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研究成果の概要（和文）：本研究では、インプラントの表面形状による細胞骨格の制御機構と細胞機能に及ぼす
影響について解析した。今回、Smooth（S）、Micro（M)、Nano（N)の3種類の表面形状で検討を行った。細胞形
態は、Sでは細胞の伸展が認められたが、M、Nでは細長い突起を有する形態を示した。細胞骨格の制御因子であ
るRhoAは粗さに応じて経時的に活性化された。RhoA阻害剤では全ての表面で細く長い細胞突起を誘導した。細胞
機能（接着、遊走、骨芽細胞への分化）ではSで明らかな変化を誘導するものの、M、Nでは限定的であった。以
上より表面形状による細胞機能の制御に細胞骨格制御機構の関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cytoskeletal regulation and its related-cellular functions by implant 
surface topography (Smooth (S), Micron (M)  and Nano (N) surfaces) were investigated. S-adherent 
cells exhibited cell spreading and M- and N-adherent cells had longer ans thinner projections. RhoA,
 a cytoskeletal regulatory factor, was activated in  order of surface roughness. Longer and thinner 
projections were induced by RhoA inhibitor on all surfaces. Although RhoA inhibitor altered cellular
 functions (adhesion, migration and differentiation into osteoblast) on S surface, these were 
limited on M and N surface. These findings suggest regulation of cellular functions by surface 
topography is associated with cytoskeletal regulation.

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： インプラント　表面形状　細胞骨格
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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 

歯科インプラントサーフェイスの変化は、

オッセオインテグレーションの獲得に影響

を与えることは知られている。これまで、イ

ンプラントサーフェイスの改変が表面積や

タンパクの接着を促進することにより、細胞

機能の促進につながることは知られていた

が、その詳細なメカニ C3H10 ズムは未だ完全

に明らかにされていない。我々は、これまで

の 研 究 で 各 種 サ ー フ ェ イ ス 上 に 細 胞

mesenchymal stem cell(MSC)を播種した場合、

細胞の形態的な相違を認めた（図１）。その

相違から、インプラントサーフェイスに反応

する最初の現象である細胞の接着あるいは

形態形成は、その後の機能発現に重要な役割

を果たしているのではないかと考えた。そこ

で、細胞の形態や細胞骨格と細胞の機能に関

し、過去の報告を見てみると、細胞の形態が

その後の細胞の分化に影響を及ぼすこと、ま

た、その細胞骨格の形成には、Rho ファミリ

ーに属する RhoA などのタンパクが関与して

いる事が報告されている。 

 

 

 

 

 

 

図１：表面形状が異なる場合の細胞形態の

変化（左：スムース、右：ラフ） 

しかし、これまで、インプラントサーフェイ

ス上において、細胞骨格と細胞の機能発現、

あるいはサーフェイスによる Rhoファミリー

タンパクのコントロール能について、報告し

ている研究は見当たらない。これらの報告を

踏まえると、この細胞骨格をコントロールす

ることによって、その機能の発現を制御し、

オッセオインテグレーションの促進が可能

になるのではないかという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、「細胞骨格の制御によるオ

ッセオインテグレーション促進作用を検討

する」ことである。 

検討事項は以下のとおりである。 

（１）異なったインプラントサーフェイスを

作製し、その特徴を示す。 

本研究では Smooth、Microscale、Nanoscale 

Surface（それぞれ、S、M、Nと定義する。）

をタイプⅣチタンから作製する。 

（２）異なったインプラントサーフェイス上

における細胞骨格（形態）や Rhoファミリー

タンパクの発現を比較し、サーフェイス依存

性の機能発現に対する細胞骨格の関与を検

討する。 

 

