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Abstract: The preparation of strontium apatite (SrAp) thin films and the cell attachment of human osteosarcoma cell line 

Saos-2 on the films were investigated. SrAp was coated onto Ti substrates using radio frequency sputtering. The coated 

films were subjected to hydrothermal treatment. The crystallinity and the surface of the films were observed using X-ray 

diffractometer (XRD) and a scanning electron microscope (SEM), respectively. The cell attachment was carried out with 

the osteoblast-like cells. From XRD patterns, as-sputtered SrAp film was high crystallinity. In the cell attachment 

measurement, the number of cells on the SrAp film increased by hydrothermal treatment, and also the cell area on SrAp 

film after hydrothermal treatment exhibited the same level as hydroxyapatite (HA) films after the treatment and Ti. 

Furthermore, the number of vinculin on the SrAp film treated with the treatment was larger than HA films.    
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1. 緒言 

ハイドロキシアパタイト(Ca10(PO4)6(OH)2 ; HA)は，優れ

た生体適合性を有しており，人工骨などの生体材料として

利用されている 1)．しかし，HA 単体では破壊靭性が低い
2)ため，金属の表面に HA をコーティングした複合材料の形

で幅広く利用されている．HA 膜を成膜する方法の一つと

して，高周波(RF)マグネトロンスパッタリング法がある．

スパッタリング法は，基板上に均一な薄膜を成膜でき，そ

の薄膜と基板との付着強度が高いという特徴がある 2)．ス

パッタリング法によりコーティングされた HA 薄膜がプラ

ズマスプレー法による HA 膜よりも優れた骨結合強度を示

したとの報告もされている 3)．この水熱処理を行ったスパ

ッタリング HA 薄膜の技術を用いた歯科インプラントは，

現在日本で実用化されている．しかしながら，この歯科イ

ンプラントは，骨密度の低い高齢者などには使用できない

ケースがある．近年，ストロンチウムが，積極的に骨形成

に作用し，骨芽細胞の活動を促進するだけでなく，破骨細

胞の活動を減少させるとして注目されている 4)．そこで本

研究では，HA の Ca を Sr に全て置換したストロンチウム

アパタイト(Sr10(PO4)6(OH)2 ; SrAp)を作製し，これを成膜材

料(ターゲット)として，スパッタリング法を用いて Ti 基板

上に成膜し，SrAp 薄膜の評価を行った．更に，骨親和性評

価の基礎的な評価としてヒト骨芽細胞様細胞による接着細

胞数と細胞伸展，vinculin 発現について実験を行った． 

 

2. 実験方法 

2-1 試料作製 

 スパッタリング装置には SPF-210HD（(株)キャノンアネ

ルバ）を使用し，成膜を行った．基板は，Ti 板（(株)ニラ

コ）を用いた．SrAp 薄膜におけるターゲットには，溶液法

で作製し，800℃で焼成した SrAp 粉末を使用した．比較対

象として，HA 粉末（(株)太平化学産業）をターゲットに使

用した HA 薄膜も作製した．成膜条件は，ガス圧力 0.5Pa，

放電電力 100W で，膜厚は 1µm とした．さらに，膜の結晶

性の向上を図るために水熱処理を行った．条件は，温度

120℃，圧力 0.20MPa で，SrAp 薄膜では 6 時間，HA 薄膜

では，24 時間行った． 

 作製した薄膜は，X 線回折装置 RINT2000（(株)リガク）

で生成物の同定及び膜の結晶性を，走査型電子顕微鏡及び

エネルギー分散型 X 線分析装置 JSM-5600LV（(株)日本電

子）で表面性状観察を行った． 

 

