
ルー染色）の軟骨組織を含む結合組織が認められ
た．また，アルカリホスファターゼ（Alkaline 
phosphatase : ALP）陽性の骨芽細胞も多数認め
られた．BMP埋入後10日で回収した異所性骨で
は，マイクロ CTにおいて，BMPペレット外周
に石灰化像を認めた．組織学的解析では軟骨組織
と骨組織を認めた．ALP陽性の骨芽細胞と共に，
トルイジンブルー染色で認識される軟骨基質中に
多数の軟骨細胞を認めた．抗スクレロスチン抗体
を用いた免疫染色では，軟骨細胞においてスクレ
ロスチンの発現を認め，骨様組織中にもスクレロ
スチン陽性骨細胞の出現を認めた．BMP埋入後
2週間で回収した異所性骨では，マイクロ CTに
おいて，BMPペレットを完全に取り囲む多孔質
な石灰化像を認めた．組織学的解析では，埋入後
10日で認められた軟骨様組織はほぼ消失し，骨様
組織が占めていた．ALP染色では，骨芽細胞と
軟骨細胞で陽性を示した．また，多孔質な石灰化
組織に存在する骨細胞において，スクレロスチン
発現が強く認められた．これらの骨細胞は，骨細
胞の特異形質である象牙質マトリックスタンパク
質–1（Dentin matrix protein–1 : DMP–1）と線
維芽細胞成長因子–23（Fibroblast growth fac-
tor–23 : FGF–23）のタンパク質発現が認められ

た．BMP埋入後 4週間で回収した異所性骨では，
マイクロ CTにおいて，石灰化物の不透過性が亢
進するとともに，外殻の厚さは薄くなっていた．
組織学的解析では，層板様構造の石灰化物が認め
られ，ALP染色では骨芽細胞で陽性を認めるが，
埋入後 2週間よりも弱い発現であった．層板骨の
骨組織は扁平となり，骨細胞におけるスクレロス
チン，DMP–1および FGF–23の発現が認められ
た．BMP埋入後 6週間で回収した異所性骨では，
マイクロ CTにおいて，埋入後 4週間と同様で
あった．組織学的解析でも埋入後 4週間と類似し
た層板様構造であった．ALP染色では骨芽細胞
で陽性を認めるが，かなり弱い発現であった．骨
細胞におけるスクレロスチン，DMP–1および
FGF–23の発現は BMP埋入後 6週間でも維持さ
れていた．
以上の結果より，BMP誘導性異所性骨におい
て，骨細胞はスクレロスチンを発現していた．ま
た，興味深いことに，BMP誘導性異所性骨にお
ける軟骨細胞において，スクレロスチンの発現が
認められた．このことから，スクレロスチンを標
的としたアプローチは，顎骨再生医療における
BMP誘導性の異所性骨形成にも有用な骨形成促
進作用を示す可能性を示唆している．
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【目的】
キトサンはティッシュエンジニアリング用の担

体として広く用いられているが，骨再生用の担体
として適しているとはいえない．特に，機械的強
度が十分ではないことや，骨分化誘導能を有さな
い点が課題であった．本研究ではキトサンに骨分
化誘導能を有する TiO2のナノ粒子を加えること
により，骨再生用の担体としての有用性を検討し
た．
【材料と方法】
キトサン –TiO2ナノ粒子含有スポンジ担体の作
製は， 1 gのキトサンパウダー（Sigma aldrich）
とナノTiO2粒子（Degussa）を1％（ v/v）CH3COOH
（Merck）中に溶解し，これと NaOH水溶液とを
混合，攪拌し，その沈殿物として回収した．ナノ
TiO2粒子の含有量は， 0 ％，12.5％，25％，50％
の 4種類とした．沈殿物は96well plate中で凍結
乾燥させ，その後 2回洗浄して使用した．担体の

