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研究成果の概要（和文）：人工関節置換術の術後予後不良の原因となる「インプラントと骨との固着不良」、
「術中術後の感染症」、「インプラントの破損」のリスクを大幅に低減できる、極薄の難剥離性Ag含有アパタイ
ト被膜を、チタン製インプラント表面にワンステップかつローコストで形成する新プロセスの開発に成功した。
本技術でAg含有アパタイト被膜は難剥離性であり、被膜形成によりチタン製インプラントは体内においてより迅
速に骨と結合できる可能性がある。さらに感染症の原因となる細菌感染を防ぐこともできるが、生体に対しては
無毒である。本研究成果は、新プロセスにより国民により安全な医療用インプラントを安価で提供できる可能性
を示した。

研究成果の概要（英文）：The research project developped a new surface treatment process for 
fabricating Ag-contained hydroxyapatite layer on titanium implant and demonstrated that the new 
process enables to reduce the risks for surgical operation of artificial joint replacement. The 
coating fabricated by the new process is expected to have high-adhesive strength and furthermore,  
facilitatie osteogenesis around the implant. In addition, the coated-implant showed an excellent 
antibacterial efficcacy due to Ag-release from the coating  although the release did not show 
cytotoxicity. The research project  demonstrate that the new surface modification process can 
provide a high-performance titanium medical implant with a low cost. 

研究分野： 金属材料表面工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
変形や破壊によって機能不全となった股

関節や膝関節を、チタン製インプラントから
成る人工関節デバイスで置き換えることで、
多くの患者が自立生活を取り戻せるように
なったが、人工関節を埋入した患者が、何ら
かの理由で再手術する必要に迫られるリス
クは、手術後１０年間で１５パーセント前後
であるという報告もある。この術後予後不良
の原因として「チタン材料の骨親和性不足に
由来するインプラントと骨との固着不良」、
「術中術後の傷口からの感染」、「日常生活の
繰り返し荷重によるインプラントの破損」の
３つが挙げられ、医療現場からは、高齢者が
安全安心に人工関節置換術を受けられるよ
うにするために、これらリスクを低減できる
新しい人工関節デバイスの開発が切望され
ている。 
我々は、難溶性のハイドロキシアパタイト

粉末に、少量の水を加えて攪拌することで作
製できる、粘性を持った泥状（スラリー状）
の処理剤中に、チタン基材を完全に埋没させ、
そのままスラリーごと試料を 600℃程度で熱
処理するという斬新なプロセスで、傾斜的界
面層を有する極薄ヒドロキシアパタイト
（HA）皮膜をワンステップで形成できるこ
とを見出している。さらにこのプロセスで形
成される被膜は膜厚100ナノメートル程度の
極薄被膜であること、チタン基材との間に傾
斜的界面層が存在するため密着性が高く剥
がれにくいこと、形成被膜には生体毒性がな
く骨芽細胞様細胞の石灰化を促進できるこ
と、さらに、ラット大腿骨内において、通常
チタンインプラント比較して優れた骨親和
性を示すこと、以上を明らかにしている。 

 
２．研究の目的 
 前述のプロセスは、チタン基材と接触して
いるスラリー含有成分を、熱エネルギーを利
用して基材方向に効率的に拡散させること
で、スラリー含有成分を含む高密着性被膜を
基材表面に形成させるものである。これを踏
まえると、銀（Ag）とハイドロキシアパタイ
ト（HA）を含むスラリー状試薬を用いてこ
のプロセスを適用すれば、極薄の Ag 含有 HA
被膜をチタン基材上にワンステップで形成
できる可能性がある。そこで本研究では、こ
の斬新なプロセスを利用して、斬新な処理プ
ロセスをベースとして、抗菌性、骨親和性お
よび難剥離性を併せ持つ高機能被膜を、チタ
ン基材上に、ワンステップかつローコストで
形成する技術の開発を目指した。 
具体的な目標は以下の通りである。 

