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研究成果の概要（和文）：　熱ナノインプリント法を用いてマイクロ・ナノパターン（Groove構造およびPillar
構造）を持つゼラチンシート、チタンシートを作製し、骨芽細胞、線維芽細胞、上皮細胞を培養し、細胞付着挙
動について検討した。骨芽細胞、線維芽細胞では、マイクロ・ナノ構造は、接着班の数や細胞接着数を増加させ
たが、上皮細胞では、特にPillar構造では細胞の接着を抑制した。
　以上の結果から、マイクロ・ナノパターン形状は、骨芽細胞、線維芽細胞および上皮細胞における細胞接着、
配向性に影響を与えることが示された。
　

研究成果の概要（英文）：In this study, a nano imprint method was used to develop gelatin and 
titanium sheets with grooved and pillared structures. We investigated the effects of surfaces with 
micro and nano structures on adhesion and proliferation of osteoblasts, fibroblasts, and epithelial 
cells. However micro and nano structures accelerated adhesion and proliferation of osteoblasts and 
fibroblasts, those prevented epithelial cells. These results suggested that the micro and nano 
grooved and pillared structures effect on adhesion and orientation of osteoblasts, fibroblasts and 
epithelial cells.

研究分野： 歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
 デンタルインプラントによる補綴処置は、
欠損補綴処置として広く臨床に普及してい
るが、様々な問題がある。特に、近年、合併
症としてインプラント周囲炎が注目され、CO2

レーザーを用いた保存的治療法や骨移植な
どの外科的治療法について、基礎、臨床を含
めて多くの研究がなされている。しかし、骨
吸収が生じ感染がインプラント表面に及ん
だ場合、露出されたインプラント表面の汚染
を除去し、骨組織を再生することは難しい。
特に、インプラント体の粗造な表面に感染が
及ぶ場合には、再オッセオインテグレーショ
ンの獲得や骨の再生は困難であり、有効な治
療方法は開発されておらず、インプラント治
療において大きな問題となっている。 
 

２．研究の目的 
 我々の最終的な目的は、ナノインプリント
法にて作製したマイクロ・ナノパターン構造
を有するフレキシブルな膜を露出したインプ
ラント表面に貼付することにより積極的に細
胞を誘導し、オッセオインテグレーションを
再獲得するとともに骨組織を再生するという
インプラント周囲炎に対する新たな治療法を
開発することである。 
本研究では、微細な構造を持つ型を用いて

他の材料へ微細構造を転写する技術であるナ
ノインプリント法を利用してマイクロ・ナノ
パターン構造を持つゼラチンシートとチタン
シートを製作し、骨芽細胞、線維芽細胞なら
びに上皮細胞の付着挙動の検討を行うことを
目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）試料の作製 (Fig.1) 
①ゼラチンシート：熱ナノインプリント法に
てゼラチンシートを製作した。マイクロ・ナ
ノ Groove 構造を持つ石英マスターモールド
上に G-Pet フィルム、またはポリカーボネー
トフィルムを載せて小型熱プレス機にて熱
プレス（0.2MPa、175℃、5 分間）を行い、
パターン化レプリカモールドを製作した。得
られたレプリカモールド上に 10%ゼラチン
溶液を滴下し、24 時間乾燥後、パターンを持
つゼラチンシートを作製した。その後、加熱
架橋（200℃、2 時間）を行うことにより
Groove 化ゼラチンシートを調製した。 
②チタンシート：マイクロ・ナノ Groove 及
びPillar構造を持つ石英マスターモールド上
にゼラチンシートと同様の方法で、パターン
化レプリカモールドを製作した。パターン化
レプリカモールド表面にチタンのスパッタ
コーティング（0.7MPa、80 分）を行い、
Groove 及び Pillar 化チタンシートの調製を
行った。 
 
（２）細胞の付着挙動について 
①ゼラチンシートについて：Groove 化ゼラ
チンシート上においては、ヒト正常骨芽細胞

NHOst とヒト歯肉線維芽細胞 HGF を 10％
FBS 含 有 Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium（DMEM）中に 5000 個/cm2濃度に
て播種し培養を行った。評価として、1 時間
後の付着細胞数算出、Groove 構造に対する
配向性の観察、ならびに走査型電子顕微鏡
（SEM）による形態観察を行った。 
②チタンシートについて 
パターン化チタンシート上においては、骨

芽細胞様細胞 Saos-2 ならびにヒト歯肉上皮
系細胞(Ca9-22)を10%FBS含有DMEM中に
て 5000 個/cm2濃度にて播種し培養を行った。
評価として、1 時間及び 24 時間後の接着細胞
数算出、SEM による形態観察、免疫染色に
よる接着斑(ビンキュリン)の観察及び計量を
行った。 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 ゼラチンシートならびにチタンシート
の作製方法 
 
４．研究成果 
（１）試料の作製について 
①ゼラチンシートについて：ゼラチン溶液を
用いてナノインプリント法でパターン化し
た結果、0.5 μm、1 μm、2 μm の Groove 形
状が付与されたゼラチンシートを作製する
ことができた．（Fig. 2） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 作製されたゼラチンシートの SEM

像 a:plane, b: 0.5 μm, c: 1 μm, d: 2 μm 
 

②チタンシートについて：ナノインプリント
法により 0.5m，1m，2m の Groove 及び
Pillar 形状が付与された Ti シートを作製す
ることができた(Fig. 3)。 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
Fig.3 作製されたチタンシートの SEM 像 
a:0.5 μm groove, b: 1 μm groove, c: 2 μm 
groove, d: 0.5 μm pillar, e:1 μm pillar, f: 
2μm pillar 
 
