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研究成果の概要（和文）：チタン合金製のインプラント体組成金属元素のin vitro発生毒性をEST法で調べた結
果，バナジウム以外発生毒性リスクは確認できなかった．さらに，Ti-6Al-4V合金（ASTM F136）の板状試料，研
削粉ともに，フッ化水素酸処理群では無処理群と比べてマウス由来の3T3細胞，ES-D3細胞，iPS細胞で細胞生存
率の低下が認められた．フッ化物で腐食した板状試料では無処理群と比べ，ES-D3細胞，iPS細胞で細胞分化に影
響が無かったが，研削粉では影響が認められた．今回の実験条件は使用条件を超えた過酷な条件であったが，発
生毒性の存在は明確に確認できなかった．

研究成果の概要（英文）：The in vitro embryotoxicities of metals (Ti, V, Al, Nb, Ta, and Zr) used in 
a commercially available implant made of titanium alloy were examined by the EST protocol, 
demonstrating no embryotoxicity for any metal, except vanadium. The survival rates of mouse 3T3, 
ES-D3, and iPS cells based on the MTT method were lower in the fluoride-treated group than in the 
negative controls (i.e., untreated ground powder and plate made of titanium alloy).
In addition, the test solution, prepared by immersing corroded, ground powder (hydrofluoric 
acid-treated ground powder of Ti-6Al-4V plate (ASTM F136)) into a cell culture medium, reduced the 
rates of contraction in teratomas, due to differentiation, in both ES-D3 and iPS cells, as compared 
with untreated titanium alloy. However, the ALP activities showed no significant difference. No 
embryotoxicity was demonstrated, even though the experimental conditions were more severe than the 
conditions on actual use.

研究分野： 歯科理工学

キーワード： チタン合金　Ti-6Al-4V　発生毒性　in vitro　EST法　インプラント　表面処理　フッ化水素酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
チタン合金インプラントのヒトの正常な新生児誕生に関係する生殖・発生毒性リスクについては未知である．フ
ッ化物が含まれた歯磨や洗口剤の使用についてのチタン合金製インプラント腐食物についての発生毒性リスクの
情報は存在しない．今回，EST法でバナジウム含有合金に発生毒性リスクの可能性が判明し，医療用Ti-6Al-4V合
金研削粉がES-D3細胞とマウス由来iPS細胞の正常な分化に影響することが判明したことは学術的にも影響は大き
いと考えられる．今回のin vitro実験のみではヒトの発生毒性リスクが存在する可能性は難しいが，さらに社会
的にも多方面から発生毒性研究の継続を期待するものである．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 歯科用インプラントには純チタンやチタン合金が用いられている．チタン合金に数多く使
用されている Ti-6Al-4V 合金成分のバナジウムは非常に細胞毒性が強い元素のため，バナジウ
ムの代わりにニオブ，タンタルやジルコニウムなどを使用した合金も開発されている．チタン
やチタン合金は生体内の条件によっては耐食性が損なわれる可能性について，炎症組織でマク
ロファージが活性化すると活性酸素同様にヒドロキシラジカルが活性化しチタンの耐食性に問
題が発生する可能性が指摘されている①，さらに，酸性化でフッ素イオンが存在すると耐食性
が極端に低下する②，あるいは金属の上部構造との組み合わせによるガルバニー電流の発生に
よる電気化学的な問題③ など数多くの報告がある．インプラントの組成合金イオンが腐食する
ことで溶出し，生体に取り込まれた金属イオンの発生毒性レベルをチェックすることが必要で
あった研究上の背景があった． 
(2) 化学物質による正常なヒト新生児誕生に対する影響の中でも発生毒性の存在は非常に重
大な生物学的リスクである．正常なヒト新生児の誕生を妨げる歯科用インプラントから口腔内
などの体内に入るリスクレベルを把握する必要がある．報告者らは Embryonic Stem Cell Test 
(EST)法④を用いた発生毒性研究を 20 年以上継続して実施してきた．EST 法はマウス ES 細胞
の細胞分化能などを利用した in vitro 発生毒性試験法で，すでに欧州を中心に国際的なバリデ
ィーション試験を行い，化学物質によるヒトの発生毒性データとの相関関係では高い予知性が
示されている実験方法である⑤,⑥．この EST 法は国内外の複数の安全性試験受託機関でも採用
されている簡便かつ信頼性の高いスクリーニング法であり，歯科用インプラント合金組成元素
ならびにチタン合金製インプラント体が腐食して溶出する化学物質の発生毒性リスクをスクリ
ーニングし，ヒト新生児の正常な誕生に重要なデータを得る動機があった． 
 
