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研究成果の概要（和文）：本研究では，マイクロ・ナノ構造におけるマイクロ構造の最適化を目的とし，サンド
ブラスト処理により種々の大きさのマイクロ構造を形成し，さらに陽極酸化処理によりナノ構造を持つナノチュ
ーブ酸化膜を形成した．試料の算術平均表面粗さ(Ra)および粗さ曲線要素の平均長さ(RSm)はブラスト粒子の粒
径の増加に伴い増加した．骨芽細胞様細胞は，Ra=0.6μm，RSm=11.1μmに制御されたマイクロ・ナノ構造試料に
おいて細胞増殖能の促進が認められた．

研究成果の概要（英文）：Micro-/nanostructured implant surfaces mimicking natural bone architecture 
are expected to have positive effects on osteoblast proliferation. In this study, to clarify the 
optimal microstructure scale on micro-/nano-titanium surfaces, highly controlled microstructure 
surfaces were fabricated with a titania nanotube oxide layer by sandblast treatment and 
electrochemical anodization. Average surface roughness (Ra) and mean width of the profile elements 
(RSm) increased in proportion to the size of the blasting media. Osteoblast-like cells showed 
reduced spreading area on smaller microstructure surfaces after incubation for 24 h. Cell 
proliferation assays, including cell counting and cell cycle analyses, showed that 
micro-/nanosurfaces with smaller microstructures (Ra = 0.6 μm, RSm = 11.1 μm) had the most 
positive effect. This result indicated that smaller microstructures of hierarchical surfaces 
enhanced cell proliferation.

研究分野： 歯科医用工学
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１．研究開始当初の背景 
近年，急速な高齢化に伴い骨粗鬆症の患者

が増加しつつある．骨粗鬆症は骨代謝回転の
バランスの崩壊により骨折リスクを増すよ
うな骨強度上の問題をすでに持っている人
に起こる骨格の疾患で，特に閉経後の女性に
多く発症する．  
 口腔インプラント治療において，骨粗鬆症
はインプラント治療を妨げる全身的リスク
ファクターとして問題視されており，骨量・
骨質をマイクロ CT 等により定量的に評価す
ることが推奨されている．また，近年，マイ
クロ CT を代表とする X 線検査では評価でき
ない，骨質低下型新規骨粗鬆症が報告されて
きた．骨質低下型新規骨粗鬆症は女性ホルモ
ンであるエストロゲンの欠乏や加齢，生活習
慣病により，骨量の減少は生じず，コラーゲ
ンの質が悪化し骨強度が低下する疾患であ
る．このような骨質低下型新規骨粗鬆症に対
して口腔インプラントを埋入した際に生じ
る生体反応は，いまだ解明されていない． 
 口腔インプラントは生体内に埋入される
と，インプラント表面では，埋入直後には近
傍で炎症反応が生じ，同時に無機イオンやタ
ンパク，糖類などの血液成分の吸着が始まる．
その後，吸着物の介在によって細胞がインプ
ラントに接近し，細胞の接着，増殖，石灰化
が順次進行していくと考えられている．近年，
生体と接する材料表面の形態や性状は生体
反応に大きく影響を及ぼすことが明らかと
なってきた． 
 表面粗さに代表される表面構造のスケー
ルは重要な要素であり，マイクロスケールと
ナノスケールの構造は各々骨芽細胞挙動に
影響を与えることが報告されている． 
表面改質したインプラント材料は臨床応

用されており骨形成促進に寄与している．近
年，生体内の細胞外環境の構造を模したバイ
オミメティック材料が注目されており，細胞
－細胞外基質相互作用における構造因子の
影響を明らかにし，さらには臨床において効
果的な生体材料を創製することが期待され
ている．生体骨はハヴァース系，オステオン
などのマイクロ構造と，コラーゲン線維や無
機・有機分子などのナノ構造を併せ持つ階層
的な構造を有している．さらに骨リモデリン
グの過程において，骨芽細胞は破骨細胞の形
成した約 30-100µmの吸収窩に接着し，骨形
成を開始する．吸収窩は破骨細胞が残したコ
ラーゲン線維によりマイクロ，ナノスケール
の複雑な構造を有していることからも，マイ
クロ・ナノ構造を有するチタンインプラント
の改質が重要であると考えられる． 
陽極酸化により形成されるチタンナノチ

ューブ酸化膜（TNT）は，チューブの直径を
15-100nm 程度の範囲で制御可能であり，
スケールの違いで細胞挙動を制御すること
が報告されている．マイクロ構造はサンドブ
ラスト処理や酸処理により基盤の粗さを制
御する方法が多く研究されており，細胞の機

能発現に高い効果を示す一方で，細胞増殖能
が抑制されるなどの課題がみられる．また構
造を評価するパラメーターとして，算術平均
粗さや最大高さなどの深さ方向の指標は頻
用されるが，水平方向や空間的構造の評価方
法の検討は不足しており，最適なスケールの
マイクロ構造の決定に至っていない． 
２．研究の目的 
本研究では，マイクロ構造が細胞機能に与

