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細胞を活性化させる生体材料研究

小 幡 亜希子

. は じ め に

骨や歯に代表される硬組織代替材料の一つに，リン酸カル

シウム系材料が挙げられる．骨や歯の主要成分の一つはハイ

ドロキシアパタイト(HAp)，つまりリン酸カルシウムであ

り，コラーゲン等の有機物と緻密に複合化することで絶妙な

構造を作り出している．硬組織代替材料として求められる機

能としては，体内にて周辺組織と親和性を示すことはもちろ

んのこと，自家骨等と直接結合する機能(生体活性とよばれ

る)をも兼ね揃えることが重要である．リン酸カルシウム系

材料は優れた生体活性を示すことがすでに多くの研究結果か

ら示されており，実際の臨床にて様々なリン酸カルシウム系

材料から成る硬組織代替材料が応用されている．顆粒や多孔

体などを用いた硬組織代替材料や，チタン材料等の金属系イ

ンプラントのコーティング材とした応用など，その形態は多

種といえる．このように，リン酸カルシウム系材料をはじめ

とするある種のセラミックスは生体活性材料開発において重

要な役割を果たすとともに，生体反応性および機械特性上よ

り高機能化すべく様々な研究開発が進められている．

. 細胞を活性化させる機能を付与した材料設計

生体活性材料にある種のタンパク質や DNA 等を組み込む

ことで，体内において周辺組織を積極的に活性化させ骨など

の組織欠損部の再建を促すという試みが近年盛んに行われて

いる．例えば骨再建を目的とした場合，骨誘導タンパク

(BMP)やトランスフォーミング増殖因子(TGF)などのタン

パク質系の細胞増殖因子があげられる．この場合，タンパク

質等の活性を損失することなく担持・徐放する機能を付与す

ることが有効と考えられる．

一方で，無機イオンによる細胞の活性化効果についても多

くの報告例があげられており，それら無機イオンの徐放機能

を付与させるような生体材料設計が試みられている．活性化

効果を示す無機イオンの一つにシリコン種イオンがある．シ

リコン種イオンは極微量ながらも自然骨に含まれており，骨

の成長において重要な役割を担うことが知られている．シリ

コン種イオンによる細胞への活性化効果を証明する研究の一

つとして，Xynos らによる報告(1)があげられる．彼らは，

骨代替材料として臨床応用された Bioglassについて，その

優れた性質をもたらす要因の一つとして，材料から溶出する

シリコン種イオンに着目した．Bioglassを細胞培養用培地

に浸漬することで，材料からシリコン種イオン等が培地中に

溶出し，このシリコン種イオン含有培地を用いてヒト由来の

骨芽細胞の培養を行った．その結果，通常の培地(Bioglass

を浸漬していない培地)中で培養された細胞と比較して有意

に増殖が促進されることを見出した．またこのとき，細胞増

殖促進因子であるインスリン様成長因子(IGF)，

IGFの輸送タンパク質である IGF 結合タンパク質3(IG-

FBP3)，IGFと IGFBP3 を分離する酵素であるメタロ

プロテイナーゼ2(MMP2)とカテプシンD(CathepsinD)

の発現が促進されることにより骨芽細胞の増殖が促進される

ことも同時に見出した．同研究グループによる他の報告で

は，さらに，シリコン種イオン含有培地中では骨芽細胞の石

灰化も促進されることがわかっている(2)．

以上のように，骨形成におけるシリコン種イオンの応用は

有効であり，また無機イオンであるために幅広い方法で各種

材料へ組み込むことが可能と期待される．

. シリコン徐放能を付与した材料開発

筆者が現在所属する名古屋工業大学大学院工学研究科共生

機能材料研究室(春日研究室)では，これまでに様々な種類の

シリコン徐放型生体活性材料を開発してきた．その中でも，

筆者が携わった研究の一部をここに紹介する．

 シロキサン含有ポリ乳酸・バテライト複合体

生分解性ポリマーの一つであるポリ乳酸に，シランカップ





図 1 シロキサン含有ポリ乳酸・バテライト複合体の表
面 SEM 像．(a)アパタイトコーティング前と(b)
後． 図 2 シロキサン含有バテライト(SiV)の SEM 像．
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リング剤の一種であるアミノプロピルトリエトキシシラン

