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研究成果の概要（和文）：コラーゲン分子の電着処理前の自己組織化を抑制し、チタン基材表面に均一にコーティング
するための条件として、アノード電流とカソード電流を繰り返し印可する、交流電位による処理が最も効率的にコラー
ゲン分子を固定化できることを見いだした。そこで、コラーゲン固定化を行ったチタンについて、線維芽細胞の培養試
験によって、軟組織適合性を評価した。繊維芽細胞の初期接着、進展および増殖を阻害せず、コラーゲン固定化チタン
表面に軟組織適合性があることが示された。一方、軟組織と基材との接着強度の測定は困難であり、今後も再現性・信
頼性の高い評価法を確立することが課題となることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To immobilize collagen uniformly to titanium surface without self-assembly of coll
agen, electrodeposition technique with alternative current, repetition of anodic current and cathodic curr
ent charge, was the most effective. The soft tissue compatibility of titanium immobilized collagen was eva
luated by cell culture of fibroblast. The results revealed that initial adhesion, expansion, and prolifera
tion of cells were not inhibited on the surface. On the other hand, it was difficult to evaluate the bondi
ng strength between soft tissue and substrate material. Further research to obtain reproducible and reliab
le evaluation of sft tissue compatibility protocol is necessary.
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１．研究開始当初の背景 
 
軟組織接着材料としては、手術時に軟組織

同士を接合するフィブリン系の接着剤など
が一部で実用化されているに過ぎず、金属の
ような固体材料と軟組織とを長期間に渡り
耐久性を保持して接着させる技術は、未だ開
発されたことがない。 
金属材料は優れた強度と靭性から多くの

医療用デバイスに使用され、体内埋入型デバ
イス（インプラント）の約 80%を占めており、
その必要性はますます増加している。特に Ti
および Ti 合金は、比強度、耐食性、硬組織
適合性に優れるため、歯科インプラントなど
体内埋入部材として広く使用されており、そ
の利用は今後も拡大することは確実である。 
歯科インプラントや経皮デバイスと軟組

織との接着は、細菌侵入を防ぐうえで、極め
で重要な課題である。申請者らは、機能分子
や生体分子の電着を応用することで細胞接
着性の向上に成功しており、この技術を基に
軟組織接着金属の創出という困難な分野に
挑戦したいと考えた。 

 
２．研究の目的 
 
金属のような凝縮系固体材料と軟組織と

を長期間に渡り耐久性を保持して接着させ
る技術の開発を目指す。歯科インプラントや
経皮デバイスなどと軟組織との接着は、細菌
侵入を防ぐうえで、極めで重要な課題である。
金属表面に機能分子や生体分子を金属表面
に固定化する際の結合と固定化による軟組
織接着発現のメカニズムを、分子の空間的配
置に着目し、表面科学的及び分子生物学的手
法によって明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) すでに獲得している要素技術の高度化と

先端化 
電着機能分子鎖上への細胞接着性ペプチ

ドの固定による軟組織適合性の獲得と生体
分子電着及びこれと同時のハイドロゲル固
定化による軟組織適合性の獲得。 
(2) 軟組織接着発現機構の解明と普遍的原

理・一般的理論への拡張 
電着時の電荷移動と結合機構、遊離未固定

電荷の挙動の解明、固定分子の空間的配置の
解析、細胞培養による細胞機能性評価、分子
生物学的評価、及び生体機能発現条件の探索
と発現機構の解明。これらに基づく普遍的原
理・一般的理論の獲得。 
(3) 汎用的技術の開発 
 上記の結果の機能分子・生体分子固定化技
術へのフィードバックよる汎用的な技術の
提案。 
 
① 末端をアミンで修飾した PEG は、右図

に示した原理によって、Ti 表面に電着で

きる。 
② 両末端をアミンで修飾したPEGをTi表

面に電着固定すると、左図のように U 字
型に固定化される[2-3]が、固定化されな
い遊離電荷が残存することが明らかに
なっている。この遊離電荷が細胞接着性
あるいはペプチドの固定化に影響を及
ぼすため、カルボキシル基持つ分子ある
いはペプチド結合を作る分子との反応
で、遊離電荷を消失させる方法を探索す
る。 

③ 片末端をアミン、もう片方の末端をカル
ボキシル基で修飾した双性イオン PEG
（分子量 2000、3000、5000）を準備す
る。PEG 分子鎖長が細胞接着性に影響
するため、３種類の分子量の PEG を使
用する。 

④ これらの双性イオン末端とチタン表面
は、右図に示すように、pH によって電
離状態が異なる。各 pH での電離状態と
PEG 電着量、結合様式、結合状態を表
面分析によって明らかにし双性イオン
電着機構を明らかにする。 

⑤ 上記の双性 PEG イオン上に細胞接着に
関与することが知られている RGD ペプ
チド及び GDGDS ペプチドを各条件で
固定化し、双性イオンとペプチドの結合
様式を明らかにする。また、各ペプチド
の空間的分布を明らかにする。 

⑥ ③ PEG 分子長の相違による電着様式、
電着密度、電着効率の相違を明らかにし、
これらの因子と RGD ペプチド及び
GDGDS ペプチドの固定化量、固定化様
式との関係を明らかにし、ペプチド固定
化の際の理想的分子長を明らかにする。 

