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研究成果の概要（和文）：本研究では、銀および／あるいは銅をドープしたチタンを作製し、それらの擬似体液
（SBF）中でのアパタイト形成能、金属元素の溶出挙動、暗所下および可視光照射下での抗菌性、および活性酸
素種（ROS）発生の評価を行った。いずれの試料もSBF中でアパタイト形成能を示し、可視光照射によって抗菌性
が向上することが分かった。溶出特性試験において銀および／あるいは銅の溶出が認められたこと、また可視光
照射によって試料からヒドロキシルラジカルや過酸化水素といったROSが発生していることが確認されたことか
ら、可視光照射下での試料の抗菌性は、金属元素の溶出および可視光応答型光触媒効果によって発揮されたと考
えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, titanium samples doped with silver and / or copper was 
prepared, and their apatite-forming ability in simulated body fluid (SBF), metal-releasing behavior,
 antibacterial activity in dark place or under visible light irradiation, and generation of reactive
 oxygen species (ROS) were investigated. All samples showed apatite-forming ability in SBF, and 
antibacterial activity of samples were improved by visible light irradiation. Since dissolution of 
silver and / or copper and generation of ROS such as hydroxyl radicaland hydrogen peroxide by 
visible-light irradiation were observed, antibacterial activity of samples under irradiation with 
visible light can be attributed to the elution of doped metal element and visible light-responsive 
photocatalytic effect. 

研究分野：無機生体材料学

キーワード： チタン　酸化チタン　光触媒　可視光　抗菌性　生体活性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、NaOH水溶液処理後に銀や銅を含む水溶液で処理し、さらに加熱処理すれば、銀や銅を微量含む酸
化チタン（TiO2）層をチタン表面に形成させることができることが明らかとなった。また、このようにして得ら
れたチタンは、体液環境下でその表面にアパタイトを形成、すなわち骨結合性を示す可能性を示し、30分間の可
視光照射によって優れた抗菌性を示した。本研究の成果は、可視光下での抗菌性と生体内での骨結合性を併せ示
す、次世代の人工関節や歯科インプラントの実現に結びつく可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

チタン（Ti）およびその合金は、人工関節や歯科インプラントとして広く用いられている。
しかし、それらはそのままでは骨と強固には結合せず、また人工関節の場合は術後感染症が生
じ、最悪の場合は人工関節の抜去に至り、患者に大きな負担となる。歯科インプラントにおい
ても、インプラントに付着した細菌が引き起こすインプラント周囲炎が問題となっている。Ti
およびその合金に水酸化ナトリウム（NaOH）および加熱処理を施すと、それらは骨結合性を示
すようになるが、抗菌性は示さない。また、最近、銀を担持させた水酸アパタイトをコートし
た人工関節が実用化されたが、銀の持続的徐放が生体組織に及ぼす影響が懸念される。歯科イ
ンプラントの場合は、硫化銀の生成による着色の問題もある。 

一方、窒素などの微量元素をドープした酸化チタン（TiO2）は可視光応答型光触媒活性によ
る抗菌性を示す可能性がある。また、NaOH-温水-加熱処理により Ti 表面に形成された TiO2は
良好な骨結合性を示す。従って、何らかの化学処理により Ti 表面に微量元素ドープ TiO2層を
形成させることができれば、同 Tiは手術室の無影灯などの可視光に応答して抗菌性を示し、生
体内では TiO2 による骨結合性を示すと期待される。そこで申請者は、微量元素として銀、銅、
亜鉛に着目し、「これらを含む TiO2層を Ti 表面に形成させれば、目的の Ti を実現できるので
はないか？」との着想に至った。 
 

２．研究の目的 

本研究では、Ti を NaOH 水溶液で処理した後、銀、銅あるいは亜鉛を含む水溶液に浸漬し、
それを加熱処理することにより、同 Ti に微量金属元素ドープ TiO2層の形成を試み、得られた
試料の表面構造、可視光下での抗菌性、活性酸素種（ROS）発生さらに細胞適合性を調べること
により、手術室などの可視光照射下では抗菌性を示し、生体内では骨結合性を示す Ti を創製す
ることを目的とする。本報告書では、特に NaOH水溶液で処理した後、銀あるいは銅を含む水溶
液に浸漬し、それを加熱処理した試料に関する研究成果を述べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料の作製 

チタン板（10☓10☓1 mm3）を 5 mLの 5 M NaOH水溶液に 60ºC で 24時間浸漬し、続いて 7 mL
の 0.1 M の硝酸銀あるいは硝酸銅水溶液に 80ºC で 48時間浸漬した。その後、試料を洗浄、乾
燥させ、600ºC で 1時間加熱処理した。このようにして得られたサンプルをそれぞれ AL-Ag-HT
および AL-Cu-HT とする。また、参照試料として、未処理チタン（サンプル名：未処理 Ti）お
よび NaOH-加熱処理チタン（サンプル名：AL-HT）も作製した。 
 
