨髄間葉系幹細胞(RBMC)を用

いた実験も行った。細胞の分化では、培養7, 

14, 21, 28日後の単位DNA量当たりのアルカ

リフォスファターゼ（ALP）活性およびオス

テオカルシン（OC）産生量を測定し、石灰化

はアリザリンレッドで各培養基材上の細胞

を染色することによって評価した。 

（2）In vivo 評価 

実験動物を用いた in vitro 評価では、

IP6-HApセメントを 4, 8, 12, 24週間ウサギ脛

骨に埋入した後、非脱灰研磨標本を作製し、

ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色および

トルイジンブルー（TB）染色による組織学的

観察を行った。また、Controlには現在臨床で

用 い ら れ て い る ペ ン タ ッ ク ス 社 製

BIOPEX®-Rを用いた。 

 

 

図１ 

  
４．研究成果 

（1）In vitro評価 

セメント試料片に対する初期付着率は

Controlと比較すると低下する傾向があるが、

IP6の有無ではほぼ同様であり、IP6の有無は

細胞接着性にはほとんど影響がなかった（図

２）。セメント試料片上に接着した細胞の増

殖性も良好であり、増殖速度はControlのそれ

とほぼ同様であり、その形態にも異常は観察

されなかった。 

 

 

 

 



 

 

図２ 細胞相対初期付着率 

 

RT-PCR法を用いた細胞分化の評価では、後

期の骨芽細胞の分化マーカーである骨シア

ロ酸タンパク（BSP）のmRNAの発現が、IP6

で表面修飾されたHApセメント上で培養した

細胞のみで観察された。BSPは後期の骨芽細

胞の分化マーカーであることから、IP6で表面

修飾したHApセメントは骨芽細胞の分化を促

進させている可能性が高いと考えられた。 

RBMCをIP6-HApセメントおよびHApセメ

ント上に播種し、所定の期間経過後のALP活

性（骨芽細胞の初期・中期の分化マーカー）

を測定した結果，ALP活性はすべての培養基

材で培養14日目まで高まった後、21日目で減

少した。しかしながら、IP6-HApセメント試

料片上では、培養7日目から他の培養基材よ

りも有意に高い活性値を示した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 単位DNAあたりのアルカリフォス

ファターゼ活性 

 

同様に、骨芽細胞の後期の分化マーカーであ

るOC産生量は、培養21日目および28日目の

Controlと比較すると、HApセメントおよび

IP6-HApセメントは有意に高い産生量を示し、

セメント同士で有意差は認められなかった

(図４)。 

 

図４単位DNAあたりのオステオカルシン産

生量 

 

また、アリザリンレッドによる石灰化の評

価では、IP6-HApセメント試料片上ではより

顕著な石灰化が観察された。 

（2）In vivo評価 

ウサギ脛骨中のセメントの生体硬組織反

応を24週まで組織学的に調べた結果，炎症な



 

 

どの材料毒性を示す兆候は現れず、埋入4週

目でセメント試料片の周囲において、多くの

新生骨が観察され、セメント試料片と骨とが

繊維性の組織を介在することなく、直接結合

している状態が観察された。また、埋入期間

が経つにつれて、新生骨の量は増加し、骨組

織が成熟した（図５）。 

 

図５セメント試料と周囲新生骨 

（埋入後24週、HE染色） 

 

これらのin vitro/in vivo評価の結果から、

IP6-HAp セメントの生体適合性は良好であ

り、高い細胞の分化誘導能や骨伝導性をもち、

生体活性があることがわかった。よって、

IP6-HApセメントは、現行のアパタイトセメ

ントの問題点を解決し得る新規のアパタイ

トセメントとして有効であると考えられる。 

既にわれわれは脊椎への移植モデルを確

立しており、今後は脊椎移植後の同セメント

の動態の評価を進めていく予定である。 

さらに今後の展望としては，脊椎疾患患者

に臨床的に適用しても確実かつ安定した骨癒

合が期待でき、さらに医師が安心して使用で

き、患者の方々のQOLを向上させるには、こ

のセメントに新たな機能を付与させる必要が

あると考えている。具体的には、ペースト状

人工骨の材料に骨形成を促進させる微量成分

を加えることで、骨誘導能を持つ材料開発を

目指し、骨代謝の低下した高齢者に使用して

も充分な骨形成を促すような生体活性の高い

材料の開発、細菌などへの感染に対して抵抗

性のあるペースト状人工骨の開発などである。 
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