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研究成果の概要（和文）：チタン表面に亜鉛錯体を修飾させることによって亜鉛修飾型チタン系

インプラント（Zn-Ti）を作製し、骨芽細胞の分化・増殖を促進する効果について検討した。作

製した Zn-Ti は亜鉛イオンを徐放させることができ、この亜鉛イオンは、材料周囲の細胞を骨

芽細胞へ分化・増殖させ、さらに石灰化を促進させることが判った。動物実験では、すべての

試料において、経時的に剪断強度が大きくなり、実験期間を通して、Zn-Ti の剪断強度は Ti よ

り有意に高い値であった。 

研究成果の概要（英文）：Titanium implants chemically-modified with a solution containing 

[Zn(OH)4]
2-

 complex (Zn-Ti) were fabricated and assessed the effect of promoting osteoblast

proliferation and differentiation.  Zn-Ti released Zn
2+

 ions and these ions promoted osteoblast 

proliferation, differentiation and calcium deposition around the Zn-Ti.  Zn-Ti demonstrated 

significantly stronger bone fixation than non-modified implants at all healing times. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、臨床応用されている骨内埋入を目的
とした金属生体材料（インプラント）の多く
は、チタンあるいはチタン合金製で、生体内
で安定しているため、それらを用いた治療は
予知性の高い治療法として広く認識されて
いる。これらのチタン系材料の表面には、微
量のナトリウムと骨形成の足場となる水酸
基が存在し、この水酸基を介して骨芽細胞が

形成した骨性蛋白と接着するが、接着には生
体内の自発的細胞分化が律速となる。そこで、
骨との接着性を短時間で高めるために、骨芽
細胞の分化・増殖を反応触媒のように促進す
る因子が必要であると考える。われわれは、
その促進因子として微量な亜鉛イオンに注
目している。 

従来のインプラントの表面設計は、金属系
では、(1)表面粗さの増加（アンカーリング効
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果）、(2)骨形成の足場としての機能を期待し
たヒドロキシ基やカルボキシル基などの官
能基の導入（化学結合の導入）を期待して表
面処理が行われている。水酸化ナトリウムを
用いたアルカリ加熱処理は、チタン酸ナトリ
ウム層の形成、イオン交換、表面電荷の制御
などを考慮した表面処理で、良好な骨形成と
接着性が確認されている。しかし，これらイ
ンプラントは骨接着性について考慮されて
いるが、(3)細胞との相互作用には配慮がされ
ていない。 

そこで申請者らは、骨芽細胞への分化とミ
ネラリゼーションの促進をさせるシグナル
として、徐放型の亜鉛イオンに注目し、亜鉛
修飾型チタン系インプラント（亜鉛修飾チタ
ン）を研究している。亜鉛は、ヒト体内に約
2g 存在し、その 2～3 割が骨に含まれ、骨芽
細胞の分化・増殖の促進と破骨細胞の分化と
機能を抑制の関わっていると考えられてい
る。 

２．研究の目的 

本研究課題の目的は、  

(1) 亜鉛修飾型チタン系インプラントを作製
し、表面性状をさまざまな分析機器で表面
性状を評価する。 

(2) 生体外評価を、亜鉛イオンの除放試験、擬
似体液中のアパタイト形成能、骨芽細胞の
分化・増殖試験で評価する。この結果を、
(1)にフィードバックさせ、徐放する亜鉛
濃度などの表面性状を再検討する。 

(3) 亜鉛修飾型チタン系インプラントと骨と
の反応を動物実験にて検討する。 

３．研究の方法 

原材料は純チタンで（Ti）、表面処理には、
水酸化ナトリウム水溶液に硝酸亜鉛水溶液
を加え、さらに水酸化ナトリウム水溶液を加
えて得られたテトラヒドロキシ亜鉛酸錯体
を含む水溶液を用いた。亜鉛修飾型チタン系
インプラント（Zn-Ti）は、目的に応じた形状
のチタンをこの錯体水溶液に浸漬し、60℃で
24 時間保持し、作製した。コントロールには、
未処理の Ti を用いた。 