(APTES)を用いてシロキサンをハイブリッド化し，さらに

炭酸カルシウムの多形の一つであるバテライト粒子(直径が

約 500 nm)を分散させて複合体を作製した．複合体の構造

および HAp 形成能については前田先生(現・東北大学)がす

でに報告されており(3)，筆者は主にこの複合体を用いた細胞

培養実験を行った．骨形成に関与する細胞種として，マウス

由来骨芽細胞様細胞(MC3T3E1)，ヒト由来間葉系幹細胞

(hMSC)，ヒト由来骨芽細胞(HOB)を用いて同実験を進め

た．

用いた材料の表面形態を図に示す．この複合体は擬似体

液(SBF)に浸漬することで，表面を HAp でコーティングす

ることが可能であり，また前田先生の研究より，HAp コー

ティングしたサンプル上での方がコーティングしていないそ

れよりも細胞の増殖が優れることがわかっていたため，筆者

も，図 1(b)に示すような HAp コーティングしたサンプルを

用いた．比較として，シロキサンをハイブリッド化していな

いポリ乳酸・バテライト複合体を用い，これについても

SBF 浸漬によって HAp コーティングし，サンプルとして用

いた．

細胞実験の結果，MC3T3E1 はシロキサンをハイブリッ

ド化したサンプル上にて有意に増殖が優れることがわかっ

た．また hMSC においては，分化誘導因子を培養培地に加

えることなく各サンプル上で培養したところ，シロキサンを

ハイブリッド化したサンプル上においてのみ分化が進行する

現象がみられた．また，全体の細胞数についてもシロキサン

をハイブリッド化したサンプル上では有意に多かった．

HOB においては，石灰化誘導因子を加えることなく培養し

たところ，石灰化の過程で観察される骨小結節(bone nod-

ule)とみられる塊状物質の生成がシロキサンをハイブリッド

化したサンプル上では旺盛に観察された．同時に測定したラ

マンスペクトル結果からも，その物質が骨小結節(bone nod-

ule)と推測され，シロキサンをハイブリッド化したサンプル

上ではそれに帰属されるピークがより強く現れた(4)(5)．

以上の結果より，シロキサンをハイブリッド化したサンプ

ルにおいては，骨形成に関与する細胞の活性を促進・誘起さ

せる効果があることがわかった．

 シロキサン含有バテライト(SiV)

新たなシリコン種イオン徐放型材料を開発するにあたり，

APTES を用いてシロキサン含有バテライト粒子(SiV)が開

発された．これは矢橋工業の太田氏のご尽力のもと進められ

た．カルシウムと同時に微量のシリコン種イオンを徐放する

材料を作製することで，種々のポリマーと複合化することが

容易となる．

メタノール中に水酸化カルシウムと APTES を加え，二

酸化炭素ガスをバブリングし，得られたスラリーを乾燥させ

ることで SiV が得られる．SiV の SEM 像を図に示す．

SiV は直径が約 1 mm の球状粒子であり，数百 nm の一次粒

子が凝集した二次粒子であった．29SiMASNMR 結果よ

り，導入された APTES はシロキサンの形態で存在するこ

とがわかった．含有されるシリコン種イオン量は，導入する

APTES 量の調整で制御可能であるが，以降に示す研究成果

については，約 2 wtのシリコン種イオンを含有した材料

を用いた結果である．

SiV とポリ乳酸の複合体を用いて，エレクトロスピニング

法(高分子溶液または溶融状態の高分子に高電圧を加えるこ

とで，ファイバーを紡糸する技術)により不織布タイプの材

料を作製した．不織布の構造は繊維がランダムに絡み合った

状態であり，そのため連通した孔が確実に存在する．また本

材料ではポリマーをベースとして用いるため，柔軟性のある

不織布を得ることができる．このような特徴は，骨充填材等

への応用において大変有効と考える．連通孔は体内において

栄養素の供給パスとして，さらには細胞の侵入パスとして機

能し，また柔軟性を持ち合わせることで埋植時の操作性が格

段に向上する．まず，SiV とポリ乳酸を混練機にて 473 K

下で加熱混練し複合化した．この複合体をクロロホルムに溶

かし，得られた溶液を用いてエレクトロスピニング法にて不

織布化した．ポリマー溶液中のポリマー濃度や印可電圧条件

等を変化させることで繊維径は制御可能であり，当複合体の

場合，0.5～20 mm 径の繊維からなる不織布を作製すること

が可能であった．構造解析を試みたところ，13C CP/MAS

NMR と FTIR 結果より，ポリ乳酸の構造内に存在するカ

ルボキシ基とバテライト粒子表面に存在するカルシウムイオ

ン間にて配位結合が，カルボキシ基とシロキサン中に存在す

るアミノ基間でアミド結合が形成されていることがわかった．





図 3 シロキサン含有バテライト・ポリ乳酸複合体から
なる不織布タイプ材料の SEM 像．(a)アパタイ
トコーティング前の繊維拡大像．(b)アパタイト
コーティングし MC3T3E1 細胞播種後 3 日目の
サンプル表面像．図中の矢印は細胞を示す．
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図(a)は作製した不織布の SEM 像である．SiVポリ乳