（１） スラリー状処理剤を用いる表面処理
プロセスによって、チタン基材上に、難剥離
性の極薄 Ag 含有 HA 被膜を、ワンステップ
で形成できる技術を開発する。 

（２） 抗菌性発現に適切な Ag 含有量を明ら
かにし、その Ag 量を含む HA 被膜を、チタ

ン基材上に形成できる処理条件を明らかに
する。 

（３）形成した Ag 含有 HA 被膜の骨親和性
および生体安全性を、細胞培養試験にて明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
（１）試料の作製 
エメリー紙でチタン基材研磨する。ハイド

ロキシアパタイト粉末と硝酸銀水溶液を混
練して調整したスラリー状処理剤中に埋没
させ、雰囲気制御電気炉（本研究費で申請）
を用いて大気中で熱処理を施す。その際、キ
ーパラメーターである硝酸銀水溶液の濃度
を変化させ、種々条件で被膜を形成させる。 

（２）試料の評価 
種々の条件で作製した被膜の表面特性は、

以下に示す方法で解析した。 
・ 走査型電子顕微鏡（SEM）及び走査プルー

ブ顕微鏡（SPM）：表面形状の評価 
・ Ｘ線光電子分光（XPS）：化学状態分析お

よび深さ方向の情報 
・ 走査型透過電子顕微鏡（STEM）：断面構造

分析 
・ 蛍光 X線分析（XRF）：銀含有量の定量 
・ 原子吸光光度法（AAS）：銀溶出量の測定 

 
（３）細胞学的評価 
オートクレーブ滅菌後、種々の条件で作製

したチタン材料表面に、骨芽細胞様細胞株
Saos-2 を 2 × 10-4 cells·cm-2 播種し、24
時間および 72 時間培養した。生細胞数は、
トリプシンによる細胞剥離およびトリパン
ブルー染色処理した後、血球計算版を用いて
計測した。さらに、播種した細胞がコンフル
エントに達した後、細胞分化誘導をおこない、
10 日間培養を継続した。その間、骨細胞分化
の前期マーカーであるアルカリホスファタ
ーゼ活性と後期マーカーである細胞石灰化
をそれぞれ評価した。 
 
（４）抗菌性評価 
抗菌性は、大腸菌（ATCC 25922）および表

皮ブドウ球菌（ATCC 14990）株を用いて調べ
た。未処理およびスラリー処理したチタン材
料をオートクレーブ滅菌後、細菌懸濁液 23
μL をチタン材料表面に滴下し、その後、15
×15mm のカバーガラスで表面を覆った。試料
を湿度 95％の 37℃に設定したインキュベー
ターで 4時間保持し、次いで、試料表面の細
菌懸濁液を SCDLP 培地に洗い出した。この
SCDLP 培地に含まれる生菌数をコロニーカウ
ント法で計測することで、抗菌性を評価した。 



４．研究成果 
（１）スラリー処理チタン材料の表面構造    
 図１に、スラリー処理されたチタン基材の
HAADF-STEM 像および対応する元素マップを
示す。ここでは 10 mM AgNO3 を含むスラリー
を用いて処理を行った。HAADF-STEM 画像（図
1（a））の明るくコントラストのついた領域
は、図 1（d）の Ag マッピング像から同定さ
れた Ag の分布に対応する。 HAADF-STEM 像中
の明るくコントラストされた領域の大きさ
は 50〜150nm の範囲であり、領域は最表面に
集中していた。O（図 1（f））と Ti（図 1（e））
の EDX マッピングは、Ti と O からなる Ti 酸
化物層が基板の上に形成されたことを示し
ている。またリン酸カルシウム層に相当する
と思われる Ca（図 1（b））と P（図 1（c））
のマッピングによって、リン酸カルシウムを
含む約 100nm の薄層が確認される。 

