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研究成果の概要（和文）：タンパク質吸着層を介して擬似体液中にてポリスチレン（PS）をヒドロキシアパタイ
ト（HAp）により被覆する手法を確立し、複雑な構造体への適用および種々のタンパク質の利用が可能となっ
た。HAp被覆PS上では細胞培養用PSと比較して間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化が促進され、脂肪細胞や軟骨
細胞への分化が抑制された。一方、熱プレス法により作製される多糖複合フィルムでは用いるアニオン性多糖の
種類により細胞の接着、増殖挙動に差異が生じ、その要因として力学物性の影響と構成糖と細胞受容体との相互
作用を介したシグナル伝達が考えられた。アニオン性多糖の種類による間葉系幹細胞の分化制御の可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The method to coat polystyrene (PS) with hydroxyapatite (HAp) in a simulated
 body fluid via a protein adsorption layer has been developed. This method can apply to coat the 
subjects with complex structures and various kinds of proteins were used as protein adsorption 
layers. The differentiation from mesenchymal stem cells to osteoblasts was promoted on HAp-coated PS
 compared to PS for cell culture, and differentiation into adipocytes and chondrocytes were 
suppressed. In the polysaccharide composite films prepared by utilizing the hot press method, 
adhesion and proliferation of cells depended on the type of anionic polysaccharides of the films. 
The influence of mechanical physical properties and signals derived from interaction between sugar 
of polysaccharide and cell receptor was suggested. The possibility of control of differentiation of 
mesenchymal stem cells depending on the type of anionic polysaccharide was expected.

研究分野： 生体機能材料
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１．研究開始当初の背景 
多分化能と自己複製能を併せもつ幹細胞は
再生医療や基礎医学研究の分野での応用が
期待されている。これらの技術が臨床、ある
いは基礎医学研究ツールとして汎用される
ためには、「多分化能と自己複製能を維持し
つつ大量に培養する技術」と「特定の細胞に
高効率に分化・増殖させる技術」の開発が不
可欠である。中でも間葉系幹細胞（hMSC）は
胚性幹（ES）細胞や人工多能性幹（iPS）細
胞と比較すると多分化能では劣るものの、骨、
脂肪、軟骨など多様な細胞への分化能を有し、
患者本人の骨髄液等から採取可能であるこ
とから臨床応用に向けた研究が盛んに行な
われている。hMSC は比較的簡便に in	virto
において培養が可能であるが、継代に伴って
増殖能、分化能が低下することが知られてい
る。また、hMSCを特定の細胞へ分化誘導する
方法としては(i)培地中への液性因子の添加、
(ii)フィーダー細胞との共培養、(iii)特異
な細胞足場上での培養、そしてこれらを組み
合わせた手法が開発されている。	
申請者らは(i)多糖複合フィルムと(ii)骨
類似アパタイト被覆ポリスチレン（PS）とい
う２種のハイブリッド型細胞足場を開発し、
それぞれの特徴的な細胞活性を明らかにし
てきた。(i)多糖複合フィルムはコンドロイ
チン硫酸 C（CS）などのアニオン性多糖とキ
トサン（CHI）の二種の水溶性多糖の溶液を
混合して得られるポリイオンコンプレック
スゲルを凍結乾燥により水分を除去し、熱プ
レスすることで架橋剤や化学修飾なしに得
ることができる透明のフィルムである。CS以
外に種々のアニオン性多糖を用いても作製
することができる。一方、(ii)	骨類似アパ
タイト被覆 PS は、ヒト血しょうの無機イオ
ン組成を模倣した溶液である擬似体液（SBF）
を用いてバイオミネラリゼーションを模倣
したプロセスにより作られる。PS基板上にヒ
ト血清アルブミン（HSA）の吸着層を形成し、
塩化カルシウム水溶液で処理した後、SBF の
1.5 倍濃度の溶液（1.5SBF）に浸漬させるこ
とで、PSプレートの表面全面を骨の主な無機
成分であるヒドロキシアパタイト（HAp）で
被覆することができる。本手法で得られる
HAp は Ca2+の一部が Mg2+などに置換された、い
わゆる骨類似アパタイトであり、焼結法など
により作製されたものよりも高い生体活性、
生体適合性、吸収性が期待され、特別な装置
や試薬を必要とせずクリーンベンチ内で簡
便に作製できることから、骨関連細胞の解析
に有用と考えられた。	
 
２．研究の目的 
本研究では	(i)多糖複合フィルムと(ii)骨
類似アパタイト被覆 PS という二種類の新規
ハイブリッド型細胞足場の hMSC の培養・分
化誘導への応用を目指し、基材上での hMSC
の接着・増殖挙動と各細胞系列への分化特性
を明らかにするとともに、得られた知見を材

