
博士学位論文

生体材料の性質の違いが骨芽細胞の活性

に与える影響

一細胞内遊離カルシウムの変化について一

塩路 浩也

平成 9年度提出

(岩手医科大学)



f 

博 士学位論文

生体材料の性質の違いが骨芽細胞の活性

に与える影響

一細胞内遊離カルシウムの変化について -

塩路浩也

平成 9年度提出

(岩手医科大学)



表題:生体材料の性質の違いが骨芽細胞

の活性に与える影響

-細胞内遊離カノレシウムの変化について -

The Effect of Biomaterials on the Activities 

of Osteoblasts 

-Alterations of Intracellular free Calcium-

著者 :塩路浩也

Hiroya Shioji 

所属:岩手医科大学歯学部歯科補綴学第 二 講座

(指導 :石橋寛 二 教授)

Department of Fixed Prosthodontics School of 

Dentistry， Iwate Medical University 

(Director: Prof. Kanji Ishibashi) 

1 



Abstract: 

The purpose of this study was to clarify how different 

components of biomaterials affect cell activities of 

osteoblasts. In t h i s experiment，osteoblasts we re 

cultured on titanium and bioactive glass， and the 

intracellular free calcium ( [ Ca 2~J i) that plays an 

important role in the intracellular signalling system 

was measured. In the early stages of the culture， the 

osteoblasts tended to increase [Ca2
ふ

] i when cultured on 

bioactive glass more than on titanium. This indicated 

that direct contact of osteoblasts to bioactive glass was 

essential to generate the observed effect on 

[ C a ト]i .Furthermore， elevation of [Ca2+J i did not occur 

when extracellular calcium was supplied. These results 

suggested that bioactive glass affected the 

intracellular signalling system of the osteoblasts when 

in contact with bioactive glass. 

Key words bioactive glass， intracellular free calcium 

，osteoblast 
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英文抄録に対する和文

本研究の目的は ， 生体材料の性質の違いが骨芽細胞の活

性に違いを生じさせる機構の 一 端を明らかにすることであ

る . チタンおよび生 体 活性ガラス上で細胞を培養し ， 細胞

内情報伝達系において重要な役割を果たしている細胞内カ

ルシウムイオン ([Ca2~J i) について測定を行った .

その結果 BAG上では Ti上に比べ [Ca2-Jiが培養初期

において上昇した.この現象は細胞が BAGに接触している

ことが必要で ， 細胞外カルシウムの上昇のみでは同様な現

象は起こらなかった

以上のことから BAG は直接的に接する骨芽細胞の細胞

内情報伝達系に ，何等かの影響を与えたものと考えられる .
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1 .緒言

現在，口腔インプラントは高い予知性をもった治療術豆、

として確立されつつある. 口腔インプラントに汎用されて

いる生体材料は，骨組織の反応性の差異により生体不活性

材料と生体活性材料に大別できるが，生体材料 /骨組織の界

面の詳細については未だ不明な点も多い . なかでも，これ

らの材料の性質の差異が周囲の骨組織の反応に違いを生じ

させる機構に関してはほとんど解明されていない . 骨形成

において中心的役割を果たしている骨芽細胞の生体材料上

における動態を解明することは，口腔インプラント周囲の

骨形成あるいは骨結合をコントロールするうえで重要であ

る

今回，生体材料の性質の違いが骨芽細胞の活性にどのよ

うに関与しているのかを明らかにすることを目的とし，

b i 0 i n e r tならびに bioactiveな材料上で骨芽細胞を培養し，

細胞内の情報伝達系において重要な役割を果たしている細

胞内カノレシウムイオン濃度([Ca2+] i) 1)について比較検討

した

II . 材料ならびに方法

1 .被験材料の調整

bioinertな材料としてチタン (Titanium:Ti，]IS2種)

b i 0 a c t i v eな材料として Si02-P20S-CaO-Na20系の生体活性

ガラス (bioactiveglass:BAG，SE ・51，株式会社ニコン社製)
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2 ) コントローノレとしてカバーガラス(MATSUNAMI) を

用いた.T iは表面を耐水 ペーパ ーで#1 500まで研磨し平滑

面とし BAGおよびカバーガラスは鏡面研磨されたものを

使用した.被験材料を 10X 10X 1 mm の板状に調整し Ti 

およびカバーガラスは， 1 5分間滅菌蒸留水で超音波洗浄後，

121 oC で 20分間高圧蒸気滅菌， BAGはニコンにて水洗，乾

燥，乾熱滅菌されたものを使用した.

