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研究成果の概要（和文）：本研究では、陽極酸化・水熱処理チタンインプラント（SA処理チタ
ン）表面と周囲上皮・結合組織と接するインプラント表面への陽極酸化・水熱処理法の効果
を検討することを目的として、上皮細胞と線維芽細胞の初期付着に関わる遺伝子発現につい
て分析した。その結果、SA処理チタン表面上における上皮細胞と線維芽細胞の初期付着機構
の一端が確認され、インプラント周囲上皮・結合組織の付着に有利であることが明らかとな
った。 
 

研究成果の概要（英文）：This study investigated the effect of initial adhesion molecule 

of gingival epithelial and fibroblast-like cells to anodized-hydrothermally treated 

commercially pure titanium with nanotopographic structure (SA-treated cpTi). Gingival 

epithelial and fibroblast-like cells initially attach to a transmucosal portion of 

SA-treated cpTi implant material and subsequently express the adhesion molecule and the 

extracellular matrix molecule. This cell behavior may play a key role in maintaining the 

peri-implant oral mucosal tissue barrier. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔インプラント治療に必要な条件として
は、顎骨内におけるインプラント体との硬組
織結合性（オッセオインテグレーション）だ
けでなく、歯肉部におけるインプラント頚部
周囲との軟組織結合性(ソフトティッシュイ

ンテグレーション)が重要となってくる。我々
は結合組織付着と上皮付着の獲得にはインプ
ラント頚部の表面性状・形状が関与している
と考えており、これにより生体防御機構や辺
縁骨頂レベルの維持が図られ歯槽骨頂の喪失
を予防することが可能となると考えている。
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インプラントと上皮の接着に関する報告では、
in vivoでの接着様式に関する組織学的検討
や、in vitroでの線維芽細胞培養による細胞
形態観察のみである。従って、インプラント
頚部表面における接合上皮部の上皮細胞と結
合組織部の線維芽細胞による付着が確立され
るインプラントデザイン開発と、分子細胞レ
ベルと生化学的レベルからみた詳細な細胞付
着機構における遺伝子発現やタンパク質発現
による解析を行う必要がある。そこで本研究
では、我々が臨床応用を目指して開発してい
る純チタン(cpTi)表面を陽極酸化処理し、さ
らに水熱処理を行うことで陽極酸化被膜上に
六方晶系を呈する高結晶性のハイドロキシア
パタイト(HA)を析出させる表面処理法（SA処
理法）を、本研究プロジェクトへ応用するこ
とを試みた（図１）。 

以上のような背景から本研究プロジェクト
では、口腔インプラント臨床へのSA処理法の
応用を目指したトランスレーショナルリサー
チを推進すべく、SA処理チタンインプラント
/軟組織(接合上皮と結合組織)界面の in 
vitroモデルを構築した。そして、SA処理チ
タンインプラント表面に形成された陽極酸化
被膜及び HA結晶表面上での接合上皮と結合
組織の反応を評価する目的で、in vitroにお
けるヒト由来線維芽細胞および上皮細胞の挙
動について解析した。  

図１.陽極酸化・水熱処理法 
 
２．研究の目的 

近年、口腔インプラント治療のニーズが高
まるに従い、早期のオッセオインテグレーシ
ョン獲得とその後のソフトティッシュイン
テグレーション獲得、適応範囲拡大を目指し
たインプラント表面性状・形状（図２）や治
療術式の研究，開発が望まれている。当研究
チームにて開発中である SA処理チタンイン
プラント支持による補綴装置が形態的・機能
的に維持されるためには、インプラント体と
インプラント周囲上皮・結合組織の界面を外
界から封鎖することが重要である。本研究で
は、SA処理チタンインプラントの臨床応用を
目指して、インプラント周囲上皮・結合組織
部に着目して以下の研究プロジェクトを本
研究課題期間内に行った。          

インプラント周囲上皮・結合組織と接する
インプラント体表面への陽極酸化・水熱処理
法の効果を検討することを目的として、
(1)SA処理チタンインプラント表面性状のぬ
れ性ならびに表面自由エネルギーの分析、
(2)培養線維芽細胞の初期接着形態、細胞接
着に関わる細胞内タンパクキナーゼである
focal adhesion kinase（FAK）を指標
とした細胞内シグナルに関する分子細胞レ
ベルでの分析、(3)歯肉上皮細胞の初期接着
形態と細胞増殖率、細胞接着に関わる
laminin-5とintegrin-α6β4の 遺伝子発
現について分析、検討した。 

図２.インプラント表面性状が細胞へ与え
る影響 
 
３．研究の方法              

実験試料には、純チタンディスク（cpTi:
直径 15 mm、厚さ 1.5 mm、99.8 ％）、cpTi
をβ-グリセロリン酸ナトリウム（0.01 
mol/l）と酢酸カルシウム（0.15 mol/l）か
らなる電解質溶液中にて放電陽極酸化処理
（電圧 350 V、電流 50 mA/cm²）を施した陽
極酸化処理チタン（AO処理チタン）、その後
にオートクレーブ（300 ℃、2時間）にて水
熱処理を施した陽極酸化・水熱処理チタン
（SA処理チタン）を用いた（図１）。 
（１）走査型電子顕微鏡（SEM；S-4700、日
立)、原子間力顕微鏡（ＡＦＭ；VN-800, 
Keyence）を用いたAO処理チタン、SA処理チ
タン表面上での陽極酸化被膜の形態観察を
行った。さらに自動接触角計（DM500，協和
界面科学)を用いたcpTi、AO処理チタン、SA
処理チタン表面上での接触角測定および表
面自由エネルギー測定による“ぬれ性”解析
を行った。 
①ぬれ性解析には、水（蒸留水）と細胞培養
液（ハンクス平衡塩溶液 pH:7.4）を用いた
接触角測定方法（温度：21℃、湿度：37%RH）
を用いて、解析ソフトウェア FAMAS（協和界
面科学）にて毎秒60フレームのスピード（約
17ms毎）で画像を取り込み、接触角を自動解
析した。                
②水（蒸留水）とヨウ化メチレン（ジョード
メタン）を用い（温度：23℃，湿度：32%RH）、
解析ソフトウェア FAMAS（協和界面科学）に
て液がぬれた直後の接触角の画像を取り込



