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研究成果の概要（和文）：チタン，金およびステンレスをコーティングしたガラスディッシュ上で，ヒト骨髄間
葉系幹細胞およびマウス骨芽細胞様細胞を培養し，遺伝子およびマイクロRNAの発現を比較検討した．ヒト骨髄
間葉系幹細胞では，ガラス，金，ステンレス上で培養した3群に比較してチタン上で培養すると，2倍以上の発現
上昇を示した2遺伝子と5 miRNA，2分の1以下に発現低下した2 遺伝子と2 miRNAを同定した．また，マウス骨芽
細胞様細胞では，20倍以上の発現上昇を示した20遺伝子と1.5倍以上発現が上昇した2 miRNA，0.3倍以下の発現
低下を示した8遺伝子と0.7倍以下の発現低下を示した14 miRNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：Human mesenchymal stem cell (h-MSC) and MC3T3-E1cells were cultured on the 
glass dishes which were coated by titanium, gold or stainless steel.  And the change of the genes 
and micro RNA (miRNA) expressions by cell cultures on those different dishes were analyzed by the 
microarray assay.  We identified 2 genes and 5 miRNA in h-MSC cultured on titan coated dishes more 
than twice expression as comparison with cell cultured on other dishes. 　
We also found the half or less expression of 2 genes and 2 miRNA decreased by cell culture on titan 
coated dishes.  Similarly, in MC3T3-E1cells, we identified genes and miRNA related with cell 
attachment on titan. 

研究分野：生体材料
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１．研究開始当初の背景 
チタンインプラントは，オッセオインテグ
レーションすることによって，高い成功率が
得られている．しかし，オッセオインテグレ
ーションの定義は，「生活を営む骨組織とイ
ンプラント体が光学顕微鏡レベルで直接密
着し，加わった力が骨に直接伝達されて機能
を維持する」と非常に曖昧である．チタンが
なぜオッセオインテグレーションしやすい
のか，細胞が何を認識してオッセオインテグ
レーション開始を決定するかは解明されて
いない． 
生体材料学から，チタンがオッセオインテ
グレーションしやすい理由として， 
(1)チタンは安定な酸化膜（TiO2）を有する． 
(2)リン酸カルシウムの析出促進作用がある． 
(3)骨関連タンパク質の吸着作用がある． 
が挙げられている．しかし，チタンと同様に
安定な酸化膜を形成するコバルトクロム合
金（Cr2O3の形成）や酸化物そのものであるア
ルミナ（Al2O3）はオッセオインテグレーショ
ンしにくい．また，リン酸カルシウムの析出
促進作用や骨関連タンパク質の吸着作用は，
オッセオインテグレーションした界面を現
象論的に捉えた結果であり，その機序は，チ
タンの最表層に多数存在する塩基性水酸基
（Terminal OH、＋に荷電）が－に荷電した
タンパク質と直接結合するためと考えられ
ているが，表面に Terminal OH を有する金属
は他にも多く，その殆どはオッセオインテグ
レーションしないという矛盾がある．これら
の研究は材料の物理学的な特徴を捉えてい
るが，細胞がどのようにオッセオインテグレ
ーションする，しないを決定しているかとい
う細胞サイドの情報はない． 
細胞サイドからは，最近，マイクロアレイ
を使って遺伝子発現を解析する研究が幾つ
か報告されている（Thalji et al. Early 
molecular assessment of osseointegration, 
Clin Oral Implants Res, 2014）．しかし，
その多くは埋入したインプラントの周囲の
組織をサンプルとして用いている．この方法
では，線維芽細胞などの混入が避けられず，
混入している細胞種の割合によって結果が
異なっている．何がオッセオインテグレーシ
ョンを反映しているのか，オッセオインテグ
レーションのメカニズムは不明である． 
そこで，本研究においては， 
① 表面粗さだけでなく，表面形状が同じで， 
材質だけが異なる試料を作成する．そのため
には，ナノオーダーで金属やハイドロキシア
パタイトをコーティングできるスパッタ法
が有用である． 
② オッセオインテグレーションが最も典型 
的に現れるのは皮質骨ではなく，海綿骨部分
であるため，骨髄細胞をターゲットにして，

さらに均質な培養骨髄間葉系幹細胞を用い
る． 
上記のの２点に着目して，遺伝子とマイク
ロ RNA のマイクロアレイ解析を行えば，細胞
サイドからみたオッセオインテグレーショ
ンの解明に繋がると発案している． 
 
２．研究の目的 
チタン製インプラントは，骨とオッセオイ
ンテグレーションすることによって，高い成
功率が得られる．しかし，オッセオインテグ
レーションについては材料学の立場から，チ
タンの物性的研究があるだけで，細胞が何を
認識してオッセオインテグレーションを引
き起こすかについての情報は解明されてい
ない．そこで，本研究では，表面粗さや表面
形状が全く同じで，材質だけが異なる試料を
作成し（チタン、金およびステンレス），こ
の上でヒト骨髄間葉系幹細胞およびマウス
骨芽細胞様細胞を培養し，遺伝子およびマイ
クロRNAの発現をマイクロアレイにて解析し，
オッセオインテグレーションの初期段階に
おける細胞の分子メカニズムを解明するこ
とを目的とした．さらに，候補遺伝子および
マイクロ RNA に対して機能阻害実験を行い，
それらの生理学的意義を明らかにする. 