⑦ 上記試料の培養細胞接着性、遊走能、伸
展、細胞増殖を測定し RT-PCR による遺
伝子発現解析を行う。 

⑧ コラーゲンは正負両方の電荷を持つた
め、カソード直流よりも交流電流によっ
て効果的に電着でき、しかも水中での結
合耐久性が高い。前出のようにコラーゲ
ンが網目状にチタンに密着して固定化
される機構及び電着条件と固定化様式
の関係を明らかにする。また、結合機構
を解明する。 

⑨ コラーゲン電着後にハイドロゲルを固
定化する。コラーゲンとハイドロゲルの
空間的配置及びこれらの結合を明らか
にする。 

⑩ 固定化の耐久性評価を行う。PEG の電
着条件（時間，濃度）を変化させた試料
を純水中で一定時間振とうし、振とう前
後の固定化層の見かけ上の厚さの変化
をエリプソメータで測定し、耐久性を評
価する。同様の操作を、水晶振動微小天
秤（QCM）によって行い、脱着した分
子の重量変化から固定化分子の耐久性
を評価する。以上の測定を最大 3 ヶ月程
度まで行う。 



⑪ 軟組織接着発現機構の解明と一般的理
論への拡張を行う。 

⑫ 電着技術をインテグリン、フィブリノー
ゲン、ゼラチンなどの生体分子に応用し、
電着条件と固定化様式、固定化による分
子の変化などを明らかにする。また、前
年度と同様に培養細胞による評価とそ
の機構解明を行う。 

⑬ これらの結果から、さらに軟組織接着に
有効な技術及び電着条件を導出する。 

⑭ 軟組織接着機構解明には多くの困難が
予想されるが、表面の厳密な解析、結合
状態の解明、細胞培養解析によって、普
遍的原理を見つけ出す。 

⑮ 以上の結果を試料作製技術にフィード
バックし、汎用的技術の創出に繋げる。 

⑯ 成果は、学会発表、論文投稿によって公
表する。 

 
４．研究成果 
 
電着技術の高度化と先端化を目指し、ポリ

エチレングリコール（PEG）電着機構の詳細
な検討と PEG 分子鎖長の最適化を行った。
片方の末端をアミノ基、もう一方の末端をカ
ルボキシル基で修飾した双性イオン PEG を
用いて、その分子鎖長の相違による電着様式、
電着密度、電着効率について検討を行った。
次いで、これらの因子と細胞接着性を有する
RGD ペプチドの固定化量、固定化様式との
関係を明らかにし、細胞実験によってペプチ
ド固定化の際の理想的分子長を決定した。そ
の結果、分子量 3000 の PEG が最も優れた細
胞接着性を示すことが明らかとなった。また、
コラーゲンをはじめとするタンパク質の電
着機構の解明にも着手した。タンパク質のよ
うに水溶液中で正負両方の電荷を持つ分子
の場合、カソード電位よりも交流電位を印加
することによってチタン上に効果的に固定
化されることを明らかにした。さらに、この
電着機構、条件について詳細に検討を行った。
その結果、±3V の交流電位を印加することに
より最も効率的にコラーゲン分子を電着で
きることを明らかにした。長の最適化を行っ
た。また、コラーゲンをはじめとするタンパ
ク質電着機構の解明にも着手し、コラーゲン
溶液の濃度、pH、電着電位、電着時間が、電
着固定化層の厚さ及び耐久性に及ぼす影響
について検討し、タンパク質のように水溶液
中で正負両方の電荷を持つ分子の場合、カソ
ード電位よりも交流電位を印加することに
よってチタン上に効果的に固定化されるこ
とを明らかにした。さらに、この電着機構、
条件について詳細に検討を行った。その結果、
±3Vの交流電位を印加することにより最も効
率的にコラーゲン分子を電着できることを
明らかにしている。コラーゲン電着チタンに
ついては、線維芽細胞の培養によって、軟組
織適合性に及ぼす効果を明らかにした。 
軟組織接着に効果が認められたコラーゲ

ンの電着を中心に検討を行った。コラーゲン
分子の電着処理前の自己組織化を抑制し、チ
タン基材表面に均一にコーティングするた
めの条件として、アノード電流とカソード電
流を繰り返し印可する、交流電位による処理
が最も効率的にコラーゲン分子を固定化で
きることを見いだした。そこで、コラーゲン
固定化を行ったチタンについて、線維芽細胞
の培養試験によって、軟組織適合性を評価し
た。繊維芽細胞の初期接着、進展および増殖
を阻害せず、コラーゲン固定化チタン表面に
軟組織適合性があることが示された。一方、
軟組織と基材との接着強度の測定は困難で
あり、今後も再現性・信頼性の高い評価法を
確立することが課題となることがわかった。 
３年間で、生体機能性を持たない金属材料に
対し、十分な耐久性をもつ組織適合性表面に
改質する手法を確立したことから、目的は概
ね達成できた。これらの研究成果については、
複数の国際学会、国内学会（招待講演を含む）
で講演を行い、成果を発信した。 
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