える影響を明らかにするため，マイクロ構造
の形態を種々の大きさのジルコニアビーズ
を用いてサンドブラスト処理を用いて付与
し，化学的性質およびぬれ性を統一するため
に，ナノ構造を陽極酸化処理により付与した．
作製した材料を用いて，階層構造チタンの骨
芽細胞増殖能に与える影響を評価した． 
３．研究の方法 
直径 10 mm，厚さ 1.5 mm の純チタンを研磨

荷重 800g/5 個にて，耐水研磨紙#600 及び
#1000 で研磨し，その後 9µm ダイヤモンドサ
スペンション，0.04µmコロイダルシリカをそ
れぞれ噴霧しながら鏡面研磨した（MP）．大
きさを制御したマイクロ構造を形成するた
め，粒径 30, 90, 180µmの球状ジルコニアビ
ーズ（TZ-B30, 90, 180, 東ソー)をサンドブ
ラスト粒子として用いて，投射圧力 0.6 MPa
にてそれぞれ試料一面に均一に噴射した．ナ
ノチューブ酸化膜形成のため，陽極酸化処理
を電解溶液 0.5 wt%フッ化ナトリウム，1M 硫
酸ナトリウム水溶液を用いて電圧 20V，室温
下にて 3時間陽極酸化を行った．得られたマ
イクロ・ナノ構造試料（粒径 30, 90, 180 µm
のジルコニアビーズにてサンドブラスト処
理の後，陽極酸化処理した試料：SB30TNT, 
SB90TNT, SB180TNT）および陽極酸化処理試
料（TNT）をその後，500℃， 2 時間， 大気
下にてアニール処理した． 
作製した試料の表面微細構造を走査型電

子顕微（SEM）にて解析した．算術平均表面
粗さ(Ra)および粗さ曲線要素の平均長さ
(RSm)をレーザー顕微鏡にて解析した．結晶
構造を X 線回析（XRD）にて，ぬれ性を静的
接触角測定にて解析した． 
ヒト骨芽細胞様細胞（MG63）を用いて，細

胞伸展面積および細胞増殖能を解析した．試
料（n=6）に細胞濃度 3 × 104 cells/cm2 に
て播種，3, 6, 24 時間後に固定した後，細胞
骨格を rhodamine phalloidin にて，核を DAPI
にて染色し蛍光顕微鏡写真より細胞伸展面
積を測定した．細胞増殖数は，試料（n=6）
に細胞濃度1 × 104 cells/cm2 にて播種し，
1, 3 日培養後に固定，核を DAPI にて染色し
解析した．細胞周期解析をフローサイトメト
リー法により行った．MG63 を飢餓培地にて 3
日間培養した後，細胞濃度 3 ×  104 
cells/cm2にて試料に播種し24時間培養した．
その後細胞を固定，染色した後に細胞周期分
布を解析した（n=3）． 
４．研究成果 



SEM 画像（図 1）により，弱拡大画像で TNT
表面に起伏はみられず，SBTNT 群の表面には
ブラスト処理によるマイクロスケールの円
形の凹みが観察された．強拡大画像より，TNT
および SBTNT 群には直径約 110nm のチューブ
構造の形成が認められた． 

図1  Surface morphology of the micro nano 
Ti substrates observed by SEM. 
(a)MP, (b)TNT, (c)SB30TNT, (d)SB90TNT, 
(e)SB180TNT. Different scaled micro 
craters depending on the blasted zirconia 
beads’ size and aligned nano tubes 
approximately 110nm in diameter were seen. 
 
試料の Ra および RSm は，ブラストしたビ

ーズの粒径の増加に伴い増加した（図 2）．表
面結晶構造は MP ではチタンのピークのみが
検出され，TNT と SBTNT 群においてはアナタ
ーゼ型 TiO2 および基盤のチタンに一致する
ピークが検出された．静的接触角測定より，
TNT および SBTNT 群ではぬれ性の増加が認め
られ，マイクロ構造の有無，大きさによるぬ
れ性の差はみられなかった． 
骨芽細胞は試料の構造に従い異なる伸展

を認めた．24 時間培養後，MP 上では細胞は
面積を広く多方向に伸展していたのに対し，
TNT，SBTNT 上では 2, 3 方向に葉状仮足を伸
展させている様子が認められた（図 3）．細胞
面積解析により，MP 上で最も伸展面積が大き
く，TNT は SBTNT 群より大きい傾向がみられ
た．培養 24時間後，SBTNT 群ではマイクロ構
造の径の減少に伴い細胞面積が減少し，
SB30TNT 上で最も低い値を示した． 
細胞増殖能解析より，培養3日目にSB30TNT

で MP と比較して細胞数の増加がみられた． 
 

図2  (A) Profiling images of the vertical 
section. (a)TNT, (b)SB30TNT, (c)SB90TNT, 
(d)SB180TNT.(B) Surface roughness(Ra) and 
mean spacing of profile elements(RSm) 
dependent on sandblasted zirconia size. 
Both roughness parameters increased in 
proportion to the zirconia beads’ size. 
 
