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研究成果の概要（和文）： 

チタンファイバーを不織布状にした多孔質体であるチタンファイバースキャホールドにハイドロ
キシアパタイト薄膜をコーティングすることで細胞親和性を付与し、同材料内でラット唾液腺細
胞を培養した。アパタイト薄膜コーティングを実施することにより、唾液腺細胞の付着性増殖性
は向上したが、腺組織の形成には至らなかった。スキャホールド内での唾液腺組織の構築には様々
な因子が関わると考えられ、さらなる検討が必要であると考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study was evaluation of the salivary gland regeneration properties of 
titanium fiber scaffold (TFS) that had been coated with a thin hydroxyapatite (HA) layer. 
Rat submandibular gland cells seeded on the hydroxyapatite coated scaffold showed higher 
cell attachment and proliferation activity. But, cell differentiation as well as tissue 
reconstitution were not seen on that scaffold. To archive tissue reconstitution of salivary 
gland cell, many kind of factors should be considered in further study. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒト唾液腺組織を用いた再生医学的研究

では、唾液腺再生よりも、膵臓あるいは肝臓

再生のために採取が容易である唾液腺組織

が応用されている状況である．すなわち、唾

液腺組織の多分化能は in vitro 試験にて確

認されており、唾液腺組織が再生医療に通じ

るアイテムとなることが予見されている．し

かしながら、唾液腺組織そのものの再生研究

は十分進んでいるとは言えず、これまでもラ

ットなどの小動物において、唾液腺幹／前駆

細胞培養によって唾液腺類似の管腔構造の

組織が形成されるといった報告が散見され

るのみである．申請代表者は放射線治療後の

顎口腔組織障害に対する治療方法に関する

検討（青木ら，日本口腔腫瘍学会雑誌，2006）

を行った後、放射線照射を受けたヒト唾液腺

組織を用いた研究指導で、血清含有培地を用

いた後に無血清培地に培地交換を行う手法

で、単細胞からのコロニー形成と多分化能が

観察できる培養系を樹立し（Tatsuishi et 

al., International Journal of Molecular 

Medicine, 2009）、放射線照射後唾液腺組織

には高い増殖能、多分化能および自己複製能
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を有する唾液腺幹/前駆細胞が存在すること

を実証した．また、分担者は、チタンファイ

バー綿を用いた細胞培養実験を実施し、チタ

ンファイバー綿を、その 3次元構造に影響を

与えないハイドロキシアパタイト薄膜でコ

ーティングすることで、細胞の活動性が促進

されることを実証しており（Hirota et al., 

International Journal of Oral and 

Maxillofacial Implants, 2010, 2011）、こ

の両者の実験系を組み合わせることで、複雑

な構造を有する唾液腺組織が再現できるの

ではないかと考えて本研究の発想に至った。 

 
２．研究の目的 

 口腔癌の放射線治療後の唾液腺組織障害

にて必発する口腔乾燥症に対する新しい治

療を確立するため、3 次元細胞培養基材を用

いた唾液腺再生の検討を行う．独自の培養方

法によって確立した単一唾液腺細胞から唾

液腺各構成細胞への分化までが観察できる

低密度コロニーアッセイ法を、細胞活性化能

を付与した 50 ミクロンのチタンファイバー

からなる 3次元多孔質体内で行うことによっ

て複雑な唾液腺組織構造を再現する。 

 

３．研究の方法 

（１）チタンファイバー綿性 3次元スキャホ

ールドの作製と分子プレカーサー法による

ハイドロキシアパタイト薄膜コーティング

を実施した。分子プレカーサー法では、Ca/P

比が 1.67 となる水溶液中にチタンファイバ

ー綿性スキャホールドを２０分間浸漬した

後、６０℃で２０分間予備加温し、次いで６

００℃で２時間加熱し、ハイドロキシアパタ

イトをコーティングした。 

 

（２）唾液腺細胞の採取は１２週齢、♂、

wister 系 rat を使用した。ネンブタールによ

る全身麻酔下にて頸部正中に切開線を加え

て両側顎下腺を明示し、まず導管部を結紮し、

舌下線と分離した後に顎下腺を摘出した。皮

膜を丁寧に除去し、メス・ハサミなどで組織

を粉砕し、0.01%コラゲナーゼにて唾液腺細

胞を分離した。４０µm メッシュのセルストレ

イナーにて細胞抽出液を濾過後、１３００

rpm・５分間遠心分離をした。沈殿物を洗浄

し、唾液腺細胞として播種した。 

 

（３）細胞培養において、抽出した唾液腺細

胞は１２well プレート上に、１０００個/cm2

の濃度になるように播種した。細胞培養培地

は EMEM/F12 培地を使用し、１０％ウシ血清、

抗菌薬等を添加した。細胞播種１日後に成長

因子である EGF を添加した。 

 

（４）細胞接着の評価。細胞播種後３時間後、

２４時間後に生細胞数を計測し、接着細胞数

を評価した。生細胞数の計測は WST-1 試薬を

使用して行った。WST-1 は細胞播種後３時間

または２４時間後に各 well にそれぞれ１０

０ml 添加し、１時間反応させた後、各 well

から１００ml ずつを９６well プレートに移

し、吸光度４５０nm の波長をプレートリーダ

ーにて計測した。また計測後に各 well の細

胞をトリプシン処理にて回収し、細胞数計算

盤にて各 well 内の実細胞数を計測した。 

さらに、播種後の細胞を Alexa488-actin に

て染色し、スキャホールド内での細胞の状態

を確認した。 

 