(2) 試料の構造解析 

得られた試料をヒトの体液とほぼ等しい無機イオン濃度を有する擬似体液（SBF） 30 mL に
36.5ºCで 1週間浸漬した。得られた試料の表面構造を走査型電子顕微鏡（SEM）、薄膜 X線回折
（TF-XRD）および X線光電子分光法（XPS）により調べた。 
 
(3) 試料の可視光下での抗菌性評価 

セルストレーナーの中心部に試料（n=4）の表面を上にして乗せ、試験菌液（約 107 CFU/mL）
を 10 µL滴下し、試料表面を OHP フィルムで覆って密着させた。可視光照射時の熱や乾燥によ
る菌への影響を減らすため、ウェル内に 1.5 mL の純水を加え、6ウェルプレートの下に保冷剤
を敷いたのち、可視光（波長 460 nm、放射照度 250 W/m2）を 30 分間照射した。その後、SCDLP
培地 2 mL 中に試料をフィルムごと回収し、十分に攪拌させて菌を洗い出した。洗い出した培地
を、SCDLP 培地を用いて 10 倍および 100 倍に希釈し、それぞれ 100 µL ずつニュートリエント
寒天培地に播種した。これらの培地を 37℃で 48 時間培養し、コロニー数を集計し、生菌数を
算出した。 
 
(4) 試料の可視光下での ROS 発生の測定 

300 mMの 5，5’-ジメチル-1-プロリン-N-オキサイド（DMPO）水溶液 500 µL に試料を浸漬し、
(3)の抗菌性試験と同条件で可視光を 30 分間照射した。その後、DMPO 水溶液を 200 µL 取り出
し、電子スピン共鳴装置（ESR）を用いて ROS の一つであるヒドロキシラジカル（OH）の測定
を行った。また、OHと同じく ROS の一つである過酸化水素（H2O2）の発生量を過酸化水素比色
定量法により測定した。 
 
４．研究成果 

図 1に各試料表面の SEM写真を示す。いずれの試料においても、微細な網目構造が形成され
ていることが確認された。 

図 2に各試料の XPSスペクトルを示す。AL-HTの Na1sスペクトルにおいては、1017 eV 付近に
チタン酸ナトリウムによるピークが観察された。AL-Ag-HT の Ag3dスペクトルにおいては 367.6 
eV、373.6 eV 付近にピークが現れた。367.6 eV 付近のピークは、炭酸銀（Ag2CO3）や酸化銀（Ag2O
や AgO）等の非常に近い位置に表れるピークが重なっている可能性がある。酸化銀が高温で不
安定であること、Ti2pスペクトルが TiO2ではなく Tiと Oおよびその他の物質との結合を示唆す



るピークを有することから、銀はチタン酸銀として存在している可能性がある。AL-Cu-HTの Cu2p

スペクトルにおいては、932.2 eV、952.5 eV 付近に Cu、934.0 eV、953.5 eV 付近に CuO に帰
属されるピークが現れた。ただし、これらのピークは 1 価または 2 価の Cuとして他の物質と結
合した状態を示すピークにも近い。また、AL-Ag-HT 同様に Ti2pスペクトルが TiO2ではなく Ti
と Oおよびその他の物質との結合を示唆するピークを示したことから、銅はチタン酸銅として
存在している可能性がある。 
 

 

図１ 各試料の SEM写真 
 

 

図 2 各試料の XPS スペクトル 
 
図 3に各試料の TF-XRD パターンを示す。AL-HT にはルチル型 TiO2およびチタン酸ナトリウム

（Na2Ti9O19）のピークが確認され、AL-Ag-HT にはルチル型 TiO2、アナターゼ型 TiO2および Ag
のピークが確認された。AL-Ag-HT 表面には微粒子が存在していたが（図 1）、TF-XRD パターン
では Ag が確認されたことから、この微粒子は金属銀からなると考えられる。AL-Cu-HT にはル
チル型 TiO2、アナターゼ型 TiO2の回折ピークは観察されたが、Cuに関する回折ピークは確認で
きなかった。このことは、Cuや CuO の結晶性が低いか、その他の結晶性の高いチタン系のピー
クに埋もれた、またはその両方の理由のためであると考えられる。以上より、AL-HT の表面構
造は主に TiO2と Na2Ti9O19、AL-Ag-HTは TiO2と Ag、AL-Cu-HTは TiO2と Cuおよび CuO によって、
それぞれ形成されていると考えられる。また、AL-Ag-HT 表面にはチタン酸銀、AL-Cu-HT 表面に
はチタン酸銅といった Tiと Oとドープ金属元素の固溶が生じている可能性もある。 

 

 

