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研究成果の概要（和文）： 
ハイドロキシアパタイト(HAp)ナノ単結晶（粒子）を被覆した複合材料表面の細胞機能を詳細
に検討した。HAp被覆シートでは未処理ポリエチレンテレフタレート(PET)シートより高い細
胞接着性および増殖性を示した。細胞の強固な接着は、HApのナノ構造に起因する細胞のアン
カリングと細胞外マトリックスのリモデリングが積極的に行われていることによると推察され

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cell functions of cells on hydroxyapatite (HAp) nanoparticles coated on 
polyethyleneterephtalete (PET) sheet were examined in detail. Cell adhesiveness and 
proliferation on HAp sheet was higher than original PET sheet.  It was thought that the 
higher adhesion strength of cells on HAp substrate compare to the on original PET depend 
on cell anchoring on nano-structure and higher remodeling of extracellular matrix.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 ハイドロキシアパタイト(HAp)は骨や歯の
成分であり、高い生体親和性を持つことが知
られている。なぜ HAp が高い生体親和性を有
するのか多くの研究がなされ、例えば細胞接
着性タンパク質や成長因子が吸着しやすい

表面特性を有することなどが報告されてい
る。しかしながら、これらの報告に用いられ
ている HAp は二次粒子もしくは二次粒子から
成形加工された平板であることから、HAp 粒
子の方位や面の制御がランダムであり、HAp
の材料特性を正確に表わしている訳ではな
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い。我々は HAp 単結晶体で単分散性を示すナ
ノ微粒子を合成し、高分子及び金属基材上に
共有結合でかつ単層で強固に結合した新規
なナノ複合材料を創出し、抗感染性カテーテ
ル、人工血管、ステント、再生医療用基材へ
と応用している。当該材料の生物特性として、
既に線維芽細胞、平滑筋細胞、血管内皮細胞
および間葉系幹細胞が強固に接着すること
が明らかとなっている。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 一連の研究の中で、接着した細胞は増殖す
るにも係わらず、トリプシン EDTA さらにコ
ラゲナーゼを用いても細胞を剥離できない
程に材料上に強固に結合していることを認
めた。当該研究では材料の表面特性（ナノ粒
子の表面被覆率及びナノ粒子の粒径を制御）
と接着細胞の接着分子及び機能性発現との
関係から、当該新材料と細胞機能との相互作
用を明らかにすることを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)複合材料制御①ナノ HAp の形状サイズの
制御	
 
	
 HAp 焼成体を製造する際、リン酸カルシウ
ム・アクリル酸からなる融着防止剤を用いて
分散性の優れた HAp を調製した。湿式調製時
に反応温度を変化させることにより、粒径コ
ントロールを行った。HAp をコーティングす
る基材としてポリエチレンテレフタレート
(PET)シートを用いた。コロナ放電処理によ
り PET シート表面にラジカルを導入後、ポリ
アクリル酸水溶液を用いてグラフト重合を
行い、PET 表面に HAp と高い相互作用を有す
るカルボキシル基を導入した。	
 
	
 
(2)複合材料制御②ナノ HAp の被覆率の制御	
 
	
 無水エタノール中に HAp 添加量を変化させ
た濃度の異なる HAp 分散溶液を調製した後、
カルボキシル基を導入した PET シート（直径
14mm 円盤状）を浸漬し、吸着量の制御を行っ
た（図 1）。	
 

図 1．HAp 粒子製造法と複合材料製造法	
 
	
 
(3)細胞接着・増殖挙動	
 
	
 L929線維芽細胞をロッド状HAp被覆シート
上に播種し、初期細胞接着性(細胞数 570	
 

cells/mm2(n=17)、8 時間)および増殖性(播種
細胞数 20	
 cells/mm2(n=4)、5 日間)を評価し
た。	
 
	
 
	
 (4)表面特性の評価	
 
	
 HAp 粒子の表面特性はゼータ電位およびＸ
線光電子分光法(XPS)を用いて測定された。	
 
	
 
(5)細胞移動状態の評価	
 
	
 各試料表面における細胞移動状態は、リア
ルタイム培養細胞観察法により評価した。	
 
	
 
(6)細胞／基材断面の評価	
 
	
 L929 細胞を 3 日間培養後、細胞が接着した
基材ごと脱水固定して樹脂包埋し、ミクロト
ームにて薄膜切片を作成し透過型電子顕微
鏡(TEM)にて観察した。	
 
	
 
