
The Society of Materials Science, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　of 　Materials 　Soienoe 厂　Japan

608 金属 の 耐食 性 に 及ぼす接着性 細胞 の 影響 に つ い て

埼玉 大学 ［院］

埼 玉 大学

○ 橋本季子

　　森 田真 史

　　　　　　　　　　　1 ．緒 言

　金 属 イ ン プ ラ ン トを 使用 す る に あた っ て は、体内に お

け る 金 属 の 毒 性 に つ い て 配 慮す る必 要 が あ る，，そ の 毒 性

は 金属 の 状 態、す な わ ち、気 体 また は微 粒 状 粉体、イ オ

ン ま
コ
：は 金 属化合ttj、よた は 固11⊆上 属 （塊） の い ず れ の

状態 で あ るか に よっ て 毒性 は 著 し く異なる。こ れ らの 状

態変化 は 長年イ ン プ ラ ン ト され て 摩擦 ・摩耗や腐食作用

を受ける こ とに よ っ て 生 じ、毒性や ア レ ル ギー
反応を引

き起 こ す。金属 イ ン プ ラ ン ト材料の 生体適合性 を評価す

る に あた っ て は、こ の よ うな 長 期 埋 植 を想 定 した 材 料・の

質的変化 お よび 腐食産生物 の 毒性 も考慮する必 要 があ る。

　生 体 内 に 置か れ た 金 属 は 周 囲の 組 織 と直に接 触 す る た

め、生 物 学 的影響 を受 け る 恐 れ が あ る。従 来 の イ ン プ ラ

ン ト金 属 の 耐食性試験 は 、擬似体液 と し て Ringer 液や

Hanks液中で の 浸漬試験や電気化学試験が一
般的 で あ り、

生物 の 関 与 に っ い て は検討 され て い ない 。細胞毒性試験

も行 わ れ て い る が、金 属 が 細 胞 に 与 え る影 響 に 視 点 を置

く に止 ま り、腐 食 メカ ニ ズ ム に 細 胞 が 如 何 に 関 与 す る か

を検討す る もの で は な か っ た 。

　 我 々 は 、本研 究 に お い て 、接 着 性 細 胞 が 金 属 の 腐 食 を

如 何 に促 進 す るか を明 らか に し、金 属 イ ン プ ラ ン ト材 料

の 生 体 内 腐 食 メ カ ニ ズ ム にっ い て 検 詠 した u

　　　　　　2 ．供 試 材 料・お よ び 実 験 方 法

　2．1　試 料の 作成

　純 Ni 板 （10nun× 10mm × lmm）表 面 を ＃ 600〜＃2000

の 耐水性研磨紙で 鏡面 上 に 用手研磨仕 上 げ し た もの を供

弐 材 と した ． ア セ トン お よ び DDW で 超音波洗浄後に 20

分 間 蒸 気 圧 滅 菌 して 細 胞 培 養 実験 に 供 した。

　2，2．　糸田月包

　接着 細 胞 と し て マ ウ ス し929線 維 芽 細胞 を、浮 遊細 胞 と

して U937 ヒ ト胸腺 由 来 マ ク ロ フ ァ
ージ （未 分 化の もの ）

を用 い た。播 種 した 細 胞 数 は、L929 が 5 × 10s、4 × 10s、
2 × 105、1．3 × 10s、1．0 × les、5．0 × IO’i、1，0× le

’：
　cells 〆

well 、　U937 カミ、　5 × 105、　1．OXIOs 、　5，0XIOn 、　工，G × 10
」I

cells ／well で あ っ た。

　2．3　　培養条件

　lO％ ウシ 胎児血 清 （FBS）、ペ ニ シ リン ／ス トレ プ トマ

イ シ ン を含む RPMII640培地 1ml を 12穴 プ レ ート（φ20，
フ ァ ル コ ン 製〉に 分 注 し て 37℃、5 ％CO

、
ガ ス イ ン キ ュ

ベ ー
タ 内 で 培 養 した。

　2．4 実．験方法

　L929細 胞 を 金 属 表 面 に播 種 し、12時間 通 常の 条件で 培

養 し、細胞 を金届 弐 験板上に 着床させ た。その 後、A 群

は 新 し い 培 地 に 交換 し通常 の 培養 条件で 3 日間 培 養 した。

B 群は 12時間後 に 10％ホ ル マ リン で 細 胞を固定 して 生 物

活 性 を強 制 的 に 停 止 させ た。そ の 後、A 群 と同様 に 培地

を交換 し、3 日間培養 した。c 群 は u937浮遊細 胞 をNi試

験片 の 入 っ た 通 常 の 培地 で 3 日 間 培養 した。D 群 は細胞

を含 ま ない 培 地中で 3 日間試験片を浸漬 した。A 〜D 群

の 各 培地 を試 験 終 了 後 に回 収 し、溶 出 した Niイ オ ン 濃度

をICP発 光 分 析 装 置 （SPS770 　Plasma　Spectr。meter ，　 SEIKO

Ins．　 Japn＞を用 い て 測定 し た。

　2，5　SEM観 察

　実験 に 供 した 金 属試 験 片 をDDW で 洗浄 し、付着 して い

る細 胞 を全 て 除去 し て SEM 観察 し た。

　　　　　　　　　　　3 ．結果

　 L929の 細 胞 数は 試 験 終 了 時 に は 4．5× 10s（5Xlor ，）、3．9
XlO ℃ ，OX ユ0り、2．2XlO 〜

（5．O × IO，）、5，7 × IO’i （1．O
× 10’i）cells ／we11 ｝こ，U9371 ま5xlOs （5 × 1Q5）、2．5 × IOs

