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研究成果の概要（和文）：近年、再生医療の細胞源としてヒト歯根膜(PDL)細胞(PDL)が注目されている。本研究では、
血小板粘着が軽微で優れた生体適合性を示すPoly(2-methoxyethyl acrylate) (PMEA)およびPMEA類似体上でのPDL細胞
の接着、増殖を調べた。PMEA類似体のPDL細胞は接着、伸展、増殖し、細胞外マトリックス(ECM)を産生することが明ら
かになった。従来の生体適合性高分子上では、接着と増殖を示さなかったことから、血液接触環境下にて異物反応を抑
えた組織再生用足場として期待できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Human periodontal ligament (PDL) cells are a potential cell source for tissue 
engineering. We previously reported that poly(2-methoxyethyl acrylate) (PMEA) is highly biocompatible 
with human blood cells. In this study, we investigated the adhesion, morphology, and proliferation of PDL 
cells on PMEA and other types of polymers to design an appropriate scaffold for tissue engineering. PDL 
cells adhered and proliferated on all investigated polymer surfaces except for poly(2-hydroxyethyl 
methacrylate) and poly[(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine)-co-(n-butyl methacrylate)]. The initial 
adhesion of the PDL cells on PMEA was comparable with that on polyethylene terephthalate (PET). In 
addition, the PDL cells on PMEA spread well and exhibited proliferation behavior similar to that observed 
on PET. In contrast, platelets hardly adhered to PMEA. PMEA is therefore expected to be an excellent 
scaffold for tissue engineering and for culturing tissue-derived cells in a blood-rich environment.

研究分野：バイオマテリアル工学
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１．研究開始当初の背景 

再生医療の分野では、ウシ血清のような動

物由来成分は、狂牛病などに代表されるよう

な未知のウイルスの感染の問題がある。この

問題を克服し、安全性を確保する目的で、患

者由来の自己血清を使用する場合があるが、

患者の年齢や健康状態により、十分な血清の

量を確保できない可能性がある。細胞を用い

た臨床応用の際には、無血清培地もしくは低

血清培地（低濃度の血清を含む培地）環境下

においても、細胞が接着し、安全に細胞培養

ができるような足場材料の開発が求められて

いる。無血清培地環境下で細胞が接着可能な

足場材料は、臨床応用が可能な足場材料とし

て期待できる。中間水を有する PMEAは異物
反応が軽微で、低毒性を示し、変異原性がな

い安全な高分子であるため、中心静脈カテー

テルのコーティング材に使用されている。し

たがって、中間水を有する高分子は異物反応

が軽微でかつ低毒性を示す材料である可能性

が考えられ、中間水を有する高分子をコーテ

ィングした培養皿で培養された細胞は、市販

の培養皿に比べ、炎症に関するサイトカイン

の分泌が少ないことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、歯周組織再生において重要な

課題であるヒト歯根膜細胞(PDL)の接着、増殖、
分化、機能を制御できる新規バイオマテリア

ルの開発を行うために、中間水を有する高分

子上の細胞接着挙動を調べた 
 
３．研究の方法 

PMEA 、 PMEA 類 似 体 お よ び
Poly[(2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine)-co-(butyl mathacrylate)] (30 : 
70 mol%) (PMPC)などの各高分子をスピンコ
ーターにより Polyethylene terephthalate （PET）
上にコートし、水の静的接触角測定により被
覆されていることを確認した。細胞接着は
PET、TCPS、Fibronectin をコートした PET 
(FN)を陽性対照、PMPCを陰性対照とした。 
無血清培養は 1% Penicillin-Streptomycin を
含む-MEM培地（以後、無血清培地とする）
で 1 時間プレコンディショニングを行った各
基板上に、PDL細胞を 1 × 104 cells/cm2で播種
し、37 C、5% CO2、95%空気雰囲気下で無
血清培地を用いて 1 時間培養した。各条件で
1 時間培養した後、PBS で洗浄を行うことで
非接着細胞を除去後、0.1%グルタルアルデヒ
ド含有PBS溶液で固定した。その後PBS洗浄

した後、クリスタルバイオレット染色を行っ
た。光学顕微鏡を用いて、細胞核を計測し
た。 
また、各基板上に吸着したFibrinogen（Fng）お
よびFNの細胞接着部位の定量を、構造特異的抗体
を用いたELISA法により評価を行った。 
 
