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研究成果の概要（和文）：骨再生における足場材料の候補として、生体骨の無機主成分に類似しているアパタイ
トが期待されており多くの研究が進められている。よりよい足場材料を作製するためには、アパタイト上での細
胞試験の知見を集積することが必要である。クエン酸により分散したアパタイトから得られた透明薄膜の上で、
骨分化誘導により骨芽細胞に分化するMC3T3-E1細胞を播種し、5%CO2、37℃のインキュベーター内で一定期間培
養したのち、位相差顕微鏡を用いてHA透明薄膜上の細胞を観察した。三次元スキャホールドにおいては比較とな
るガラス上の細胞観察に比べて、鮮明度等は劣るものの、HA透明薄膜上で生きた細胞の挙動を観察することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：As a candidate scaffold material for bone regeneration, apatite, which is 
similar to the inorganic main constituent of living bone, is expected to be a promising candidate, 
and much research is underway.In order to create a better scaffold material for bone regeneration, 
it is necessary to accumulate knowledge from cell studies on apatite.Transparent apatite thin films 
dispersed by citric acid were prepared on a glass surface with a superhydrophilic contact angle.
MC3T3-E1 cells, which differentiate into osteoblasts by induction of bone differentiation, were 
seeded on the obtained apatite  transparent thin film and cultured in a 5% CO2, 37°C incubator for 
a certain period of time, and then the cells on the apatite transparent film were observed using a 
phase contrast microscope. Although the clarity of the observation was inferior to that of the 
observation of cells on glass, the behavior of living cells on the apatite transparent film could be
 observed.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： アパタイト　ナノ粒子　透明薄膜　分散

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞の樹立により社会からの再生医療への期待は非常に大きくなっている。細胞を用いた再生医療において
細胞の研究だけでは生体を再生することは難しく、細胞が増えたり新しい生体組織を構築したりするのに必要な
足場材料の研究も重要である。骨再生における足場材料の候補として、生体骨の無機主成分に類似するアパタイ
トが期待されており、よい骨再生の足場材料を作製するためには、アパタイト上での細胞試験の知見を集積する
ことが必要であり、アパタイトを透明薄膜とすることで、透明なポリスチレンやガラスのような細胞試験に適し
たアパタイトの作製を試みる。また、分散で得れれた知見をもとに三次元バイオマテリアルにも応用する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 

iPS 細胞の樹立により社会からの再生医療への期待は非常に大きくなっている。細胞を用いた
再生医療において、細胞の研究だけでは生体を再生することは難しく、細胞が増えたり新しい生
体組織を構築したりするのに必要な足場材料の研究も重要である。 
骨再生における足場材料の候補として、生体骨の無機主成分に類似しているアパタイトが期

待されており、多くの研究が進められている。よりよい骨再生の足場材料を作製するためには、
アパタイト上での細胞試験の知見を集積することが必要であり、アパタイトを透明薄膜とする
ことで、透明なポリスチレンやガラスのような細胞試験に適したアパタイトの作製を試みる。 
この透明アパタイト薄膜の作製には、アパタイトの粒子制御が重要であり、我々はクエン酸を

用いてアパタイトの粒子の形状や大きさの制御を行う。 
 
２．研究の目的 
細胞試験の知見を集積するために、透明アパタイト薄膜を作製し、得られた透明アパタイト薄

膜上で、細胞試験を行い、生きた細胞のリアルタイム観察を行うことが目的である。また、これ
らの知見を 3 次元スキャホールドの作製にも展開する。 
 
３．研究の方法 
 硝酸カルシウム四水和物とリン酸二水素
アンモニウムを 10:6 のモル比となるように
イオン交換水で溶解し、リン酸カルシウム
溶液を調製した。次に、2-アミノ-2-ヒドロ
キシメチル-1,3-プロパンジオール（トリス）
をイオン交換水で溶解し、トリス水溶液を
調製した。同様に、クエン酸をイオン交換
水で溶解し、クエン酸水溶液を調製した。
あらかじめ求めた体積比をもとに、シリン
ジポンプを用いてフロー流路に送液を行っ
た。 流路には、内径 1.3 mm、外径 2.3 mm
のポリエチレンチューブを用いた。恒温槽
を取り付け、流路の温度を 35℃で一定
にした。反応槽には撹拌機を入れ、乱流
での反応を行った。さらに、アパタイト粒
子を分散させるためにソニケーターを用い
て超音波処理を行った（図１）。 
スピンコート法では回転数を検討し、デ