 
（２）深さ方向元素プロファイルおよび化学
状態 
10 mM AgNO3を用いたスラリー処理チタン表

面の深さ方向元素プロファイルを図２に示
す。最上部の表層まで 100nm は Ag、Ca、P、O
およびTiからなり、深さの増加に伴いCa、P、
Ag が共に減少し、逆に Ti が増加した。 XPS
スペクトルから推定される Ca 2p 3/2および P 
2p 準位の結合エネルギーは、それぞれ
347.0eV および 133.3eV であり、これは HAp
の値とほぼ一致した。さらに、XPS スペクト
ルから計算した Ca対 Pの原子比（[Ca] / [P]）
は約 1.7 であり、化学量論的 HAp の比に相当
した。したがって、STEM 画像で観察されるリ
ン酸カルシウム層はHApであると同定される。 
Ag 3d5/2の結合エネルギーは367.5 eVであり、
これは金属 Ag の値に相当した。さらに、Ag 
3d5/2のスペクトル形状は、高エネルギー側に
わずかに広がっており、金属状態の特徴的な
形状を示す。 Ti 2p3/2 の結合エネルギーは、
二酸化チタン（TiO2）の値と一致する 459.1 eV
であった。STEM 画像で観察される 150～600 
nm の範囲の最上表面層の下の表面領域は、Ti
および Oのみからなる Ti酸化物に対応する。 
 
 

（３）表面の微細構造像および位相像 
 10 mMのAgNO3を用いたスラリーで処理した
表面の微細構造像および位相像を、FE-SEM お
よび SPM で観察した。 FE-SEM 像（図 3（a））
では、ほぼ全面が数十 nm の正方形状の鱗片
で覆われているように見え、さらに数個の円
形状の析出物が観察された。 EDX を用いて沈
殿物の周囲の元素組成を分析すると、Agに対
応する弱いシグナルが検出された。FE-SEM 像
に見られるような沈殿物がSPM像でも観察さ
れ（図 3（b））、その幅および高さは約 150 nm
であった。上記の TEM 結果を考慮すると、析
出物は表面に担持された Ag 粒子であること
が確認された。 

 
（４）AgNO3濃度による Ag 含有量の変化 
1 mM または 10 mM の AgNO 3を含むスラリー
を用いて形成された表面層中の Ag 含有量を
評価するために、Ag Lの X線蛍光強度を XRF
装置で測定した（図 4）。10mM の表面からの
蛍光強度は、1 mM の表面からの蛍光強度の約
5 倍であった。 X 線蛍光強度と Ag 濃度との
間に相関がないので、10 mM 表面における実
際の Ag 含有量は 1mM 表面の 5 倍にはならな
いが、XRF の結果は、スラリーの AgNO3の濃度
を調整することによって、表面層中の Ag の
含有量を容易に制御できることを明らかに
した。 
 
 
 

 
図１ スラリー処理したチタン基材の断面 STEM お

よび EDX マッピング画像：（a）HAADF 像と（b）
Ca、（c）P、（d）Ag、（e）Ti、および（f）O のマッ

ピング像 
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図 2 10mM AgNO 3を含むスラリーで処理されたチ

タン表面の元素深さプロファイル  

 

図3 10mM AgNO 3を含むスラリーを用いて処理され

たチタンの表面イメージ： （a）FE-SEM 像及び（b）
SPM 像 



 
（５）処理表面からの Ag 溶出 
  試料表面からの Ag 溶出速度の時間推移を
図５に示す。初期段階では、10 mM AgNO3スラ
リーで処理した表面からの放出速度は、1 mM 
AgNO3 における速度と比較して約 2 倍であっ
た。その後 1 mM AgNO3の表面の場合は、溶出
速度は 10 日を超えると徐々に減少し、25 日
間浸漬した後はほぼゼロとなった。 他方、
10 mM AgNO3 表面からの溶出速度は、10 日間
浸漬後にわずかに増加し、その後 25 日目に
減少し始めた。以上の結果は、スラリー処理
チタン表面からの Ag 溶出の期間およびその
速度はスラリーの AgNO3 濃度を調整すること
によって容易に制御できることが明らかに
なった。 

