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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目標は、無機イオンによる細胞への活性化効果を最大限に活かすべく、
ガラスを活用した材料組成設計と申請者らの独自の技術による形状設計を組合せることで、新しい生体材料を開
発することである。7種の無機イオンを用いて検討したところ、マクロファージはイオンに対しその種類および
濃度に依存した特異な応答を示した。また、このことが共存する間葉系幹細胞による骨形成にまで影響を及ぼす
可能性も見出した。一方で、任意のイオンを含有するゾルゲルガラスの繊維構造体の作製にも成功した。細胞に
対するイオンの効果を積極的に活用することが可能な生体活性ガラス材料として期待できる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop novel glass materials by designing 
glass systems for operating cell functions using inorganic ions and glass structures using our 
original method based on electrospinning. Results of cell culture tests using macrophage and 
mesenchymal stem cells for 7 kinds of ion demonstrated that macrophages varied their reactions 
depending on the type and the amount of the ion provided to the cells, which influenced the 
bone-forming ability of mesenchymal stem cells. Sol-gel glasses with a fibrous structure were 
developed and observed to release ions under physiological environment. The glasses are expected to 
stimulate cell functions and enhance tissue regeneration with the ions released from them.

研究分野：材料工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨などの硬組織を再建する材料として、ケイ酸塩やリン酸塩などのガラス材料が有用と期待されている。これま
では、骨形成を担う細胞（骨芽細胞など）に対するこれら材料、および材料から溶出する無機イオンの影響につ
いて研究が進められてきた。しかし、細胞の機能発現に大きく影響を及ぼす免疫系細胞に対する影響はほとんど
皆無であった。よって本研究課題で得た成果は、免疫系をも考慮した新規材料の設計指針を提供すると考える。
また、ガラス材料の多くは柔軟性や成形性に乏しいため、優れた操作性を兼ね揃えた材料が求められていた。本
研究課題で作製に成功した綿状の繊維構造体は新しいタイプの生体活性材料として有用と期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 骨や葉などの硬組織を再建するための生体材料開発において、多くは骨再建に特化した細胞
（骨芽細胞やは骨細胞など）との関連について主に調査されてきた。しかし、実際に材料を体内
に埋植した際、初期の炎症反応、骨芽細胞の増殖を伴う繊維性・軟骨性仮骨の形成、血管の侵入
を経て骨様組織を形成し骨硬化、が起こる。つまり、骨芽細胞や破骨細胞が応答する以前に、免
疫系細胞が応答する過程が必ず存在する。 
骨と免疫系は、骨髄の微小環境およびサイトカインやシグナル伝達分子など多くの制御タン
パク質を共有することが明らかとなり、両者の相互作用に着目した融合領域として「骨免疫学」
が 2000年より発展している。例えば、免疫系にて重要な役割を担うマクロファージが産生する
サイトカインは、骨髄由来間葉系幹細胞が骨芽細胞へ分化するのを促すといったことが明らか
となっている。さらに、炎症性マクロファージは骨損傷に対する自然治癒を生体が開始するのに
必須であり、骨損傷治癒の質は単球/マクロファージを伴う初期炎症プロセスに依存するとも言
われている。 
 以上のことから、マクロファージを伴う炎症過程はその後の新生骨形成に寄与する間葉系幹
細胞や骨芽細胞の活性にまで影響を及ぼす。しかし、生体材料由来因子が上述した相互作用に対
しどのように関与するか、そして骨の形成機能などに対しどのような影響を及ぼすかは不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、セラミックス・ガラス材料由来の因子として溶出イオンに着目し、イオンと
各細胞間の相互作用について検討した。さらに、各イオンの作用を受けたマクロファージを介し
た間葉系幹細胞への影響について検討した。実験系においては、各種イオン源となる試薬を細胞
培養培地に添加し、それを用いて各種細胞を培養し評価した。これらの検討から得られた結果を
もとに、ガラス組成を設計しゾルゲルガラス材料の合成を試みた。臨床での機能性を考慮し、研
究代表者らの独自の技術にて綿（わた）状の繊維構造体に設計する。綿状にすることで柔軟性を
実現し、優れた操作性を確保する。 
 研究代表者らの知る限り、初期炎症反応から骨形成までの一連の流れにおけるセラミックス・
ガラス材料由来因子による影響について検討した例はほとんど無く、そしてこの一連の流れを
見据えて設計された材料開発の例は皆無である。このことから、本研究課題で得られる知見は今
後の生体材料開発および機能を検討する上で有用と期待する。 
 