３．研究の方法 

（１）各種サーフェイスディスクの作製 

 本研究ではタイプⅣチタンを用いて、研磨

のみの S、研磨後、100 µm のアルミナ粒子を

サンドブラストし、5NHCl を用いて酸処理を

行った M、同様にサンドブラスト後、30％の

H2O2と 2NH2SO4の混和液で酸処理を行った Nを

作製した。 

（２）作製したチタンディスクの表面解析 

 作製したチタンの表面解析には表面の観

察に走査型電子顕微鏡（ FEG-SEM; SEM, 

Hitachi S-4700）を、また粗さの測定にはレ

ーザー顕微鏡（VK-9710、Keyence）を用いて

解析を行った。 

（３）細胞培養 

 各チタンディスク上での細胞の反応を観

察するためにマウス間葉系幹細胞株の

C3H10T1/2 を 用 い た 。 な お 、 培 養 に は

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM、

Lonza）とウシ胎児血清（FBS、Gibco）を用

いた。 

（４）RhoA活性化阻害剤 

 RhoA は、低分子量 G タンパク質の一種で、

主に細胞骨格の制御に関わる。本研究ではこ

の RhoAの活性化を検証することと RhoA阻害

によって細胞反応、機能がどのような影響を

受けるかを検証する。RhoA の阻害剤には

cell-permeable C3 transferase (以下 C3；  

Cytoskeleton)を用いた。 

（５）細胞形態観察 

 各チタンディスク上に細胞を播種し、2、6

時間後の細胞形態の観察を行った。細胞を播

種後にアクチン線維をファロイジン（Texas 

Red1-X phalloidin, Invitrogen）、また核を

4',6-diamidino-2-phenylindole （ DAPI ；

ProLong Gold antifade reagent with DAPI、

Invitrogen）、ビンキュリンを抗ビンキュリ

ン抗体（monoclonal anti-vinculin FITC、

Sigma）で染色し、蛍光顕微鏡（Olympus IX51、 

Olympus）で観察を行った。また、C3 を添加

した場合の形態観察も行った。 

（６）細胞接着試験 

 細胞を各チタンディスク上に播種し、2、6

時間後の細胞接着数を算出（ MTS Assay; 

CellTiter 961 AQueous One Solution 

Reagent、Promega）し、細胞接着率（検出さ

れた細胞数/細胞播種数）を計測した。また、

C3 を添加した場合の接着率も算出した。 

（７）細胞遊走試験 

 各チタンディスク上に細胞を播種し、チタ

ンディスク上で細胞がコンフルエントにな

ったのち（24 時間経過後）、1000μL のピペ

ットチップで擦過し、細胞の遊走試験（wound 

healing assay）を行った。擦過後、4、8、

12、16時間後の細胞の遊走率（擦過部の面積

に対する細胞の占有率）を算出するために、



細胞のアクチンをファロイジンで染色する

ことで視覚化し、上記の蛍光顕微鏡の観察に

より算出した。同様にまた、C3 を添加した場

合の遊走率も併せて算出した。 

（８）骨芽細胞への分化実験 

 各チタンディスク上に播種した細胞を骨

芽細胞誘導メディウム（OST media：10mM 

glycerophosphate、0.2mM ascorbic acid、

10 nM dexamethasone）での培養により分化

誘導をかけ、骨芽細胞関連遺伝子（アルカリ

フォスファターゼ（ALP）、タイプＩコラーゲ

ン(ColI)、Osterix（Osx）、Runx2）の発現を

real time PCR 法（ABI 7200 real-time 

Thermocycler、Applied Biosystems）を用い

て検証を行った。同じく C3 を用いて RhoA 活

性化の影響を検証した。 

（９）RhoA活性度の測定 

 細胞の接着、遊走、分化の過程での RhoA

の活性度について、測定キット（G-LISA RhoA 

activation assay kit, Cytoskeleton）を用

いて計測を行った。また、C3 投与群に対して

も同じく測定を行った。 

（10）統計解析 

 測定結果は、平均値±標準偏差で表記した。

各チタンディスク間の比較には一元配置分

散分析を用いて各群間の比較の事後比較に

は Scheffeを用いた。また、各チタンディス

クにおける C3なしの群と C3ありの群の比較

には t 検定を行った。いずれも p<0.05 で有

意差ありとした。 

 

４．研究成果 

（１）各チタンディスクの表面解析 

各チタンの表面の解析結果を以下に示す。 

A:S 表面は、滑沢で突起のような構造を有し

ない。 

B:M 表面は不規則な凹凸を有しており、マイ

クスケールの構造を認めるが、ナノレベルで

の微細構造は認めない。 

C:N 表面は、全体が微細な凹凸で覆われてお

り、ナノ構造を有していることが示された。 

D：表面の粗さ（Ra（µm））をレーザー顕微鏡

で計測。各群間で有意差を認めた。 

 

（２）細胞形態の観察 

 蛍光顕微鏡による形態観測の結果を以下

に示す。赤がアクチン、緑がビンキュリン、

青が核を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｓ上における播種後 2 時間（A）、6時間（B）

