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研究成果の概要（和文）：プラズマエッチングを用いた金型による微細加工技術により、quartzに凸型構造を、
polystyreneの培養表面にはpore/pillar凹凸構造を加工することに成功した。この培養皿上で骨芽細胞や破骨細
胞などの骨代謝関連細胞の分化誘導培養を行った結果、微細加工を施した培養皿上では細胞増殖能が低下し、骨
形成が促進していた。また、足場材料の材質の違いにより破骨細胞の形成能は低下した。骨形成、骨吸収の両面
から検討を行った結果、細胞接着面の表面構造を適切な材質を用いて適切な形状に加工することにより、骨代謝
関連細胞の機能を制御できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Microfabrication technique using plasma etching make it possible to pattern 
pillar shape on the quartz and cocave/convex micro configuration on the polystyrene materials.  It 
was revealed that the ability of a cell to proliferate was down regulated and bone formation was 
promoted on the microfabricated culture materials in the study using bone metabolism-associated 
cells like osteoblast and osteoclast. The number of osteoclast formation was altered according to 
the difference of scaffold materials. So it was indicated the possibility of controling the 
capability of bone metabolism associated cells by fabricating the adequate shape of cell attachment 
surface and using adequate materials. 

研究分野： 整形外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨疾患や外傷による骨欠損には人工骨が

開発され、臨床の場でも広く使用されてきた
が、自家骨と比較して骨再生能は低く、これ
まで組織工学技術や生理活性物質を組み合
わせた骨再生能を高める研究を進めてきた。
骨疾患の最適な治療には、骨関連細胞の基礎
的な分子メカニズムの解明に加え、マテリア
ル学の応用開発が欠かせない。バイオマテリ
アルの生体親和性を向上する目的で、材料表
面の様々な表面構造の微細加工が試みられ
ている。我々は、臨床で使用されている人工
骨の骨組織修復過程の実験的検討の中で、マ
イクロレベルの人工骨表面構造が骨形成及
び骨吸収の制御に関与している可能性を報
告してきたがその詳しいメカニズムは解明
されていない。また、これまで、細胞分化の
促進や制御機構を調べるため、サイトカイン
等様々な試薬の添加実験が行われてきたが、
足場の材料、形状や構造が細胞の機能に与え
る影響についての報告は少なく、骨代謝関連
の研究では骨芽細胞を用いた培養表面構造
の影響に関する検討は行われているものの、
破骨細胞の培養系を用いた検討の報告はな
い。 
 
２．研究の目的 
バイオマテリアルを用いた医療機器と骨

との接触面においては、材料表面の構造が周
辺の細胞の活性に影響している可能性があ
る。足場材料表面の微細表面構造は、細胞の
生存・機能維持に重要な足場材に適用するこ
とにより、細胞の増殖、分化など様々な機能
を制御する可能性が示唆されている。そこで
申請者らは、プラズマエッチング等の手法を
用いて、培養表面に微細加工を施した培養皿
を作成し、足場材料の材質や培養表面構造の
違いによる細胞の増殖や分化能、調節因子の
発現について、骨芽細胞や破骨細胞などの骨
関連細胞を用いて、分子生物学、生化学的手
法で検討を行った。 
 
３．研究の方法 
プラズマエッチングによる微細加工技術

を用いて、足場材料となる quartz に等間隔
（φ1.5µm、h 2µm）に凸型の pillar 加工し
た。この凸型 quartz（pillar/quartz）と未加
工 の quartz(quartz) 、 市 販 の
polystyrene(polystyrene)培養皿を用いた検
討を行うと共に、プラズマエッチングにより、
polystyrene 材質で pore/pillar 凹凸構造を有
す る 培 養 皿 (pore/polystyrene, 
pillar/polystyrene)を作成した。各培養皿を
用いて、骨形成および骨吸収について多面的
に解析を行った。 
骨芽細胞は、骨分化誘導培地（Ascorbic acid, 
β-glycerophosphate,Dexamethasone） を添
加して培養を行い、骨分化を誘導した。破骨
細胞はマウス脾細胞や骨髄細胞を採取し、
M-CSFやRANKLを添加して誘導を行った。

分化誘導後の細胞は染色や、各細胞から抽
出した RNA やタンパク質の発現解析によ
り、培養表面構造の違いによる細胞制御に
与える影響について検討を行った。 
 
４．研究成果 

（1）quartz（quartz、pillar/quartz）及び 
polystyrene 培養皿を用いた細胞培養実験 
 
プラズマエッチング法で凸型に pillar 加
工した pillar/quarz と未加工の quartz、市
販の polystyrene 培養皿を用いて、下記検
討を行った。 
 
①細胞増殖能および骨芽細胞様細胞株に
おける骨分化の検討 
各培養皿で ST2 細胞（マウス骨髄由来ス

トローマ細胞）を培養し、細胞増殖能につ
いて検討を行った。 pillar/quartz で培養
した ST2 細胞は、quartz、polystyrene 培
養皿で培養した場合と比較して、細胞増殖
能が低下していた（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ST2 細胞の増殖能 
 
