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論文内容の要旨

【研究目的}

ノ\イドロキシアパタイト (HAp) は、生体親和性が高く骨伝導能に優れていることから、骨補填材としての有用性

に関する多くの研究が行われ、歯科領域や整形外科領域においてすでに臨床応用されている。しかしながら、 HAp

は、溶解性が低く吸収されにくいため、骨欠損部に埋入した後も生体内に長期間残留し、新生骨へq置換が阻害され

ることが問題となっている。そこで、より有益な HAp 系骨補填材を開発することを目的に、市販の HAp ブロックを

真空環境下で熱処理し、表層および粒界に α ・リン酸三カルシウム (α-TCP) 、リン酸四カル、ンウム (TetCP) および

非晶質の酸化カノレ、ンウムを析出させて、 HAp コアと可溶性リン酸カルシウムからなる複合体を試作した。本研究では、

この HAP-可溶性リン酸カルシウム複合体 (HAp/SCaP 複合体)の溶解性を調べるとともに、 MC3T3-E1 細胞培養

系を用いて、 HAp/SCaP 複合体上での骨芽細胞様細胞の付着・増殖と、複合体からの溶出物が細胞の分化と石灰化に

及ぼす影響について検討した。さらに、ピーグル犬の抜荷寓に埋入した HAp/SCaP 複合体に対する組織反応を検索

し、本複合体の生体親和性と骨補填材としての有用性について検討を加えた。

{方法】

徽密性の HAp (ボーンセラム K、 φ8.0X2.0 mm) および多孔性の HAp (ボーンセラム P、 5.0x 3.0 x 2.0 mm) 

を真空環境下で 1350
0

Cにて 1 時間あるいは 10 時間熱処理し、 HAp/SCaP 複合体試料を作製した。

1. HAp/SCaP 複合体からの Ca 溶出量の測定

鍛密性の IIAp/SCaP 複合体試料を、 ρH4.0 の酢酸緩衝溶液あるいは pHí.2 のリン酸緩衝溶液に浸演し、原子吸光

分析法により Ca の溶出濃度を経時的に測定した。

2.α-TCP やおtCP が細胞の増殖、分化および石灰化に及ぼす影響の検討

分化誘導培地に 1μM か 10μM の α-TCP あるいは TetCP を添加し、 12 時聞から 7 日間 MC3T3-E1 細胞を培

養した後に、細胞数の計測とAlkaline Phosphatase (ALP) 活性の測定、ならびに RT-PCR 法による type 1 collagen 、

osteopontin、 osteocalcin の mRNA の発現の検索を行った。さらに、石灰化物の生成を 4 日聞から 14 日間培養後に

観察した。

3. HAp/SCaP 複合体試料上での細胞の付着・増殖状態の評価
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徽密性の HAp/SCaP 複合体試料上に MC3T3-E1 細胞を播種し、 12 時間から 10 日間培養後、走査型電子顕微鏡

