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研究成果の概要（和文）：歯周病 は罹患率の極めて高い生活習慣病であり、その治療法が高度化すれば多くの
国民のQOL向上に資する。歯周病の再生治療においては、細菌増殖により破壊された歯表面（歯面）での歯周組
織との付着（ペリオドンタルアタッチメント）を早期に再構築させることが重要である。本研究では、生理活性
物質とリン酸カルシウムのナノ複合粒子を高濃度に分散させたバイオインクを開発、そのバイオインクを用いて
歯面上に高機能人工歯面を形成するため、新たにレーザー誘起ジェットを利用したナノ複合粒子の3次元デリバ
リー技術構築を目指し、バイオインクを約50マイクロメートルのディスク形状で、位置精度よく基板上に堆積さ
せることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Periodontal disease is a lifestyle-related disease with an extremely high 
prevalence, and if the treatment method becomes more sophisticated, it will contribute to improving 
the QOL. In the regenerative treatment of periodontal disease, it is important to reconstruct the 
attachment (periodontal attachment) to the periodontal tissue on the tooth surface destroyed by 
bacterial growth at an early stage. In this work, we have developed a bio-ink in which 
nano-composite particles of physiologically active substances and calcium phosphate are dispersed in
 high concentration, and a novel laser-induced jet is used to form a highly functional artificial 
tooth surface using the bio-ink. Aiming to build a three-dimensional delivery technology for 
nano-composite particles, we succeeded in depositing bio-ink on a substrate with a disk shape of 
about 50 micrometers with high positional accuracy.

研究分野：レーザープロセス

キーワード： レーザー転写　デリバリー　バイオインク　レーザー誘起ジェット　リン酸カルシウム　ナノ複合粒子
　アパタイト　生理活性物質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義としては、生理活性物質を担持させたリン酸カルシムナノ微粒子を高濃度に含有するバ
イオインクについて、レーザー誘起ジェットによるデリバリーの可視化によるプロセス最適化手法を駆使、微量
なバイオインクの高精度堆積が可能なことを基礎実証した。本手法が高度化できれば、我が国の生活習慣病であ
る歯周治療につながり、社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は罹患率の極めて高い生活習慣病であり、その治療法が高度化すれば多くの国民の QOL

向上に資する。歯周病は、歯表面（歯面）と歯肉界面での細菌増殖・歯肉の炎症により発症し、

歯周組織との付着（ペリオドンタルアタッチメント）が壊れ、歯周ポケットを形成する。歯周組

織再生治療において、感染部を除去した後の歯面は、本来の歯面に比べて歯周組織との親和性に

劣り、ペリオドンタルアタッチメントの再構築が困難である。このため、術後に歯肉上皮の侵入

を許し細菌の温床となり歯周病再発の原因となっている。この治療後の歯面に、ヒトの歯や骨の

主要無機成分であり優れた生体親和性と骨結合能を有する水酸アパタイト（以下、アパタイトと

総称）などのリン酸カルシウムをデリバリーし高密着固定化できれば、新たな人工歯面を形成で

き、歯周組織との親和性を速やかに回復できる可能性がある。さらに、骨形成促進能を有するタ

ンパク質などの生理活性物質を人工歯面に担持できれば、ぺリオドンタルアタッチメント形成

にかかる時間を短縮化、その結果術後の細菌感染リスクも低減できる可能性がある。 

研究代表者の奈良崎は、高温や真空プロセスを要しない物質デリバリー手法として、各種材料

（金属・半導体・酸化物固体）のレーザー転写技術を開発してきた。本手法によれば、透明サポ

ート上の固体膜に単一レーザーパルスを集光、過渡的溶融場を形成することで微小ジェットを

形成、単一のマイクロ/ナノ液滴を放出でき、精密にサイズ・位置制御した状態で、対峙するレ

シーバー基材上に堆積できる。他方、研究分担者の大矢根は、体液に類似したリン酸カルシウム

過飽和溶液を用い、歯の主要無機成分であるアパタイトと生理活性物質（タンパク質など）を各

種基材上でナノ複合化・成膜する技術を開発してきた。さらに、研究分担者の中村は薬剤送達分

野を専門とし、リン酸カルシウムナノ粒子の安全・簡便な one-pot 合成技術を開発してきた。こ

れらの生理活性物質担持リン酸カルシウムの調製技術を、前記のレーザー誘起ジェットを利用

した転写堆積技術と融合すれば、新たな物質デリバリー技術ならびそれを駆使した高機能人工

歯面を創製できると考え、本研究に着手した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生理活性物質を担持させたリン酸カルシウム複合ナノ粒子を高濃度に分散させ