の細胞形態 

細胞は伸展し、細胞から伸びている突起の先

にはビンキュリンの発現が認められる。 

C3を添加したＳ上における播種後 2時間（C）、

6 時間（D）の細胞形態 

未添加群（A、B）と比較して細胞はより細く

長い突起を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｍ上における播種後 2 時間（E）、6 時間（F）、 

C3 添加群の 2 時間（G）、6 時間（H）の細胞

形態。S 群と比較して、M 上では細胞の伸展

は弱く、多くの突起を有していた。添加群（G、

H）では未添加群（E、F）と比較して細胞は

より細く長い突起を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



N 上における播種後 2時間（I）、6 時間（J）、 

C3 添加群の 2 時間（K）、6 時間（L）の細胞

形態。M群同様、N上では細胞の伸展は弱く、

多くの突起を有していた。添加群（K、L）で

は未添加群（I、J）と比較して細胞はより細

く長い突起を示した。 

これらの結果より、細胞形態の制御にインプ

ラントサーフェイスが関与しているが、M 群

と N群では顕著な差は認めなかった。C3 の効

果は全群で認められた。 

 

（３）細胞接着試験 

 

 

 

 

 

2、6 時間後の各ディスク間の接着率（A）と

6時間後の C3未添加群、添加群との比較（B）。

細胞接着率は、2 時間では S 群と M 群との間

に有意な差を認めたが、6 時間で各群に差は

認めなかった。C3 添加した場合、S、M 群で

は 2 群間に有意な接着促進効果を認めたが、

N 群では差は認めなかった。 

これらの結果より、細胞の接着は接着初期（2

時間）にはインプラントサーフェイスは関連

するものの、時間経過に伴って細胞接着促進

効果は認められなかった。しかし、C3 による

RhoA の阻害によって S、M 群では接着細胞数

（6 時間）は促進されたものの、N 群ではそ

の促進効果は認められなかった。 

 

（４）細胞遊走試験 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A：細胞遊走試験の各ディスク群の比較。 

8、12、16 時間で S群と M、N 群で有意差を認

めた。 

B：C3未添加群と添加群との比較。S群では 8、

12、16 時間後で、M 群では 16 時間後で細胞

遊走に有意な差を認めたが、N 群では C3 の添

加で 16 時間まででは有意な差を認めなかっ

た。 

以上の結果より、M、Nのような粗なインプラ

ントサーフェイスでは Sのようなインプラン

トサーフェイスと比較して細胞遊走は抑制

された。C3 の添加により、S、M（16 時間後

のみ）群では細胞遊走において有意に促進さ

れることが確認されたが、N 群ではその促進

効果は認められなかった。 

 

（５）骨芽細胞への分化実験 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A：骨芽細胞関連遺伝子の各ディスクでの発

現の比較。4 遺伝子中 2 遺伝子で S と M との

間に、3 遺伝子で S と N との間に有意差を認

めた。 

B：各チタンディスク上において C3未添加群

と添加群との骨芽細胞関連遺伝子の発現の

比較。S 群においては、C3 の添加によって 4

遺伝子中 2 遺伝子で発現促進が認められた。

M 群では全遺伝子で発現に差を認めなかった

が、N群においては 1 遺伝子（Runx2）では有

意な抑制を認めた。 

これにより、骨芽細胞関連遺伝子の発現は、

粗なインプラントサーフェイスは Sよりも有

意に促進された。RhoA の抑制により、M 群で

は差は認められなかったが、S 群では発現促

進効果が、N 群では一部抑制効果といった対

照的な結果となった。 

 

（６）各細胞機能時の RhoA 活性度の測定 

 

 

 

 

 

 



A：細胞接着時における RhoAの活性化の測定。

C3 の添加により、S群、M群においては１、2

時間後までは RhoA の抑制効果が認められた

が、N 群でにおいては認られなかった。6 時

間後では全群において RhoA の活性化に差は

認めなかったが、24 時間後では全群において

C3 による抑制効果が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B：細胞遊走時の各群における RhoAの活性化