	
 (7)細胞／基材間における細胞接着性タン
パク質産生の評価	
 
	
 共焦点レーザー顕微鏡を用いて、未処理
PET と HAp 被覆シート上に置けるファイブロ
ネクチンの蛍光観察（ファイブロネクチン抗
体を用いた可視化）を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)複合材料制御①ナノ HAp の形状サイズの
制御	
 
	
 湿式法による反応溶液温度を変えること
により、粒子の結晶成長を制御した。得られ
た粒子は球状粒子(平均粒径 52nm)およびロ
ッド状粒子（平均粒径 316nm）であった。	
 
	
 
(2)複合材料制御②ナノ HAp の被覆率の制御	
 
図１に HAp 製造法と PET シートへの表面被覆
法を示す。HAp 表面にある Ca イオンと PET 表
面のカルボキシル基との静電的相互作用に
より HAp はほぼ単層で基材表面に吸着した。	
 

図 2．HAp 粒子の表面被覆率制御	
 
	
 
	
 図 2に表面被覆率を制御した複合材料の電
子顕微鏡像を示す。球状粒子の場合、HAp 濃
度 0.1wt%で平均被覆率 19%、1.0wt%で 40%を

 



 

 

示した。またロッド状粒子の場合、HAp 濃度
0.1%で被覆率 28%、1.0wt%で被覆率 50%を示
した。いずれに置いても再現性良く表面被覆
制御が可能であった。また、コーティングの
安定性を評価するため、リン酸バッファーに
37˚C で 3 日間静置し剥離実験を行った結果、
被覆率に変化が認められなかったことから、
調製した複合材料は細胞培養に好適である
ことが確認された。	
 
	
 
(3)細胞接着・増殖挙動	
 
	
 初期細胞接着時間(8 時間)において、HAp
被覆シートは未処理の PET シートに比較して
接着数は有意に増加したが、培養シャーレ
(TCPS)よりも低い細胞接着数を示した。その
後、HAp 被覆シートにおける細胞増殖性は培
養 1~2 日目において TCPS と並び、さらに 3
日目において TCPS より有意に増加した（図
３）。	
 
	
 

図３．細胞増殖性試験	
 
	
 
(4)表面特性の評価	
 
	
 ロッド状 HAp および球状 HAp におけるζポ
テンシャル(mV)は、それぞれ 9.2±4.7 およ
び 2.6±38 であった。これはロッド状 HAp の
場合、Ca リッチな a 面が相対的に広いためト
ータルとして陽電荷に傾いたものと推察さ
れた。XPS 測定において両者とも Ca/P が HAp
の化学量論比(1.67)より高い値をとること
から、材料表面が Ca リッチな陽電荷を有す
ることを裏付ける結果となった。	
 
	
 
(5)細胞移動状態の評価	
 
	
 リアルタイム細胞培養観察法（48 時間観
察）による、球状 HAp 複合シート上よりロッ
ド状 HAp 複合シートの方が細胞の移動時間が
短い（早期に安定接着する）ことが観察され
た。この結果はζポテンシャルの陽電荷の傾
向とは一致しないことから、表面ナノ構造
（ナノトポロジー）の違いを細胞表面が認識
している可能性が示唆された。	
 
	
 
(6)細胞／基材断面の評価	
 
	
 細胞培養 3日後の細胞／基材間を透過型電
子顕微鏡にて観察した。未処理 PET 表面では

細胞は剥離し非常に弱い相互作用で接着（も
しくは吸着）している様子が観察された。一
方、HAp 被覆表面では未処理（コントロール）
表面に比較して、細胞が HAp に対して安定接
着している様子が確認された。	
 
	
 
(7)細胞／基材間における細胞接着性タンパ
ク質産生の評価	
 
	
 未処理 PET に比較して HAp 被覆シート表面
ではフィブロネクチンが細胞から豊富に産
生されており、細胞外マトリックス(ECM)の
リモデリングが積極的に行われていること
が明らかとなった。	
 
	
 
(8)まとめ	
 
	
 HAp 複合材料表面における強固な安定接着
は、ナノ界面における凹凸を細胞表面が認識
し強固にアンカリングしていること、および
細胞外マトリックス(ECM)によるリモデリン
グが積極的に行われていることにより生じ
ていることが推察された。このことは、当該
材料が細胞足場材料として有効であること
を示唆している。しかしながら球状構造体と
ロッド状構造体が細胞接着性に与える影響
は未だ十分に解明できなかった。両者の間に
微妙な細胞接着に与える影響の差が認めら
れていることから、さらなる詳細な検討が必
要である。	
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