2. 細胞の採取および培養法

骨芽細胞は，ラットの大腿骨から Maniatopoulos ら 3)の

方法に準じて採取した.すなわち，生後 40"-'43日齢，体重

110"-' 120 gの Wistar系雄性ラットを頚椎脱臼により屠殺後，

無菌的に両側大腿骨を摘出し，抗生物質 (1.0 mg/ml 

penicillin G， O. 5 mg/ml gentamycin， 3. 0 μg/ml fungizone) 

を含んだ α -minimum essential medium(GIBCO 以下 α -MEM

と記す)で 3回洗浄した.細胞は大腿骨骨端を切離した後，

α -MEMに 1/ 1 0濃度の上記抗生物質， 1 5 %牛胎児血清(GIBCO)， 

50 μg/ml ascorbic asid (GIBCO)， 10 mM s -glycero-

phosphate (SIGMA)および 10-8 M dexamethasone (SIGMA)を

添加した培養液を 10m1シリンジ (Falcon)を用いて大腿骨

骨端を切離した骨断端より注入し細胞を抽出した.その後，

培養用フラスコ(Falcon) を用いて 37 oC ，95 % air，5首 C0 2 

混合気相下で 6 日間培養した.その間 2 日おきに培地交換

を行った.細胞の継代は Dulbecco' s phosphate buffered 
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salineを用いて 2回洗浄後 0.02 %trypsinを用いて細胞

を剥離した.遠心分離(x 1000， 5分，室温)によって集

めた培養細胞を hemocytometerを用いて 1X105cells/ml 

の細胞浮遊液に調整後 24multi-well plate (l¥unc)の we1 1 

底部に静置した各材料上に半球状となるように 200 μ 

1 / w e 1 1ずつ分注し， 3 0分後上記培養液を 800μl加え培養

を行った.培養後 1.3.6.8.12.24時間目に各生体材料上に

おける[C a 2つl の測定を行った.なお ，培養 1， 2 4時間自の

各材料上の細胞については，蛍光像の観察もあわせて行っ

た.さらに各生体材料と細胞の接触が [Ca2+Jiに与える影響

について検討するため，① Ti上，② BAG上，③培養液中に

BAGを浸漬した Ti上(図 1) ，④カバーガラス上(コント

ローノレ)の 4条件にて細胞を 12時間培養し [Ca2+Jiの測定を

行った また，細胞外カノレシウムの [CaZ+Jiに与える影響に

ついては高濃度 (5mM，10mM CaC12) カルシウム培養液中で Ti 

上の細胞を 12時間培養し [Ca2+Jiの変 化を測定すること

により検討した .

3.細胞内カルシウムイオン濃度の測定

[Ca2+J iの測定は，培養終了後，細胞の付着した各材料上

より mediumを吸引し， 5μM  Fura-2AM(DOJIN)を添加した

10 mM Hepes， 145 mM NaCl，4 mM KC1，1 mM MgC12. 1 mM 

CaClz. 10 mM glucose， 0.1 %BSA含有 (pH7.4) 緩衝液中

で 37 Oc ，30分間インキュ ベーションした .次に上記の Hepes
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Bufferで数回洗浄後，各生体材料から細胞を剥離する こと

