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研究成果の概要（和文）：本研究では、リン酸カルシウム系医用材料上における骨芽細胞・破骨

細胞挙動を明らかにし、材料の表面科学特性が両細胞に与える影響について検討することを目

的とした。材料表面科学特性評価より、分極処理によって表面に正電荷または負電荷を誘起し

た表面では、結晶性、粗さ、元素組成に変化が見られなかったが、ぬれ性が向上したことが確

認された。骨芽細胞挙動評価では、骨芽細胞の接着・遊走等の細胞初期挙動では分極表面で促

進効果が見られ、ぬれ性向上と関与していると考えられた。破骨細胞挙動評価では、破骨細胞

評価法が確立され、材料種によって吸収効率が異なり、表面科学特性のみならず溶解性等の材

料性質も関与していることが確認された。これらの得られた知見より細胞挙動を制御する新た

なマテリアルデザインの可能性が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to study the surface characteristics of polarized 
hydroxyapatite (HA) and the effects of electrical stimulation by polarization on osteoblast behavior in 
vitro in order to investigate the mechanism of the osteoconductive enhancement. Based on the material 
analysis, the surface characteristics revealed that electrical polarization had no effect on surface 
roughness, crystallinity, and constituent elements. According to contact angle measurement, electrically 
polarized HA, which provides two kinds of surfaces, negatively charged HA (N-HA) and positively 
charged HA (P-HA), was even more hydrophilic than that of normal HA. Morphological observations 
and quantitative analyses revealed that the typical adhered cells had a round shape on the HA but had a 
spindle or fan-like spreading configuration on the N-HA and the P-HA. The cell areas positively stained 
for actin, which indicates the degree of cell spreading, were distinctly larger on the N-HA and P-HA than 
that on the HA.  In conclusion, electrical polarization improved the wettability of the HA surface and 
affected osteoblastic adhesion, especially spreading.   
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１．研究開始当初の背景 
Schwartz らによって提唱された骨伝導モ

デル（Z. Schwartz, et al. J Cell Biochem 1994, 
56; 340-347）では、「材料への血液由来タンパ
ク質吸着に続いて骨芽細胞の誘引、接着、増
殖、分化がおこり幼弱な骨ができる。そして
最終的には破骨細胞と骨芽細胞のリモデリ
ングによって硬く密な骨が再生される」と考
えられている。 
申請者が所属する研究グループでは、分極

材料が骨伝導能を強化すると報告してきた。
Schwartzモデルに則り、骨伝導で主体的な役
割を果たすタンパク質や細胞への分極材料
の効果を検討することによって、骨伝導能強
化機構についての知見が得られるのではな
いかと考えられる。また、材料表面科学特性
が細胞接着・分化に影響するという報告（C. 
Boura, et al. Biomaterials 2005, 26; 4568-4575）
を参考にし、分極材料の表面科学特性と骨
芽・破骨細胞挙動への効果について重点的に
検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ハイドロキシアパタイト

（HA）、 リン酸三カルシウム（ TCP）、炭
酸アパタイト（CA）を検討試料として用いた。
その理由は、HA と TCP は臨床応用されて
いる医用材料であるため、 CAは脊椎動物の
硬組織と最も近似した化学組成であること
から有用な材料として注目されているため
である。 
上記材料を分極処理し、分極材料の表面科

学特性と骨芽・破骨細胞挙動への効果につい
て検討することを目的とした。骨芽細胞評価
では、マウス由来初代骨芽細胞を用いて接
着・遊走・分化に与える影響について検討す
る。破骨細胞評価では、ヒト末梢血由来初代
破骨細胞を用いて接着・分化・吸収について
検討するとともに、破骨細胞評価法の確立も
目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)材料の作製と表面科学解析：湿式法によ
って HA、 TCP、 CAを合成し、分極処理
後、各表面のキャラクタリゼーション（X線
回折、赤外分光分析）、表面科学解析（表面
粗さ測定、結晶粒径測定、接触角測定、表面
エネルギー測定）を行う。 
(2)骨芽細胞評価：マウス骨髄由来間葉系幹
細胞を単離し、分化誘導因子を添加すること
によって前骨芽細胞に分化させ、試料上へ播
種する。一定期間後に接着能、遊走能、増殖
能、骨芽細胞への分化能を比較検討する。 
(3)破骨細胞評価：ヒト末梢血より単核球を
単離し、試料上へ播種し、分化誘導因子添加
培地中で培養する。陽性対照群としてウシ骨
薄切切片を用いる。一定期間培養後、接着能、

分化能、吸収能を比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1)材料の作製と表面科学解析：材料表面科
学特性評価より、分極処理によって表面に正
電荷または負電荷を誘起した表面では、結晶
性、粗さ、元素組成に変化が見られなかった
が、ぬれ性が向上したことが確認された。ぬ
れ性の向上には分極条件依存性が認められ、
より多くの電荷を蓄積した試料はぬれ性が
より増加していた。また、溶媒依存性も確認
され、表面エネルギーの高い溶媒ではぬれ性
の向上が顕著に見られ、低い溶媒ではぬれ性
に対する効果が認められなかった。 
(2)骨芽細胞評価：骨芽細胞挙動評価では、
骨芽細胞の接着・遊走等の細胞初期挙動では
分極表面で促進効果が見られ、ぬれ性向上と
関与していると考えられた。一方、骨芽細胞
への分化に関して、PCRによる分化マーカー
発現と石灰化物質産生能によって比較検討
した結果、分極表面のうち正電荷が誘起した
面上で促進傾向が認められた。このことから、
細胞挙動の初期にはぬれ性等の材料表面特
性が効果を及ぼし、長期的な細胞挙動には電
界等の別の因子が関与していると考えられ
た。 
(3)破骨細胞評価： 破骨細胞挙動評価では、
定量的な破骨細胞評価法が確立された。また、
HA、 TCP、 CAの材料種によって破骨細胞
接着形態が変化することが確認された。これ
は各面上における PCR による分化マーカー
発現の比較から分化効率の相違が原因であ
ると考えられる。また、吸収効率が異なるこ
とが認められ。これは各面上におけるアクチ
ンリング形成に見られる基板と細胞のシー
リング能の相違が原因であると確認された。
このことから、破骨細胞分化とシーリング能
が優れた CAが最も破骨細胞吸収性を有する
ことが確認され、表面科学特性のみならず溶
解性等の材料性質も関与していると考えら
れる。 
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