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研究成果の概要（和文）： 

BaTiO3（BTO）の圧電効果の影響を検討するために，疲労試験機に取付けひずみを負荷しなが
ら材料表面上で骨髄細胞を培養できる培養器を開発した．繰り返し圧縮ひずみを負荷した BTO
基材上で骨髄細胞を培養すると，BTO 表面に発生した電荷刺激により骨髄細胞の ALP 活性およ
び Ca産生量ともに電荷刺激を与えない場合より上昇した．これより，BTO表面に生じた電荷が
骨髄細胞を活性化し，骨芽細胞への分化を促進することが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）： 

A cultivation system was designed to evaluate piezoelectric effects of the BaTiO3 (BTO) ceramics on 

bone marrow cells, and rat bone marrow cells seeded on surfaces of the BTO ceramics were cultured in 

culture medium. ALP activity on the charged BTO surface was slightly higher than that on the 

non-charged BTO surface. The amount of calcium on the charged BTO surface was also higher than that 

on the non-charged BTO surface. These results showed that the electric charged BTO surface enhanced 

osteogenic differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 

関節疾患や骨折等の骨損傷に対し広く使
用される人工関節材料や骨代替材に対して，
骨再生を促進させる表面形態や表面処理の
開発が進んでいる．しかし，患者の早期社会
復帰を考えると骨欠損部の再生をさらに短
期間に行うという現実的な要求があり，生体

内の骨欠損部に移植する組織再生用足場（ス
キャホールド）に対する開発要求は非常に高
い．これらの骨芽細胞活性促進のためのスキ
ャホールド開発における主要課題のひとつ
は，生体内から供給される骨髄細胞から骨芽
細胞への分化促進と骨芽細胞の活性向上を
生体骨の持つ生理学的特性より理解し，その
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特性を反映した再生促進機能を有するスキ
ャホールドの開発にある．骨の再生はミクロ
とマクロの中間であるメゾスケールの骨芽
細胞・破骨細胞の動的再構成運動により，定
常的に促進されている．PLA やハイドロキシ
アパタイト(HAp)を用いたスキャホールドの
試作と in vitro 実験による細胞再構成運動
の実験観察は数多く見受けられ，PLA・HAp・
コラーゲン複合材料をスキャホールドとす
る骨細胞層増殖・置換の基礎的実験研究が行
なわれている．HAp を混合することで，骨芽
細胞の密着性を良くする生体活性効果を狙
ったものであるが，能動的な骨細胞増殖を狙
ったものではない．一方，骨再生の促進を能
動的に活性化しようとする研究としては，繰
返し荷重負荷の効果を検討するもの，あるい
は固定具による骨折部の治療の際に外部か
ら骨折部へ電界負荷を行い，骨欠損部の再生
促進の効果を検討するものなどが存在する.
また，骨の圧電特性および骨内で生じる流動
電位が骨代謝に寄与していることから，物理
刺激として電気刺激を用いて骨細胞の接着
と増殖を向上させる研究が行われてきた．し
かし，日常運動に伴う材料からの電気的刺激
による骨芽細胞分化促進に対する系統的な
研究はなされていない． 
 

２．研究の目的 
(1)繰り返し圧縮負荷培養装置の開発 
 圧電材料を用いた 3 次元スキャホールドの
開発のためには，in vitroにおいてひずみを
圧電材料に負荷しながら材料上で細胞培養
が可能な培養装置が必要となる．本課題の目
的は，細胞培養に適した環境を維持し，細胞
を播種した圧電材料に繰返しひずみを負荷
することが出来る培養装置を開発すること
である． 
 

(2)骨髄細胞の骨芽細胞分化に及ぼす電荷
刺激の影響 

骨置換材への電気特性の付与が骨形成を
促進させる有効な手段であると考え，骨置換
材として無鉛圧電材料チタン酸バリウム
(BTO)に着目した．BTOを骨置換材として用い
るため，表面電荷が骨髄細胞の骨芽細胞への
分化に及ぼす影響を評価する必要があると
考えられる．本課題の目的は繰り返し圧縮荷
重を負荷した BTO表面に発生した電荷が骨髄
細胞の骨芽細胞への分化に及ぼす影響を評
価することである． 
 

３．研究の方法 

 (1) 繰り返し圧縮負荷培養装置の開発 
 BTO基材に細胞を播種し，基材に繰り返し
圧縮荷重を負荷しながら培養するために，培
養 dishおよび培養器を製作した．培養 dish
の概略図を図 1に示す．培養 dishは両端の

SUS316プレートと細胞を培養するための溝
を設けたポリカーボネイト(PC)で構成され
ている．骨髄細胞の増殖および骨分化へ BTO
基材の圧縮ひずみの影響が及ぶ可能性が考
えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 培養 dishの概略図 
 
そこで，本実験で与えたひずみの影響を調べ
るため，培養 dishの 2つの wellの片側に BTO
基材を設置し，もう一方には BTO 基材を設置
せず, wellに細胞を播種して実験を行なえる
よう設計した．培養 dishを図 2に示すよう
に培養器の上段および下段へ 3つずつ設置す
る． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 培養器の概略図 
 
上段の培養 dishには油圧式横型疲労試験機
(SHIMADZU) を用いて繰り返し圧縮荷重を負
荷しながら，また下段に設置した培養 dish
では圧縮荷重を負荷せずに，骨髄細胞を培養
する．培養 dishに繰り返し圧縮荷重を負荷
することで細胞を播種した BTO基材に圧縮ひ
ずみを与える．培養器内の環境は，市販の CO2
インキュベータと同様に 37℃，CO2 5%，湿度
約 100%に維持する． 
培養 dish および培養器の細胞培養環境を