な く カバーガラス上にス ペー サ ーを 介し静置して [Ca2-Ji 

の 測定を行った(図 2). 測定には，細胞内カルシウムイオ

ン 濃度画像解析システム (ARGCS-50/CA;浜松ホト ニ クス社

製)を用いて，励起波長 340 nm及び 380 nm，蛍光狽IJ光波長

500 n m にて [Ca2+Ji の変化を測光し [Ca2+Ji を疑似カラ

にて表示した(図 3). [Ca2.J iは Ts i e n ら <1)の方法にしたが

っ て算出し，各群の細胞 12個を無作為に抽出して測定に供

した.平均値と標準偏 差 を求め Mann-Whitney U test を

行った Ca 2 +のキャリプレ ーショ ンは CalciumCalibration

Buffer Kit # 2 (Molecular Probes， Inc.， Eugene， OR. USA) 

を用いて行った.

皿.結果

1 .各生体材料上における骨芽細胞の形態学的観察

T iおよび BAG上にて骨芽細胞を培養した後 1時間およ

び 24時間目の蛍光像の観察を行った.培養 1時間目では，

各材料開で細胞の形態的差異はなく，細胞はともに細胞突

起様の形態をもたない球形を 呈 していた .培養 24時間目で

は各材料上の細胞は多角形を呈し細胞突起様の形態が認め

られるが，培養 1時間目と同様に両材料開で形態的差異は

認められなかった(図 4). 

2.各生体材料上における [C a 2‘] iの経時的変化
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各生体材料上で骨芽細胞を培養し 24 時間目までの

[Ca2~J iを経時的に測定した.培養 1時間後 BAG上の骨芽細

胞では 121:!:95.3 n¥1で Tiの 55:!:7.4 nMと比較して 2.2倍

の高値を示した.その後も BAGは 3時間目'""24時間目で 90 

140:!: 87. 1nMを示し [Ca2+Jiの持続的上昇が起こってい

た Tiでは 24時間を通してほとんど変動がなく 55'""65:!: 

27.3 nMの問で推移した(図 5). 

3 . 各生体材料と細胞の接触が [ Ca 2~] iに与え る影饗

BAG 上の細胞の [Ca 2~J iは Ti上，カバーガラス上および

BAGを培養液中に浸潰した Ti 上における細胞の [ Ca 2~J i と 比

較して有意に高い値を示した(pく O.0 1 ) .しかし Ti上，カ

バーガラス上および BAGを培養液中に浸演した Ti上の細胞

の [Ca2+Jiの問に有意な差は認められなかった . (図 6). 

4.細胞外カルシウムが [Ca2 ~J iに及ぼす影響

T i上に細胞を播種し，通常の培養液および CaC12濃度を 5

mM， 10 mMに調整した培養液中で培 養を行い ，培養 12時間目

に [Ca 2 + J i を測定した . 通常の培養液中において [Ca2 ~J i は

65:!: 27.3 nM， CaC12濃度 5 mMで 56:!:10.6 nM 10 mMで 58

:!: 15.7 nMであり，通常の培養液と CaC12濃度 5 mMおよび

10 mMとの聞に有意な差は認め られなかった(図 7). 

IV. 考察
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口腔インプラントの臨床において，早期に骨結合を獲得

することは ，治療を成功に導 くために重要である Tiは生

体親和性，機械的強度に優れた材料であるが，生体内に埋

入後 osseointegrationを獲得するまで 3 '" 6 ヶ月の治癒

期間が必要とされている

獲得，適応範囲の拡大を

ii ， 6) 近年，より早期の骨結合の

的として Ti表面にハイドロキシ

アパタイト(H A )をコーテイングする各種方法が検討され

ている 7， 8 ， 9 ) 梶 村ら 10 ) 有住ら 11)は Tiインプラント

を放電陽極酸 化，水熱処理する ことにより Ti O2表面に HA

の超薄層を形成させたインプラントは純 Tiインプラント

に比較して顎骨埋入後の新生骨の形成が速いことを確認し

ている. BAGにおいても Tiに比べ新生骨の形成が速まる

とされている 12) B A Gはガラス内部 より Na，Ca，Pイオンな

どを溶出する特徴を有し，強度的には Tiに劣るもののその

bioactivity の高さ，骨と早期に化 学結合するという点で

興味深い性質を有している 13 )骨芽細胞を用いた invitro 

の研究では， T iに比べて BAG上で DNA合成能， ALP-ase活性 ，

石灰化物形成能の允進が起こることが確認されており 1'I) 

