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研究成果の概要（和文）：チタン表面を Hydroxyapatite にて表面改質することを想定し，

Hydroxyapatiteのナノ表層をさらに β-tricalcium phosphate様に構造改質するためCa/P比に

着目し，Hydroxyapatite を 30％リン酸溶液で 10 分間処理する方法を確立した。さらに，本

法は骨芽細胞の増殖・分化を向上させることが確認され，高次生体機能性ナノ表面改質の有用

性が示唆できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Concerning titanium implant coated with hydroxyapatite, 
processing method to treat hydroxyapatite with 30% phosphoric acid for 10 minutes was 
established for modification of a nanostructured surface with a ratio of calcium to 
phosphorus analogous to β-tricalcium phosphate.  This higher biofunctional nano-surface 
modification could accelerate the proliferation and differentiation of osteoblast cells. 
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１．研究開始当初の背景 
インプラントと骨組織界面におけるオッ

セオインテグレーション成立において，チタ
ン表面の生体反応における詳細なメカニズ
ムを解明することは，組織適合型チタンイン
プラントの開発において重要である。そこで，
チタン表面に対する生体分子の結合・解離特
性について，ナノレベルかつリアルタイムで
解析し，そのメカニズムを検証する目的で，

表面プラズモン共鳴法（SPR）用チタンバイ
オセンサーを開発し，その有用性を明らかに
した（雑誌論文 1）。次に，生体分子と反応し，
組織再生を誘導する生体機能性タンパク質
により改質したチタン表面の化学的安定性
は，表面改質法の信頼性につながると考え，
改質表面を超音波洗浄し，生体機能性タンパ
ク質のチタン表面への化学結合状態を SPR
および X 線光電子分光法（ESCA）にて分析
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した。その結果，生体機能性タンパク質内に
おける分子間結合が失われ，生体機能性タン
パク質本来の特徴を生かすことが難しいこ
とが明らかとなった（雑誌論文 2，3）。そこ
で，生体骨と直接結合する生体活性能を有す
るアパタイトを用いて，チタン表面を化学的
安定に改質する手法を検証することとした。 

 
すなわち，生体内に埋入されたアパタイト

ナノ表面の解離平衡（上図）を考慮し，アパ
タイトナノ表面の溶解性を高めることで，生
体骨との骨結合を促進させる高次生体機能
性ナノ表面改質を着想した。 
 
２．研究の目的 
（1）アパタイト（Ca10(PO4)6(OH)2）のナノ
表層をリン酸三カルシウム（β-Ca3(PO4)2）様
の構造に改質する方法を確立する。 
 
（2）アパタイトナノ改質表面における骨芽
細胞様細胞 MC3T3-E1 細胞の増殖・分化に
ついて評価し，ナノ表面改質の有用性を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
（1）アパタイト（以下，HAP）プレート（10 

mm×10 mm×2 mm；APP-101，Pentax，
東京，日本）を，10，20，30，40，50，
60% の各濃度に調整したリン酸溶液
（H3PO4；Lot No. T1949，Sigma-Aldrich 
Japan，東京，日本）にて，25℃，10 分間
処理し，超純水（MilliQ water: >18 MΩcm）
で洗浄した試料（HAP-10, 20, 30, 40, 50, 
60%PA）を実験に供した。また，コントロ
ールは，未処理 HAP とリン酸三カルシウ
ムパウダー（β-TCP；Taihei Chemical 
Industrial，岐阜，日本）とした。これら
の表面を ESCA にて分析し，Ca/P 比を算
出した。また，表面性状について，共焦点
レーザー顕微鏡（VK-8500，Keyence，大
阪，日本）を用いて観察し，同時に，表面
粗さ Ra（µm）を測定した。得られたデー
タは，one-way ANOVA および多重比較
Tukey 法を用い，有意水準 1%で統計学的
分析を行った。 

 
（2）MC3T3-E1 細胞を，4 時間 UV 滅菌し

た HAP および HAP-30%PA プレート上に
播種し，37℃，5% CO2下にて培養し，培
養期間は，以下の評価項目に従って設定し
た。 

①増殖 
増殖は，培養期間を 1，4，7 日とし，Cell 

counting kit-8 assay（Dojindo Lab.，熊本，
日本）を用いて分析した。 
②分化 

  分化は，培養期間を 7，14，21 日とし，
SensoLyteTMpNPP secreted ALP reporter 
gene assay （ AnaSpec Corporate 
Headquarter，San Jose，CA）を用いて
ALP 活性を分析した。 

