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研究成果の概要（和文）：　生活習慣病である糖尿病罹患患者では創傷治癒期間の長期化によりインプラント周囲炎の
罹患リスクが高くなるため、早期のオッセオインテグレーション獲得が期待される．そこで、本研究ではこれまで早期
の骨形成を誘導すると報告してきた加熱処理を加えたナノ構造析出純チタンが糖尿病環境下においてラットの硬組織分
化誘導能に与える影響について検討した．各種分化マーカーの評価を行ったところ通常および高グルコース浸漬群でナ
ノ構造純チタンにおいて無処理純チタンと比較して高い値を示した．以上の結果により、グルコース濃度の変化に関わ
らずナノ構造が確実な初期固定を誘導する可能性の一端を示唆した．

研究成果の概要（英文）：Since the morbidity risk of peri-implant inflammation is increased by the 
prolonged wound healing period in diabetic patients suffering from a lifestyle-related diseases, early 
osseointegration acquisition is expected. Therefore, nano-structure precipitated pure titanium, which in 
this study which was added to the heating process, which has been reported to induce bone formation in 
the early stage was examined the impact of the hard tissue differentiation-inducing ability of rats under 
the diabetes environment. It was higher as compared with untreated pure titanium in the nanostructures 
pure titanium with normal and high glucose immersion group was evaluated for various differentiation 
markers. The above results suggested one end of possibility of nanostructures regardless of changes in 
glucose concentration to induce a reliable primary stability.

研究分野：歯科補綴学

キーワード： ナノ材料　インプラント

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年，歯科治療においてインプラント治療
は必須の選択肢となった.そのため，全身疾
患を有する患者に対し，インプラント治療を
施す機会は増加している．現在，生活習慣病
として患者が増加している糖尿病患者は一
般的に歯の喪失が多いとされており，歯の喪
失部位に対する補綴治療としてインプラン
ト治療のなす役割は大きいといえる．基礎的
研究によれば，糖尿病患者における創傷治癒
期間は長いという報告があるが，一度オッセ
オインテグレーションが獲得されれば，糖尿
病患者においても非糖尿病患者と同程度の
オッセオインテグレーション量が獲得でき
ると報告されている．治療期間の長期化の最
大の要因であるオッセオインテグレーショ
ンの期間の短縮がインプラント治療の課題
として挙げられる． 
申請者は,純チタン金属を 10Ｍの水酸化ナ
トリウム水溶液に室温で 24 時間浸漬するこ
とで純チタン金属表面にナノ構造が析出す
ることを明らかにし，in vitro レベルで本構
造が SD 系ラットの骨髄間葉系細胞の培養開
始 3 日後の Runx2 mRNA の発現および培養開
始 14，21 日後 ALP 活性,培養開始 28 日後の
Ca 量,Osteocalcin 量の値を有意に上昇させ
硬組織誘導能を向上させる可能性を示唆し
た．また，同構造はラットの下大動脈より抽
出した血管内皮細胞の初期接着および遺伝
子発現，および管腔形成能を向上させ，イン
プラント埋入周囲組織の微小血管構築にも
有用であることを報告した．本構造はインプ
ラントの初期固定時に優れた構造であり，こ
れまで報告してきたように TNS 構造は in 
vitro，in vivo 両面において有用であること
が明らかであり，オッセオインテグレーショ
ンの早期化に寄与する可能性の一端を示し
た．本構造は骨と接着しやすい状態にする技
術であり，糖尿病患者に対しても同様の効果
を示せば，インプラント生存率は格段に上昇
することが期待できる． 
また，純チタン金属板を SD 系ラットの大
腿骨に埋入後，術後 3，4 週の純チタン金属
板周囲の組織を切り出し，HE 染色を行い病理
組織学的観察および骨接触率を求めたとこ
ろ，TNS 表面ではチタンプレート周囲に著明
な新生骨骨梁が形成され，高い骨接触率を示
し，in vivo レベルにおいても有用であると
いう結果を示した． 
  