T iおよび BAG両生体材料問で骨芽細胞の活性に及ぼす影響

に違いがみられることは明らかである. しかし BAG上でこ

のような細胞活性の允進が起こる機序についてはほとんど

解明されていない bi 0 a c t i v e な材料が骨芽細胞の細胞活

性の允進を起こす機序の解明は，生体材料の bi 0 a c t i v i t Y 

の本態を明らかにする手がかりとなり，より早期の骨結合
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の獲得，適応範囲の拡大を図るうえで重要な課題の ー っと

考えられる.

本研究では， b i 0 i n e r tな材料として Ti，bioactiveな材料

として BAGをとりあげ，骨芽細胞内の情報伝達系において

重要な役割を果たしている [Ca2-Ji に各生体材料が与える

影響を検討した .

今回， Tsien ら I5 )によって開発された蛍光顕微画像解析

法を応用して[C a 2‘] iを測定した .この方法では細胞に固定

という非生理的な処理を加えることなく，生きた状態の細

胞の機能についての分析が可能となる.これまでに骨格筋

細胞，神経細胞，免疫細胞，卵細胞等の機能の解析が行わ

れてきた I6 )本研究では，生体材料が骨芽細胞に及ぼす影

響を検討するため，生体材料上から細胞を剥離することな

く [Ca2+Jiを測定することが可能であった.この方法により，

生理的な状態で生体材料が細胞に及ぼす影響を分析できた

ものと考える.

細胞の運動，分泌，分裂，死において [Ca2-'-Jiが重要な役

割を演じていることが明らかにされてきた 17 )生きている

細胞は [Ca2+Jiを 10 -7 M レベルあるいはそれ以下に保っ

ている.そして何等かの刺激が与えられたとき [Ca2+Ji は

上昇する.それは細胞内の Ca 2-'-貯蔵部位からの放出，ある

いは細胞外からの流入によって引き起こされ，次いで種々

の細胞活動を賦活化する I8 ) 

骨芽細胞の [Ca2+Ji に関する最近の知見から，細胞外液
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カノレシウムに応答し [Ca2-Ji が上昇する 19 • 2 0 ) 骨芽細胞

による破骨細胞機能の抑制は [Ca2-Ji 上昇を伴う 21 ) 骨芽

細胞を低 Ca環境下におくと [Ca2-Jiの低下が起こる 22 ) 電

磁場刺激により [Ca2-Ji の上昇が生じる 23 )等の報告があり，

細胞活動における[C a 2つl の役害IJが注目されている

今回の実験結果では，休止状態における骨芽細胞の

[Ca2-J iは 61:1:8.2 nMであった.ラット頭蓋冠由来骨芽細

胞は 124:1:7.5 nM23)， Rat osteosarcoma cell lineである

ROS17/2.8と ROS25/1ではそれぞれ 363:1:42 nMと 109:1: 15 

nM と報告 24 )されている Fura-2などの蛍光 プ ローブを用

いた [Ca2-Ji 測定方法では，光路系の相違やキャリブレー

ションのやり方の違いにより，算出された値が異なってく

る . また細胞系が異なるため，今回得られた測定値と過去

に報告された測定値とを単純に比較して相違を論じること

はできないが，今回の実験において休止状態における骨芽

細胞の [Ca2+Ji はごく低い値に保たれていることを確認し

た.