たバイオインクを開発、そのバイオインクを用いて歯面上に高機能人工歯面を形成するため、新

たにレーザー誘起ジェットを利用した複合ナノ粒子のデリバリー技術構築を目指す。具体的に

は、要素技術として、(1)独自のリン酸カルシウムナノ粒子合成技術の高度化により、生理活性

物質を担持させたリン酸カルシウム複合ナノ粒子を含有するバイオインク合成手法の確立、(2)

レーザー転写法を基盤としたバイオインクなどの生理活性物質を担持させたリン酸カルシウム

（インク・膜）のデリバリー技術開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

生理活性物質を担持させたリン酸カルシウム複合ナノ粒子を高濃度に分散させたバイオイン

クを開発、次にそのバイオインクを用いて歯面上に高機能人工歯面を形成するため、新たにレー

ザー誘起ナノジェットを利用した複合ナノ粒子のデリバリー技術（バイオインク転写技術）の構

築を検討した。バイオインクのレーザー転写に加え、過飽和溶液を利用したバイオミメティック

法であらかじめ膜形状に調製した生理活性タンパク質担持リン酸カルシウムについても、レー

ザー膜転写の検討を行った。2 種類のレーザー転写技術（バイオインク転写、膜転写）のうち、

バイオインク転写については原料に用いた医療用注射液中の水が極大吸収を有する波長2940 nm

の Er:AG マイクロ秒パルスレーザーを用いた。一方、膜転写については、膜内に担持させた生理

活性タンパク質への熱影響低減のため、レーザーアブレーションを起こすドライバー層として

カーボン薄膜を導入、カーボン膜が吸収を有する波長 1064 nm の Nd:YAG ナノ秒パルスレーザー

（基本波 1064 nm）を採用した。 

 

(1)バイオインク合成技術 

塩化カルシウム溶液、リン酸水素二カリウム溶液、炭酸ナトリウム溶液、ヘパリンナトリウム

溶液（分散剤）1)、生理食塩水の 5 種類の原料溶液を混合・撹拌して調製した反応液を 25℃で振



とうさせ、分散性リン酸カルシウムナノ粒子の合成を試みた。また、反応液に生理活性物質とし

て線維芽細胞増殖因子-2（FGF-2）を添加し、FGF-2 担持リン酸カルシウム複合ナノ粒子の合成

を試みた。各原料成分の濃度、反応液の振とう時間（1 分～24 時間）などを変化させ、適切な粒

子合成条件を検討した。 

 

(2)レーザー転写技術 2-4) 

①バイオインクのレーザー転写検討 

 新たに液体のレーザー転写に挑戦するため、バイオインク用のレーザー転写セル（インクホル

ダ）を設計・作製した。ノズルサイズにより射出体積の下限が制限されるインクジェット法と異

なり、レーザー転写を基盤とする本技術では、ノズルサイズに影響されず、極微量のインク射出

が実現できる可能性がある。このセルに光学窓を設け、水が極大吸収を有する波長 2940 nm の

Er:AG パルスレーザーからのマイクロ秒パルスを集光照射することで、水のレーザーアブレーシ

ョンを用いたバイオインクの射出を検討した。原理検証とプロセス最適化のため、ハイスピード

カメラを利用した可視化システム構築に取り組んだ。 

 本手法により、基板上にバイオインクの 2 次元パターニングを作製、デジタルマイクロスコー

プや高分解能 FE-SEM によるによる表面観察等を実施した。 

 