形態は走査型電子顕微鏡（FEI Quanta 650）を
用いて観察した．次に結晶構造を X線回折
（XRD，RIGAKU，RINT 2100/PC）にて解析した．
また，この担体を simulated body fluid（SBF）
溶液中に浸漬し，フーリエ変換赤外分光光度計
（FTIR）を用いて溶出物の測定を行った．次に 3
週齢雄 C57BL/ 6 Jマウスの脛骨，大腿骨より細
胞を採取し，密度勾配遠心法にて単核球分画を分
取した．培養によって得られた 2継代目の間葉系
幹細胞を実験に使用した．担体を紫外線にて30分
滅菌後， 1×104/cm2の間葉系幹細胞を播種した．
その後分化誘導培地へ交換し，骨分化の程度を比
較するため osteocalcin（OCN）と dentin ma-
trix protein 1（DMP1）の遺伝子発現を定量的
RT–PCRにて測定した．担体への接着細胞数は
WST–8を用いて測定した．中性ホルマリンで固
定後0.2％ crystal violetにて染色し，実体顕微鏡
下で接着細胞の観察を行った．
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【結果】
形態学的および結晶解析の結果から，得られた

キトサンスポンジは，多孔質の連通孔を持つ構造
で，ティッシュエンジニアリングに適した形状で
あった．TiO2の結晶構造はアナターゼ型であり，
キトサンスポンジ表面に均等に分布していた．分
解度試験では，TiO2ナノ粒子を添加されていない
キトサンスポンジが 7日で崩壊したのに対し，す
べての添加群では 2週間形態が維持されていた．
溶出物の FTIRによる解析では，TiO2ナノ粒子添
加群では PO4

 3－のバンドが認められたが，これは
スポンジ表層にハイドロキシアパタイトが形成さ
れたことを表している．間葉系幹細胞をこの担体
に播種後骨分化誘導を行い，骨分化マーカーであ
る OCNと DMP1の 発 現 を 解 析 し た．OCN，
DMP1の発現は，TiO2ナノ粒子の含有量が50％の
群において，TiO2ナノ粒子を含まない担体の 2倍
程度に増加していた．また，TiO2ナノ粒子の含有
量が上昇するにつれて接着細胞数が増加し，その
結果は crystal violetによる染色でも確認された．
【考察】
本研究では，キトサンスポンジの機械的性質の

改善と骨分化誘導能を期待して，TiO2ナノ粒子を
添加することで新たな担体を作製した．作製され
た担体において，TiO2ナノ粒子は表層に均一に分
布していたが，これが担体の物性向上に貢献して
いると考えられた．キトサンスポンジ担体を骨再

生に用いる場合の問題点は，分解速度の速さで
あった．本研究の結果からは，12.5％以上の TiO2

ナノ粒子を加えることで分解速度を 7日間から14
日以上と改善された．SBFに浸漬したバイオミ
ネラライゼーション評価では，キトサン–TiO2ナ
ノ粒子含有スポンジ担体のみでハイドロキシアパ
タイトの沈着が認められたことから，TiO2ナノ粒
子の添加が石灰化を促進する可能性が示唆され
た．間葉系幹細胞を用いた in vitro骨分化誘導実
験の結果では，50％ TiO2ナノ顆粒添加群では
OCNと DMP1の発現が上昇したことから，骨分
化を促進することが明らかとなった．TiO2は骨分
化を促進することが知られており，50％添加群で
の骨分化の促進は，TiO2の骨分化誘導促進作用と
担体の強度の向上によるものと考えられた．一
方，25％までの TiO2ナノ粒子添加群では OCN
と DMP1の発現は不変または減少した．TiO2の
効果には一定の濃度が必要なことが知られてい
る．また，今回滅菌に用いた紫外線はキトサン担
体を分解するため，比較的物理的強度に劣る25％
までの TiO2ナノ顆粒添加群では，分化誘導期間
中に担体の強度が低下し，細胞の安定が得られな
かったことが一因と考えられた．本研究の結果か
ら，新たに作製されたキトサン–TiO2ナノ粒子ス
ポンジ担体は，適切な TiO2ナノ粒子の含有率を
選択することで，骨再生用の担体として有用であ
る可能性が示された．
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