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研究成果の概要（和文）：合成コラーゲンにナノサイズアパタイト（n-HAP）を加えた複合体を調製，背部皮下におけ
る軟組織反応と頭蓋骨欠損部における硬組織反応および骨芽細胞接着の程度と骨系分化誘導能について検討を加えた．
複合体は生体親和性に優れ，軟組織では早期から深部まで体液成分の侵入が活発で，コラーゲンの代謝活動が認められ
た．一方，硬組織欠損部では，ある程度の骨伝導能が確認された．3週培養分析の結果，骨芽細胞のアルカリフォスフ
ァターゼの発現を強く誘導することが明らかになった．骨シアロプロテインの発現は不定状であった．従って，合成コ
ラーゲンは初期中期の骨系分化を誘導し，n-HAPの配合が骨伝導能を促進すると判断された．

研究成果の概要（英文）：(1) We produced artificial collagen/nano-size apatite complexes, and evaluated 
histological reactions in mouse back soft tissues and bony tissue reactions at rat cranial bone defects 
to produce biological safe osteo-conductive bio-materials. In soft tissues, phagocytes entered deep 
inside complexes due to hydrophilicity. At bony defects, middle degree osteo-conductions was observed.
(2) We cultured osteoblastic SaOS-2 cells, extracted genes (mRNAs) and evaluated gene expression by 
RT-PCR, using primers of osteoblastic differentiations. On collagen/nano-size patite, one gene (Alkaline 
phosphatase) expressions was more accelerated than on collagen only control, suggesting that nano-size 
apatite was useful to form new bone.
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１．研究開始当初の背景 

 

 現在医療用に用いられているコラーゲン
は動物由来のものがその大半を占め，その臨
床成績は非常に高いことが知られている．し
かしながら宗教上の理由等，様々な理由から
動物由来の生体材料を受け入れがたい患者
も少なくない．更にはウイルスやプリオン，
未知の感染症等のリスクが全くないとは言
い難い．こういった観点から危険性のない非
動物由来生体材料の開発が期待されており，
人工合成コラーゲンの利用が，見込まれた． 

 

２．研究の目的 

 

 トリペプチド（プロリン・ハイドロキシプ
ロリン・グリシン）を重合することによって
コラーゲン様ポリペプチド（合成コラーゲ
ン）を自家調製し，ナノ・アパタイトを配合
して，骨伝導能を有する骨補填材を新規に調
整する事を目指した．動物実験から，有用性
を評価した． 

 

３．研究の方法 

 

(1) 合成コラーゲンにナノ・ハイドロキシ
アパタイト顆粒（以下 nHAP）を分散させた複
合スポンジ体を調製し，ラット頭蓋骨欠損部
における硬組織反応について検討を加え，非
動物由来の安全な硬組織伝導デバイスの開
発を目指した．プロリン，ハイドロキシプロ
リンとグリシンからなるトリペプチドを出
発材料とし，カルボジイミドによる化学架橋
と HOBT（1-ヒドロキシベンゾトリアゾール）
による縮合を行い合成コラーゲンとした．
nHAP(0.9g)を中和した合成コラーゲン(30ml
原液)(aCol)に混練し，－80℃ 3 時間の予備
凍結後，12時間凍結乾燥し，φ6mm×厚さ 1mm
の円盤状試料に打ち抜いた(nHAP /aCol)（図
1）。対照としてコラーゲンのみの試料(aCol)
も作製した．動物実験倫理委員会の承認を得
た後，雄性 Wistar ラット 10 週齢 12 匹の頭
蓋骨に対して直径 6mmのトレフィンバーを用
いて骨欠損部を形成した．頭蓋骨欠損部には
2種類の試料を各 3匹ずつ埋入し縫合した（図
2）．術後，4 週および 8 週経過後，ラットを
安楽死させ，マイクロ CT によるエックス線
学的評価を行った．  
 
(2) 試料を 10cm培養皿に入れ，骨芽細胞様
細胞 SaOS-2 を(200l 中 1x106 個)播種し， 
5%CO2/95%空気，37℃環境下で培養した．播
種前と播種 1,3 週間後，骨芽細胞様細胞から
Total RNA を採取した（n=3）．遺伝子発現解 
析には定量 PCR 装置（TP800，Takara）を用
い，定量はΔΔCt 法によった．骨系分化誘導
マーカー遺伝子として分化の順に ALP，COL1，
SPP１(OSP相当)，BSP，BGLAP(OSC 相当)を用
いた．また，骨芽細胞様細胞の形態を走査型
電子顕微鏡で観察した． 

４．研究成果 
 
(1) プレス加工した nHAP/aCol 複合体は，
ラット骨欠損部において欠損部から浮き上
がりやすかったものの，マイクロ CT 像上で
の不透過度を経時的に増加させた(図 3)．複
合体材料により骨欠損部骨縁から連続した
不透過像が観察でき，骨が形成されていると
考えられる．成長因子（EGF や BMP2）を使用
しなくても．顕著な早期骨伝導能が達成され
たことは画期的と考えられた．また合成コラ
ーゲンは動物性コラーゲンと異なり未発見
のプリオンやウイルス等の感染による異害
性がないと考えられるため，安全であり生体
材料として有用であると示唆された． 
 
(2) 骨芽細胞 SaOS-2 は Col 単体に比べ
n-HAP/aCol 上で骨系分化が促進されること
が確認された．特に 2種類の骨系分化マーカ
ー（Osteocalcin，RUNX2），発現増強に効果
があり，n-HAP が骨伝導能の向上に有益と示
唆された(表 1)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

SEMを用い，材料のみを観察した結果，aCol
のみではコラーゲンが帯状に重なり合い隙
間が多く観察され，nHAP 配合の材料は、nHAP
とαCol が混ざりあい，コラーゲンの隙間を
埋めた為，ある程度滑沢な性状を示した（図
4）．また材料上で SaOS-2 を培養し、その後
同様に観察した所，aColでは細胞の生着を確
認したものの（図 5），nHAP 配合では芳しい
結果は得られず，細胞の生着は確認出来なか
った．nHAPを配合したことにより表面がある
程度滑沢になった為に細胞の接着が困難で
あったと考えられた． 
 本研究では製作したコラーゲンスポンジの
操作性が不良であったためニュートンプレ
スを行いメンブレン状に整形し用いた．メン
ブレン状に整形することで操作性の向上を
みたものの表面性状が滑沢となり細胞接着
の点では不利な性状となった可能性が高い．
しかしながら細胞接着が困難な表面性状を
有することから本材料は骨補填材料よりも
バリアメンブレン材料として有益である可
能性が示唆された．また骨芽細胞の骨系分化
促進能は骨補填材として有益であり，整形方
法に対し今後更なる検討を加えることで新
規骨補填材料の開発に繋がる可能性も示唆
された． 
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