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研究成果の概要（和文）：in vitro の実験からインプラントの表面性状が細胞の分化に影響することを明

らかにした．ワイヤ放電加工を用いナノ修飾した表面が機械研磨面よりも早期に細胞接着が生じ，骨芽

細胞や骨髄間葉系細胞の分化に影響することを明らかにした．また，分化誘導培地で骨芽細胞様細胞

を培養し，EDSurface の細胞分化に与える影響について検討できた．さらに，生体内でインプラント表面

から骨形成が生じる Contact osteogenesisが期待されているが，in vivoにおいてその可能性を示唆でき

た． 

 
研究成果の概要（英文）：The surface property of the implant influenced the differentiation of cells in 
vitro.  Cell adhesion occurred earlier than machine polished surface, and the nanosurface which it 
modified determined that we influenced the differentiation of osteoblasts and marrow mesenchyma 
system cells using wire electric discharge method.  Also, we cultured osteoblasts-like cells with 
differentiation instruction culture media and were able to examine effect to give cell differentiation of 
EDSurface.  Furthermore, Contact osteogenesis where the implant surface caused bone formation was 
expected in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
歯根膜のないインプラントは，咬合機能圧に

対する挙動が天然歯と異なる．歯根膜は血管と
神経および細胞成分を含むコラーゲン繊維性の
軟組織であり，咬合圧に対する感覚受容器が存
在することから，歯周組織を保護するために咀
嚼筋の力を調節する上で重要な組織である．こ
のため歯根膜のないオッセオインテグレーション
インプラントに天然歯と同等の咬合を与えるとイ
ンプラントにオーバーロード（過重負担）がかかり，

周囲組織や補綴物破壊が進行する．このため，
インプラント上部構造の咬合調整は，歯根膜の
ないことによる沈下量不足を考慮し，天然歯の
咬合よりも 25μｍ程度低くする．臼歯部ではオ
フセット配列により水平力を分散する対策が採ら
れるが，咬合機能圧に対する挙動が本来の歯
のものとは異なっているインプラントと天然歯を
長期に並存させることはできない．さらに歯根膜
には免疫細胞や造骨・破骨細胞が存在し，歯周
組織の恒常性維持に重要な役割を果たしてい
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る．これらの理由から，歯根膜の存在しない現在
のインプラントシステムは，現状よりも長期的な
維持を目指すことが難しいとされている． 
 
２．研究の目的 
これまで研究開発に取り組んできた表面修飾

技術の応用により，チタン製インプラント表面に
歯根膜を含めた歯周組織を再生させ，長期的な
維持と口腔機能を向上させることである．小動物
の口腔内で行う最終段階の in vivo のインプラン
ト機能・適合性試験を踏まえ，予備実験としてナ
ノ微粒子で表面処理したチタンプレートとを用い
て in vitro の歯根膜細胞培養試験を行う．ナノ
微粒子に歯根膜細胞の分化誘導因子を結合さ
せ，培養細胞に対する増殖・分化誘導能を検討
する．また培養細胞が産出したコラーゲン繊維と
の化学反応を検討すると同時に，培養後に形成
されたナノ微粒子とコラーゲンの複合体とチタン
表面の接着性をナノスクラッチテストにより測定
し，再生歯根膜に対するアンカー機能を検討す
る．チタンプレートに電解液中での放電陽極酸
化により抗菌処理を施し，インプラント体アバット
メント部での抗菌作用を in vitro で検討する．こ
れまでの研究で，本処理の口腔細菌に対する
有効性は明らかであるが，その作用機序が不明
である．バイオフィルムに対する抗菌作用機序
は，活性酸素の発生により細菌の細胞壁が傷害
されることに依存すると推察される．そこで，チタ
ンプレート上に培養バイオフィルムを処理，ある
いはグラム陰性菌の細胞壁成分を抽出し，抗菌
チタン表面での化学反応を赤外分光で経時的
に分析することで，抗菌効果のエビデンスが得ら
れると考えられる．本研究の最終段階では，ワイ
ヤ放電による超精密加工により小動物の口腔内
に埋入可能なチタン製ミニインプラントを設計す
る．埋入用ミニインプラントは，各種表面処理後
に培養歯根膜細胞と融合させ，実験動物の口
腔内で機能したのちに組織標本を作製し，イン
プラント周囲の再生歯周組織を評価する． 
 
３．研究の方法 
チタン製インプラント表面に歯根膜を含めた

歯周組織を再生させ，長期的な維持と口腔機能
を向上させることである．本研究を遂行するにあ
たり，その特殊性から in vivo での動物実験が不
可避である．しかし，予備実験として表面分析と
in vitro での細胞実験を組み合わせることにより，
これにつづく動物実験の個体数を減尐させるこ
とができる． 