(SEM) による細胞付着状態の観察と試料上の細胞数の計測を行った。さらに、試料を培地に浸演した後の表面性状

の変化を SEM にて観察した。

4. HAo/SCaP 複合体からの溶出成分が細胞の分化と石灰化に及ぼす影響の検討

轍密性の HAp/SCaP複合体試料を 370Cにて 4 時間浸潰して可溶性成分を溶出させた培地を用いて 12 時聞から 7 日

間 MC3T3-E1 細胞を培養し、細胞の ALP 活性、骨分化マーカーの発現および石灰化物の生成について検討した。

5. HAo/SCaP の複合体の ln げvo における吸収性と骨再生状態の観察

6-8 カ月齢雄性ピーグル犬の抜歯寵に多孔性の HAp/SCaP 複合体試料を埋入し、 1 および 3 カ月経過後に非脱

灰研磨標本を作製して、試料の内部と周囲での骨再生の状態を観察した。

【結果1

1. HAo/SCaP 複合体からの Ca 溶出量

酸性あるいは中性いずれの環境下でも HAp/SCaP 複合体からの Ca の溶出が認められ、浸漬初期における溶出濃度

は、複合体の熱処理時間が長いほど高かった。

2. α-TCP や TetCP が細胞の増殖、分化および石灰化に及ぼす影響

いずれの濃度の α-TCP あるいは TetCP を添加しでも培養後の細胞数には影響が認められなかったが、 α-TCP や

TetCP の添加により ALP 活性の有意な上昇と type 1 collagen mRNA の発現の増強が認められた。また、 α-TCP あ

るいは TetCP の存在下では、より早期に多量の石灰化物が生成することが確認された。

3. HAo/SCaP 複合体試料上での細胞の付着・増殖状態

HAp/SCaP 複合体試料上では、良好な細胞の付着と増殖が観察され、培養 7 日目以降には熱処理を施していない

HAp 試料に比べて細胞数が有意に多くなった。また、 HAp/SCaP 複合体試料表面は、培地への浸漬 1 日後には明ら

かに粗造となっており、 10 時間熱処理を施した試料で粗造化がより顕著であった。

4. HAo/SCaP 複合体からの溶出成分が細胞の分化と石灰化に及ぼす影響

HAp/SCaP複合体からの溶出成分を含む培地を用いて培養を行った場合、培養 3 日後のALP活性が有意に上昇し、

培養 12 時間および 1 日後において type 1 collagen mRNA の発現が増強された。さらに、多量の石灰化物の生成が早

期に誘導された。これらの効果は、熱処理時間が長いほど顕著であった。

5. HAo/SCaP 複合体の in vivo における吸収性と骨再生状態

熱処理を施していない HAp の場合は、抜歯嵩に埋入後 3 カ月経過しでも骨様組織の侵入が表層にとどまっていた

のに対し、 HAp/SCaP 複合体では、試料表面から吸収が生じ、試料体の深部まで骨様組織が浸人している像が観察さ

れた。

{考察および結論】

MC3T3-E1 細胞を用いた in vitro での実験において、 HAp/SCaP 複合体からの可溶性成分の溶解によって表面の組

造化が生じ、細胞の付着が促進された。また、これらの溶解成分は ALP 活性および type 1 collagen mRNA の発現を

増強し、さらに、多量の石灰化物の形成を早期に誘導した。すなわち、 HAp/SCaP 複合体からの溶出成分によって

MC3T3-E1 細胞の分化と石灰化が促進されることが明らかとなった。一方、ピーグル犬を用いた ln V1VO 実験により、

HAp/SCaP 複合体を顎骨内に埋入すると、複合体の表層より吸収が起こり、骨様組織に置換されることが確認された。

以上のように、 HAp/SCaP 複合体は、生体親和性に優れ、 α-TCP やおtCP が溶解して骨新生を促進することから、

臨床応用する上で大きな利点を有していることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、ハイドロキシアパタイト (HAp) ブロックを真空環境下で熱処理することにより得られた HAp-可溶

性リン酸カルシウム複合体 (HAp/SCaP 複合体)の生体親和性と骨再生能を、 in vitro における骨芽細胞様細胞との

相互作用と動物実験での組織反応という観点、から評価したものである。その結果、 HAp/SCaP 複合体中の可溶性成分
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である α-TCP と TetCP が溶解することにより、骨芽細胞様細胞のアルカリフオスファターゼ活性および type I 

collagen mRNA の発現が増強され、石灰化物の形成が促進されることが明らかにされた。また、ピーグル犬顎骨内に

HAp/SCaP 複合体を埋入すると、表層より吸収が生じて骨組織に置換されることが明らかとなり、本複合体がすぐれ

た生体親和性と骨再生能を有していることが示された。

以上の研究成果は、骨補填材として現在応用されている HAp の欠点を補い、より有用な HAp 系材料を実現する上

で貴重な知見を提供するものであり、博士(歯学)の学位授与に値するものと認める。
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