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研究成果の概要（和文）：インプラント体の表面電荷が、血液や体液に含まれるイオンやタンパク質のインプラ
ント体表面への吸着に関与することに着目し、pHの異なるリン酸緩衝液を用いて、液中浸漬処理後のインプラン
ト材料を細胞培養系および動物モデルで評価し、
100 mM pH 7.4のリン酸緩衝液に浸漬したインプラント材料では、その表面での細胞増殖促進と血清蛋白質の吸
着量の増加がみられ、ラットインプラント埋入モデルではリン酸緩衝液浸漬＋UV照射処理群で、試験片周囲に旺
盛な骨形成と破骨細胞様細胞の出現が観察され、リン酸緩衝液への浸漬がインプラント体の表面改質に有効であ
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The surface charge of the implant materials is involved in the adsorption of
 ions and proteins contained in blood and body fluids on the surface of the materials. We paid 
attention to the above-mentioned matter, and evaluated the implant material after immersing in the 
phosphate buffer with different pH, by using the cell culture system and the animal models. The 
implant material immersed in 100 mM pH 7.4 phosphate buffer promoted the growth of cells cultured on
 these materials. The amount of serum protein adsorbed on the surface of the material also 
increased. In the rat implant immersing in the phosphate buffer implantation model, strong bone 
formation and osteoclast-like cells were observed around the test pieces in the phosphate buffer 
immersion + UV irradiation treatment group. Immersion in the phosphate buffer modified the surface 
of the implant materials. It has been suggested that this method is effective.

研究分野： 口腔生化学　細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
インプラント治療は機能面だけでなく審美面でも優れており、国民のQOL維持に大きく貢献している。　本研究
では100 mM pH 7.4のリン酸緩衝液への浸漬でインプラント材料の表面改質が可能であることが示唆された。こ
のことは、市販のインプラント材料を特別な機器を導入することなく簡便に改質可能であることを意味する。ま
た、UV照射の併用によって5分間浸漬した材料でも数時間浸漬した場合と強盗の結果が得られることも示唆され
た。材料の表面電荷は材料に接着する細胞の応答や吸着するタンパク質にも影響を与えることから、本研究の成
果はインプラント材料の表面制御に関わる生物学的手法を確立するための一助となりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
超高齢社会となったわが国において、食事を摂るための咬合機能の維持は、健康寿命の延伸の

ために必須であり、さらに国民の QOL 向上のために審美的欲求にも応じた治療法を提供するこ
とは歯科において最も重要な課題の 1 つである。歯の喪失に対しては、機能性と審美性を兼ね
備えた咬合回復治療として、インプラント治療の需要が増加している。チタンは優れた生物学的
安定性と機械的特性により歯科用インプラント材料として汎用されており、治療期間の短縮を
目指してさまざまな表面改質法の研究が世界各国でなされている。 
チタン表面には、大気中の酸素とのすみやかな反応による酸化被膜（TiO2）が形成される。

TiO2 の最表層には水酸基が存在し、酸とも塩基とも反応する両性物質であり、接着タンパク質
や骨関連タンパク質の吸着に関する研究もなされている（Kim HS et al, JDR, 2016, Wang Y et 
al, Clin Oral Invest, 2016.他）。 
我々は、チタンの両性物質という性質に着目した。また、近年では、金属製歯科材料による歯

肉の黒変や金属アレルギーの問題を解決するためにジルコニアが注目されている。ジルコニア
はチタンと同族のジルコニウムの酸化物であり、チタン表面の酸化物と似た性質を示すと推察
できることから、pH の異なる各種水溶液中に浸漬することで、インプラント材料表面に吸着さ
れるタンパク質の種類を制御できる可能性がある。そこで、本研究では pH の異なるリン酸緩衝
液（PB）を用いて、液中浸漬処理の効果を細胞培養系および動物モデルで評価した。 
 
２．研究の目的 
歯科インプラント治療は年々需要が増加しており、より早期のオッセオインテグレーション

獲得が求められている。我々はインプラント体の表面電荷が、血液や体液に含まれるイオンやタ
ンパク質のインプラント体表面への吸着に関与することに着目し、pH と濃度の異なる緩衝液等
の水溶液に浸漬することで変化する、浸漬液由来の吸着イオンや、血清タンパク質の特性を解析
し、インプラント埋入後のオッセオインテグレーション獲得を加速する条件を見出すことを目
的として、pH の異なる PB に浸漬したインプラント材料表面の電荷の変化と緩衝液由来のナト
リウムやリン、およびその後に浸漬したヒト血清由来のタンパク質吸着性変化について検討す
ることとした。 
 