（２）細胞の付着挙動について 
①ゼラチンシートについて：培養 1 時間後の
付着試験において、NHOst 及び HGF ともに
Groove 構造では、control である Plane と比
較し付着細胞数が有意に多かった(p<0.05)。
Groove の幅による付着細胞数には有意差は
認められなかった(p>0.05)(Fig. 4)。 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 付着細胞数 左：NHOst 右：HGF 
 
Groove に対する配向性については、

NHOst 及び HGF ともに Groove に対して
0°〜15°の間に約 80%以上の細胞の配向が
観察され、NHOst 及び HGF では Plane と比
較し、Groove に対して強いコンタクトガイ
ダンスが認められた。NHOst 及び HGF の
SEM 観察では、Plane 上で四方に伸展してい
るのが認められたが、Groove 上では、細胞
が Groove にそって縦に伸展しているのが観
察された。(Fig. 5, 6) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Fig. 5 SEM 像 左：plane 右：Groove 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Contact Guidance NHOst,HGF とも
に 80％の細胞にコンタクトガイダンスが認
められた。 

 ②チタンシートについて：Saos-2 の培養 1
時間及び 24 時間において、Groove 及び
Pillar では、Plane と比較して接着細胞数が
有意に多かった(p<0.05)(Fig. 7)。 

 
 
 
 

 
 
 
 
Fig. 7 チタンシート上の Saos2 接着試験 
左：1 時間後 右：24 時間後  
 
 Ca9-22 に関して、Groove 構造では、1 時
間後では接着細胞数には変化が認められな
かったが、Pillar 構造においては Plane に比
較し、少なかった。24 時間後においては、
Plane に比較し、Groove 構造、Pillar 構造と
も接着細胞数は少なく、Pillar 構造は Groove
構造より少なかった(Fig. 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 チタンシート上の Ca9-22 接着試験 
左：1 時間後 右：24 時間後  
 

Saos-2 培養 1 時間の SEM 観察から、
Groove 及び Pillar においてはパターン構造
に細胞の仮足が伸展しているのが観察され
た。また、Plane と比較して細かい細胞の仮
足がよく観察された。一方 Ca9-22 では、
Groove、Pillar ともに仮足の伸展は認められ
なかった(Fig. 9)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 9 Saos-2、Ca9-22 の 1 時間後の SEM 像  
 
24 時間培養後に接着斑であるビンキュリ

ンは、Saos-2 に関しては、Groove 構造では、
Groove に接着し、Plane よりも伸展している
のが観察された。Pillar 構造では、接着斑は
Pillar に伸び、円形に接着しているのが観察
された(Fig. 10)。Ca9-22 については、Plane



構造においては、はっきりとした接着班が確
認されたが、Pillar 構造では明らかに少なか
った(Fig. 11)。Saos-2 では、ビンキュリン接
着斑の数は 500nm と 1m の Groove 及び
Pillar において Plane よりも有意に多かった
（p<0.05）。2m の Groove 及び Pillar にお
いては、Plane との間に有意差は認められな
かった（p>0.05）。Ca9-22 においては、Groove、
Pillar いずれの条件でも、Plane 構造に比較
し有意に少ない値を示した（Fig. 12）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 10 Saos-2 培養 24 時間後の接着班 緑：
ビンキュリン 赤：F-actin 青：核 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11Ca9-22 培養 24 時間後の接着班 緑：
ビンキュリン 赤：F-actin 青：核 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12 培養 24 時間後のビンキュリンの数 
左：Saos-2 右：Ca9-22 
 
 線維芽細胞と骨芽細胞に関して、Groove
化ゼラチンシート上においてPlaneよりも有
意な接着細胞数の増加と配向性が認められ
た。これまで、報告されてきたチタンなどの
金属材料表面と同様にソフトマテリアルで
あるゼラチンにおいてもマイクロ・ナノ
Groove 構造が、細胞接着に有効であること
が示された。 
 パターン化チタンシートに関しては、骨芽
細胞では、Groove だけでなく Pillar 構造に
おいてもPlaneよりも有意な接着細胞数及び

接着斑の数の増加が認められ、Pillar 構造も
Groove 同様に細胞接着に影響を与えること
が示された。これは、マイクロ・ナノパター
ンにより細胞足場の表面積が増加したこと、
また細胞の仮足がマイクロ・ナノパターンに
伸び早期の接着の足がかりとなったことが
影響したと考えられる。さらに、24 時間培養
後では、接着細胞数と接着斑（ビンキュリン）
の数に同様の傾向が認められたことから、細
胞接着には接着斑が影響していることが示
された。一方、上皮細胞においては、マイク
ロ・ナノパターンを付与することにより付着
細胞数は減少した。特に、Pillar 構造におい
て細胞数は少なく、細胞増殖を抑制する可能
性が示唆された。 
 以上から、マイクロ・ナノパターン構造は、
骨芽細胞、線維芽細胞、上皮細胞の接着、配
向に影響を与えることが示され、マイクロ・
ナノパターン構造を持つインプラント体や
アバットメントを開発することにより、早期
のオッセオインテグレーションの獲得やイ
ンプラント周囲炎の予防の可能性が示唆さ
れた。 
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