次に、MC3T3 細胞（マウス頭蓋骨由来

骨芽細胞様細胞株）を骨分化誘導培地を用
いて骨分化を誘導し、骨芽細胞特異的分化
マーカー（Alp,Collagen,Osteocalcin）の
遺伝子発現量を qPCR で確認した。その結
果、quartz や porystyrene で誘導された場
合と比較して、pillar/quartz で誘導された
骨芽細胞の Alp, Collagen の遺伝子発現量
は上昇していた。さらに、骨芽細胞の比較
的後期のマーカーである Osteocalcin の遺
伝子発現量も pillar/quartz において有意
に上昇していた。（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 qPCR による Alp,Osteocalcin の発現 
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②骨芽細胞における破骨細胞調節因子の誘
導 
生体骨組織においては、骨芽細胞を介して

破細胞が誘導されることから、骨芽細胞にお
ける破骨細胞形成調節因子（Rankl,Opg）の
遺伝子発現を調べた。 

ST2 細胞を vitaminD3 存在下で培養し、
破骨細胞誘導因子である Rankl と囮受容体
Opgの遺伝子発現をqPCRで確認したところ、
pillar/quartz で培養した場合、quartz や
polystyrene で培養した場合と比較して
Rankl の発現は低下し、Opg の発現が上昇し
ていた。つまり、Rankl/Opg の発現が低くな
る傾向がみられ、培養表面構造の違いにより、
骨芽細胞による破骨細胞調節因子の誘導を
コントロールできる可能性が示唆された。 
 
③破骨細胞の形成 
活性化され、骨吸収状態におかれた破骨細

胞が形成するとされるアクチンリングの形
成について調べるため、各培養皿でマウス脾
細 胞 および 骨 髄マク ロ ファー ジ か ら
M-CSF/RANKL 存在下で培養破骨細胞の誘
導を行った（図 3 TRAP 染色、図 4 
Rhodamine phalloidin 染色、a)polystyrene  
b)quartz/pillar  c)quartz ）。その結果、
polystyrene 上で培養した場合と比較して、
quartz 上で培養すると破骨細胞の形成能が
低下していた。一方で、polystyrene や quartz
で 培 養 し た 破 骨 細 胞 と 比 較 し て 、
pillar/quartz で誘導された破骨細胞は、大き
さが小さいものの、全ての培養皿の破骨細胞
にはアクチンリングが形成されることを確
認した。また、各培養皿で培養した破骨細胞
から RNA を回収し、qPCR で破骨細胞のマ
ーカー遺伝子（Trap,c-Fos,Nfatc1,Ctsk）の
発現量を解析したところ、培養表面の構造の
違いにおける各遺伝子発現に有意差は認め
られなかったが、Nfatc1 および CathepsinK
の発現は、polystyrene 材質上で培養した場
合と比較し、quartz 材質で高いという結果が
得られた。このことから、足場材料の材質の
違いが、細胞分化能に影響を与える可能性が
示唆された。 
図 3 TRAP 染色 
 
 
 
 
 
 

図 4 培養破骨細胞におけるアクチンリング
の形成 
 
 
 
 
 
 
 

（2）微細加工技術を用いて作成した
pore/pillar 凹凸構造を有する polystyrene
材質の培養皿での細胞培養実験 
 
プラズマエッチング法を用いた微細加

工 技 術 を 用 い 、 polystyrene 素 材 の
pore/pillar 凹凸構造を有する培養皿の作
成 を 行 っ た （ pore/polystyrene, 
pillar/polystyrene）。当初、培養皿に直接
プレスする事で作成を試みたが、間隙があ
るため熱と圧力が培養皿に伝わらず、想定
したプレスが困難であった。このため、フ
ィルムにプレスを行う事で熱と圧力が直
接伝わり型通りのプレスが可能となった。
これにより、作成したフィルムのサイズを
替えることで様々な形状に対応が可能と
なった。 
この培養皿上で、MC3T3 細胞を骨分化

誘導培地を用いて培養を行い、qPCR で骨
芽細胞分化マーカー遺伝子の発現を調べ
たところ、normal（平面構造）と比較して
pore/polystyrene 培養皿では、ALP の遺伝
子発現が上昇していた(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5  qPCR による Alp の発現 
 
また、ST2 細胞に 10-8M vitaminD3 を

添加し、RNA を回収して Rankl と Opg の
遺伝子発現を検討した結果、normal と比
較して、pillar/polystyrene で Rankl の発
現が、pore/polystyrene で Opg の発現が低
下していた。凹凸構造パターンの違いによ
り、骨芽細胞における破骨細胞形成調節因
子(Rankl,Opg)の発現に差が認められたこ
とから、足場材料の構造の違いが骨代謝関
連細胞の分化に影響を与える可能性が示
唆された。一方で、quartz を用いた検討（1-
②）では、pillar 構造では Rankl の発現が
低下し、Opg の発現が上昇していた。材質
の違いにより、異なる結果が得られたこと
から、今後さらなる見当が必要と思われる。 

 
本研究では、quartz と polystyrene の材

質の違いにより、骨芽細胞や破骨細胞の分
化に関わる遺伝子発現に相違が認められ
た。また、プラズマエッチング法を用いて、
pillar 凸型だけでなく、pore 凹型の培養表
面 構 造 を 加 工 す る こ と に 成 功 し 、
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pillar/pore 構造の違いにより、骨芽細胞の分
化における遺伝子発現に影響を与えること
が明らかになった。 
以上から、細胞接着面の表面構造の形状を適
正に加工すれば、細胞の挙動や骨形成、骨吸
収を制御できる可能性が示唆された。 
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