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研究成果の概要（和文）：鎖長65のポリリン酸ナトリウム（以下、ポリリン酸）をハイドロキシアパタイト上に吸着さ
せたポリリン酸吸着アパタイトを作製し実験を行った。ポリリン酸は100mM～0mMの計8条件の濃度とした。それぞれの
濃度のポリリン酸吸着アパタイトの表面粗さ、濡れ度、また細胞の播種・培養後に遊離カルシウム測定、細胞増殖能お
よび石灰化能を測定した。高濃度のポリリン酸群で表面粗さ、濡れ度および遊離カルシウム測定では有意に差があった
。石灰化能では高濃度のポリリン酸群がアリザリンSに濃染していた。これらの結果から、高濃度のポリリン酸はカル
シウムイオンと結合し石灰化を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to elucidate the effect of HA plate adsorbed with 
PolyP-65 on proliferation or differentiation of MC3T3-E1 cells. After we confirmed adsorption of PolyP-65 
onto the surface of HA plate, Surface roughness, water contact angle of HA plate adsorbed with PolyP-65, 
and calcium deposition and osteoblast differentiation in MC3T3-E1 culture were evaluated. Within the 
limited results of this study, it may be concluded that HA plate adsorbed with PolyP-65 at high 
concentration enhances calcification by binding calcium ion from medium, promoting differentiation of 
MC3T3-E1 cells.

研究分野：補綴学

キーワード： ポリリン酸　骨再生　表面形状
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

これまでの研究では、生体に近似する鎖長
65 のポリリン酸を用い、bFGF を安定化させ
て骨髄間葉系幹細胞の増殖を促進すること
および骨芽細胞の石灰化を促進することを
明らかにした。しかしながら、ポリリン酸
が骨粗鬆症の高齢者にみられる骨質の改善
効果については現在のところ明らかになっ
ていない。 
そこで、ポリリン酸を用いることで、骨芽
細胞の骨質改善の効果があるのではないか
と着想した。 
 

２．研究の目的 

鎖長 65 のポリリン酸がハイドロキシアパタ
イト上で確実な石灰化を達成できるか否か
を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

【平成 25 年度】 
1）目的：ポリリン酸吸着アパタイトプレー
トの作製および材料特性の検討 
2）材料： 
●吸着材：ポリリン酸（鎖長 65） 
●担体：ハイドロキシアパタイト焼結プレー
ト（HA）（アパタイトペレット:10×10×2mm、 
APP-100）  
● 細 胞 ： マ ウ ス 頭 蓋 骨 由 来 骨 芽 細 胞
（MC3T3-E1） 
●メディウム： 
①α-MEM（FBS およびペニシリン含有） 
②α-MEM（FBS、ペニシリン、アスコルビン
酸およびβ-glycerophosphate 含有） 
3）方法： 
ポリリン酸を 100mM～0mM の 8 条件の濃度に
調整し、その溶液中にアパタイトプレートを
24 時間含浸する。その後、蒸留水を用いて 3
回の水洗を行い、4℃で 1日間以上乾燥させ
る。このことより、100mM～0.0001mM の 7 条
件の濃度をもったポリリン酸吸着アパタイ
トプレートを作製する。ポリリン酸を吸着し
ないプレートも同時に用意する（コントロー
ル）。 

↓ 
【ポリリン酸の吸着状態の確認】 
1．SEM 像 
2．トルイジンブルー染色 
3．表面粗さの評価 
4．濡れ性の評価 

↓ 
ポリリン酸がアパタイトプレート表面に吸
着していることを観察することで吸着状態
を確認し、また濃度により表面性状が変化す
ることを材料学的に評価することによりポ
リリン酸がアパタイトと化学的に結合する
ことを明らかにする。 
 