（1．〔＞x105 ）、L3 × 10s（5．0 × 10’1）、8，3 × 10’：（1，0 × 10て

）

cells ／well に 変化 した。た だ し，カ ッ コ 内は 播種密度 で

あ る。U937細胞は 順調 に 増殖 し た が、　L929細胞は 増殖 は

緩 慢 か 、逆に 細 胞数 が減 少 し た も の もあ っ た 。
Figl に接着性細胞 （L929）と 浮 遊性 細胞 （u937）の 細胞密

度 の 違 い に よ る Ni 溶出量 を示 す、浮遊細 胞 の Ni 溶出量

は 密 度依 存性 が 見 られ る もの の 、細 胞 密 度 が 5 × 10i’cells

！well で も Ni溶 出 量は 20ppm 以 下 で あ っ た。一
方、接着

性 細 胞 で は播種 細 胞 数 5 × 105cells〆well で 200ppm の Ni

が溶出 し、肉眼 で も金属表面 の 光沢が 消失腐食痕が 確認

され た。し か し細胞密度 が 1，7x105cells 　t　wel1 以 下 で は

Niの 溶出は 5ppm 以下 で あ り、金属腐食 に お け る接着
．1生

細 胞 の 関与は 顕著で は なか っ た 。 浮 遊細 胞 C 群 ま た は ネ

ガ テ ィ ブ コ ン トロ
ール で あ る D 群 の 金属溶出傾向 と有意

の 差 は 認 め らなか っ た 。
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Fig．1Ni 　ion　 releasc 　changes 　 assostated 　 with 　 two

defferent　types　ofcells

　Fig．2 は実験終 r後に金属表面 を SEM 観察 した 結果 で

あ る。A ）は 5 × 105cells／weU で 播種 し、3．5 日間細 胞

培 養 し た 後 の 金 属 表 面 で あ る。実 験 開始 直 後 か ら、ほ ぼ

全面 が 細 胞 で 覆わ れ た 。個 々 の 接着細胞 は お お む ね 直径

が 10即 の 紡 錘 形 で あ り、腐食孔 は そ れ に 対 応 し、全面

1鮫飢：議讐
　 A）L929 　 cellsswereadhered 　on 　the 　　 B）Motal　p］ate　was 　lmmersedin 　the

　 inetal 　surface 　for　35days ．　　　　　　　　 culture 　medium 　for　3．5days ．

Fig．2　 SEM 　images　of 　corroded 　surface 　of　pure　Ni

plates　by　living　adhesion 　cells

一 167一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society of Materials Science, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　of 　Materlals 　Solenoe 厂　Japan

に 孔 状腐食痕 が 存在 した 。B ）は試験前 の 表 面 の 状 態 で あ

る。表面 粗さ Raは 0、1μm 程 度で 鏡 面状 を保 っ た。
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Qup 　A 　　　Group 　B　　 Group 　D

の りlng 　ce〃∫丿　 （z）ied　ceiis） （J4／ithout　cells ）

　 Fig・3　Ni　ion　re］ease 　changes 　by　the　adhesion 　ce］lswlth　or

　 without 　ofthe 　b且otigical 　actvity

　 　し929adhesion　ce ］1s，5x10 ’
ee］［s！well，　 were 　cu ］tured 　m

　 　GroupsAand 　B　No 　 cells 　were 　includcd 　i【l　Group　D，

　Fユg3．は 生きた L929接着 1生細胞 （A 群 ；細 胞 密度 5 ×

1舮 cells ！well ）と 金 属 に 接着 した 時点 で 細 胞 を ホ ル マ リ

ン 固 定 し て 生物 学 的 活 性 を失 わせ た L929接 着 性 細 胞 （B

群 ；細胞密度 5x10fi 　cells！wel1 ＞、お よび 細 胞 を含 ま な

い 培地 中に 浸漬 し た D 群 にお け る金 属イ オ ン 溶出量を示

す。B 群 は 細 胞 密 度 の 多少 にか か わ らず、　Ni の 溶出量 は

3ppm 以 下 で あ っ た。ま た、　 D 群の 溶出量 と有意の 違 い
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 G

