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研究成果の概要（和文）：初期実験として、水酸化アパタイトセラミクスに対する細胞接着への超音波処理の影響につ
いて解析を行った。超音波処理を行うことによりセラミクス（HAP）にはクレーター状のミクロ細孔と微小亀裂が観察
され、細胞接着能が上がったことが、細胞数で明らかとなった。
生体模倣環境下で骨芽細胞を培養した結果、細胞はコラーゲンゲル上では細胞突起を伸ばして３次元的に進展し、また
ハイドロキシアパタイトによるメカニカルストレスに対しては、骨形成能を示すオステオカルシンの発現が増加した。

研究成果の概要（英文）：As a preliminary experiment, we investigated the effect of ultrasonic treatment fo
r hydroxyapatite ceramics to the cell adhesion. Due to ultrasonic treatment at the surface of hydroxyapati
te ceramics, a plenty of micro pores and micro cracks were observed and the increasing cell numbers raised
 the ability of cell adhesion to the ceramics.
Osteoblastic cell culturing under the biomimetic condition caused cells extended the process three dimensi
onally on collagen gel. And Cells increased osteocalcin expression against mechanical stress by hydroxyl a
patite block. 
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１．研究開始当初の背景 
骨代謝、中でも骨形成における骨芽細胞の
役割は、重要であり、近年その作用機序は
徐々に明らかになりつつある。今まで、申請
者らはある強さの加圧によるメカニカルス
トレスでは、骨芽細胞の骨形成活性を優位に
させることを明らかにしてきた（Mechanical 
stress suppresses the expression of CYP 24 
mRNA in UMR-106 bone cells  Iida S., 
Hatta M., Hasegawa T., and Yokoyama A. 
北海道歯誌 Vol.28. No.1 36-40, 2007）。た
だまだその詳細なメカニズムには不明なも
のも多い。 
骨芽細胞は、各種サイトカインやホルモン
により、分化もしくはマクロファージからの
破骨細胞への刺激・誘導をつかさどる役割を
持っている。この骨代謝調節の中心となる細
胞である骨芽細胞の分化機構解明は、骨粗鬆
症などの病態研究において重要な意味をな
す。骨芽細胞分化には、次第に細胞内のタン
パク質発現パターンが変化していくのが特
徴で、骨分化のマーカーにも利用されている。
細胞にストレスを加え、そのマーカーの発現
を検出することで分化の度合いを知ること
が可能になる。この分化のキーとなる転写因
子（Runx2, OSX）やキナーゼ(ERK,p38,JNK
などのMAPキナーゼ)を用いた生化学的解析
と細胞骨格の観察などが必要であると考え
た。 
骨芽細胞による骨形成メカニカルストレ
スの強度に左右されることは想定されるが、
実際にはその詳細なメカニズムは明らかで
ない部分が多い。細胞が、生きた状態での原
子間力顕微鏡にて観察という、いままでにあ
まり報告がない手法でのアプローチを行え
ば、細胞骨格レベルでの骨芽細胞がメカニカ
ルストレスに対応する状況が判明する。骨芽
細胞の働きが解明されることは、骨粗鬆症治
療にも十分貢献できる点でも意義が高いと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、まず骨芽細胞と、骨の主成分
であるハイドロキシアパタイトの親和性を
確認するため、水酸化アパタイトセラミクッ
スに対する細胞接着への超音波処理の影響
を調べた。 
さらにより骨の組成に近い材料として作
成した、鮭由来アパタイト（HAp）とコラー
ゲン（Col）の複合体（HA-C）粉末を添加し
たマウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞
MC3T3-E1(E1)の培養では、細胞周囲を取り
囲むHAp粒子が SEMにて観察された。した
がって細胞活性の定量的な解析を目的とし
て、HA-C 粉末の生成温度・組成比・添加濃
度と骨芽細胞様細胞活性の関係を検討した。 
以上のように、骨芽細胞の水酸化アパタイ
トセラミックスへの親和性が確認された後、
生体模倣環境を作り、その場での骨芽細胞様
細胞の骨形成能などを、組織学的、生化学的

に分析を行った。 
 
３．研究の方法 
研究の方法（１） 
市販研究用 HAp セラミックス(HOYA 製

CELLYARD、直径 13mm、厚さ 2mm、
pellet：気孔率 0%)を用いた。HAp緻密体を
HNO3水溶液に完全溶解後、同種試料を浸漬
し、120W、38kHz、10~20min で超音波溶
解、洗浄、乾燥により部分溶解HAp(PD-Hap 
pellet)を作成した。それらをディッシュ（コ
スモバイオ社製）に入れ、メディウムに
MG-63細胞（骨芽細胞様細胞）を播種、3日
間静置培養した。細胞数を計測後、細胞を固
定、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）により細胞
の接着界面を観察した。 

 
研究の方法（２） 
①HA-C 粉末の調整  鮭の骨を材料として
溶解析出法により調整した。合成温度は
283K あるいは 293K とし、ハイドロキシア
パタイトとコラーゲンの配合比率（HAp/Col）
は 2.0 あるいは 3.5 とした。合成した HA-C
粉末は紫外線下にて 24 時間滅菌して使用し
た。 
②細胞培養  細胞は E1 細胞を用いた。培
養液はαMEM培地を使用し、96wellカルチ
ャープレートに 1.67mg/ml, 3.33mg/mlある
いは 6.67mg/ml となるように HA-C 粉末を
懸濁させた培地を添加して E1 細胞を
500cells/well播種し、72時間培養した。 
③細胞増殖能の判定  Cell counting Kit-8
（同仁化学研究所）を用いて、測定した。 
 