料作製へフィードバックし、hMSC の分化能を
制御可能な材料を開発することを目的とす
る。	
 
３．研究の方法 
(1)HAp被覆PSプレートの作製とhMSCの分化
特性の解析	
PS 製 24 ウェルプレートの各ウェルに HSA 溶
液を加え、3	h 静置後に洗浄し、これを HSA
吸着 PS プレートとした。HSA 吸着 PS プレー
トへ 100	mM 塩化カルシウム溶液と 100	mM リ
ン酸水素二カリウム溶液を交互に添加・洗浄
する操作を2回繰り返した後、SBFを添加し、
36.5℃の恒温槽内でインキュベートした。24	
h 後、超純水で洗浄、乾燥することで HAp 被
覆 PS プレートを得た。得られたプレートは
走査型電子顕微鏡（SEM）観察、エネルギー
分散型 X線分光（EDX）、フーリエ変換赤外分
光（FT–IR）、および X 線回折（XRD）により
評価した。	
	 HSA 以外のタンパク質を吸着層として利用
する場合には各タンパク質のPBS溶液を用い、
吸着層の形成以降はHSAと同様の手順で行っ
た。組織培養用 PS（TCPS）を用いる場合には
交互浸漬処理以降の操作のみ行った。	
HAp 被覆 PS プレートは UV 照射によって滅

菌した後、細胞実験に用いた。各ウェルにヒ
ト骨髄由来 MSC を播種し、所定時間培養後、
クリスタルバイオレット染色により細胞の
形態を観察するとともに、Hoechst33258 を用
いた DNA 定量により細胞数を測定した。さら
に市販の骨、脂肪、軟骨の各系統への分化誘
導培地で所定期間培養することで分化誘導
を行った。対照として骨、脂肪への分化につ
いては細胞培養用 PS（TCPS）プレート、軟骨
への分化については PS製 96 ウェル U底プレ
ートをそれぞれ用いた。細胞より Total	RNA
を抽出し、逆転写反応でcDNAを合成した後、
リアルタイム PCR を用いてDDCt 法により各
系列の分化マーカー遺伝子の発現量を定量
するとともに、骨分化をアルカリホスファタ
ーゼ（ALP）染色、脂肪分化をオイルレッド O
染色により評価した。	
	
(2)多糖複合フィルムの作製と物性評価	
フィルムの作製にはサメ軟骨由来 CS、乳酸球
菌由来ヒアルロン酸（HYA）、ブタ腸粘膜由来
ヘパリン（HEP）、褐藻由来アルギン酸（ALG）
およびカニ殻由来 CHI を用いた。アニオン性
多糖溶液とCHI溶液を混合することで得られ
るPICゲルを遠心分離および凍結乾燥により
単離し、スペーサーを用いて熱プレスするこ
とでおよそ 100	µm 厚のフィルムへと成型し
た。得られた多糖複合フィルムは走査型電子
顕微鏡観察、ゼータ電位測定、粘弾性測定、
膨潤度測定により評価を行った。	
	 マウス胎仔由来線維芽細胞株 NIH3T3 およ
びヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株 A549 を用い
て多糖複合フィルム上での細胞培養を行っ
た。フィルムを 96	well プレートに収まる大



きさに裁断し、UV 照射（254	nm,	9	W）によ
り滅菌後、培地（10%ウシ胎児血清含有 D-MEM）
に 1時間浸漬し、膨潤させてから用いた。所
定数の細胞を播種し、6,	24,	48	h 培養した。
接着性評価では、ホルマリン溶液による細胞
の固定、ヘマトキシリン溶液による核染色後、
光学顕微鏡を用いて細胞の形態観察及び細
胞数計測を行った。細胞増殖性は WST-8 アッ
セイにより評価した。	
	 CS/CHI フィルムへのフィブロネクチン
（FN）の吸着は乾燥状態のフィルムを FN の
PBS 溶液中に浸漬・膨潤させることで行った。
CS/CHI フィルムに吸着した FN 量は ELISA 法
により定量した。	
	
