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研究成果の概要（和文）：チタンディスクを作成し、表面研磨およびサンドエッチング・ブラス

ト処理を施したチタンディスクの試料を作成した。また、マラッセ上皮遺残細胞を12継代まで培

養を行い、経時的加齢モデルとして実験に用いた。マラッセ細胞は試料上にて培養し、通常培養

と比較して細胞増殖の割合、細胞形態の伸展に変化が認められ、接着関連タンパクである

Total-ErkおよびFocal adhesive kinaseの発現が減少した。 

 

研究成果の概要（英文）：The titanium substance treated with polish or sandblast-etched 

were made. The epithelial rests of malassez were cultured on the substance to evaluate 

the aging with time. The cells were decrease a proliferation and a expression of total-ERK 

and focal adhesive kinase protein. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は、接着タンパク制御による

新たなインプラント材料を解明することで
ある。歯科インプラントは欠損歯列の機能回
復治療のひとつとして用いられているが、口
腔内に露出しているために感染経路になり
易い。その理由として口腔粘膜組織とインプ
ラント体との接着界面にある内側基底板の
発達が脆弱で周囲との封鎖性は弱く、また上
皮組織から分泌される抗菌タンパクの分泌
量が低下するために、インプラント周囲炎を
引き起こすことが挙げられる。つまりインプ

ラント治療成功の可否は骨組織との良好な
オッセオインテグレーションを獲得するだ
けではなく、周囲結合組織および口腔粘膜組
織との接着性も重要な成功因子となる。その
ため歯科インプラントに粘膜上皮、結合組織
とも密に接着する形状を付与し、生物学的封
鎖の向上を高める必要があると考える。さら
にインプラント埋入した患者は経時的に加
齢する。維持するためには生体の状態に適し
た、あるいは状態変化にも対応したインプラ
ントを開発する必要がある。 
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２．研究の目的 
基質表面上での細胞の動態は、表面形状や

性状の違いが細胞の接着、移動、増殖そして
分化に影響を与えることが知られている。基
質表面に細胞が接着するとインテグリンの
集積を誘導し、Focal adhesion kinase (FAK)
が集積して分子間で自己リン酸化が起こる。
FAK 複合体は後に続く細胞内シグナリング相
互作用を行うための重要な役割となる。シグ
ナリング相互作用によって細胞内のタンパ
ク質はリン酸化、脱リン酸化が繰り返し起こ
り、細胞の機能を維持する。Extracellular 
Regulated Kinase 1/2 (Erk 1/2)は細胞内で
多くのタンパクと相互作用を持ち、細胞の増
殖および分化に関与するほか、細胞接着や移
動に関しても細胞外にシグナリングを伝達
する。これらのシグナリング相互作用は表面
形状が異なると細胞の形態学的変化だけで
はなく、タンパク発現量や発現時間にも違い
が生じ、細胞の増殖と分化に影響を与えるた
め、インプラント周囲組織に対する最適な表
面形状を検索する必要がある。 
また、細胞のタンパク発現量は表面形状の

違いだけではなく、エイジングによっても変
化する。エイジングによる口腔内の生体変化
には β-defensin-2の発現量が低下や、細胞
増殖の低下とアポトーシスの増加などが挙
げられる。若年に比較すると生体防御反応お
よび細胞動態の低下が認められ、通常のイン
プラント治療においても接着界面が脆弱で
あり、抗細菌タンパクの分泌が低下すること
から、エイジングにおいてもインプラント周
囲の生物学的封鎖を獲得するために緊密な
接着が必要であると考えられる。そのために
インプラントと周囲組織の関係は、エイジン
グに対応できる表面形状の解明が必要であ
ると考えた。 
 

３．研究の方法 
インプラント周囲組織に対する最適な形

状を調べるために、機械研摩(Smooth)、ブラ
スト処理(TPS)および溝(Groove)を付与した
3 種類の表面形状モデルをチタン表面に加
工した(写真下)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 それぞれの試料を用いて若年と加齢ラッ
トモデルから採取した骨芽細胞、歯肉線維芽
細胞および口腔内上皮細胞を培養し、接着に
関するタンパクの発現および各細胞特有の
機能発現を組織学的および分子学的に検索
する。また、チタン表面に FGF-2、EGF およ
び NGF の各成長因子を吸着させ、インプラン
ト表面上での各細胞の動態を検索すること
により、エイジング変化に対応したインプラ
ント表面形状の解明を明らかにする。 
15mmのチタンディスクを作成し、研磨、SLA

および Grooveの表面処理を行い、その上に
培養細胞を播種した。細胞は歯肉線維芽細胞
を用いて試料上に培養開始後 1、12、24 時間
および 3, 7, 10, 14 日例で標本を採取した。
検索項目は、形態学的検索に蛍光抗体法を用
いて phospho-tyrosine、total-Erk、tocal 
adhesion kineseを検索し、分子学的検索と
してｍRNA遺伝子発現を PCR 法にて骨髄細胞
は Alkaline Phosphatase、Osteopontineお
よび Osteocalcin mRNAの検索、歯肉線維芽
細胞は Type I collagenおよび VEGF 
(Vascular endothelial growth factor) mRNA
の検索、口腔粘膜上皮細胞は β-Defensin お
よび α-Defensin mRNA遺伝子発現の検索を
行った。 
 

４．研究成果 
チタン表面処理を行った上での培養は、通

常培養と比較して細胞増殖の割合、細胞形態
の伸展に変化が認められ、接着タンパクの発
現が減少した。細胞接着数は 2時間例では
Groove上での細胞数が優位さを持ち多くの s
付着が認められたが、24時間例では SLA表面
上での細胞が多くなった(写真下)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 また、タンパク発現に関して、2 時間例では
細胞の形態にあまり変化が見れれなかった
が、4 時間例から変化を認め、研磨試料上で
は細胞は核を中心に同心円状に広がり、SLA
試料上では放射線状に広がりを見せ、溝を付
与した試料上では溝にそって細胞が進展し
たのを確認した(写真下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
タンパク発現の共焦点顕微鏡による観察

では P-Erkの発現は SLAおよび Groove 上の
細胞は 2 時間例で強く発現し、FAKタンパク
発現は 2 時間例および 24時間例で強く認め
られた(写真下図)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ウェスタンブロッティングによる接着関
連タンパクの検索では、2時間例の SLA試料
上での培養細胞で FAKおよび Total-Erkのタ
ンパク発現量の増加が認められた。しかしな
がらその他の時間例では有意差が認められ
なかった(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 骨髄細胞の分子学的検索では経時的変化
を検索するために、PCR法を用いて細胞増殖
および骨形成因子である BMI-1および
cbfa1-α 発現量の変化を検索した結果、経時
的変化として mRNA 発現量の増加が認められ
た。P57遺伝子発現変化から細胞老化が認め
られた。また、ABCG2発現量は経時変化に関
わらず発現が認められた(下図写真)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、各種表面処理を行ったチ

タン試料を用いて経時的加齢を想定した実
験が可能であった。 
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