研究の方法（３） 
①通常細胞培養；マウス頭蓋冠由来の
MC3T3-E1(E1)細胞を使用し、24穴プラステ
ィックディッシュ（Corning 社製 Falcon 
Tissue Culture Plate 24 well）に播種し、コ
ンフルエントになった後、３７℃、５％ＣＯ
２下にて２日間培養を行った。 
②生体模倣条件；タイプⅠコラーゲンをゲル
状 に し た も の （ 新 田 ゼ ラ チ ン 社 製 
Cellmatrix Type1-A）を 3mmほどの厚みに
なるように調整し、硬化後、E1 細胞を播種
する。コンフルエントになる前に①で使用し
た HAp ブロックを細胞上に乗せ、メカニカ
ルストレスとして１日放置した。 
③生化学的分析；所定の日数を培養後、各ウ
ェル内のメディウムを吸引し、そして各ウェ
ルに Trizol(Life Technologies社製)200μlを
滴下し、十分に細胞質が溶解された後、エッ
ペンドルフに回収し、－８０℃で保存。その
後、クロロホルムで溶解後、４℃、毎分 15000
回転で 15 分遠心を行い、上部の水層のみを
新しい 1.5mlチューブに移し替える。そこに
イソプロパノールを加え、軽く反転し。4℃、
毎分 15000回転で 15分遠心。沈殿したペレ
ットに触らないように、溶液を吸引。70％エ
タノールを加え、４℃、毎分 15000回転で 5



分遠心を行い、溶液を吸引後、乾燥を行い、
白 色 ペ レ ッ ト に な る よ う に す る 。
RNase(-)H2O で サ ス ペ ン ド し 、
NanoDrop-1000(エル・エム・エス社製)にて
RNA量の測定を行った。tRNA量を各サンプ
ルで調整後、PCR master mix（タカラバイ
オ㈱）により c-DNA 作成後、real time 
PCR(Applied Biosystems 7300 real time 
PCR system) にて GAPDH,Osteocalcin, 
RANKLをプライマーとし、PCR測定を行っ
た。 
④多色蛍光タイムラプス顕微鏡観察用培
養；細胞培養後の細胞を多色蛍光タイムラプ
ス顕微鏡にて観察するため、特殊加工したカ
バーグラス（9×9mm）をひき、その上に細
胞を播種する、もしくはコラーゲンゲルを一
層流し、その上で細胞を播種する。毎日メデ
ィウム交換し、コンフルエントになる前に、
HAp ブロックにてメカニカルストレスを与
えた。１日経過後、カバーグラスごと細胞を
Iwaki Glass base dish 径 35mmに装着後、
細胞像の撮影を行った。 
 
４．研究成果 
（１）図１はアパタイトに過飽和な水溶液を
用いた超音波溶解処理により初期のディス
ク形状は維持され、キャビテーションに由来
するクレーター状のミクロ細孔と微小亀裂
が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図１ 超音波溶解処理したブロック上の
培養 3日後のMG-63細胞） 
細胞形状は多層膜状に接着することが分か
った。 
図２には、細胞数を示す。超音波処理を１
０分、２０分行ったどちらもコントロールに
比べて細胞数の増加が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２ コントロールおよび超音波処理を
行ったブロック上の細胞数。超音波溶解処理
を行うと、細胞数が増加する） 
 

（２）283Kで合成した HA-C粉末では、組
成比に関係なく、HA-C 添加濃度依存的に、
細胞増殖能が徐々に低下していく傾向が認
められた。細胞数の減少と細胞増殖の抑制が
示唆された。また、HAp/Col=3.5 と比較し、
HAp/Col=2 の方が細胞増殖能が高かった。
（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図３ 283K HA-C 添加による細胞増殖能
の変化グラフはコントロールを１とした値。
H/C3.5, H/C2 ともに左から 1.67, 3.33, 
6.67mg/ml） 
（３）多色蛍光タイムラプス顕微鏡での観察
の結果、通常の E1細胞上にHApブロックを
乗せたものでは、細胞だけの像よりも少し細
胞が伸びて四方に足を伸ばした状態であっ
た。 
またコラーゲンゲル上の E1 細胞上に HAp
ブロックを乗せたものでは、細胞だけの像よ
りもコラーゲンゲルなしの細胞同様に足を
伸ばした足の長さが長い状態であった（図
４）。 

 
（図４ ２次元的および３次元的に足を伸
ばした E1細胞） 
また real time PCRの結果、ゲルなしの状
態では、ストレスを与えたほうがオステオカ
ルシンの値が高くなった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 
 
 
 
 



またRANKLについては、図６に示す通り、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 
ゲル状でもそれぞれストレスを与えたもの
でも変化はなく、骨吸収シグナルは同等に発
生していることを示す。 
以上より、水酸化アパタイトセラミックス
に超音波溶解処理を行うことは、骨芽細胞様
細胞を接着させるのに、効果のある手法であ
り、セラミックス表面にミクロ細孔と微小亀
裂が観察され、細胞接着能が上がったことか
ら、細胞数の増加が認められた。またハイド
ロキシアパタイトとコラーゲン複合体では、
その組成により、細胞接着能が異なることが
わかった。 
さらに生体模倣環境下で骨芽細胞を培養
した結果、細胞はコラーゲンゲル上ではその
形態を変化させ、細胞突起を３次元的に伸ば
すことによりゲル内に進展し、またハイドロ
キシアパタイトによるメカニカルストレス
に対しては、オステオカルシンの発現が増加
したことから、骨形成能をプラスにさせる働
きが出たことがわかった。 
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