は なか っ た。一方、A 群の 高細胞密度 （5 × 10
’
celEsfwelD

で は 200ppm 近く溶 出 し、B 群、D 群 と有意に異な っ た 。

　　　　　　　　　　 4 ．考察

　41 竒刪月包密度 と腐食

　Flg1の 接 着細 胞 と浮遊 細 胞 に よ る金 属 イ オ ン 溶 出 量 お

よ び Fig．2の SEM 像 の 比 較か ら、接着性 細胞 で Ni溶出が

著 し い こ とが 明 ら か に な っ た。金 属の 表面 に 細胞 が接着

す る こ と に よ っ て 腐 食 が促 進 され る こ とが 確認 され た。
ま た細胞 密度 か 高 け れ ば そ れ だ け細 胞 と金 属 との 接触頻

度 が 高 くな る の で 、Ni溶 出 量 は 細胞密度に 依存す る と考

え られ る。

　42 細胞 の 生 死 と金 属 の 腐食

　 Fi9．3 よ り、生 きた 細胞 で 金属溶出が促進 され、死 細胞

及 び 細 胞 を含 ま な い 培地 で は 腐食促進作用 が 認 め られ な

か っ た。こ の こ と か ら、生きた細胞 が 産生す る何 らか の

生 理活性物質が 金属 の 腐食 に 深 く関与 して い る と考 え ら

れ る。特 に 生 きた 接着性 細 胞 で 腐食 が 著 しい こ とか ら、
接着性細胞の み が 分泌す る Fibronectine等 の 接着性 因子 、
あ るい は 多 くの 細 胞 か ら分 泌 され る生 理 活性 物 質 や 代 謝

産物が 金属 との 接 触 部 で局 所 的 に 高濃 度に な り腐 食 を促

進す る可 能性 も あ る。ホ ル マ リン 固定 され た接着性 細 胞

は こ の よ うな生 理 活 性物質や代謝物質を産 生 しない の で 、
細 胞 接 着 が あ っ て も金 属 の 腐食 は 起 こ らな か っ た と考え

られ る e

　 Clark ら t ）、　 Brown ら
！ ）

の 研究で 、腐食 は体液中の

Albumin に よ’
っ て 促 進 され て い る と指摘 して い る．こ の

実 験 で も A ［bumin を 含 む FBS （ウ シ 胎 児血 清 ）入 り培 地 を

用 い た。A ］bumm が 腐食 の 主 た る原 因 物 質な ら、細胞 な し

の 条件で も腐食が 促 進 され る は ず で あ るが 、Fig，1か ら顕

著な腐食 は 認 め られ なか っ た 。こ の こ と か ら も腐食 を促

進 す る の は Albumin よ り も生きた接着性細胞の 関与が 大

きい と推察 され る。
　4，3金 属 の 腐 食 メ カ ニ ズ ム と細 胞毒性 の 発 現

　 細 胞 毒性 が 発 現 す る過 程 に お い て 生 物 が 介在す る金 属

腐 食 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る こ とは、そ の 金属 の 生体適

合性 を評価す る 上 で 重 要 で あ る。

　我 々 の 実験結果 か ら推定 され た 金 属の 腐食 メ カ ニ ズ ム

と細胞 毒性 の 発現 を説明す る と Fig．4 の 如 くで ある。
　 生 き た接 着 性 細 胞 （A 群 ） に の み金 属 の 腐食促進作用

が確 認 され た こ とか ら、金 属溶出 促進 を 引 き 起 こ す 物 質

が分泌 され 、溶出 し た 金 属イ オ ン 濃度 が シ ャ
ーレ 中 で あ

る 閾値 レ ベ ル の 濃度に 達 し た 時 点で 細胞 は 損傷 を受け る

か、死 滅 す る と思 わ れ る。そ の 閾値濃度 は金 属 の 種 類 と

イ オ ン 溶出量 に よっ て 異な る。イ オ ン 濃度 が そ れ 以 下 で

あれ ば毒性 は 発 現 し ない 。個々 の 細胞 が 分泌 する腐食促

進物質 の 生産量 は
一

律 で あ る と考 え る と、一連 の 金 属溶

出量 とその 細胞 密度の 関係 を説 明 しやす い。
　 4．4イ ン プ ラ ン ト金属の 細胞毒性試験の あ り方

　今回 、我々 が 得 た 金 属 の 耐 食性 に及 ぼ す接着性細胞 の

関与に 関す る知 見 は、従来広 く行 われ て きた 生 体材料 の

生体適合性評価 の あ り方を見 直す必 要 が あ る こ とを示 唆

して い る。すな わ ち、細胞 の 種 類 や 播種 密 度 な ど培養条

件 に よ っ て 同 じ試験 材 料で あ っ て も、そ の 毒 性 の 発 現 に

違 い の ある こ とが 確認 され た た め で あ る。

　　　　　　　　　　 5 ．結語

　 本研 究 か ら、浮遊 細 胞 よ りも接 着 細 胞 で 腐 食 が 促 進 さ

れ る こ とが 明 らか に な っ た。そ の 接着性 細胞 は 、細胞が

生命 活 動 を行 っ て い る （生 きて い る）時、金属の 耐食 1生
低 下 を引 き起 こ す こ し た。ま た そ れ は 細胞 密度 が 、あ る
一定 以上 で 耐食性 の 低 下 が顕著 で あ っ た。
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