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研究成果の概要（和文）：次世代生体材料の創成のため、フェムト秒レーザを用いた周期的微細構造形成による
チタン材料上の細胞伸展制御を試みた。はじめに、チタン材料上に形成する周期的微細構造の周期をレーザ波長
により変化させることが可能であることを明らかにした。次に、周期的微細構造を形成したチタン材料に対して
ヒト骨芽細胞を用いて細胞試験を行った結果、細胞伸展制御に有効な周期が存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Titanium alloys are the most used biomaterials. However, they have 
insufficient bioactivity. Therefore, it is required to add new function to titanium alloys. One 
method to add new function is the creation of periodic nanostructures on the surfaces, which can 
control cell spreading. Then, femtosecond laser is one of the useful tools to create periodic 
nanostructures which can be created on various metals by self-organizing in the laser focusing spot.
In this study, control of cell spreading on titanium material was examined by periodic 
nanostructures formation with femtosecond laser. It is clarified that period of the periodic 
nanostructures can be varied by laser wavelength. Then, cell test was conducted by using the 
titanium material which have periodic nanostructures with different periods. Results of cell test 
show that periods of about 300 and 600 nm are useful for control of cell spreading on titanium 
material surface.

研究分野： レーザ加工、電子ビーム加工
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１．研究開始当初の背景 
チタン（Ti）や Ti 合金等の Ti 材料は機械

的性質に優れていることから、現在最もイン
プラント材料として使用されている生体材
料の一種である。しかし、Ti 材料そのものは
金属材料であるが故に生体不活性であるた
め、Ti 材料への新機能付与が必須の課題であ
る。Ti 材料への新機能付与の一種に、細胞が
伸展する方向を一方向に制御する細胞伸展
制御がある。骨には骨形成しやすい方向があ
るが、骨形成に起因する骨芽細胞を骨形成し
やすい方向へ伸展制御できれば、早期の骨形
成が期待される。上述した細胞伸展制御には、
材料表面へ周期的微細構造を形成すること
が有効な手法の一つであると知られている。
国内・国外の研究における細胞伸展制御を目
指した周期的微細構造形成方法としては、プ
ラズマドライエッチングや、CO2アシストエン
ボス加工などが挙げられるがこれらの手法
では真空雰囲気や複雑な工程が必要である
といった点を有している。 
そこで、大気中でかつレーザの集光スポッ

ト内部に自己組織的に周期的微細構造が形
成可能なフェムト秒レーザが細胞伸展制御
のための周期的微細構造形成に有効ではな
いかと着想するに至った。先行研究において、
Ti 基板上へエアロゾルビームを用いて成膜
した酸化チタン（TiO2）膜上に対して、波長
775 nm のフェムト秒レーザを照射すると、レ
ーザの偏光 Eに対して垂直な方向に溝を有す
る周期 230 nm 程度の周期的微細構造が形成
可能であることを明らかにした。骨芽細胞を
用いて 3時間細胞培養を行ったところ、細胞
が溝に沿って伸展することが明らかになっ
た。これらの結果は、TiO2膜上での細胞伸展
制御を世界で初めて成功した例である。ここ
で、実際の生体応用を考慮した場合、Ti や
Ti 合金に対して周期的微細構造を形成する
技術が必要である。これら Ti 材料へのレー
ザを用いた周期的微細構造形成による細胞
伸展制御は明らかになっていない。細胞が伸
展するためには、細胞と材料表面の相互作用
が重要である。細胞のサイズは数 10 µmであ
るのに対し、細胞が接着する足（接着斑）の
幅は 100-1000 nm 程度である。すなわち、周
期を 100-1000 nm の範囲で制御できれば、細
胞伸展制御に最適な周期を明確化すること
が期待される。フェムト秒レーザによる周期
的微細構造はレーザの波長に依存すること
が知られているため、Ti 材料上においてもレ
ーザの波長により周期を制御した周期的微
細構造が形成できる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
本研究では、次世代生体材料の創製のため、

生体材料として広く使用されている Ti や Ti
合金に対してフェムト秒レーザを用いて周
期的微細構造の形成を行い、Ti 材料上での細
胞伸展制御を試みる。この際，高効率な細胞
伸展制御を目指し、従来では明らかにされて