【平成 26 年度】 
1）目的：in vitro でのポリリン酸の作用の
検討 

2）材料： 
●吸着材：ポリリン酸（鎖長 65） 
●担体：ハイドロキシアパタイト焼結プレー
ト（HA）（アパタイトペレット:10×10×2mm、 
APP-100）  
● 細 胞 ： マ ウ ス 頭 蓋 骨 由 来 骨 芽 細 胞
（MC3T3-E1） 
●メディウム： 
①α-MEM（FBS およびペニシリン含有） 
②α-MEM（FBS、ペニシリン、アスコルビン
酸およびβ-glycerophophate 含有） 
4）方法：  
ポリリン酸を 100mM～0mM の 8 条件の濃度に
調整し、その溶液中にアパタイトプレートを
24 時間含浸する。その後、蒸留水を用いて 3
回の水洗を行い、4℃で 1日間以上乾燥させ
る。このことより、100mM～0.0001mM の 7 条
件の濃度をもったポリリン酸吸着アパタイ
トプレートを作製する。ポリリン酸を吸着し
ないプレートも同時に用意する（コントロー
ル）。 

↓ 
作製した各ポリリン酸吸着アパタイトプレ
ートに MC3T3-E1 を播種 
（5,000/㎠あるいは 100,000/㎠ ） 

↓ 
【in vitro でのポリリン酸の作用の検討】 
1．カルシウム濃度測定によるカルシウム沈
着の評価（細胞播種後 2時間） 
2．細胞増殖試験による骨芽細胞増殖の評価
（細胞播種後 0～12 日） 
3．アリザリンレッド S 染色試験による石灰
化の評価 （細胞播種後 12 日） 

↓ 
以上の結果より、鎖長 65 のポリリン酸吸着
型人工骨による in vitro での骨再生促進の
様相を明らかとする。 

↓ 
平成 25、26 年の研究結果を総括して，鎖長
65 のポリリン酸がハイドロキシアパタイト
上で確実な石灰化を達成できるか否かを明
らかにする。 
 
４．研究成果 
【平成25年度】 
平成25年度では『鎖長65のポリリン酸吸着型
アパタイトプレート』に関してポリリン酸の
吸着状態の確認を行った。 
1．SEM 像 
ポリリン酸が吸着していることを確認した
（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2．トルイジンブルー染色 
高濃度になるに従い、トルイジンブルーの染
色度が高くなることが観察された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3．表面粗さの評価 
低濃度から高濃度にかけて表面粗さが粗く
なっており、100ｍM や 10ｍM は他の群と比較
して有意に高い値を示した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4．濡れ性の評価 
低濃度から高濃度になるに従い、接触角は小
さくなり、濡れ性が高くなりました。このこ
とから高濃度になると表面が親水性になるこ
とが示されました（次図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、ポリリン酸は、アパタイ
トプレート上に吸着していること、アパタイ
トの表面性状を変化させることを明らかにし
た。 
 
【平成26年度】 
平成26年度では『鎖長65のポリリン酸吸着型
アパタイトプレート』に関してin vitroでの
ポリリン酸の作用の検討。 
1．カルシウム濃度測定によるカルシウム沈
着の評価 
低濃度から高濃度になるに従い、培地中のカ
ルシウム濃度は、有意に低下した。このこと
から、ハイドロキシアパタイトプレート上に
カルシウムが沈着したことが示された（下
図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2．細胞増殖試験による骨芽細胞増殖の評価 
0 日、1 日、3 日では有意な差はなかった。ま
た、10 日においても 10ｍM および 100ｍM で
は増殖がみられなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3．アリザリンレッドS染色試験による石灰化
の評価  
0ｍMの低濃度群、中等度群で染色度が低いの
に対して、高濃度群では染色度が高い像が観
察され、石灰化が促進された可能性が示唆さ
れた（下図）。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、鎖長 65 のポリリン酸はハ
イドロキシアパタイトと結合することで表
面性状が変化し、確実な石灰化を達成できる
ことが示唆された。 
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