 
（６）処理表面の抗菌機能 
1 mMのAgNO3のスラリーで処理したチタン材
料の抗菌性を、未処理のチタン材料のものと
比較した。本研究では大腸菌および表皮ブド
ウ球菌をそれぞれグラム陰性およびグラム
陽性の菌種として選択した。図６の写真は、
試料表面上で4時間培養した後の懸濁液中の
細菌数を、寒天プレートで可視化したもので
ある。スラリー処理した表面上で培養した場
合、AgNO3の濃度にかかわらず、寒天プレート
上に大腸菌および表皮ブドウ球菌のコロニ
ーは観察されなかった。他方、未処理のチタ
ンの場合は、大腸菌および表皮ブドウ球菌の
多くのコロニーが観察され、その数は、懸濁

液に最初に含まれていた細菌数にほぼ一致
した。この結果は、AgNO3を含むスラリーを用
いて処理されたチタン表面が、グラム陰性菌
およびグラム陽性菌の両方に対して優れた
抗菌効力を有することを示していある。この
抗菌機能は、処理された表面からの Ag 溶出
に起因すると考えられる。 

 
（７）処理試料の細胞毒性 
 Ag の放出に起因する処理表面（Ag/HAp 層）
の細胞毒性を評価した。尚、細胞毒性の可能
性は、10 mM AgNO3の場合のほうが1m MのAgNO3

よりも高いと考えられるので、検証は 10 mM 
AgNO3のみについておこなった。ここでは、表
面に接着している細胞数の時間的推移を未
処理のチタン材料と、Ag を含まないスラリー
で処理したチタン材料（Agを含まない HAp 被
膜）と比較した。培養期間にかかわらず、3
つの標本の間に細胞数の差は見られなかっ
た（図７）。さらにそれらの間の細胞数に有
意差もなかった。すなわち、10 mM AgNO3を用
いて処理した表面は、細胞毒性を示さないこ
とがわかった。1 mM AgNO3で形成した表面か
らの Ag の溶出量は 10 mM のものよりも低い
ため、この試料でも細胞毒性も示さないこと
が容易に推測できる。 

 
（８）骨芽細胞様細胞の石灰化の細胞毒性 
各試料表面で骨芽細胞様細胞を６日および
１０日間培養した場合に細胞により生成さ
れる Ca 量を測定した結果を図８に示す。10 
mM AgNO3 を含むスラリーを用いて形成した
Ag/HAp 表面、Ag を含まないスラリーで処理
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図４ 1 mM 及び 10 mM の AgNO 3を含むスラリーを

用いて処理した表面の AgLα線の X 線蛍光強度 
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図５ 試料表面からの Ag溶出速度の時間推移 

 
図６ 未処理チタン材料、Ag を含まないスラリーで処

理したチタン材料および Ag 含有スラリー処理チタン
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図７ 未処理チタン材料、Ag を含まないスラリーで

処理したチタン材料および Ag 含有スラリー処理チ

タン材料の表面で培養した骨芽細胞様細胞株、

Saos-2 の細胞数の推移 



した HAp 表面および未処理表面を比較した。
6日目の表面では、HAp 表面および Ag/HAp 表
面の両方における Ca 含量は、未処理表面の
それよりも高かった。誘導から 10 日後、HAp
表面および Ag/HAp 表面と未処理の表面との
間の Ca 含量の差は、6日目と比較してさらに
広がり、ANOVA を用いた統計解析においても
有意差が明らかにあった。他方、HAp 表面と
Ag/HAp 表面との間には有意差は見出されな
かった。以上の結果により、スラリー処理に
よってチタン材料表面に形成されたHAp層は、
Ag を含む場合であったも Saos-2 細胞の石灰
化を促進することが明らかになった。 
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図８各試料表面で骨芽細胞様細胞を 6 日および 10
日間培養した場合に細胞により生成される Ca 量  
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