図 3 各試料の TF-XRD パターン 
 
図 4に SBF浸漬後の各試料表面の SEM写真を示す。いずれの試料においても、アパタイトの

形成が確認された。ただし SEM写真から確認できる表面を占めるアパタイトの割合には差があ
り、AL-HT および AL-Ag-HTにおいては表面全体がアパタイトで覆われたが、AL-Cu-HTでは網目
構造が露出しており、アパタイトが形成されている部分が点在していた。アルカリ-加熱処理チ
タンにおけるアパタイト形成には、チタン表面からSBF中へのNaの溶出が重要であることから、
AL-Ag-HT および AL-Cu-HTにおけるアパタイト形成に関しても、Agまたは Cuの SBF 中への溶出
が重要であると考えられる。従って、AL-Cu-HT のアパタイト形成能が AL-Ag-HT のそれよりも
高かったことから、Ag の方がより SBF中へ溶出したと考えられる。 
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図 4 SBF浸漬後の各試料の SEM写真 

 



 
図 5～7に大腸菌を用いた抗菌性試験の各結果を示す。各試料には試験菌液（約 107 CFU/mL）

を 10 µL ずつ滴下したため、滴下直後の試料上の大腸菌数は約 105 CFUと見積もられた。 
可視光照射無しの場合（図 5）、未処理 Ti 上の生菌数はほとんど減少しなかったが、未処理

Ti 以外の試料（AL-HT、AL-Ag-HT、AL-Cu-HT）においては、生菌数が有意に減少した。AL-Ag-HT
および AL-Cu-HTにおいて生菌数の減少が生じたのは、微量の Agおよび Cuの菌液中への溶出に
よるものと考えられる。AL-HT においても生菌数が減少したのは、他の試料に比べて菌液を滴
下した際の親水性が高かったことや、表面に存在するナトリウムが影響した可能性がある。 

可視光照射有りの場合（図 6）、いずれの試料でも生菌数の減少が見られた。これは光照射に
よる熱や乾燥が菌にダメージを与えたことが主な原因と考えられる。また、未処理 Tiと AL-HT、
または AL-Ag-HT、または AL-Cu-HT 間で有意差が生じたことに加え、AL-HT と AL-Ag-HT、また
は AL-Cu-HT 間でも有意差が生じた。AL-Ag-HT、AL-Cu-HT における可視光照射の有無による抗
菌性の差を検討すると（図 7）、いずれも可視光を照射した場合生菌数が顕著に減少しており、
抗菌性が向上したと考えられる。 
 

  

図 5 各試料の大腸菌生菌数（可視光照射無し） 
（mean±SD、n=4、++ P<0.01 vs. 未処理 Ti） 

 
 

 

図 6 各試料の大腸菌生菌数（可視光照射有り） 
(mean±SD、n=4、++ P<0.01 vs. 未処理 Ti、** P<0.01 vs. AL-HT） 
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図 7 金属元素ドープチタンの大腸菌生菌数 
（mean±SD、n=4、** P<0.01） 

 
図 8 に各試料の ESR 測定結果を示す。AL-HT、AL-Ag-HT、AL-Cu-HT においては DMPO-OH のピ

ーク（●）が観察されたことから、可視光照射によってOH が発生したと考えられる。各試料か
ら発生したOHの濃度は、それぞれ AL-HT：1.5287、AL-Ag-HT：1.3439、AL-Cu-HT：2.4869（µM）
となった。いずれも低濃度であるが、特に AL-Cu-HT が高い濃度を示した。なお、AL-Cu-HT に
おいては、DMPO-OH とは異なるピーク（▼）も確認された（図 8）。このピークと近いピーク位
置をもつ活性酸素種は、メチルラジカル等の炭素中心ラジカルであるため、今回測定された不



明ピークも炭素に起因すると推測される。 
 

 

図 8 各試料の ESR スペクトル 
 

図 9 に可視光を照射した各試料から発生した H2O2の濃度を示す。いずれの試料からも極めて
低濃度の H2O2が検出されたが、H2O2濃度の試料間の差はほぼ無く、いずれも H2O2単体で細胞に
対して抗菌性を示すほどの濃度では無かった。OH濃度には試料間の差があるが、H2O2濃度には
試料間の差が無いことから、検出されたOH は水酸化物イオンと正孔の反応、すなわち直接的な
光触媒効果によってできたものである可能性が高い。 
 

 

図 9 可視光を照射した各試料から発生した H2O2の濃度（mean±SD、n=3） 
 

以上より、チタンを NaOH処理後、銀や銅を含む水溶液で処理し、さらに加熱処理すれば、チ
タンの表面に銀や銅を微量含む TiO2層を形成させることができること、また、そのようなチタ
ンは体液環境下でその表面にアパタイトを形成し、可視光の照射によってOHを発生して抗菌性
を示すことが明らかとなった。本研究の成果は、生体外では抗菌性を示し、生体内では骨結合
性を示すチタンの設計の基礎的指針となり得る。 
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