ィップコート法では引き上げ速度を検討し
た。 
 細胞試験は、MC3T3-E1 細胞を一定細胞濃
度になるまで培養し、得られた透明アパタ
イト上に播種し、5%CO2、37℃の CO2 インキ
ュベーターで数日間培養したのち、位相差
顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
カルシウムとリンを含む水溶液にトリスを加えて沈殿を生成させた後、クエン酸を添加する

ことで生成させたアパタイト粒子を分散させた。このアパタイトスラリーについて、pH や濃度
などを変えて分散条件を検討し、本条件では 0.002M で pH8.6 としたアパタイトスラリーの分散
性が高いことを確認した。 
成膜に適したアパタイトスラリーの検討として、次のいくつかの検討を行った。 
1 つめは、本系の分散剤であるクエン酸と合わせて、分散性向上や粘度調整を目的として、さ

らに種々の試薬を添加した。 
2 つめは、アパタイトの粒子が生成してから分散剤としてクエン酸を添加する方法と、カルシ

ウムのキレート剤として粒子生成前にクエン酸を添加し核成長の抑制やアパタイト粒子の凝集
を防ぐ方法を検討した。 
3 つめは、粒子生成後にブレークダウン法として利用したソニケーターを、粒子生成時にも超

音波照射することによって、粒子の凝集を抑制した。 
4 つめは、耐圧容器を用いた水熱処理により粒子の凝集性を低下させた。 
上記の種々の粒子制御を検討することで、成膜に適したアパタイトスラリーを検討した。ここ

では、3つめの生成した粒子にクエン酸を添加する方法で作製した分散アパタイトスラリーにつ
いて記す。 
 得られた分散アパタイトスラリーをスピンコーターを用いてガラス基板にコーティングし透

図 1 アパタイトスラリーの合成装置 



明アパタイト薄膜の作製条件を検討した。スピンコートにより得られた透明薄膜を SEM 観察し
たところ①ガラスの端、②中間地点、③回転の中心、のどのポイントにおいても表 1 のように、
均一な薄膜が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、クエン酸により分散したアパタイトを、一定温度下で種々の時間で静置し、アパタイ

トスラリー中の粒子の分散性の変化を確認した。時間の経過とともに、粒子径が小さくなってい
き、沈降試験中のアパタイトスラリーの透明度も向上した（表 2）。この静置させたアパタイト
スラリーを用いて、スピンコート法により薄膜を作製したところ、本系の従来の透明薄膜に比べ
て、微細構造が均一化し、透明度も各段に向上した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
適した温度と時間を選択することで、小さい粒子径のアパタイトスラリーが作製でき、さらに

スピンコート法による透明薄膜が作製できた。また、生体金属材料などの 3次元基材にも薄膜の
形成が可能なディップコート法を用いて成膜したところ、均一なアパタイト薄膜が得られた。 
得られたアパタイト透明薄膜の上で、骨分化誘導により骨芽細胞に分化する MC3T3-E1 細胞を

播種し、5%CO2、37℃のインキュベーター内で一定期間培養したのち、位相差顕微鏡を用いてア
パタイト透明薄膜上の細胞を観察した。比較となるガラス上の細胞観察に比べて、鮮明度等は劣
るものの、アパタイト透明薄膜上で生きた細胞の挙動を観察することができた。 
また、3次元化したアパタイト透明成形体では、ガラス等の一般的に細胞培養や細胞観察に用

いられる 2次元透明体上の細胞観察に比べて、細胞の観察がしづらい結果となった。これは、作
製したアパタイトの表面状態が均一でなく、表面粗さも高いことが関係すると考えられる。 

表 1 スピンコート法で作製した薄膜の電子顕微鏡 

表 2 一定期間静置したときのアパタイトスラリーの経時変化 
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