酸の重量比が 32，繊維径が約 10 mm 径の場合を一例とし

て示す．ポリ乳酸をマトリックスとして，繊維表面には SiV

が密に存在するのがわかる．またこの繊維一本の断面を観察

したところ，繊維の内部も SiV が密に詰まった状態である

ことがわかった．当複合体の不織布についても，SBF 浸漬

することで繊維表面を HAp コーティングすることが可能で

あった．また，培地中において数 ppm のシリコン種イオン

を徐放し続けることも確認された．よってその後の細胞・動

物実験には，HAp をコーティングしたサンプルを用いるこ

ととした．図 3(b)は不織布上に MC3T3E1 細胞を播種し 3

日間培養後の材料表面の SEM 像である．繊維を足場として

細胞が伸展しているのがわかる．また，サンプル最表面だけ

でなく内部にもすでに進入している．繊維間に形成される空

隙はランダムではあるが数百 mm サイズを示す場合も認めら

れたため，細胞が進入するためのパスとなったと考える．ま

た，ウサギを用いた動物実験結果では，膜内部での旺盛な新

生骨形成が観察され，比較として用いた市販の生分解性ポリ

マー膜材よりも良好な結果を得ることができた(6)．

 水ガラスを用いたシリコン種イオン徐放型 HAp コー

ティング

高濃度ケイ酸ナトリウム水溶液である水ガラスは土木用接

着剤としても使用され，比較的安価な材料である．様々な材

料表面に 573 K 程度の比較的低温でコーティングが可能で

あり，イオン交換によってアパタイト核形成を誘起する Si

OH 基を多量に含むシリカガラスとなり，このシリカガラス

層は加水分解によって容易にシリコン種イオンを溶出する．

我々はこの水ガラスを用いることで，機械的性質は優れるが

生体不活性であるチタン材料やアルミノケイ酸塩鉱物である

ムライト表面に，シリコン種イオン徐放能を有した HAp コ

ーティングを作製した．比較的低温下にて基板材料表面に水

ガラスをコーティングできることから，基板材料の機械的性

質を低下させることなく作製できる利点がある．ここではチ

タン材料の研究成果を紹介する．

サンドブラスト処理した工業用純チタン板にディップコー

ティングすることで水ガラスを被覆させ，573 K にて熱処理

を行った．続いて 0.1 M の HCl 水溶液に浸漬することで，

ガラス内のナトリウムイオンと溶液中の水素イオン間でイオ

ン交換させた．EDS より算出されたガラス層の Na/Si 値

は，もっとも小さいもので0.03を示すサンプルを作製するこ

とができ，ほぼシリカガラスからなるコーティング膜を得る

ことができた．バテライトスラリーを用いてシリカガラス上

にバテライト粒子を被覆させ，これを SBF に浸漬すること

で HAp コーティング膜を作製した．バテライトを被覆して

おくことで，カルシウムイオンが積極的に供給され SBF 中

での HAp 生成が促進される．他の炭酸カルシウム(カルサ

イト，アラゴナイト)や塩化カルシウムと比較したところ，

バテライトがもっとも優れた HAp 生成促進効果を示すこと

も見出した．

HAp コーティングしたサンプルは，培地中にて微量のシ

リコン種イオンを徐放し続け，MC3T3E1 細胞を用いた培

養実験結果では，シリコン種イオンを徐放しないサンプル

(1073 K で熱処理し酸化膜を作製してからバテライトを被覆

し，SBF 浸漬にて HAp コーティングを作製したサンプル)

と比較して，シリコン種イオンを徐放するサンプル上の方が

有意に増殖が優れることがわかった．

. お わ り に

今回，日本金属学会奨励賞を受賞することができたのは，

これまでお世話になった多くのみなさまのおかげと考える．

現在所属する名古屋工業大学の春日敏宏教授には，シリコン

種イオンに着目した材料をはじめ，生体材料研究についてそ

の基礎から応用まで幅広くご教授いただいた．矢橋工業の太

田氏，山八歯材の脇田氏，春日研究室に所属する学生のみな

さんには，研究の遂行にあたり多くのサポートをいただい

た．筆者が大学院時代から今日に至るまで生体材料研究に従

事してきたのは，東京医科歯科大学生体材料工学研究所の山

下仁大教授にご指導いただいたことに始まっている．心から

感謝申し上げる．
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