３．研究の方法 
下記（１）〜（４）について実施した。なお、（１）〜（３）については実験方法の模式図を
図１に示す。 
 
（１）マクロファージの各種イオンに対する応答性調査 
 はじめに、マウス由来マクロファージ単体に対する各種イオン（Zn, Cu, Co, Ca, Si, Mg, Sr）
の影響について、濃度依存性を考慮しつつ検討した。過去の報告例や研究代表者らがこれまでに
得た知見をもとに、骨芽細胞・間葉系幹細胞に対してポジティブな作用を示すイオン濃度域であ
る 10〜500 ppm 範囲と設定した。各イオンを含有する培地を作製し、これを用いてマクロファー
ジの培養を行なった。細胞の生存率や増殖性は、DNA 量測定または Alamar blue 色素を用いた代
謝活性値の測定から検討した。 
 
（２）マクロファージを介した間葉系幹細胞の機能発現に対する各種イオンの影響調査 
 各種イオンの刺激を受けることでマクロファージがサイトカイン等を産生するが、これが間
葉系幹細胞の機能発現にどのように影響を及ぼすか検討した。上記（１）と同様に、所定濃度の
各種イオンを含有する培地でマクロファージを培養し、ここで得た培養上清を用いてマウス由
来間葉系幹細胞を培養した。これにより「マクロファージから間葉系幹細胞への作用」の過程に
対する各種イオンの影響を調査できる。間葉系幹細胞の増殖性や骨芽細胞への分化傾向を計測
した。 
 
（３）マクロファージと間葉系幹細胞の共培養系における各種イオンの影響調査 
 各種イオンを含有した培地を用いて、両細胞を同じ培養空間にて培養する「共培養」を実施し、
この時の間葉系幹細胞の機能発現に対する各種イオンの影響を調査した。これにより「マクロフ
ァージと間葉系幹細胞の相互作用」の過程に対する各種イオンの影響を調査できる。上記（１）
と（２）と同様に、所定濃度の各種イオンを含有する培地を用い共培養を行なった。各細胞の増
殖性や間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化傾向を計測した。 



 
図１．本研究課題で実施した各実験方法の概略図． 

 
（４）イオン徐放能を有するゾルゲルガラス綿状繊維構造体の作製 
 ゾルゲル法とエレクトロスピニング法を組み合わせることで、ゾルゲルガラスの綿状繊維構
造体を作製した。研究代表者らが既に作製に成功している SiO2-CaO 組成のガラスをベースとし
て、新たに Znや Cu を導入したガラスの綿状繊維構造体の作製について検討した。ゾルゲル法に
より合成した各種ガラスのベースとなるゾルをポリビニルブチラール溶液と混合し、これをス
ピニング用の溶液として用いた。スピニング時の諸条件（特に溶液粘度、湿度、印加電圧）を最
適化することで、立体的な綿状の繊維構造体を得た。最後に熱処理することでガラス単体からな
る繊維構造体を得た。得られたサンプルを走査型電子顕微鏡(SEM)で形態観察し、トリス緩衝溶
液（pH 7.4）を用いた浸漬実験からイオン溶出能を調査した。 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージに対する各種イオンの影響 
DNA 量の測定結果について、コントロールサンプルとなる通常培地の結果と比較したところ、
7種のイオンのうち 3種では同程度の値を、2種では有意に低い値を、残りの 2種では有意に高
い値を示すことがそれぞれわかった。つまり、イオンの種類によってマクロファージの応答性は
変化し、促進及び抑制の作用を示すことがわかった。この時、上記のような傾向は濃度依存性を
持つことも見出した。以上のことから、免疫細胞の一つであるマクロファージは、生体用セラミ
ックス材料から溶出するイオンに対し、その種類及び濃度に依存した特異な応答を示すことが
わかった。 
 
