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研究成果の概要（和文）：幹細胞を培養する上で継代を繰り返すと多能性が減弱することは大きな問題となって
いる。 本研究計画では幹細胞の多能性維持と大量培養に着目して研究を行った。 上皮系の細胞を用い、新規培
養法と既存の培養法で細胞増殖率、多能性の維持について比較を行った。 これまでに、細胞の単離、および培
養条件を確立することに成功した。 チタン表面を水熱処理することで細胞培養において影響が起こることが知
られており、その効果が細胞に与える影響について確認を行った。 その結果、特定の水熱処理を行ったチタン
上で特定の培養条件を用いた際に、細胞接着効果に有利な影響を及ぼすことが明らかになった

研究成果の概要（英文）：When we culture stem cells, loss of the stemness is one of the huge issues. 
And also, it is not easy to obtain a large number of the cells. In our study, we tried to see the 
effect of the culture condition. We have established the cell culture conditions. It is known that 
hydro-thermal treatment of the titanium can change the surface characteristics of the titanium. We 
focused on this treatment. We have reported that hydro-thermal treatment of the titanium may have 
possitive effect on cell adhesion to the surface. 

研究分野：歯科補綴学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞培養を行う上で、良質な細胞を多量に得ることは必ずしも容易なことではない。培養条件によっては継代を
繰り返す中で細胞の形質が変化してしまうこともまれではない。そこで、本研究計画では細胞培養条件に着目し
た。細胞培養条件として、今回用いたのはチタン表面に対する水熱処理である。水熱処理とは高温高圧（とはい
え200℃程度で起こる反応であり、金属の融解温度と比べると大幅に低温である）の水の存在下で起こる現象
で、金属表面の性質が変化することが知られている。今回我々はチタン合金に水熱処理を行い、その上で細胞培
養を行った。その結果、細胞の接着に有利な条件があることを明らかにした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
幹細胞を培養する上で、継代を繰り返すと多能性が減弱することは大きな問題となっている。
また、良質の細胞を多量に得ることは必ずしも容易なことではない。培養条件によっては継代を
繰り返す中で細胞の形質が変化してしまうこともまれではないためである。良質な細胞を大量
に培養することが可能となればメリットは大きいと考えられる。 
幹細胞には上皮性の幹細胞、間葉系の幹細胞が挙げられる。一般に広く研究が行われ報告が多
いのは間葉系の幹細胞である。骨髄や脂肪組織、歯肉や結合組織など体内の多くの部位から容易
に採取でき、増殖能も高いためである。一方で上皮系の幹細胞に関しては間葉系に比較して報告
が少ない。採取部位が限られることや、培養条件が特殊であり樹立が容易でないこともその一因
であると考えられる。 
幹細胞を再生医療に用いると考えた際に、組織の再生というのは大きな目標の一つである。生
体外で幹細胞を用いて人工的に臓器を再生しようとする際に、生体内の発生段階に起こってい
る現象を参考にするのは有効であろう。その観点から考えると、発生段階では上皮系の細胞が間
葉系の細胞に陥入し、臓器の成熟が進むということが知られており、上皮系の細胞に関しても十
分な解析がなされるべきであると考えられる。 
チタン表面を水熱処理することで細胞培養において影響が起こることが知られており、我々
はこれまでにもその効果を報告してきた。水熱処理とは高温高圧の水の存在下で起こる反応で
あり、金属表面の特性を変化させることが知られている。また、水熱処理の特徴として 200℃程
度の比較的低い温度で処理ができることや、コンパクトなサイズの処理容器に水と金属を入れ
て反応させることができるため、有効性が確認されれば比較的容易に応用が可能である点が挙
げられる。今回はこれまでに研究を行ってきた純チタンのみではなく、チタン合金も解析に加え
て行うこととした。 
 
２．研究の目的 
今回我々は上皮系の幹細胞の樹立、および培養条件の確立を行うこととした。 
また、チタン合金に水熱処理を行い、水熱処理が金属に及ぼす影響の解析を行うこととした。
その上で処理した金属表面上で細胞培養を行うことで水熱処理が細胞に与える影響について解
析を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 歯小嚢より細胞を採取し、選択培地法を用いて上皮系の幹細胞を樹立することとした。 
 純チタン、およびチタン合金に対して複数の条件で水熱処理を行い、水熱処理条件の確立と、
水熱処理が金属表面に与える影響についてタンパク吸着能測定、ラマン分光分析、XPS,SEM、濡
れ性を用いて解析を行った。 
 また、処理したチタン合金上で上皮細胞を培養し、増殖や接着に与える影響の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 歯小嚢より細胞を採取し、選択培地法にて培養した細胞を樹立することに成功した。樹立した
細胞は上皮系のマーカー（E-Cadherin, CK14）と幹細胞マーカー（Oct4,Lgr5,CD44,CD29）を発
現していることがわかった。 

 純チタン、およびチタ
ン合金に水熱処理を行っ
て、水熱処理が金属に与
える影響について解析し
た。SEM 像では著明な変化
を認めなかった(a)。 
ラマン分光分析ではア
ナターゼ型チタンのピー
クを示した（b）。 
XPS によるチタン表面
の解析では、未処理のも
のと比べて窒素のピーク
が消失していた(C)。この
ことはタンパク由来のコ
ンタミネーションが除去
されていることを示唆し
ている。 
 水の接触角測定による
濡れ性の試験では水熱処
理によって濡れ性が大幅
に向上したことが明らか
となった。 
 



 次にラミニンを用いてタン
パク吸着量の変化を確認した。 
水熱処理を行うことでタンパ
ク吸着能が大幅に向上したこ
とが確認された（左図参照）。 
 
 
 
 
 

 
 次にアドヒージョンアッ
セイを用いて細胞接着強度
の測定を行った。その結果、
水熱処理群では未処理群と
比較してより強固に細胞が
接着していることがわかっ
た（左図 a参照）。 
 
 蛍光免疫染色を行ったと
ころ、水熱処理群では接着関
連分子（InB4）の発現がより
明瞭であった（左図b参照）。 
 
 
 
 
 
 

 
 これらの結果より本研究では 
１）上皮系幹細胞の樹立に成功した 
２）チタン合金の水熱処理によって、濡れ性が高く、タンパクのコンタミネーションが除去され、
アナターゼ型であるチタン合金が得られた。また、この処理を行ったチタン合金はよりタンパク
吸着能が高いことがわかった。 
３）水熱処理をしたチタン合金上で上皮細胞を培養したところ、細胞接着関連タンパクの発現が
向上し、未処理のチタン合金と比較してより細胞接着力が高いことが分かった。 
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