  また，定量 RT-PCR 法による ALP，
Collagen I，Osteocalcin，Osteopontin の
mRNA 発現を検索するため，コンフルエン
トに達した日を 0 日とし，培養期間を 4，7，
14，21，28 日とした。各培養期間にて細
胞を回収し，RNeasy Mini Kit（QIAGEN，
東京，日本)を用いて RNA を抽出・定量し
た。cDNAは，定量したRNAからReverTra 
Ace® qPCR RT Kit （Toyobo，大阪，日本）
を 用 い て 合 成 し た 。 PCR 増 幅 は ，
THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix
（Toyobo，大阪，日本)および特異的プラ
イマーを用いて行い，融解曲線で確認した
後，ΔΔCt 法にて定量した。また，mRNA
発現量の補正には，ハウスキーピング遺伝
子 で あ る glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase （GAPDH）を選択した。 

以上，得られたデータは， two-way 
ANOVA および多重比較 Tukey 法を用い，
有意水準 1%で統計学的分析を行った。  

 
４．研究成果 
（1）HAP ナノ表面改質 

①HAP と β-TCP の Ca/P 比は，それぞれ
1.66 と 1.50 で，理論値に一致していた。
HAP-30%PA の Ca/P 比は 1.52 で，β-TCP
の 1.50 と有意差はなく，30%リン酸溶液処
理をナノ表面改質の手法として選択した。 
 
②HAP-30%PA における Ca 2p-P 2p 結合
エネルギーは 214.04 ± 0.05 eV で，β-TCP
における結合エネルギー214.18 ± 0.04 eV
より有意に小さく，HAP における結合エ
ネルギー214.02 ± 0.04 eV とは有意差を認
めなかった。このことは，HAP のナノ表
面において， Ca と P の化学結合状態はそ
のままで，Ca/P 比のみを変化させたこと
を示唆していた。 
 
③HAP と HAP-30%PA の表面粗さ Ra は，
それぞれ 0.17 ± 0.02 µm と 0.70 ± 0.04 µm
で，30%リン酸溶液処理により HAP 表面
は粗造となるものの，MC3T3-E1 細胞の増
殖・分化に影響を与える表面粗さには至っ
ていなかった。 

 
（2）MC3T3-E1 細胞の増殖・分化 



 

 

 ①HAP および HAP-30%PA における接着
細胞の SEM 像（培養 1 日）（図 1）より，
HAP での接着細胞は伸展した平面的形態
をとり，一方，HAP-30%PA での接着細胞
は立体的な形態を示した。 

図 1 HAP（左）および HAP-30%PA（右）
における接着細胞の SEM 像（培養 1 日） 

 
②HAP-30%PA における細胞増殖は，培養
7 日で HAP に比較して有意に向上した（図
2）。 

図 2 細胞増殖 
 

③HAP-30%PA における ALP 活性は，７
日から 21 日にかけて，HAP と同様に有意
に上昇した。また，HAP-30%PA における
ALP 活性の上昇は，HAP より大きいもの
の，有意差は認められなかった（図 3）。 

図 3 ALP 活性 
 

④ALP の mRNA 発現は，HAP および
HAP-30%PA のいずれにおいても，4 日で
は認められず，7 日で認め，14 日では，
HPA-30%PAにおいてのみ発現量の上昇を
認めた（図 4）。また，mRNA 発現は，ALP
活性の上昇と同様に，いずれにおいても，
7 日に比べ 28 日には有意に増加していた。 
 

図 4 ALP の mRNA 発現 
 

 ⑤HAP および H AP-30%PA のいずれにお
いても，各培養期間で Collagen I の
mRNA 発現が認められ，HAP では 21 日
以降に有意に増加し，HAP-30%PA では 28
日に有意に増加した（図 5）。 

図 5 Collagen I の mRNA 発現 
 

 ⑥Osteocalcin の mRNA 発現は，HAP お
よび HAP-30%PA のいずれにおいても，培
養 7 日でわずかに認めたものの，14 日では
認められず，21 日以降で有意に増加した。
Osteocalcin は，石灰化促進よりも，むし
ろ結晶の安定性や過剰な石灰化を抑制す
る調節因子として働くと言われている。し
たがって，本研究の培養期間では，21 日以
降に石灰化の過程に入ったものと考える
（図 6）。 

図 6 Osteocalcin の mRNA 発現 
 



 

 

 ⑦HAP-30%PA における Osteopontin の
mRNA は，4 日で HAP に比較して有意に
発現し，7 日以降は有意に減少し，HAP と
同程度となった。HAPにおける発現量は，
培養期間中変化しなかった（図 7）。 

図 7 Osteopontin の mRNA 
 
 以上，①～⑦の結果から，HAP-30%PA は
MC3T3-E1 細胞の増殖・分化に有効であるこ
とが明らかとなり，HAP のナノ表面改質の
有用性を示唆できた。 
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