(1) 試料の表面性状を電子顕微鏡写真（SEM）、
エネルギー分散型Ｘ線分析（EDX）、薄膜
Ｘ線回折（TF-XRD）、Ｘ線光電子分光分
析（XPS）等で評価した。 

(2) 生体外（in vitro）評価を、亜鉛イオンの除
放試験、擬似体液中のアパタイト形成能、
骨芽細胞の分化・増殖試験で評価した。材
料は、Zn-Ti の板状の試料で、細胞は株化
したヒト骨髄由来骨芽細胞（hBMCs）を
用いた。試料上で hBMCs を培養し、細胞
増殖試験は MTT 法で、骨芽細胞への分化

能は ELISA法で，アルカリフォスファタ
ーゼ（ALP），I 型コラーゲン（type I col）、
オステオポンチン（OPN）のタンパク量を
検討した。また、石灰化に関しては、アリ
ザリンレッド染色を行った。 

(3) 亜鉛修飾型チタン系インプラントと骨と
の反応を動物実験（in vivo）で検討した。
Zn-Ti の棒状の試料をウサギ大腿骨に埋
入し、埋入後 4、12、24週に摘出し、試
料と骨との間の接着（剪断）強度を測定
した（図 1）。 

図 1 

４．研究成果 

(1)表面性状の評価 

SEM では、Zn-Ti の表面は、非常に細かい
凹凸が形成しており、EDX の元素分析では、
亜鉛が検出された（図 2A, B）。TF-XRDでは、
非常にブロードな酸化チタンに相当する回
折ピークが検出され、表面にはアモルファス
に近い酸化チタンが形成された。XPSからは、
TiO2-Xの傾斜組成をもち、その表面に約 20nm

の厚さの化学修飾亜鉛層が認められた。 

図 2 

(2)in vitro 評価 

亜鉛イオンの除放試験では、浸漬後 4時間
以降から徐放し始めることが判った（図 3）。



濃度は、細胞毒性をはるかに下回る値であっ
たが、細胞環境に最適な濃度の検討は、今後
追加実験を行う予定である。 

細胞増殖試験は、実験期間（10日間）を通
して Zn-Ti と Tiに差はなかった。 

ALP 活性は、培養 4 日目と 7 日目で Zn-Ti

が Tiより有意に高く、type I col 産生は培養 4

日目で Zn-Ti が Ti より有意に高く、OPN産生
は培養 14日目と 21日目で Zn-Tiが Tiより有
意に高く（図 4）、石灰化は培養 4週目で Zn-Ti

が Tiより有意に高い値を示した。 
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(3)in vivo評価 

Ti 表面の錯体水溶液処理および未処理を
問わず、インプラントを埋入した期間が長く
なると剪断強度が大きくなった（図 5）。すべ
ての期間を通して、錯体水溶液処理インプラ
ントの剪断強度は、未処理インプラントより
高い値であった。さらに、表面が比較的滑ら
かなインプラントの剪断強度がアンカーリ
ング効果を期待して行ったアブレーション
処理インプラントとほぼ同じになっていた。
つまり、錯体水溶液で処理することによって、
アンカーリング効果以上の接着性が実現で
きた。また、剪断強度試験後のインプラント

表面には、骨の接着が観察された。これは、
骨自身の結合強度より、インプラントと骨と
の間の結合力の方が高いことを示している。 

図 5 

 

 今回作製した Zn-Ti は、チタン表面に亜鉛
錯体を修飾することで、生体内に埋入した後
に亜鉛イオンを徐放させることができた。そ
してこの亜鉛イオンは、材料周囲の細胞を骨
芽細胞へ分化・増殖させ、さらに石灰化を促
進させることが判った。徐放された亜鉛イオ
ン濃度は細胞毒性をはるかに下回る値であ
ったが、新生骨形成のために最適な徐放濃度
に関しては、今後追加実験を行い、臨床応用
に展開させる予定である。また、亜鉛の破骨
細胞に及ぼす影響は検討していないので、骨
吸収抑制作用がどの程度あるのかも解明す
る必要がある。 
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