４．研究成果 

PMEAおよびPMEA類似体上のPDL細胞はPET
上の細胞と同様の接着、増殖挙動を示した（図１）。

一方、PMPC上の細胞はPET上の細胞に比べ、接
着、増殖が低かった。また、PMEAおよびPMEA
類似体表面上では、PDL細胞が伸展し、細胞外マ
トリックスを形成していることが明らかになった。

PMEAおよびPMEA類似体表面上には血小板、白
血球、赤血球などの血液細胞が接着、活性化しに

くいことが確認されていることから、PDL細胞は
選択的に接着・伸展することがわかった。

 
 

 
 
 
図１ PMEAおよびPMEA類似体の化学構造と
PDL細胞の接着と増殖の時間変化 

 
 

PMEAおよびPMEA類似体表面上で血小板粘着
はほとんどせず、PDL細胞が選択的に接着する要
因として、水和した各高分子材料表面が形成する

水の構造が各細胞接着数に影響していると考察し

ている。血小板粘着が軽微なPMEA、PMEA類似
体およびPMPCは中間水と定義できる特殊な水が
存在することを確認している。数wt%の中間水量
を有する高分子材料表面上では血小板粘着が抑制

された。一方、PDL細胞の接着を抑制するために
は、15 wt%以上の中間水量を有する高分子材料が



 

必要であることが示唆された。中間水が存在する

高分子表面上では血小板粘着に関係するタンパク

質であるフィブリノーゲンの変性が軽微であるた

め、血小板粘着が少ないと考察している。また、

PDL細胞が接着、増殖しなかったPMPCはPMEA
の6倍以上の中間水量を有しており、細胞接着に
関係するフィブロネクチンの吸着、変性が抑制さ

れたため、PDL細胞は接着できなかったと考察し
ている。以上のことから、血小板粘着が軽微で、

PDL細胞が接着、増殖可能なPMEAおよびPMEA
類似体は血液接触環境下における歯周組織再生用

の足場材料として期待できる。 
PMEA 上で見られた細胞の接着選択性のメ
カニズムを解明するために、各基板の中間水

量と各吸着タンパク質の細胞接着部位の露出

量をプロットしたところ、Fng の細胞接着部
位の露出量に関しては、少量の中間水量が存

在することで、細胞接着部位の露出量は抑制

された。一方、FNの細胞接着部位の露出量に
関しては中間水量が増加するにつれて吸着し

た FN の細胞接着部位の露出量が減少するこ
とがわかった。吸着タンパク質と中間水量に

関して、中間水量が増加するほど吸着タンパ

ク質が抑制され、吸着したタンパク質の細胞

接着部位の露出量が減少する傾向がみられた。 

 
図２ 吸着タンパク質の細胞接着部位の露出
量、細胞接着と中間水量の関係 

 
 
血小板粘着と中間水量に関して、少量の中

間水量が存在することで血小板粘着が抑制さ

れ、Fng の細胞接着部位の露出量と中間水量
の関係と似た傾向を示した。PDL細胞の接着
数と中間水量の関係は、少量の中間水量を有

する基板では PDL細胞の接着数は多いが、中
間水量の増加に伴い、PDL細胞の接着が抑制

される傾向がみられ、FNの細胞接着部位の露
出量と中間水量の関係と傾向が似ていた。以

上のように、タンパク質の種類によって構造

変化のしやすさが異なるので、PMEA や
PMEA 類似体上では、血小板粘着は抑制され
るが、PDL細胞が接着できたと考えられる。
以上の結果から、中間水量は、吸着タンパク

質の細胞接着部位の露出量を変化させ、最終

的に細胞接着数に影響を与えていると考えら

れる。以上のように、タンパク質の種類によ

って構造変化のしやすさが異なるので、

PMEAや PMEA類似体上では、血小板粘着は
抑制されるが、PDL細胞が接着できたと考え
られる。含水した高分子上に形成される中間

水の量が吸着タンパク質の細胞接着部位の露

出量と細胞接着に影響を与えると考えられる。 
 また、無血清培養の条件では、PMPC を除
き、中間水を有する高分子上で PDL細胞が接
着できることが明らかになった。細胞はタン

パク質非存在下においても高分子基板に接着

できることがわかった。無血清培地条件下で

EDTA 添加によるインテグリン依存性の細胞
接着を阻害したところ、FN以外の全ての基板
上で PDL細胞の接着は阻害されなかった。無
血清培地条件下では、PDL細胞はインテグリ
ンを介さず、PDL細胞表面の糖鎖や糖タンパ
ク質などと高分子鎖が非共有結合（疎水性相

互作用、水素結合など）することにより、非

特異的に接着していると予想される。 
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