2-2 細胞接着 

 細胞には，ヒト骨芽細胞様細胞株 Saos-2 を使用した．使

用するサンプルは，水熱処理前後の SrAp 薄膜（sp-SrAp，

hyd-SrAp）と HA 薄膜（sp-HA，hyd-HA）とする．細胞は， 

1.0×104cells/sample の細胞濃度で播種した．培養液には，

10%ウシ胎仔血清（FBS; (株)和光純薬工業），100µg/ml ペニ

シリン G（PCG; (株)和光純薬工業），50µg/ml ゲンタマイシ

ン（GM; Gibco），0.3µg/ml ファンギゾン（Gibco）含有

α-MEM（Gibco）を用いた．温度は 37℃とし，6，24 時間

培養を行った． 

 細胞培養後，CS バッファーで洗浄し，4%ホルマリンで

固定した．その後，TRITC-phalloidin (希釈率 1:40，Molecular 

Probes)を用いて，温度 37℃で 30 分間染色を行った．細胞

接着数は，蛍光顕微鏡（BX50; (株)オリンパスオプティカ

ル）で観察し決定した． 

細胞伸展範囲と Vinculin 発現レベルは，マウス抗ビンキ

ュリンモノクローナル抗体，抗マウス二次抗体により染色

後，TRITC-phalloidin を用いて温度 37℃で 30 分間染色を行

い，蛍光顕微鏡観察により決定した． 

 

3. 実験結果及び考察 

Figure.1 に SrAp ターゲットと水熱処理前後の SrAp 薄膜

の XRD パターンを示す．全てのサンプルにおいて，SrAp

の代表的なピーク（24.4°, 26.5°, 30.4°, 31.7°）と基板による

Ti の代表的なピーク（35.1°, 38.4°, 40.1°, 53.0°）が確認され

た．水熱処理前の SrAp 薄膜では，SrAp ターゲットとほぼ
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一致するパターンであることから，SrAp 薄膜の作製が確認

できる．さらにピークの半値幅が小さく，結晶性が高いと

考えられる(b)．一方水熱処理後の SrAp 薄膜では，水熱処

理前と比べて大きな変化は確認できなかった(c)． 

 Figure.2 に各サンプルにおける接着細胞数を示す．接着

細胞数は，培養時間の増加とともに増加傾向を示した．HA

薄膜では，水熱処理前後の接着細胞数に有意差はなく，コ

ントロールの Ti と同程度の高い値を示した．一方 SrAp 薄

膜では，水熱処理前の状態(sp-SrAp)では非常に低い細胞接

着数を示した．しかしながら，水熱処理後の SrAp 薄膜

(hyd-SrAp)では，薄膜表面の細胞の足場となるたんぱく質

が増加し，接着細胞数が増加したと考えられる． 

 Figure.3 に細胞の伸展度合いを示す接着細胞 1 個あたり

の細胞面積を示す．培養時間 6 時間における水熱処理前の

SrAp 薄膜(sp-SrAp)のデータは得られなかった．培養時間

24 時間において，水熱処理後の HA 薄膜(hyd-HA)と SrAp

薄膜(hyd-SrAp)はともに Ti と同程度の高い値を示し，水熱

処理後の SrAp 薄膜への細胞接着は良好であると考えられ

る． 

 Figure.4 に培養時間 24 時間における接着細胞 1 個あたり

の Vinculin 数を示す．水熱処理前の SrAp 薄膜（hyd-SrAp）

については，接着細胞数が少なく染色も不鮮明であったた

めデータは得られなかった．Vinculin はインテグリン裏打

ちタンパク質で，細胞が基質と接着する部分に集積・発現

する接着分子の一つである 5)．Vinculin 数において，水熱

処理後の SrAp 薄膜では HA 薄膜よりも高い値を示した．

このことから，従来の HA 薄膜よりも高い細胞接着性が示

唆され，細胞初期接着に関して良好な接着性をしていると

考えられる． 
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Fig.1 XRD patterns of : (a) SrAp target, (b) as-sputtered SrAp 

film, (c) sputtered SrAp film after the hydrothermal treatment. 

Key: ◆=SrAp, ○=titanium 
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Fig.2 Number of osteoblast-like cells attached on films after 6, 

24h of culture in a certain area. (N=10) 
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Fig.3 Area of osteoblast-like cells on samples after 6, 24h of 

culture. (data about sp-SrAp of 6h not available) 
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Fig.4 Number of vinculin per cell cultured on films after 24h of 

culture. (data about sp-SrAp not available) 

 

4. 結言 

本研究では，スパッタリング法を用いて SrAp 薄膜を作

製し，従来の HA 薄膜と比較して SrAp 薄膜の結晶性及び

細胞接着性の評価を行った．SrAp 薄膜は水熱処理前の状態

でも高い結晶性を示した．接着細胞数と細胞面積に関して，

水熱処理後の SrAp薄膜は，HA薄膜と同程度の値を示した．

水熱処理後の SrAp 薄膜の Vinculin 数は，有意に高い値を

示した．  
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