（５）細胞増殖の評価。細胞播種後４日、７

日後に生細胞数を計測し、細胞数を評価した。

生細胞数の計測は WST-1試薬を使用して行っ

た。WST-1 は細胞播種後４日または７日後に

各 well にそれぞれ１００ml 添加し、１時間

反応させた後、各 well から１００ml ずつを

９６well プレートに移し、吸光度４５０nm

の波長をプレートリーダーにて計測した。ま

た計測後に各 well の細胞をトリプシン処理

にて回収し、細胞数計算盤にて各 well 内の

実細胞数を計測した。 

 

（６）細胞分化の評価。細胞播種後４日、７

日後に各 well より RNA を抽出し、RT-PCR に

て唾液腺細胞マーカーの発現を検討した。

RNA はトリゾールにて抽出し、抽出した RNA

はナノドロップにて量を測定後、cDNA を作製



 

 

した。唾液腺細胞マーカーは、導管細胞マー

カーとしてサイトケラチン、腺房細胞マーカ

ーとしてアクアポリン５、筋上皮細胞として

smooth-muscle actin (SMA)を使用した。そ

れぞれのプライマーより作製した cDNA から

RT-PCR を実施し、電気泳動にて各マーカーの

PCR 産物の有無を半定量的に計測した。 

 

４．研究成果 

（１）チタンファイバーは直径 50μmのもの

を使用し、空隙率が８７％となるように作製

した。分子プレカーサ法によるハイドロキシ

アパタイト薄膜コーティングでは、複雑なチ

タンファイバーの３次元構造を損なうこと

なく均一なハイドロキシアパタイト薄膜コ

ーティングが行なえることが観察できた。 

 

（２）採取した唾液腺細胞は、細胞の濃度に

しておよそ２００００個/cm2であり、各顎下

腺組織から得られる単一唾液腺細胞は約１

００００個/cm2であった。 

 

（３）播種した唾液腺細胞は播種後３〜２４

時間後に接着し、コーティングプラスチック

well 上では、２４時間後よりコロニー形成が

確認できた。ハイドロキシアパタイト薄膜コ

ーティングチタンファイバースキャホール

ド上に播種した細胞は、非コーティングスキ

ャホールドと比較し、細胞骨格が明瞭であっ

た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

通常のプレート上に播種した唾液腺細胞の

コロニー（播種後４８時間後の観察） 
 
非コーティングスキャホールドに播種した

唾液腺細胞（２４時間後）。細胞数は少なく、
認める細胞も小さいものが多い。 
ハイドロキシアパタイト薄膜コーティング 
スキャホールドに播種した唾液腺細胞（２４
時間後）。細胞数は非コーティング群よりも
多く、それぞれの細胞も大きい。 
 

（４）生細胞数の計測。細胞播種後、３時間、

２４時間、４日、７日後に生細胞数を計測し

たところ、２４時間、４日後、７日後におい

てハイドロキシアパタイト薄膜コーティン

グ群が有意に高い生細胞数を示した。 

２４時間後の WST-1 試験。ハイドロキシアパ
タイト薄膜コーティング群（右）が非コート
群よりも有意に高い生細胞数を示す。 
 
 



 

 

 
 

７日後の WST-1 試験。ハイドロキシアパタイ
ト薄膜コーティング群（右）が非コート群よ
りも有意に高い生細胞数を示す。 
 

（５）細胞播種後の生細胞数。播種後３時間

後、２４時間後、４日後、７日後における生

細胞数の実測数は、播種後３時間後において

は、１２well プレート１well あたり、非コ

ーティング群では平均４個/cm２であったの

に対し、ハイドロキシアパタイト薄膜コーテ

ィング群では１well あたり平均７個/cm２で

あった。播種後２４時間後では、非コーティ

ング群では１well あたり８個/cm２の細胞を

認めたのに対し、ハイドロキシアパタイト薄

膜コーティング群では１well あたり１３個

/cm２であった。播種後４日目での細胞数は、

非コーティング群では１well あたり平均１

９個/cm２であったのに対し、ハイドロキシア

パタイト薄膜コーティング群では１well あ

たり２１個/cm２であった。播種後７日目での

細胞数は、非コーティング群では１well あた

り平均２９個/cm２であったのに対し、ハイド

ロキシアパタイト薄膜コーティング群では

１well あたり４１個/cm２であった。 

 

（６）唾液腺細胞マーカーの RT-PCR では唾

液腺細胞マーカーはサイトケラチンのみ同

定され、その他のマーカーは同定できなかっ

た。 

サイトケラチンは非コーティングスキャホ

ールド群、ハイドロキシアパタイト薄膜コー

ティングスキャホールド群両者で認められ、

両者の発現に有意な差は認められなかった。

またナノドロップにおける totalRNA 量に関

しても、両群の間に有意な差は認められなか

った。 
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