各生体材料上における骨芽細胞の [Ca2+Ji は Ti では培養

期間を通してほとんど変化が認められなかった bioinert

な材料である Tiは材料表層に Ti O2からなる不動態化膜を

形成することにより生体内あるいは疑似体液中ではきわめ

て安定な状態にある 25 )従って骨芽細胞の細胞活動に与え

る影響も少なく， [Ca21-J iも常に低い状態を維持していたと

考えられる.これに対して BAG上の細胞の [Ca21-Jiは培養 1
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時間目において 121:t95.3nJfで Tiの 2.2倍であり，以降も

培養 24時間を通して 1.6'""2.3倍と高い値を 示した.

BAG の表層反応の過程で Ca，i¥a， Pイオンが溶出すること

が知られている 26 )この BAG表層にーおけるイオン溶出反応

は細胞の存在の有無に関係なく起こる BAGを培養液中に

浸漬した状態でも同様な材料表層の変化が起こっていたも

のと考えられるが，同液中に浸した Ti 上の骨芽細胞は

[ C a 2す]iの上昇がみられなかった . 従って BAGより溶出した

物質が遠隔的に骨芽細胞へ働きかけるとは思われない

S h e n ら 27 )はテトラサイクリンのラベリング法を用いた骨

芽細胞による石灰化物の形成量，形成速度を調べたところ，

BAGの生体活性能は細胞と材料との直接的な接触が必須条

件であるとしており，今回の結果も [Ca2+J i の上昇に細胞

と BAGとの直接的な接触が必要であることを示している

そこで BAG表層反応の過程で溶出する Ca， N a イオンと

[Ca2+J i との関連について検討した . 細胞外カルシワムの

上昇は，骨芽細胞の増殖能に対する促進的作用 28 )破骨細

胞形成能の抑制 29 )骨芽細胞の化学走化性の惹起 21 )を起

こすことが報告されている.細胞外 Caの影響を調べる目的

で高濃度カルシウム培養液中で Ti 上の細胞を培養し

[ C a 2キ]iの 測定を行った.培養液の Ca C 1 2濃度が 5 mM，10 mM 

において通常の CaC12濃度 (2 m M )と比べて有意な 差はな

かった BAG表層からの Caイオンの溶出はわずかであり

大部分が CaO-P205 となる 今回，培養液の Ca C 1 2濃度が通
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常の 5倍においても [Ca2-Jiに変化がみられなかったことか

ら， BAG より培養液中に溶出した Caイオンが [Ca2-Jiに影響

を与えた可能性は低いと考えられた .

材料表層からの :¥aイオンの溶出は培養液の pH を上昇さ

せる .培養液の pHの上昇は，線維芽細胞に対しては増殖を

抑制し 30 . 3 I )一 方骨芽細胞に対しては増殖を抑制しない 32 ) 

また Naイオンの溶出による弱アルカリ環境が骨芽細胞の

ALP-ase活性を促進する可能性が指摘されている 32 ) しか

しながら BAGに細胞が直に接する場合には [Ca2-'-Jiの上昇が

生じたのに対し BAG浸漬下における Ti上で培養した細胞

では培養液の pH の上昇が起こっていると考えられる 32 )に

もかかわらず [Ca2+Jiの上昇が認められなかった .

以上のことから BAG表層より培養液中に溶出した Caある

いは Na イオンが細胞の [Ca2+Jiを上昇させた可能性は低い

と思われた Oavies ら 33) は，培養:細胞を用いた組織学的

分析から生体材料上における石灰化の過程を，①骨芽細胞

による蛋白の分泌，②石灰化の始まり，③結品の成長，④

コラーゲン繊維の組み立ての 4段階にわけた . これらの過

程で最初に分泌される骨基質蛋白は，細胞が基質および生

体材料に接着し，細胞活動を営む上で重要であると考えら

れている 34) さらに骨基質蛋白は，単に細胞接着としての

機能だけでなく，細胞の接着という機能を通じて外界を認

識する，あるいは外界の情報を細胞内に伝達するという機

能をもっていることが明らかになってきた 35 ) [Ca2-J i 

13 



の上昇が BAGと骨芽細胞の直接的な接触があるときのみ起

こったことから BAG上の細胞は，直接あるいは細胞外基質

を介して何らかの BAGからの影響を受けていた可能性が

考えられる.