 
(1) 歯周組織細胞を実験室で増殖させる．ナノ
修飾したチタンプレー ト表面に播種し ，
epidermal growth factor(EGF)，basic fibroblast 
growth factor(bFGF), Leukemia inhibitory 
factor(LIF)添加培地で一定期間の培養の後に
化学構造の分析を行う．培養細胞が産出したコ
ラーゲン繊維は，ナノ就職との化学反応によっ
てチタン表面でセメント質様の複合体を形成す
ると考えられる．培養後の乾燥試料は ATR アタ
ッチメントを用いた全反射赤外分光分析法により
コラーゲンの分子間結合を測定する．またＸ線
光電子分光分析法を併用して，ミネラルとコラー
ゲン分子との架橋結合を検出する． 
 
(2) 小動物の顎骨にインプラント体を埋入する．
ワイヤ放電技術による精密加工によって，超小
型のインプラント体を作製できるため，ラットのよ
うな小動物でも口腔内で検討を行うことが可能
になった．インプラント周囲に再生された歯根膜
が実際に天然歯と同様の機能を発現するには，
シャーピー繊維の走行と歯周組織との結合状態
が重要であり，動物実験からこれを明らかにす
る． 
 
(3)ラットの顎骨に埋入する小型のインプラント体
を作製する．インプラント体の形状はシリンダー
タイプおよびスクリュータイプとする．インプラント
体の加工は現有のワイヤ放電加工装置により行
う． 
 
(4)インプラント体の表面ナノ修飾および歯根膜
細胞の培養インプラント体の表面処理として，現
有の液中放電装置によりリン酸カルシウムナノ微
粒子による表面修飾をおよび増殖・分化因子を
結合させる． 
 
(5)個体の大きさを考慮し，歯根膜を採取したラッ
トが 10 週齢以上に達した時期を埋入時とし，イ
ンプラント体を大腿骨に埋入する． 
 
(6) インプラント体埋入後１－4 週で灌流固定に
より組織を固定したのち，現有の硬組織薄切機，
研磨機をもちいて標本を作製する．灌流固定は，
動物実験倫理規定を遵守し，エーテル麻酔下
で開胸し，左心室より中性ホルマリンを導入する．
また，途中経過での骨形成を評価するためにμ
-CT による評価を行う． 
 
(7)光学顕微鏡によりインプラント周囲のシャーピ
ー繊維走行および歯周組織再生を判別すること
ができる．これらは現有の光学顕微鏡下で観察
する． 
 
(8)以上の実験結果をもとに放電によりナノ修飾
したチタンインプラント表面での歯周組織再生に
ついて総合評価を行う． 



 

 

 
４．研究成果 
(1)初期の細胞適合性に対する表面微小形状と
表面化学構造の影響に関しては不明であった．
そこで，レプリカを作製する事で両者の影響を比
較・検討した．ワイヤ放電加工は放電エネルギ
ーを利用した精密加工であり，チタンワイヤを電
極に用いることにより，特徴的なマイクロメータオ
ーダの梨地凹凸の微小形状が付与されると同
時に，最表層に従来のチタンインプラントよりも
厚いＴｉＯ２－ＴｉＯ傾斜構造を有する酸化チタン
層を付与することができる．ワイヤ放電加工処理
チタン面（Ｗ）を表面微小形状をエポキシ樹脂で
再現し，表面にチタンをイオンコーティングした
レプリカ（Ｒ）を作製した．コントロールとして平滑
面を有する研磨チタン板（Ｃ）を用いた．レーザ
共焦点顕微鏡観察および表面粗さ測定により，
ＷとＲは同一の表面微小形状を有していることを
確認した．また，Ｘ線電子分光分析とＸ線回折分
析により，Ｗ最表層はＴｉＯ２－ＴｉＯ傾斜構造を有
する厚い酸化チタン層であるのに対し，ＲとＣは
ＴｉＯ２のみの極薄い酸化チタン層に被われてい
た．細胞接着の指標となるインテグリンの発現は，
Ｗが２４時間後であったのに対し，ＲとＣでは３日
後であった．既に細胞接着にチタンの表面化学
構造が影響することは明らかにされており，Ｗの
特徴的な表面化学構造は細胞の初期接着に有
利であることが判明した．1週間培養後の細胞数
は，Ｗ＞Ｒ＞Ｃの順であり，平滑面よりも凹凸面
上で細胞増殖が亢進することが判明した．さらに
アルカリフォスファターゼ活性は，Ｗで３日後に
発現したのに対し，Ｒでは 1 週間後に，Ｃでは２
週間後に発現したため，Ｗ上では細胞活性が
早期に高まっていることが判明した．以上のこと
からワイヤ放電加工処理チタンの優れた細胞適
合性は，特徴的な表面化学構造と表面微小形
状の相乗効果であることが判明した． 
 