検証するために，培養 dishに細胞を播種し，
自作培養器と市販の培養器 (MCO-18AIC, 
SANYO)で培養を行い，細胞の増殖を比較した．
また，自作培養器の上下位置により細胞の増
殖に影響がないことを確認するために，上段
と下段における骨髄細胞の培養を行った．生
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後 7週齢の雄フィッシャーラットの大腿骨よ
り採取した骨髄細胞を用いた．培養 dish に
5.0×105 cells/well の細胞密度で骨髄細胞
を播種し，圧縮負荷は加えず 8日間培養を行
った．培養液の交換は 2日毎に行った．骨分
化培養液として 10 nM デキサメサゾン，10 mM 
-グリセロりん酸および 82 g/mL アスコル
ビン酸を添加した培養液を用いた．培養終了
後，界面活性剤を用いて細胞およびその生成
物を回収し DNA量を測定した．  
 
(2)骨髄細胞の骨芽細胞分化に及ぼす電荷刺
激の影響 

細胞を播種する基材として圧電特性を有
する BTO焼結材(村田製作所)を用いた．BTO
基材形状は横 10 mm，縦 20 mm，厚さ 1 mmと
した．圧電定数 d31は-44 pm/V, 弾性率 Eは
104 GPaであった． 

生後 7週齢の雄フィッシャーラットの大腿
骨より採取した骨髄細胞を用いた． 

BTO基材に片振りの繰り返し圧縮荷重を負
荷すると，BTO表面に両振りの電位が生じる．
そのため，本研究では，表面電荷密度p-p 
(-2.1)-1.5, (-4.2)-2.9および(-6.3)-4.4 
C/cm2に帯電した BTO基材上で骨髄細胞の培
養を行うために，BTO基材に 68, 180および
235 の繰り返し圧縮ひずみを負荷した．培
養 dishは両端の SUS316プレートと細胞を培
養するための溝を設けたポリカーボネイト
(PC)で構成されている．本研究で与えたひず
みの影響を調べるため，培養 dishの 2つの
wellの片側に BTO基材を設置し，もう一方に
は BTO基材を設置せず，wellに 3.0x104 
cells/wellで骨髄細胞を播種して実験を行
った．培養液には骨芽細胞への分化を促進さ
せるため，抗生物質，10%牛胎児血清を含む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium に
10 nMのデキサメサゾン,10 mMの-グリセロ
リン酸および 82 g/mlのアスコルビン酸を
加えた分化培地を用いた．培養液の交換は 2
日毎に行い，10日間培養した．培養終了後，
界面活性剤を入れ，細胞およびその生成物を
回収した．回収したサンプルの DNA量，アル
カリフォスファターゼ(ALP)活性，Ca量をそ
れぞれ測定した． 
 
４．研究成果 
(1) 繰り返し圧縮負荷培養装置の開発 

本研究で開発した培養器を用いてラット
骨髄細胞を培養し，本装置の培養環境の検証
を行なった．開発した培養器の上段および下
段と市販の培養器で培養した 8 日間後の DNA
量の測定結果を図３に示す．自作の培養器上
段および下段と市販の培培養器で培養した
骨髄細胞の DNA量に有意な差はなかった．こ
れより，開発した培養器内の環境は細胞の増
殖を阻害せず，本装置を用いて適切に圧電材

料の電荷刺激が骨髄細胞の骨芽細胞分化に
及ぼす影響を評価できることがわかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 培養器および市販インキュベータで 8
日間培養したラット骨髄細胞の DNA量 
 
(2)骨髄細胞の骨芽細胞分化に及ぼす電荷刺
激の影響 
BTO 基材上および PC 上で培養を行った DNA

量，単位 DNA 当りの ALP 活性および Ca 量の
測定結果を図４および図５に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ BTO 上で 10 日間培養したラット骨髄
細胞の DNA量，ALP活性および Ca量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ポリカーボネイト上で 10日間培養し

たラット骨髄細胞の DNA 量，ALP 活性および
Ca量 
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圧縮負荷を与えた BTOおよび PC上で培養し
た骨髄細胞の DNA 量，単位 DNA 量当りの ALP
活性値および Ca 産生量を，圧縮負荷を与え
ない場合の値でそれぞれ正規化した．本研究
において，電荷刺激を与えた骨髄細胞の ALP
活性および Ca 産生量ともに電荷刺激を与え
ない場合より上昇している．このことから，
BTO 表面に生じた電荷が骨髄細胞を活性化し，
骨芽細胞への分化を促進することが示唆さ
れた．一方，PC上で培養した骨髄細胞の ALP
活性値は 180 のひずみを与えた場合，ひず
みを与えなかった場合に比べ 10%上昇した．
しかし，BTO 上で培養した場合，いずれの場
合も PC上で培養した場合より上昇している．
また，180 および 235 のひずみを負荷し
た PC上で培養した Ca産生量は，ひずみを負
荷しない場合に比べ 8 および 19％上昇した．
しかし，BTO上で電荷刺激を与えた場合，ALP
活性と同様にいずれの場合も PC 上で培養し
た場合より上昇した．このことから，BTO 基
材に生じたひずみよりも BTO基材に生じた表
面電荷が骨髄細胞の骨芽細胞への分化を促
進することが示唆された． 
これらの結果より，既存の骨置換材や

scaffold に BaTiO3 薄膜コーティングを施す
こことで，生体内において骨置換材と生体骨
との接着が促進されることが期待される． 
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