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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞を放電陽極酸化処理したチタン板上で培養すると石灰化が亢進される。陽極酸化チ
タン板上で培養した骨芽細胞は未処理の研磨チタンに比べ、骨石灰化に重要な非コラーゲン性タンパク質の遺伝子発現
が上昇することがわかった。また、両チタン板の周囲で培養された骨芽細胞は、それらの遺伝子発現に差は見られなか
った。さらに、一度チタン上で培養した骨芽細胞を剥がし、通常の細胞培養プレートに移して培養した結果、陽極酸化
チタンで誘導される各遺伝子発現の上昇はキャンセルされることがわかった。以上の結果は、骨芽細胞が陽極酸化チタ
ンに接着し、そのチタン表面性状に対して反応することで直接石灰化が誘導されることを強く示唆する。

研究成果の概要（英文）：Our previous results showed enhanced ossification of osteoblasts cultured on 
anodically oxidized titanium (Ao-Ti) plates. In the present study, we found that the mRNA expression of 
non-collagenous protein-related genes, which are involved in ossification, in osteoblasts cultured on 
those plates was increased as compared with those on untreated polished titanium plates. On the other 
hand, when osteoblasts were cultured in the presence of titanium plates without direct contact there was 
no significant difference regarding mRNA expression of those genes between culture with Ao-Ti plates and 
those with untreated polished titanium plates. Moreover, the enhanced gene expression seen in osteoblasts 
cultured on Ao-Ti plates was canceled following their detachment and transfer to normal culture plates. 
Our results indicate that ossification of osteoblasts is induced following their direct adherence to a 
surface of Ao-Ti plates and in response to its properties.
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１．研究開始当初の背景 
(1)歯科インプラント 
歯科インプラント治療では、早期の骨結合

獲得によりインプラント体を速やかに機能
させることが望ましい。また骨との直接結合
により咬合力を負担する歯科用チタンイン
プラントでは、界面新生骨のクオリティが極
めて重要と考えられる。インプラント材料と
して広く用いられるチタンおよびチタン合
金は、表面微細構造改善や化学構造修飾によ
る骨結合能の改善が試みられてきた。チタン
表面の微小構造や化学特性が接着骨芽細胞
の増殖・分化シグナルに影響すると生物学的
と考えられている。 
 
(2)陽極酸化チタンと骨芽細胞の石灰化 
二酸化チタン(TiO2)は、表面に吸着した有

害物質やバクテリア、ウイルスなどを、紫外
線照射により分解することが可能なことか
ら、光触媒として広く実用されている。そこ
でインプラントチタンの耐腐食性および抗
菌性を向上する目的で、チタン表面に厚い酸
化膜(TiO2)を形成する方法が検討されてきた。
その一つとして電解質溶液中でチタンを放
電陽極酸化処理する方法が開発された。電気
化学的条件（化成電圧、電流密度、電解質組
成、pH など）を選択することにより、酸化膜
の組織や結晶構造をはじめとする膜質の制
御が可能である。放電陽極酸化の電解質溶液
にリン酸二水素ナトリウムを用いることで、
チタンは表面に非結晶のアモルファスのア
ナターゼ型チタン酸化膜(TiO2)が形成される。
このチタン酸化膜内には Ti4+と O2- の正孔電
子対が残存しており、大気中の酸素や水分と
反応することで、ヒドロキシラジカルと親水
基が維持される。このヒドロキシラジカルは
表面疎水性炭化水素の吸着を防止すること
で優れた生体適合性を長期間持続する。 
申請者は、リン酸二水素ナトリウム溶液中

で放電陽極酸化処理されたチタン板上で培
養した骨芽細胞は未処理の研磨チタンに比
べ、厚い石灰化組織が形成されることを見出
した。 
 
２．研究の目的 
本研究では陽極酸化チタンの骨芽細胞石

灰化誘導モデルを用いることで、骨形成メカ
ニズムを解明するとともに、骨再生の臨床応
用に向けた治療基盤を確立することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
リン酸二水素ナトリウム溶液中で放電陽

極酸化処理されたチタン板が培養骨芽細胞
に対する影響を検討するために、マウス初代
骨芽細胞を未処理の表面研磨純チタン板と
放電陽極酸化処理したチタン板上で培養し
比較を行った。 
 
４．研究成果 

(1)平成 26 年度 
まず初めに、チタン板上で培養後の骨芽細

胞から mRNA を採取し DNA マイクロアレイ解
析を行った。その結果、陽極酸化チタン板上
で培養した骨芽細胞は未処理の研磨チタン
に比べ、209 個の遺伝子が上昇し、195 個の
遺伝子が低下していることがわかった。また、
Gene ontology 解析によりこれらの遺伝子は
石灰化や細胞分化に関わる遺伝子群である
ことが明らかとなった。特に骨石灰化に重要
な 非 コ ラ ー ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 で あ る
Osteocalcin、Bone sialoprotein、Dentin 
matrix proteinをコードする遺伝子の発現が
顕著に上昇することがわかった。 
さらにDNAマイクロアレイ解析で変化の見

られた遺伝子について、リアルタイム PCR を
用いて発現量を比較した結果、DNA マイクロ
アレイ解析と同様の傾向を示すことが確認
された。 
そして、DNA マイクロアレイ解析の結果を

基に石灰化に関わる各種因子を阻害した実
験では、陽極酸化チタンで上昇した非コラー
ゲン性タンパク質の遺伝子発現が一部抑制
されることを明らかにした。 
 
(2)平成 27 年度 
平成 26 年度に行った遺伝子発現解析の結

果から見出した陽極酸化チタン板上で培養
した骨芽細胞で上昇する遺伝子群を指標と
して、石灰化亢進の誘因を探った。まず、陽
極酸化チタン板と未処理の研磨チタン板の
周囲で培養された骨芽細胞（チタン板上に乗
っていないが、チタン板を含む同じ培地中で
培養された細胞）を比較したところ、各非コ
ラーゲン性タンパク質の遺伝子発現に変化
は見られなったことから、陽極酸化チタン板
上で培養した骨芽細胞の石灰化亢進は、その
骨芽細胞が分泌する液性因子によるもので
はない可能性が強く示唆された。 
次に、一度チタン上で培養した骨芽細胞を

Trypsin-EDTA で剥がし、通常の細胞培養プレ
ートに移して培養した結果、陽極酸化チタン
で誘導される各非コラーゲン性タンパク質
の遺伝子発現上昇はキャンセルされること
がわかった。この結果は、陽極酸化チタンで
誘導される石灰化の亢進は骨芽細胞が陽極
酸化チタン上に接している必要があること
示す。 
以上の結果は、骨芽細胞が陽極酸化チタン

に接着し、そのチタン表面性状に対して反応
することで直接石灰化が誘導されることを
示す新たな知見である。 
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