２．研究の目的 
 本研究の目的は，ナノレベルでの表面構造
制御により糖尿病患者に対しても早期の硬
組織形成を促し，オッセオインテグレーショ
ンの期間を短縮させる新規インプラント材
料の創製を目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1)試料作製 
 実験材料として TNS を析出させた市販の

JIS2 級金属板（直径 15mm, 厚さ 10mm）を使
用し，対照群として#2000 まで研磨した同材
料を使用した．TNS の析出には，各試料を 10M
水酸化ナトリウム水溶液に浸漬し，攪拌した
状態で室温および大気圧条件下で 24 時間反
応させた．反応後，試料を取り出し，イオン
交換水にて導電率が5μS/cm以下になるまで
洗浄を行った．その後，自然乾燥させ，純チ
タン金属表面にTNSを析出させた．さらにTNS
析出材料を600℃で1時間加熱処理を加えた．
試料は実験群，対照群ともに，アセトン、エ
チルアルコールおよびイオン交換水で各々
10 分間超音波洗浄を行い，その後乾熱滅菌を
行った． 
 
(2) 表面解析 
 試料の微細構造の観察には，実験群および
対照群の純チタン金属表面を走査型電子顕
微鏡（SEM，S-4000，島津）、走査型プロ－ブ
顕微鏡（SPM，SPM-9600，島津）を使用して X，
YおよびZ方向に2 µmの範囲をスキャンした．
試料表面における元素分析をX線電子分光分
析装置（XPS，PHI x-tool，アルバックファ
イ）にて行い，結晶構造をXRDにて解析した．
また，各種センサ表面における蒸留水の接触
角を VSA 2500 XE にて測定した． 
 
(3) 細胞培養 
 生後 8 週齢の GK 雄性ラットの両側大腿骨
から，骨髄間葉細胞を採取した．本研究は，
大阪歯科大学動物実験委員会の承認を得て
行った．骨髄間葉細胞の初代培養を確立，継
代し 3 代目を実験に共試した．プレートに 1
穴あたり 4万個の細胞を播種後，培地を分化
誘導培地に交換し，分化誘導を開始した．細
胞を 37 ℃，5 ％CO2を含む加湿条件下で培養
した．細胞はコンフレントに達するまで，各
試料上で培養した．培地に 10 %FBS および骨
分化誘導剤（10 mMβ-グリセロリン酸ナトリ
ウム（和光純薬，東京，日本），80 µg/ml ア
スコルビン酸（ナカライテスク，京都，日本），
10-8 Mデキサメタゾン含有の分化誘導培地を
用い分化誘導を開始した．さらに培地に通常
グルコース群（5.5mM）と高グルコース群
（24mM）の 2群を添加し，糖尿病状態を再現
した． 
 
(4) ALP 活性 
 培養開始 7 および 14 日後における各々の
培養細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し
た後，0.2 ％トライトン（Sigma，St. Louis, 
MO, USA）にて抽出・溶解した．ALP 活性の測
定には， Alkali Phosphatase Luminometric 
ELIsa KitⓇ（Sigma，St. Louis， MO， USA）
を用いメーカー指示に従いALP活性の測定を
行った．DNA の定量を，the Pico green Double 
standard DNA Assay Kit（DS ファーマバイオ
メディカル，大阪，日本）を用いメーカー指
示に従い行った．DNA の定量後，DNA の定量
あたりの ALP 活性を算出した． 



(5) カルシウム析出量 
 培養 21および 28日後における細胞外マト
リックスに析出したカルシウム量を10 %ギ酸
にて抽出した．カルシウム析出量は，Calcium 
E-test Kit（和光純薬，東京，日本）を用い
て定量した． 
 