４．研究成果	
(1)HAp 被覆 PSプレート	
まずヒドロキシアパタイト	(HAp)	被覆ポリ
スチレン(PS)プレートの作製手法の改良を
行った。従来は PS プレートに対してタンパ
クとして HSA を吸着させ、塩化カルシウム水
溶液で 24 時間前処理した後に 1.5	倍濃度の
擬似体液(1.5SBF)に 24 時間浸漬させること
で HAp 層を析出させていたが、前処理を塩化
カルシウム溶液とリン酸二水素ナトリウム
溶液を用いた交互浸漬にすることで、およそ
半分の時間、かつ少量の SBF で作製する手法
を確立した。次に、得られた HAp 被覆 PS プ
レートを用いて hMSC の培養を行い、接着・
増殖挙動を評価した。その結果、HAp 被覆 PS
プレート上に hMSC は接着・伸展し、接着細
胞数はTCPSプレートとほぼ同程度であった。
さらにHAp被覆 PSプレート上のhMSCは TCPS
と同様の増殖挙動を示した。足場上に播種し
た hMSC	を各細胞系列への分化誘導因子を含
む培地で所定期間培養し、骨芽細胞、脂肪細
胞、軟骨細胞への分化について解析したとこ
ろ、TCPS と比較して HAp 被覆 PS プレート上
では骨芽細胞への分化が促進され、脂肪細胞
や軟骨細胞への分化が抑制されていること
がわかった。	
溶液ベースの本手法では多孔質など複雑
な形状の材料表面に対してもHApによる被覆
を行えると考えられる。そこで、市販の多孔
質 PS 細胞足場材料の HAp による被覆を試み
た。タンパク吸着、交互浸漬処理、SBF 処理
条件を最適化することで、多孔質構造を保持
したまま骨類似HApにより均一に被覆するこ
とができた。HAp により被覆した多孔質PS足
場に hMSC を播種、培養すると、材料内部ま
で細胞が進展している様子が観察された。未
処理の多孔質 PS 材料での培養と比較して細
胞周囲により多く線維状細胞外マトリック
スが存在しており、HAp 被覆多孔質材料中で
の培養により細胞の活性化が示唆された。	
次にタンパク吸着層の影響について検討
した。タンパク吸着層として従来用いてきた
ヒト血清アルブミン(HSA)	以外にもI型コラ
ーゲンやリゾチーム、酸性タンパク質アナロ
グとしてポリグルタミン酸を用いた場合に

も HAp 析出が誘起された。タンパク吸着層か
らの生理活性分子の徐放などへの利用も考
えられた。	
より簡便なHAp複合化法として接着細胞培

養用 PS プレートの被覆法についても検討し
た。また、HAp 中へのタンパク質担持方法に
ついても検討し、アパタイト層への分化誘導
因子の担持による hMSC の分化の制御のため
に必要な知見を得た。	
	
(2)多糖複合フィルム	
多糖複合フィルムについては、CHI とアニオ
ン性多糖として CS に加えて HYA、HEP、ALG
からなるフィルムを作製し、物性評価を行う
とともに、マウス胎児線維芽細胞の接着挙動
の解析を行った。キトサンと組み合わせるア
ニオン性多糖の種類によって細胞接着性お
よび増殖性が大きく異なることが明らかに
なった。そこで構成アニオン性多糖の種類に
よる線維芽細胞の接着、増殖性の違いについ
て、ELISA 法	を用いた FN 吸着量の定量やレ
オメーターを用いた貯蔵弾性率の測定を行
うことでそのメカニズムの解明を目指した。
結果、アニオン性多糖の種類によって貯蔵弾
性率が大きく異なっており、多糖の化学構造
に基づいた細胞-多糖間の相互作用に加えて
フィルムの機械的特性の細胞接着への関与
も示唆された。	
次に hMSC においても高発現し HYA や CS と

相互作用することが知られている CD44 に注
目し、CD44 の発現の異なる細胞間での接着、
増殖挙動の比較を行った。CD44 高発現細胞と
して A549 細胞、低発現細胞として NIH3T3 細
胞を用いた。結果、CD44 の発現は細胞接着性
に影響せず、主に増殖性に影響した。以上よ
り、細胞の接着には主にフィルムの力学的特
性が関与し、接着細胞に対して受容体介在増
殖シグナルが誘導されていることが推測さ
れた。	
以上の知見をもとに、各種フィルム上にお

いて	hMSC からの骨・軟骨分化誘導を行なっ
たが、長期培養による細胞の回収率の低下が
課題であった。	
	
(3)まとめ	
本研究では	(i)多糖複合フィルムと(ii)骨
類似アパタイト被覆 PS という二種類の新規
ハイブリッド型細胞足場の hMSC の培養・分
化誘導への応用を目指した。骨類似アパタイ
ト被覆 PS上において hMSC の骨分化が促進さ
れることがわかった。骨類似アパタイト被覆
PS においては吸着層として利用する種々の
タンパク質の活性、多糖複合フィルムでは用
いるアニオン多糖の種類による hMSC の分化
制御の可能性も示唆され、両ハイブリッド足
場材料の hMSC 培養足場としての有効性が示
された。	
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