 ②リン酸カルシウム膜の転写検討 

 フィブロネクチンを添加したリン酸カルシウム過飽和溶液を用い、レーザー転写用ドナーと

して、フィブロネクチン担持リン酸カルシウム原料膜（転写原料膜）を光学的に透明かつ転写時

に発生する衝撃を低減できる光スタンプ上に成膜した。本実験では、光スタンプとして、衝撃吸

収材となるポリジメチルシロキサン(PDMS)を表面にコートしたポリエチレンテレフタレート

（PET）基材を用いた。この際、原料膜とは別にレーザー吸収層としてカーボン薄膜をリン酸カ

ルシウム膜と光スタンプ界面に成膜することにより、タンパク質への高温負荷を低減した。 

 得られた原料膜について、原料膜とコンタクトさせる形で転写先基材（レシーバー）を配置し、

PET 基材側からナノ秒レーザーパルス（波長 1064 nm）を同一箇所にシングルショット照射とな

るよう、大気中でビーム走査を実施した。 

原料膜ならびに転写したフィブロネクチン担持アパタイト微細構造については、デジタルマ

イクロスコープや高分解能 FE-SEM によるによる表面観察等を実施した。 

 

４．研究成果 

(1)バイオインクの合成 

 5 種の原料溶液を混合・撹拌して調製した反応液を 1 分～24 時間振とうさせた結果、リン酸カ

ルシウムナノ粒子を得ることができた。得られた粒子は医療用注射液中で分散し、動的光散乱法

による平均粒子径は 100～200 nm 程度であった。また、ゼータ電位は-22～-15 mV 程度であり、

比較的大きな負のゼータ電位を有した。負電荷を有するヘパリンが粒子に含まれることで、粒子

間の静電反発により粒子の分散性向上に寄与したと考えられた。なお、振とう時間が長い条件で

得られた粒子の方が、長期にわたり分散性を維持できた。 

 FGF-2 を添加した反応液からは、FGF-2 担持リン酸カルシウム複合ナノ粒子が得られた。得ら

れた粒子は培地中で少なくとも 48 時間にわたって FGF-2 を徐放できることを確認した。 

 

(2)レーザー転写 

①バイオインクのレーザー転写結果 

 バイオインクのホルダについては、レーザー未照射の場合はインクの表面張力によりインク

を保持しつつ、レーザーパルス照射による水のアブレーションを経て形成される気泡を利用し

てインクを押し出す機構を可能とするよう設計を行った。また、射出後に発生する気泡が次のレ

ーザーパルス照射を遮ることのないよう改造することで、連続的なインク射出を可能とした。さ

らに、レーザー転写の際のインク射出挙動を捕捉するため、ハイスピードカメラを用いた可視化

システムを構築、レーザーパラメータと射出速度・量の相関性を検討し、微小液滴を高い再現性

で射出できるようレーザーパラメータの最適化に取り組んだ。その結果、バイオインクを対向配



置したレシーバー基板上に連続射出することで、直径約 50 マイクロメートルのディスク形状で、

位置精度よく基板上に連続堆積させることに成功、本手法によるバイオインクの 2 次元微細パ

ターニングを実現できた。 

 

 ②リン酸カルシウム膜の転写結果 

 レーザー転写用ターゲットとして作製したフィブロネクチン担持リン酸カルシウム膜/カーボ

ン薄膜/光スタンプ（PDMS コート PET）をレーザー転写用システムに設置、光スタンプ側から原

料膜へナノ秒レーザーパルスをシングルショット照射し、対向配置したレシーバー基板上への

膜転写を検討した。光スタンプを用いた結果、レシーバー基板として PDMS に加え、これまで難

しかった硬い表面を有する PET や象牙質ブロック（ヒト天然歯）についても、膜破砕なくレーザ

ービーム形状に対応した直径数十マイクロメートルのマイクロチップ転写堆積が得られ、本手

法により被覆率約 80 %のコーティングを確認している。またレーザーパラメータの最適化によ

り、フィブロネクチン担持アパタイトマイクロチップの象牙質表面への転写堆積において、FIB-

SEM 断面観察により評価した結果、大きなギャップのない良好な界面形成を確認できた。 
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