 
３．研究の方法 
(1) 表面荒さおよび表面形状が同じで，材
質だけが異なるディスク状の試料の作製 
スパッタ法を用いて（図１），ガラスディ
ッシュ（径 105mm フラットシャーレ アズ
ワン社製）を，チタン，金，ステンレスでコ
ーティングしたディッシュを作製した（(株)
協同インターナショナルで作製）．作製した
ディッシュの表面形態は走査電子顕微鏡
「S-3400N」（日立ハイテクノロジーズ社）
で観察し，表面粗さは 3D レーザーマイクロ
スコープ「VK-9700」（KEYENCE 社）で測定し
た． 
 

 
図１ スパッタ法 

 
 (2) 4 種類のディッシュ上で培養したヒト
骨髄間葉系幹細胞の遺伝子およびマイクロ
RNA 発現の網羅的検索 
① 細胞培養 



 

 

ヒト骨髄間葉系幹細胞（Human Mesenchymal 
Stem Cells from Bone Marrow ）(hMSC-BM) 
（Promo Cell 社）を Mesenchymal Stem Cell 
Growth Medium（Promo Cell 社）を用いて，
チタン，金，ステンレス（316L），ガラスの
4種類のディッシュ上で，37℃，5%CO2条件下
で培養した．6時間後に，TRIzol RNA 
Isolation Regants（Thermo Fisher 
Scientific 社）を用いて RNA を抽出し，マイ
クロアレイ解析を行った． 

② マイクロアレイ解析 

マイクロアレイ解析は，Gene Chip Human 
Gene 2.0 ST Array（Affymetrix 社），Gene Chip 
miRNA 4.0 Array（Affymetrix 社）を用いて
行った． 

 

(3) 4種類のディッシュ上で培養したマウス
骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）のマイク
ロ RNA 発現の網羅的検索 
① 細胞培養 
マウス骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）
（RIKEN 社）をαMEM 培地（10 % FBS 添加）
（ナカライテスク社）を用いて，チタン，金，
ステンレス（316L），ガラスの 4種類のディ
ッシュ上で，37℃，5%CO2条件下で培養した．
6時間後に，TRIzol RNA Isolation Regants
（Thermo Fisher Scientific 社）を用いて
RNA を抽出し，マイクロアレイ解析を行った． 
② マイクロアレイ解析 
マイクロアレイ解析は，3D Gene Mouse 
miRNA Oligo chip（東レ社製）を用いて行っ
た． 
③ ②で選定した候補となったマイクロ RNA
の発現定量 
候補 miRNA は，TaqMan® Small RNA assays 
(invitrogen)で逆転写し，ABI PRISM 7000 
Sequence Detection System と TaqMan® 
MicroRNA Assays によるリアルタイム PCR 法
にて発現を定量した．  

 
(4) 統計的解析法 
得られたデータは平均値±標準偏
差で表記し，Student ,s t 検定を用い
て有意差検定を行い，p<0.05 を有意
差ありとした． 
 
４．研究成果 
(1)チタン，金，ステンレスでコーティング
したディッシュの表面形態と粗さ 
① 表面形態 
作製したディッシュ（チタン，ステンレス，
金）とガラスの表面形態は走査電子顕微鏡
「S-3400N」（日立ハイテクノロジーズ社）
で観察したところ，いずれもほぼ同一であっ
た（図２）． 

 
図２ガラス，チタン，ステンレス，金の表面形態 
 

②  表面粗さ 
作製したディッシュ（チタン，ステンレス，
金）とガラスの表面粗さは，試料を 1cm×1cm
に切断し，それを 9領域に分割して，3Dレー
ザーマイクロスコープ「VK-9700」（KEYENCE
社）で測定した．チタン，金，ステンレスの
表面粗さに有意差はなく，ガラスはやや小さ
かった（図３）． 

 
図３ガラス，チタン，ステンレス，金の表面粗さ 
 
(2) 4 種類のディッシュ上で培養したヒト骨
髄間葉系幹細胞の遺伝子およびマイクロ RNA
発現の網羅的検索 
ガラス，金，ステンレス上での培養に比較
して，チタン上での培養で 2倍以上に発現上
昇した 11 遺伝子（既知の 2遺伝子）と 6 マ
イクロ RNA（既知の 5マイクロ RNA），1/2 以
下に発現が低下した 6遺伝子（既知の 2遺伝
子）と5 マイクロRNA（既知の3マイクロRNA）
を同定した（図４）． 
これらの遺伝子およびマイクロRNAがオッ
セオインテグレーション獲得に関与してい
る可能性が考えられた． 

 



 

 

図４ 4種類のディッシュ上で培養したヒト骨髄間葉系
幹細胞の遺伝子およびマイクロRNA発現 
 
(3) 4種類のディッシュ上で培養したマウス
骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）のマイク
ロ RNA 発現の網羅的検索 
ガラス，金，ステンレス上での培養に比較
して，チタン上での培養が 1.5 倍以上に発現
上昇した 2 マイクロ RNA，2/3 以下に発現が
低下した14 マイクロRNAを同定した（図５）． 

 
図５ 4 種類のディッシュ上で培養したマウス骨芽細胞
様細胞（MC3T3-E1細胞）のマイクロRNA発現 
 
(4) (3)で選定した候補となったマイクロ
RNA の発現定量 
 その候補となった mmu miR155-5p の定量で
は，ガラス，金，ステンレス上での培養に比
較して，チタン上での培養が有意に低下して
いた（図６）． 

 
図６ 候補となったマイクロRNAの発現定量 
このマイクロ RNA がオッセオインテグレ
ーション獲得に関与している可能性が考え
られた． 
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