今回の実験からは BAGに直に接した細胞に[C a 2す]iの上昇

が起こる機構を解明するには至らなかった. しかし BAG

上の細胞は培養後 1時間で [Ca2+Jiの上昇が起こっていたこ

とから，増殖分化機能の充進が起こる以前に[C a 2ゐ]iの上昇

を伴ったなんらかの細胞活動が賦活化されたと思われる.

これら in vitroの結果を安易に in vivoにあてはめるのは

早計であるが，実際の BAGによる骨形成促進作用と考えあ

わせると，口腔インプラント埋入後の骨形成においても同

様の現象が起きている可能性は高いと思われる

V . 結論

今回 bioinertなチタン上ならびに bi 0 a c t i v eな生体活

性ガラス上で骨芽細胞を培養し，生体材料の性質の違いが

細胞の [Ca2+Jiに与える影響について比較検討した結果 ，以

下のような結論を得た .

1 .骨芽細胞の [Ca2+Jiは ，チタン上では変化が認められず、

生体活性ガラス上では培養期間を通してチタンに比

べて高値を示した .

2. [Ca2~J i の上昇には生体活性ガラスと骨芽細胞との直

接的な接触が必要であった

14 



3 .生体活性ガラスから培養液中に溶出したカルシウム

イオンが骨芽細胞の [Ca2-Ji の上昇を起こすことはな

かった
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図表の説明

図 1 Culture method of osteoblast with the presence 

of B A G 

BAG浸漬下での骨芽細胞の培養方法

図 2 Analyzing method of [Ca2-Ji of osteoblast 

[Ca2-J iの測定方法

図 3 Color imaging of [Ca2+Ji of osteoblast cultured 

on Ti and BAG 

T iおよび BAG上における骨芽細胞の [Ca2+Ji の経

時的変化

図 4 Fluoresence image of osteoblast cultured on Ti 

and BAG 

各生体材料上における骨芽細胞の蛍光像
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各生体材料上における [Ca2+Ji の経時的変化

図 6 Influence of cell contact on biomaterials to 

[Ca2'"J i 
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各 生 体材料 と 細胞の接触が [Ca2-Jj に及ぼ す影響

図 7 Influence of extracellular calcium to [Ca2.Jj 

細胞外カノレシウムが [Ca2+Jj に及ぼ す影響
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図 1 Culture method of osteoblast with the 

presence of BAG 

BAG浸漬 下での 骨芽 細胞の培 養 方法
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図 2 Analyzing method of [Ca2+Ji of osteoblast 

[Ca2+J iの測定方法
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T iおよび BAG上における骨芽細胞の [Ca2+Ji の経時

的変化
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Ti 1 h. T124h. 

BAG lh. BAG 24h. 

図 4 Fluoresence image of osteoblast cultured on 

Ti and BAG 

各生体材料上における骨芽細胞の蛍光像
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図 5 Time course of [Ca2+J of osteoblast cultured 

on Ti and BAG 

各生体材料上における [Ca2+Ji の経時的変化
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表題:生体材料の性質の違いが骨芽細胞の活性に

与える影響

- 細胞内遊離カルシウムの変化について -

紹介文

口腔インプラントが早期に骨結合することは，臨床にお

ける成功のポイントである.その意味で生体活性材料 へ の

期待は大きい.

本論文は，口腔インプラント周囲の骨形成あるいは骨結

合をコントロールする上で重要な骨芽細胞の活性を，生体

材料との関わりで追究したものである .

細胞内の情報伝達系で重要な役割を果たしている細胞内

カノレシウムイオン濃度は，チタン上では変化しないが，生

体活性ガラス上では上昇することがわかった.この現象は，

生体活性材料が骨芽細胞に接触することによって細胞内情

報伝達系に何らかの影響を与えたことを示唆するものであ

る

(石橋寛 二 記)
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