いなかった周期が細胞伸展に与える影響に
ついて調べ、細胞伸展制御に有効な周期を明
らかにする。 
 

３．研究の方法 
（１）フェムト秒レーザ照射による周期的微
細構造形成セットアップの設計・構築 
 図 1に本研究で構築したレーザ照射セット
アップの概略図を示す。レーザとして平均出
力 1 W、繰り返し率 1 kHz、パルス幅 150 fs、
基本波長 775 nm のフェムト秒レーザを使用
した。形成する周期的微細構造の周期の変化
が可能なように、レーザ照射セットアップに
波長変換器を組み込み、3つのレーザ波長（基
本波 775 nm、第二高調波 388 nm 及び第三高
調波 258 nm）で照射可能にした。また、周期
的微細構造形成領域の作成のため、二軸駆動
XY ステージを用いてレーザ集光スポットを
掃引照射できるようにした。 
（２）Ti 及び Ti 合金へのフェムト秒レーザ
照射による周期的微細構造形成 
 はじめに、ステージを一軸方向へ走査する
ことで、集光スポットの走査照射を行った。
レーザ波長、レーザフルーエンス及びスポッ
ト径あたりに照射される回数（照射パルス
数）などを変化させて周期的微細構造が形成
される条件を明らかにした。レーザ照射後の
試料表面は走査型電子顕微鏡（SEM）で観察
し、各レーザ波長で形成される周期について
詳細に観察した。次に、図 1(b)に示すように
ステージを二軸方向に動かし各レーザ波長
によって Ti 基板上に対して周期的微細構造
形成領域を作成した。 
（３）周期が細胞伸展へ与える影響 
 基本波、第二高調波および第三高調波で形
成した周期的微細構造が細胞伸展に与える
影響について調べた。細胞試験ではヒト骨芽
細胞（MG-63）を用いて 37℃5%CO2 濃度のイ
ンキュベーターの中で 3 時間培養を行った。

図 1 (a)レーザ照射セットアップ外略図、(b)
集光スポットの走査方向 



その後、組織固定を行い、試料上の細胞伸展
の様子が蛍光顕微鏡によって観察できるよ
う免疫染色を行った。この際、細胞の核を青、
アクチンを赤、接着斑を緑色に染色した。細
胞伸展に有効な周期を定量的に明らかにす
るため、細胞伸展の角度と細胞数について測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）フェムト秒レーザ照射による Ti 上の
周期的微細構造形成 
レーザ波長を 258 nm、388 nm および 775 nm

へと変化させ、純 Ti 基板上に対してそれぞ
れ集光照射した後の試料表面 SEM 観察を図 2 
(b)、(c)、及び(d)に示す。また、比較とし
てレーザを照射していない場合の Ti 基板表
面を図 2(a)に示す。 
図 2から、レーザの偏光Ｅに対して垂直な

方向に溝を有する周期的微細構造がそれぞ
れのレーザ波長で照射した場合において明
確に形成されていることがわかる。また、得
られる周期はレーザ波長によって変化して
いる。SEM 観察像から隣接する溝の間隔を周
期として測定した結果、各レーザ波長（258 nm、
388 nm および 775 nm）により Ti 基板上に得
られる周期的微細構造の周期はそれぞれ約
200、300 および 600 nm となった。すなわち、
レーザ波長が増加すると、形成される周期も
線形的に増加することが明らかになった。ま
た、今回のレーザ照射条件において Ti 基板
上に形成される周期は用いたレーザ波長の
約 80%程度となることが示された。以上の結
果より、レーザの波長により周期を制御した
周期的微細構造が Ti 材料上へ形成可能であ
ることを明らかにした。 

 

（２）周期が細胞伸展に与える影響 
細胞試験によって細胞伸展の評価を行う

ため、XY ステージを走査し Ti 基板上に対し
て周期的微細構造形成領域を作成した。その
際、周期約 200、300 および 600 nm の周期的
微細構造を Ti 基板上の約 10×2 mm の範囲へ

形成した。周期的微細構造を形成した Ti 基
板上においてヒト骨芽細胞を用いて 3 時間、
細胞試験を行った。レーザを照射していない
細胞試験後の試料表面における蛍光顕微鏡
観察像を図 3(a)に、周期約 200、300 および
600 nmを有する周期的微細構造上における蛍
光顕微鏡観察像を図 3(b)、(c)および(d)にそ
れぞれ示す。 
周期的微細構造を形成していない場合、細

胞はランダムな方向に伸展していることが
わかる。本結果は周期約 200 nm の周期的微
細構造上でも観察された。一方で、周期約 300 
nm および 600 nm の周期的微細構造上におい
ては、細胞が周期的微細構造の溝方向に沿っ
て伸展する箇所が存在することが明確に観
察された。本結果は、細胞が伸展した角度と
細胞数を測定することによっても示されて
いる。本結果より、約 300 nm 及び 600 nm の
周期を有する周期的微細構造を形成するこ
とが Ti 基板上での細胞伸展制御に有効であ
ることが示唆された。得られた成果は、高齢
化社会を見据えた次世代生体材料の創成の
ために重要な知見となると考えられる。 
今後は、より高効率な細胞伸展制御を目指

し、レーザを用いた高精度な表面形状制御技
術の確立を目指す予定である。また、細胞伸
展制御メカニズムの解明についても試みる。 
本研究で得られた成果は5章に示すように

英文の雑誌論文や、国際会議にて世界に向け
て報告した。 
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