(2)分化誘導培地で骨芽細胞様細胞を培養し，
Real-time PCR 法で細胞の分化因子と石灰化因
子の解析を行い，EDSurface の細胞分化に与え
る影響について検討した．コントロールとして，
同サイズのチタン板を耐水研磨紙で#500 から順
に#1200 まで研磨し，機械研磨面（Machined）と
した．走査型電子顕微鏡（SEM）， X 線回折
（XRD），X 線光電子分光分析（XPS）により表面
形状および表面化学構造の解析を行った．2 種
類の試料をアセトン，エタノールおよび蒸留水で
15 分間ずつ超音波洗浄し，細胞培養に供した．
マウス骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 cells）を，
4×104cells/well の濃度で試験片に播種し，分
化誘導培地中で培養した．3 日後および７日後
の分化度を比較するために，細胞内の mRNA を
回収し（QIAGENⓇ RNeasy Mini Kit），cDNA を
合成後，Real-time PCR（Taq ManⓇ Gene）によ
り遺伝子の相対発現量を測定した． EDSurface
は特徴的なクレーター状の表面微小形状を有し，

Machined よりも厚く傾斜的な酸化チタン膜を有
していた．Real-time PCR の結果より，3 日後で
integrin α2 が十分に発現し，差は両試験片で
なかったので両試験片とも十分に細胞接着して
いることが確認できた．osteocalcin，osterix，
Runx2 は 3 日後より EDSurface で Machined より
も 発 現 量 が 有 意 に 高 か っ た ． さ ら に ，
Osteocalcin や ALP も 3 日から 7 日後に有意に
高く発現していたため，EDsurface上で早期に石
灰化が生じる可能性が示唆された．この結果は
動物実験の結果を支持するものであり，
EDSurface のすぐれた骨伝導性を証明すること
ができた． 
 
(3)ウサギの脛骨内側部を十分に剃毛し皮膚の
消毒後，骨膜を剥離し脛骨に達する．腓骨と合

流する部位やや
遠位（膝関節面
から 45mm 遠位
部）に通法通りに，
インプラント体を
埋入した．埋入後，
洗浄し骨膜を可
及的に縫合し閉

創した．埋入したインプラント体は，EDSuface を
特徴としたインプラント体 （シリンダー形状およ
びスパイラル形状，直径 3.8mm，長さ 8mm）とし
た. 特にシリンダータイプのインプラント体には
先端に回転防止のベントを形成してあるものを
用 い た . コ ン ト ロ ー ル と し て 機 械 加 工
（Machined）で作製されたインプラント体（スパイ
ラル形状，直径 3.8mm，長さ 8mm）とした.1, 2, 4
週間後にウサギを賭殺し, micro-CT（卓上型マ
イクロフォーカス X 線 CT システム, SMX-90CT, 
（株）島津製作所）により撮影した．マイクロ CT
による観察では，埋入後 4 週間のインプラント周
囲にはEDSurfaceおよびMachinedの両者ともに
多量の緻密な骨様組織が見られ，オッセオイン
テグレーションが獲得されていることが確認でき
た．骨様組織量を部位別で比較すると，4 週間
後においてはいづれの部位でも，抽出した空間
に対し 40%以上の組織が確認できた．また，H-E
染色による切片においても新生骨が確認でき，
マイクロ CT において骨様組織と思われる部位
は骨組織であることが確認できた．EDSureface
上では，1 週間から骨形成が見られ，シリンダー
形状のベント部にも骨形成が見られた．2 週間
後および 4 週間後と成熟していく様子が確認で
きた．骨形成は，皮質骨側からのみではなくイン
プラント周囲全体からインプラント体表層に沿っ
て形成されていた．Machined 上では，1 週間後
では骨形成が見られず，2 週間後から骨形成が
見られた．骨形成はインプラント体表層からでな
く皮質骨側からであった． 4 週間後に両タイプ
のインプラント体でオッセオインテグレーションが
確認されたが，骨形成のスピードと骨形成のあり
方は異なっていた． EDSsurafce はMachined よ



 

 

りも早くそして直接インプラント体表面から骨形
成が起こる Contact osteogenesis であることが示
された．EDSurface による表面改質は，早期に確
実なオッセオインテグレーションする可能性が示
唆された． 
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