(6) OCN 産生量 
 本研究で用いた ELISA Kit（DS ファーマバ
イオメディカル，大阪，日本）は，細胞培養
上清中で直接 OCN 産生量を測定するラット
OCN に特異的な検査薬である．培養の 21 およ
び 28 日後に，細胞培養上清中の OCN 産生量
は，メーカーの指示に従って測定した． 
 
(7)アリザリン染色 
 培養開始 21,28 日後の純チタン金属板を
Alizalin Red 染色液にて染色を施し，オール
インワン蛍光顕微鏡にて観察を行った． 
 
(8) 統計解析 
 各試験の評価をそれぞれ 3回行い，各実験
の得られたデータの統計処理は SPSS 14.0 J 
for Windows を用いて行った．実験群および
対照群の有意差検定は Student の t検定を用
いて行い，5%以下を有意水準とした． 
 
４．研究成果 
(1) 表面解析 
 実験群ではSEMではナノレベルネットワー
ク構造が観察され，SPM では 13nm のノジュー
ル構造が形成された．XPS の観察では，実験
群で Ti，O，Na の存在が確認されたが、対照
群では Na の層を認めなかった。実験群には
チタニアゲル層の形成が推察される． 
XRD の解析では 600℃で結晶化の開始を示す
rutile の層が確認された．接触角の評価では，
対照群で 88°を示すのに対し，実験群では超
親水性を示した．（図 1-5） 
 
 
 
 

 
図１ SEM 像 
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     図３ XPS 解析結果 

 
 
 
 
  

 
図４ XRD 解析結果（実験群） 

 
 
 
 
 

 
       図５ 接触角 
 
(2) ALP 活性 
 通常グルコース濃度における実験群およ
び対照群の ALP 活性の比較では培養開始 7，
14 日後で実験群で対照群と比較して有意に
高い値を示した．高グルコース濃度における
実験群および対照群のALP活性の比較では培
養開始７日後では有意差を認めなかったも
のの実験群で高い値を示した．また，14日後
で実験群で対照群と比較して有意に高い値
を示した． 
 
(3) カルシウム析出量 
 通常グルコース濃度における実験群およ
び対照群のカルシウム析出量の比較では，培
養開始 21，28 日後で実験群で対照群と比較
して有意に高い値を示した．高グルコース濃
度における実験群および対照群のカルシウ
ム析出量の比較では培養開始 21，28 日後で
実験群で対照群と比較して有意に高い値を
示した． 
 
(4) オステオカルシン産生量 
 通常グルコース濃度における実験群およ
び対照群のオステオカルシン産生量の比較
では，培養開始 21 日後では有意差を認めな
かったものの，28 日後で実験群で対照群と比
較して有意に高い値を示した．高グルコース
濃度における実験群および対照群のオステ
オカルシン産生量の比較では，培養開始 21，
28 日後で実験群で対照群と比較して有意に
高い値を示した． 
 
(5) アリザリン染色 
 通常グルコースおよび高グルコース濃度
同様に実験群の観察で高いアリザリン染色
を示した． 
 
 
 
 
       
通常グルコース     高グルコース 
 
先行研究により，600℃の加熱処理で純チタ
ン金属表面にアルカリチタン酸塩のアモル



ファス層が基盤に強固に結合したTNSの結晶
構造が形成された．この構造はアパタイトに
対する過飽和度を高め，迅速なアパタイト層
の形成が期待できる．通常グルコースおよび
高グルコース下同様に無処理の純チタン金
属表面では分化誘導能の低下を認めた． 
通常グルコースおよび高グルコース下同様
に，TNS 析出純チタン金属表面では培養初期
時には，分化誘導および石灰化にまばらな結
果を示したものの，中後期ではすべての分化
誘導のマーカーで実験群で高い値を示した． 
通常の骨髄細胞と比較すると分化誘導の速
度は落ちるものの，TNS を使用すれば初期固
定の早期化が期待できる． 
 以上の結果により，グルコース濃度の変化
に関わらずTNSがインプラント埋入周囲組織
の確実な初期固定を誘起する可能性の一端
を示唆した． 
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