み、接触角を自動解析し、表面自由エネルギ
ーを算出した。           
（２）マウス由来線維芽細胞（NIH/3T3）を
各試料上に播種して 10～72時間培養後、①
SEMによる形態観察、②共焦点レーザー顕微
鏡（CLSM）を用いたローダミン標識ファロイ
ジン染色によるアクチンの細胞骨格形態、特
異的抗体を用いた免疫染色によるFAKの観察、
③Real-time PCRによる FAK遺伝子の発
現解析を行った。          
（３）マウス由来歯肉上皮細胞(GE1)を各試
料上に播種し24 ～72時間培養後、①SEMを
用いた細胞接着形態観察、②分光光度計を用
いた細胞増殖率、③Real-time PCR法を用い
たlaminin-5(α3β3γ2)、integrin-α6β4
遺伝子発現について分析した。 
 
４．研究成果 
（１）ぬれ性、表面自由エネルギー解析 

ぬれ接触角測定では、400msにてAO処理チ
タンでは23.3±12.6度を示したが、SA処理チ
タンでは０度を示した。表面自由エネルギー
は、17msにてAO処理チタンでは62.8±1.6 
mJ/m2 を示したが、SA処理チタンでは
69.2±2.3 mJ/m2 と有意差を認めた。 
（２）マウス由来線維芽細胞（NIH/3T3） 

培養72時間後のSA処理チタン表面上にお
ける細胞は、他の試料に比較して細胞は HA
結晶とナノ構造を有する陽極酸化被膜上に
沿って密着し伸展しており、さらに培養 10
時間後に比較して細胞突起は放電痕へも伸
展していた。CLSM観察では、培養 10、72時
間後のすべての試料上では、アクチンは細胞
の伸展方向に走行していた。FAKは、培養10
時間後ではすべての試料上において発現は
認められなかった。一方、培養 72時間後で
は SA処理チタン表面上では FAKは細胞突起
に局在している像が観察されたが、cpTi、AO
処理チタン上では観察されなかった。
Real-time PCR法による FAK遺伝子の発
現解析では，培養 72時間後の SA処理
チタンにおいて他の試料に比較して有意に
高値を示した（図３）。 

図３. FAK遺伝子発現解析 
（３）マウス由来歯肉上皮細胞（GE1） 
SEM観察では、培養72時間の陽極酸化・水

熱処理チタン表面上における細胞は、他の試
料に比較して陽極酸化被膜上に密着してお

り、培養 24時間に比較してより伸展してい
た。細胞増殖率では、陽極酸化・水熱処理チ
タンにおいては培養日数の増加にともない
他の試料に比較して増殖率が有意に高値を
示した。Real-time PCR法による laminin-5
（α3、β3、γ2）と integrin-α6β4の遺
伝子発現では、培養 72時間の陽極酸化・水
熱処理チタンにおいて他の試料に比較して
有意に高値を示した（図４、５）。 

図４.laminin-5遺伝子発現解析 

図５.integrin-α6β4遺伝子発
現 
 
SA処理チタンでは、未処理の純チタンと

AO処理チタンに比較して FAK、laminin-5、
integrin-α6β4の各遺伝子発現が有意に高
まることが本 in vitro研究結果より明らか
となった。この理由としては、①AO処理チタ
ンに水熱処理を施すことで陽極酸化被膜の
構造が多孔質化を呈するナノ構造に変化し
たこと、②SA処理チタンの陽極酸化被膜上に
析出した HA結晶は，a面（Caイオンに起因
したCサイト）とc面（Pイオンに起因した
Pサイト）を有する構造であること、③これ
らの構造体表面での水酸基や極性分子力が
高まることで親水性ならびに表面自由エネ
ルギーが向上したためと考えられた。このよ
うな SA処理チタンの物理化学的な表面性状
が、細胞内シグナル伝達系に関与することで
遺伝子発現が高まったものと推察された。    

本研究より、SA処理チタン表面上における
上皮細胞と線維芽細胞の初期接着機構の一
端が確認され、SA処理チタンはインプラント
周囲上皮、インプラント周囲結合組織の接着
に有利であると考えられた。 

本研究プロジェクト期間内においては、チ
タンインプラント体表面へ陽極酸化・水熱処
理を施す技術により、上皮細胞のインプラン
ト体表面への接着性が有意に向上すること
が明らかとなった。この陽極酸化・水熱処理



チタン（SA処理チタン）は、その表面へのイ
ンプラント周囲上皮の付着性獲得を期待す
るインプラント体表面処理法として極めて
有用であり、本研究成果は、将来の口腔イン
プラント臨床への新たなインプラント材料
開発のための基盤として大いに期待され、国
内外においても注目されている。近い将来の
社会福祉への貢献、国民への良質な歯科医療
提供への貢献が期待できるものと考えてい
る。本研究プロジェクトの成果は、生体適合
型口腔インプラントの設計開発、軟組織との
付着機構やその周囲で起こる遺伝子発現、免
疫細胞の関わる免疫応答機構をも解明する
手がかりとなり、今後の補綴歯科臨床、口腔
インプラント臨床など歯科医学・歯科医療へ
のストラテジーの一助として寄与できるも
のとして、国内外の研究機関より期待されて
いる。 
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