３．研究の方法 
1.  pH の異なる PBに浸漬したインプラント材料表面の物性と吸着イオンの解析を行うために、
それぞれの実験系に適したサイズ、形状のチタンおよび nanoZr 板を準備した。 
2．PB 浸漬後の試料の親水化の有無を、円盤状のチタンおよび nanoZr 板を 100 mM あるいは 10 
mM の PB（pH5.7‐8.0）または超純水に室温で 24時間浸漬し、2時間乾燥させた後評価した。 
3．PB 浸漬後の試料へのタンパク質吸着の検討として、円盤状のチタン板を 100 mM PB（pH5.7‐
8.0）または超純水に室温で 24 時間浸漬し、ヒト血清に 37℃10 分間浸漬し、洗浄後、表面に吸
着したタンパク質量を定量した。 
4．PB 浸漬処理後の試料の表面解析として、円盤状のチタン板を 100 mM PB（pH5.7, 7.4）また
は超純水に室温で 24 時間浸漬し、2 時間乾燥させた後、チタン基板表面へのリン酸イオンとナ
トリウムイオンの吸着について、X線光電子分光法（XPS）にて解析した。 
5．PB 浸漬処理後の試料上でヒト骨髄由来幹細胞（hBMSC）、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）
歯肉由来の上皮系細胞(hGEC)、線維芽細胞(hGF)を培養し、細胞接着、増殖を検討した。hBMSC で
は未分化細胞では骨芽細胞への分化動態（骨芽細胞分化マーカーの mRNA 発現変化、ALP 活性や
石灰化の度合い）についても検討した。 
6．PB 浸漬処理が細胞動員におよぼす影響を評価するため、上記の細胞を用いてリン酸緩衝液浸
漬処理後の試料への遊走性についても検討した。 
7. PB 浸漬処理後のインプラント埋入動物モデル（ラット大腿骨にミニインプラントを埋入）を
作製し、埋入部のパラフィン包埋切片作製を行い組織化学的に評価した。ここでは PB への浸漬
時間の短縮と紫外線(UV, 274 nm)照射の併用を実験条件に加えた。 
8．増殖や分化の過程で、PB 浸漬処理による応答性の違いがみられた hBMSC を用い、HDAC 活性
を測定した。培養に用いた基材はチタン板およびナノジルコニア板とし、PB 浸漬＋UV 照射処理
群、UV 照射のみの群、あるいは未処理のコントロール群を設定した。さらに、ラット骨髄懸濁
液を培養して、破骨細胞分化過程における検討も行った。また、同様に培養した細胞を用いてメ
チルトランスフェラーゼの検出を試み CpG 上のメチル化反応等を解析した。 
 
４．研究成果 
PB 浸漬後チタンおよび nanoZr 板表面の親水化がみられ、100 mM PB に浸漬することで超親水

性が得られた。また、ヒト血清タンパク質の吸着では表面に電荷のみとめられた pH5.7, 7.4, 
8.0 の PB に浸漬した試料へのタンパク質の吸着量が増加しており、XPS 解析ではいずれの pHの
PB に浸漬した群でも Na1s および P2p のピークが観察されたが，pH 5.7 PB 浸漬群への Pの吸着
が顕著であった。さらに、培養系での評価では播種 48 時間後の hBMSC の増殖は pH 6.4 PB 浸漬
群を除いた群で、未処理のコントロール群よりも有意に増殖が促進され、pH 7.4 PB 浸漬群で顕
著であった。 
また、PB への浸漬時間の短縮も試みた。浸漬中の条件を静置とすると、30 分未満の浸漬では



試料表面の親水化が不十分であったことから、浸漬後の試料に UV（274 nm）照射を 5分間行う
ことを追加した。そして、比較対象として UV 照射のみの試料を加え、試料上で細胞増殖を播種
24 時間後、48時間後に検討したところ hBMSC, HUVEC では PB 浸漬＋UV 照射チタン板およびジル
コニア板上で有意に増殖が促進され、培養 7日後、14 日後の hBMSC では骨芽細胞マーカーの mRNA
発現も有意に促進された。さらに、100 mM pH 7.4 の PB 浸漬＋UV 照射後にヒト血清に浸漬した
試料では hBMSC. HUVEC, および hGF の遊走が促進された。以上の結果から 100 mM PB (pH 7.4) 
への浸漬＋UV照射（5 min）の効果を in vivo で検討することとした。なお、動物実験に先立っ
て PB 浸漬＋UV照射後の試料表面の元素分析を SEM-EDX にて行い、表面に Pの存在を確認した。
ラットインプラント埋入モデルは、ミニインプラントを PB 浸漬＋UV照射処理、UV 照射のみ、あ
るいは未処理のミニインプラントを埋入する 3群を作製し、埋入 10週後に切片を作製して HE 染
色後の組織増の観察により比較検討した。その結果、PB 処理群では未処理の群と比較して、イ
ンプラント体周囲での旺盛な骨形成が観察された。 
さらに、培養系でのエピジェネティックな因子の解析を行った。まず、hBMSC を用いて HDAC 活

性を測定した。培養に用いた基材はチタン板および NanoZr 板とし、PB 浸漬＋UV 照射処理、UV
照射のみ、あるいは未処理のコントロールとした結果、チタン、NanoZr 共に PB浸漬＋UV 照射処
理群で HDAC 活性が顕著に検出された。さらに、ラット骨髄懸濁液を培養して、破骨細胞分化過
程における検討を行ったところ、チタン、NanoZr 共に PB浸漬＋UV 照射処理群の細胞で HDAC 活
性がより顕著に検出され、培地中のカルシウム濃度も顕著に上昇した。また、同様に培養した細
胞を用いてメチルトランスフェラーゼの検出を試み CpG 上のメチル化反応等を解析したところ、
チタン、NanoZr 共に PB 浸漬＋UV 照射処理群の細胞でメチルトランスフェラーゼ活性が顕著に
検出され、そのメチルトランスフェラーゼ活性はカルシウム濃度を変化させた培地を用いて培
養を行った場合、カルシウムの濃度依存的に上昇した。 
以上より、PB に浸漬するという簡便な手法によりインプラント体の表面改質に有効であること
が示唆された。またリン酸基の付加が未分化細胞のエピジェネティックな制御に関与すること
も示唆された。 
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