（２）マクロファージを介した間葉系幹細胞の骨分化に対する各種イオンの影響 
骨分化に関する複数の評価結果において、イオン種に依存した違いが観察された。一例として、
分化の指標となるタンパク質の一つであるオステオカルシンの発現量を比較した結果を以下に
示す。コントロールサンプルを用いてマクロファージを培養し、その培養上清を用いて間葉系幹
細胞を培養した条件では、培養上清を使用しない条件よりもオステオカルシンの発現量は減少
していた。一方で、7種のイオンを添加した培養培地を用いた系において、そのうち 2種ではイ
オン濃度に依存せず同様に減少を示し、3種では増減の変化が現れず、残りの 2種では増大する
結果が得られた。以上のことから、免疫系細胞の一つであるマクロファージが各種イオンによる
刺激を感受し、サイトカイン等の産生物の内容が変化したことが推測される。そしてこの変化に
よって、間葉系幹細胞の骨形成性細胞への分化の過程に変化が生じたことがわかった。 
 
（３）共培養環境における骨分化に対する各種イオンの影響 
 各種イオンの存在下においてマクロファージと間葉系幹細胞を共培養し、石灰化の指標とし
てカルシウム沈着量を測定したところ、7種のうち 3種にてコントロールサンプルよりも有意に
高い値を示した。そこでこれら 3種についてポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を用いた各種遺伝子の
発現挙動を調査した。骨分化に関連する遺伝子を調査したところ、どのサンプルにおいても関連
遺伝子の発現が確認されたが、3種のうち 1種において特に旺盛な発現が観察された。さらに炎
症性・抗炎症性サイトカインに関連する遺伝子の発現を調査したところ、旺盛な骨分化関連遺伝
子の発現が観察された 1 種において炎症性サイトカイン関連遺伝子の発現が抑制され、他 2 種
では旺盛に発現することがわかった。以上のことから、間葉系幹細胞の骨分化挙動には炎症性サ
イトカインが関与していることが示唆された。そしてこのサイトカインの発現に対し、イオンが



作用していることを見出した。 
 
（４）ガラス繊維の作製 
 70SiO2-30CaO (mol%)組成のガラスをベースとして、Ca の一部を Znまたは Cuと置換させたガ
ラスを作製した。例えば 5 mol%の Zn で置換した場合のガラス組成は 70SiO2-25CaO-5ZnO (mol%)
であり、この時のサンプルコードは 5Zn と表記する。どの組成においても綿状の立体的な繊維構
造をもち、柔軟性を示すことが観察された（図２a）。SEM 観察より（図２b-d）、熱処理後のサン
プルは 220〜250 nm 直径からなる均一性の高い繊維で構成されていることがわかった。各組成
のガラスサンプルをトリス緩衝溶液に浸漬し 37℃でインキュベートしたところ、Si、Ca、そし
て Zn または Cu が溶出することが確認された。よって、各イオンの供給源としても本ガラスは機
能することがわかった。 
一方で課題も見出された。Ca、Zn、および Cu は浸漬後数時間内に多量の溶出を示し（初期バ
ースト）、その後の溶出量はほぼ一定であった。この初期バーストによって材料周辺の pHが急上
昇し、細胞や組織に悪影響を及ぼすことが予想されることから、今後本課題の解決は必要と考え
ている。 
 

図２．本研究課題にて作製したガラスサンプルの外観写真(a)と SEM 画像(b-d)． 
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