細胞周期解析により，S 期にある細胞の割

合はTNTとSBTNT群がMPと比較して少なく，
一方 G2/M 期にある割合は TNT と SBTNT 群が
MP よりも高く，SB30TNT が TNT よりも優位に
高かった（図 4）．小さいマイクロ構造をもつ
マイクロ・ナノ構造において，細胞増殖能の
促進が認められた． 

図 3 Fluorescence images showing 
morphology of MG63 after 24h incubation. 
(a)MP, (b)TNT, (c)SB30TNT, (d)SB90TNT, 
(e)SB180TNT. MG63 on TNT and SBTNTs showed 
smaller cell area than MP, though 
stretching their cell process further. 



Among SBTNTs, cell area increased as the 
size of the micro crater increased. 
 
本研究で作製したマイクロ・ナノ構造試料

で骨芽細胞の伸展面積はマイクロ構造の大
きさに従い異なる挙動を示した．培養時間 24
時間後にSB30TNT上で他群と比較して最も細
胞伸展面積が抑制された．TNT と SBTNT 群は
同一の結晶構造およびぬれ性を有している
ため，表面粗さの要素である Ra，RSm の変化
が細胞の伸展面積に影響を及ぼした可能性
が考えられる．様々な粗さを与えた基盤上で
骨芽細胞伸展を評価した過去の研究では，Ra
の値が 2 µm 以下では，細胞伸展に差がない
ことが報告されている．作製試料の Ra は最
大で SB180TNT の Ra=1.51 µmであり，伸展面
積に影響を与える要素ではないと考えられ
る．一方 RSm は約 70 µm以下の値で細胞伸展
に影響を与えることが報告されている．本実
験試料では，RSm の値は 11.1 から 68.3 µmの
範囲であることから，RSm の要素が影響した
と考えられる．また TNT 形成面では平坦な面
と比較して骨芽細胞伸展面積は小さく，また
直径 100nm の TNT 構造では増殖能が促進され
ると報告されている．本研究の TNT は直径約
110nm であり，細胞伸展形態も過去の報告と
同様であった．しかしながら MP 試料以外は
すべて同一のTNT表面を形成されていたたに
もかかわらず，マイクロ構造の大きさの違い
によって細胞伸展面積に差が認められた． 

図 4  (A) Flow cytometry analysis of cell 
cycle on each substrate after 24h 
cultivation. (B) Percentage of the number 
of cells in G0/G1, S G2/M phases on each 
substrate (*: p<0.05, **: p<0.01). Cell 

number decreased in S-phase and increased 
in G2/M-phase significantly when cultured 
on TNT and SBTNT compared to MP, and on 
SB30TNT compared to TNT. 
 
骨芽細胞増殖能は他群と比較して小さい

マイクロ構造をもつ，SB30TNT において促進
された．免疫染色法より培養3日目にSB30TNT
では MPと比較して高い細胞増殖数を示した．
また細胞周期解析より 24 時間後に分裂周期
の後期である G2/M 期にある細胞の割合が，
TNTとSBTNT群でMPよりも高く，またSB30TNT
は TNT よりも高かった．このことより，TNT
表面およびそれと組み合わせた小さいマイ
クロ構造によって細胞増殖能が促進される
ことが確認された． 
基盤の表面構造は細胞伸展や細胞骨格お

よび様々な機能発現に影響を及ぼすことが
報告されている．本結果では構造による細胞
伸展の変化は培養 6時間後から現れ，細胞増
殖能に関する変化はその後現れた．このこと
から，細胞がまず試料の表面構造を認識し細
胞骨格の構成や伸展を誘導し，細胞増殖能に
影響を与えた可能性が示唆された．作製した
種々のマイクロ・ナノ構造が細胞外基質の構
成や構造，力学的要素に影響を及ぼし，細胞
接着機構やアクチン骨格の再構成を介して
細胞内基質および核にシグナル伝達した可
能性が考えられる．マイクロ・ナノ構造を持
つ SB30TNT 上で，低い RSm 値の影響により骨
芽細胞は伸展面積を抑制し，細胞内伝達を介
して増殖能を促進したと考えられる． 
本研究ではサンドブラスト処理と陽極酸

化処理により形成されたマイクロ・ナノ構造
が，骨芽細胞の伸展と増殖能に影響を及ぼす
ことを示した．試料表面は同一の結晶構造，
ぬれ性を有していることが確認されており，
マイクロ構造のスケールの違いによって細
胞挙動に変化を与えたと考えられる．
SB30TNT（Ra=0.6 µm, RSm=11.1 µm）の構造
が最も増殖能を促進させ，インプラント材料
の基盤設計における詳細な形態制御の重要
性を示した． 
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