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研究成果の概要（和文）：口腔インプラント治療の成功のためには、強固なオッセオインテグレーション（骨結合）の
獲得や骨のリモデリングに配慮したインプラント体の開発が必要である。我々は新規インプラント体材料として水素量
低減DLCコーティングチタンに着目し、骨芽細胞および破骨細胞分化に対するin vitroでの影響を検討した。その結果
、DLCには骨芽細胞および破骨細胞の分化制御に対して最適な水素量が存在することが示唆された。したがって、特定
の水素量のDLCコーティングはインプラント治療におけるオッセオインテグレーション獲得効率の向上およびインプラ
ントの長期安定のための有効なチタン表面修飾方法となる可能性があることが示された。

研究成果の概要（英文）：It is necessary to develop the novel fixture considering the strong 
osseointegration and bone remodeling for success of dental implant treatment. We investigated the effects 
of DLC-treated Ti disks (DLC-Ti) including low amount of hydrogen on osteoblast and osteoclast 
differentiation in vitro.
This study suggests that specific-hydrogen content of DLC-Ti can affect response of osteoblast and 
osteoclast cells. In future, specific-hydrogen content of DLC-Ti may be useful for the material of dental 
implants that gives good prognosis.

研究分野： 歯学
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１．研究開始当初の背景 
 口腔インプラント(以下、インプラント)
は、広く普及した歯科治療である。これまで
の多くの研究で、オッセオインテグレーショ
ンの獲得を促進するインプラント体の表面改
質が試みられている。インプラント治療の失
敗は、オッセオインテグレーションを獲得で
きないことによる早期の予後不良と、獲得さ
れたオッセオインテグレーションを維持でき
ないことによる晩期の喪失に分類することが
できると考えられている。よって、インプラ
ント治療において早期にオッセオインテグレ
ーションを獲得しその状態を保つことは、治
療期間の短縮とよりよい予後を長期的に得る
上で非常に重要となる。一度獲得されたオッ
セオインテグレーションは非常に強固で安定 
しており、インプラント周囲の骨は破骨細胞
による骨吸収と骨芽細胞による骨造成がバラ
ンスよく恒常的に行われている。しかしなが
ら、加重や細菌感染などの外来刺激によって
インプラント周囲の骨吸収が引き起こされる
ことがある。このため、インプラント治療の
長期的な成功には骨芽細胞はもちろん、 破骨
細胞の制御という骨のリモデリングに配慮し
たインプラント体の開発が必要である。  

２．研究の目的 
 本研究の目的は、水素量低減 diamond-like 
carbon(DLC)を応用し、インプラント埋入初
期の早期オッセオインテグレーションの獲
得、骨リモデリングの安定化、および破骨細
胞の異常な活性化を制御することで、骨吸収
を伴うインプラント周囲炎にも対応可能で、
より予知性の高く予後良好な口腔インプラン
トを開発することである。  

３．研究の方法 
 本研究では、水素量低減 DLC コーティン
グチタンが破骨細胞の分化を抑制し、骨芽細
胞の分化を促進するかどうかを検討した。そ
の作用に関連したメカニズムも含めて分子生
物学的手法を用いて詳細に検討した。具体的
には、水素量低減 DLC コーティングチタン
上での破骨細胞および骨芽細胞の動態や機能
解析、サイトカインネットワークに与える影
響、またその詳細なメカニズムについてreal 
time RT-PCRやWestern blotting等の方法を用
いて検討を行った。  

４．研究成果 
(1)平成 24 年度は、はじめに作製した水素量
低減 DLC コーティングチタンを利用して、骨
芽細胞と破骨細胞の分化に与える影響の解
明と、適切な水素量の決定を試みた。その結
果、水素量低減 DLC コーティングチタンにお
いて、骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞にお
ける骨芽細胞の分化マーカーである type Ⅰ 
collagen mRNA の発現量を、非処理チタンと
比較して経時的に有意に促進する水素量が
存在することが確認された（図 1）。同様に、

破骨細胞前駆細胞様細胞株 RAW264.7 細胞に
おいても sRANKL を添加した場合、破骨細胞
の分化マーカーであるTRAPおよびcathepsin 
K mRNAの発現抑制が認められる水素量が存在
することが確認された。 
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 以上より、水素量低減 DLC コーティングチ
タンには、周囲の細胞に影響を与える適切な
水素量が存在する可能性が示唆された。 
 
(2)平成 25年度は、平成 24年度に得られた、
水素量低減 DLC コーティングチタンが、
RAW264.7 細胞および MC3T3-E1 細胞の分化に
与える影響について、さらなる詳細な検討を
行い、その有用性についてエビデンスを集積
した。まず、水素量低減 DLC コーティングチ
タン上にて、可溶性 RANKL 存在下で RAW264.7
細胞を培養した。その結果、どの水素量の水
素量低減DLCコーティングチタンにおいても、
破骨細胞分化に必須のマスターレギュレー
ターである NFATc1 タンパクの発現および破
骨細胞の分化マーカーの発現が、未処理チタ
ン上と比較して抑制された。このことから、
破骨細胞の分化に対してはどの水素量にお
いても高品質DLC成膜の有用性が一定に保た
れることが示唆された。また、IL-1 のファミ
リーサイトカインである IL-33 の RANKL 発現
への関与についても検討を行った。MC3T3-E1
細胞の分化誘導において、IL-33 の刺激によ
り、RANKL mRNA および RANKL タンパクの発現
が有意に促進した。さらに、IL-33 誘導性
RANKLの発現に関与するMAPKシグナル経路を
探索した。IL-33 の刺激によりリン酸化が認
められた ERK、p38、JNK 経路のうち、ERK、
p38経路を抑制すると RANKL mRNA の発現が有



意に抑制された。これらの結果から、
MC3T3-E1 細胞の RANKL 発現は、IL-33 によっ
て誘導され、ERK、p38 経路を介すことが示唆
された。これらの結果は、骨のリモデリング
制御に非常に重要な知見であると考えられ
た。 
 
(3)最終年度である平成 26 年度は、前年度ま
でに得られた、水素量低減 DLC コーティング
チタンが、マウス破骨細胞様細胞株である
RAW264.7 細胞およびマウス骨芽細胞様細胞
株である MC3T3-E1 細胞の分化に与える影響
について、さらなる詳細な検討を行った。 
 水素量低減DLCコーティングチタン上にて
MC3T3-E1 細胞を培養後、骨芽細胞分化マーカ
ーの遺伝子発現について解析を行った結果、
いずれの遺伝子も特定の水素量において発
現量が上昇することがわかった。また、水素
量低減 DLC コーティングチタン上にて、可溶
性 RANKL 存在下で RAW264.7 細胞を培養した
ところ、特定の水素量において、NFATc1 およ
び破骨細胞分化マーカーのタンパク発現が
顕著に抑制されることが明らかとなった（図
3）。 
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さらに、オッセオインテグレーションの獲得
にはチタン表面性状が関与していると言わ
れているため、水素量低減 DLC コーティング
チタンの表面粗さおよび濡れ性を検討した。
その結果、これらに関して未処理の純チタン
と水素量低減DLCコーティングチタンとの間
で大きな差は認められなかった。つまり、細
胞の分化に対する水素量低減DLCコーティン
グチタンの影響について、表面粗さおよび濡
れ性に関する表面性状の影響はないと考え
られた。 
 以上のことから、特定の水素量低減 DLC コ
ーティングチタンは骨芽細胞分化を正に、破
骨細胞分化を負に制御し骨リモデリングに
十分配慮することで、インプラント治療の長
期的な成功のための有用な材料になり得る
ことが示唆された。 
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