の測定。ピペットチップで擦過後、時間経過

に伴う活性化を比較したところ、10分後では

S 群において M、N群と比較して有意に高い値

を示した。その後は 4時間後には S 群におい

ては M、N群において有意に低い値になった。 

以上の結果より、S 群では擦過後の細胞遊走

の際、RhoA の活性化は早期に起こる一方で、

M、N群では徐々に活性化されていき、4 時間

後に細胞接着時と同様に S群よりも有意に高

い値を示した。しかし、その後は各群に有意

差はなかった。 

C：C3 未添加群と添加群においては、S 群で

は測定した時間すべてにおいて C3 による有

意な抑制効果が認められた。M、N 群でも 30

分以降では有意な抑制効果が認められた。 

 

 

 

 

 

D：骨芽細胞への分化誘導中における RhoA活

性化の比較（左 3日目、右 7 日目）。 

分化実験においては、RhoAの活性化は 3日目、

7日目ともに C3による有意な抑制効果を認め

た。 

 全体をまとめると、 

（１）インプラントサーフェイスを模倣した

チタンディスクの表面形状（S、M、N）によ

って細胞形態に変化（S：細胞の伸展、M、N：

突起を有する細胞形態を示す）を及ぼす。

RhoAのインヒビターである C3を添加すると、

全群で細胞がより細くより長い細胞突起を

形成することが示され、細胞形態における C3

の効果は全群で認められた。これは、過去の

報告（Passeri et al., 2010; Seo et al., 2011, 

2014; Galli et al., 2012; Prowse et al., 

2013）と一致する部分があり、また、再確認

できた事項であるといえる。 

（２）細胞接着においては、細胞接着のごく

初期には、M 上で細胞接着促進効果が認めら

れたが、6 時間後には差は認めなかった。C3

の添加によって、6時間後の細胞接着率は S、

M 群で添加していない群と比較して有意な細

胞接着促進効果を認めたものの、N 群では促

進効果を認めなかった。 

（３）細胞遊走試験においては、S 上では、

表面が滑沢であるため細胞の遊走が起きや

すい一方で、M、Nにおいては粗な表面である

ために細胞遊走は抑制傾向にあった。ここに

C3 を添加すると、細胞の遊走能は S、M 上で

は促進効果が認められた一方、N 上では有意

な差は認めなかった。この結果では細胞に遊

走能、移動能は RhoA が関与していることが

示されたが、N 上においては C3 による RhoA

活性の抑制効果は認めるものの、この抑制に

よる遊走制御が認められなかった。 

（４）細胞分化においては、S群と M、N 群と

いった粗な表面で、骨芽細胞関連遺伝子の発

現に有意な差を認めた。C３による RhoA活性

の有意な抑制作用は確認できた。しかしなが

ら、S 上では骨芽細胞への分化が部分的に促

進されたのに対し、M 群ではその効果は認め

ず、N 群では一部抑制が認められた。 

 

これらの結果を踏まえると、インプラント

サーフェイスは、細胞形態の制御を行なうこ

とが示され、これには細胞骨格形成に関わる

アクチンの RhoA による制御が関与している

ことが示された。しかしながら、RhoA による

細胞機能の制御は、インプラントサーフェイ

スに依存し、また機能によっても異なること

が示された。特に、近年注目を集めている、

nanostructured surface では、RhoA の活性

化はこれまで臨床でも広く応用されてきた

microstructured surface と同様に活性化さ

れていき、RhoA のインヒビターである C3 を

培養中に添加すると RhoA 阻害時の特徴的な

形態である細く長い細胞突起を誘導するこ

とが観察された一方で、細胞機能では、他の

サーフェイスで認められた細胞接着促進作

用、細胞遊走促進作用は確認されなかった。

また、骨芽細胞への分化の指標となる骨芽細

胞関連遺伝子の発現では S群では認められた

C3 による促進作用は認められず、むしろある

遺伝子については抑制効果が認められた。こ

れまで、インプラント周囲における骨形成に

おいて nanostructured surface の優位性は

複数の論文で骨芽細胞関連遺伝子の発現促

進などで報告されているものの、その詳細な

メカニズムは明らかにされていない。今回の



研究ではその点に特化した示唆はできなか

ったものの、RhoAに関連した細胞機能の制御

でも他の表面形状と異なっていることから、

nanostructured surfaceの特異性や独自のシ

グナル伝達制御機構を持っている可能性を

示唆できたと考えている。本研究で得られた

結果を踏まえて、nanostructured surface の

オッセオインテグレーション制御機構の解

明にさらに取り組んでいくことを今後の研

究課題とすることで本研究の結語としたい。 
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