２．研究の目的 
(1) 正常なヒト新生児誕生に対する化学物質の影響を知ることは重要である．チタン合金製イ
ンプラント体に使用される組成金属の発生毒性リスクについては解明されていない．ヒト胎児
の催奇形性を予測できる EST 法でチタン合金製インプラント体の組成金属の発生毒性リスク
を調べる．EST 法は欧州で国際的なバリデーションでヒトの発生毒性リスクを予知できる可能
性が高いことがすでに判明している．純チタンやチタン合金は表面には強固なチタンの不動態
膜ができることで，生体内に組成金属元素の溶出が非常に少なく生体安全性の優れた材料であ
ることが知られている．しかし，純チタンやチタン合金は生体内の特殊な環境下では耐食性が
損なわれる可能性も指摘されている． 
(2)  フッ素イオンは化学反応性が非常に高いハロゲン元素に含まれ，酸性条件下でチタン表面
がフッ素イオンで侵される可能性が大きいことが報告されている．チタン合金製インプラント
体組成元素のマウス由来 ES 細胞，iPS 細胞の細胞分化への影響から発生毒性の可能性を評価
する目的である． 
 
３．研究の方法 
実験１でチタン合金組成の各元素の発生毒性について可能性を探った．実験２でバナジウム

の入った医療用 Ti-6Al-4V 合金を NaF では腐食しなかったため，フッ化水素酸を用いたチタン
合金板の腐食群と無処理について調べた．さらに，歯科用ダイヤモンドポイントで研削した研
削粉を用いて，フッ化水素酸で腐食して ES-D3 細胞とマウス iPS 細胞の細胞分化に及ぼす影響
を調べた． 
(1) 実験１ 
 歯科用純チタンならびに歯科用チタン合金製の市販インプラント体に使用される基本組成金
属のチタン，バナジウム，アルミニウム，ニオブ，タンタル，ジルコニウムの各元素について，
それぞれ原子吸光々光度計用の標準試験液(表１)を用いて元素イオンレベルで発生毒性のスク
リーニングを行った．ES-D3 細胞（図１）の細胞分化指標である ID50 値，ならびに ES-D3 細胞
と Bulb/c 3T3 細胞（以後 3T3 細胞，図２）の細胞毒性指標である IC50 値の３つのパラメータ
を用いて，EST 法に基づいて実験を行った．すなわち，ES-D3 細胞用培養液として，あらかじめ
加熱処理を行った Fetal Bovine Serum(以下
FBS, HyClone®, Lot. KPK22095, UT, USA)を，
Dulbecco's Modified Eagle Medium(以下DMEM, 
富士フイルム和光純薬, 大阪)に容積比 10％
添加した．さらに容積比１％Non-Essential 
Amino Acids ， L-Glutamine ， Penicillin- 
Streptomycin，β-Mercaptoethanol(いずれ
も Invitrogen, CA, USA)を添加した．なお，
マウス由来 iPS細胞も ES-D3 細胞と同じ培養
液を用いた．また，3T3 細胞用培養液として，
容積比５％FBS(HyClone®)と L-Glutamine を
DMEM(いずれも Invitrogen, CA, USA)に添加
した． 
 

表１ 原子吸光々光度計用の標準試験液 

Ions Manufacturers Lot No. 

Ti Wako* DSL5783 

V Wako* AWR4218 

Al Wako* TWR6815 

Nb Wako* DSK6434 

Ta Wako* DSP2560 

Zr Wako* DCE3117 

  *富士フイルム和光純薬  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１ ES-D3 cells           図２ 3T3 cells           図３ マウス由来 iPS cells    
 
  ① Embryoid Body(EB)の製作 
  各金属イオンの標準試験液（1,000ppm）を PBS(-)で 100ppm にした後，新鮮培養液でさらに
濃度 10ppm の原液を製作した．原液を培養液で倍数希釈して得られた各濃度の試験液で ES-D3
細胞の細胞懸濁液(3.75×104cells/mL)を製作した．プラスティックディッシュ蓋の裏側に細胞
懸濁液をピペットで 25mL ずつ約 60 個分注し，さらにプラスティックディッシュ内に 20mL の
PBS(-)を分注した．ディッシュに蓋を静かに被せ 37℃の炭酸ガス恒温器で３日間懸滴培養した．
得られた細胞の凝集体を集め，さらに各試験液を用いて細胞が伸展しないように底面が無処理
の細菌培養用ディッシュを用いて炭酸ガス恒温器内で２日間静置培養して各試験液で EB を作
製した． 
 ② 細胞分化と評価 
 24well の multi-dish の各 well に EB を１個ずつピペットで投入し，各試験液 1mL/well を分
注し炭酸ガス恒温器で５日間静置培養した．細胞分化したテラトーマ内で倒立位相差顕微鏡を
用いて心筋に正常に分化して鼓動が認められた細胞の百分率から細胞分化のパラメータである
ID50 値を求めた．さらに細胞毒性のパラメータである２種類の細胞生存率について，ES-D3 細
胞と 3T3 細胞を試験液を用いて細胞懸濁液を作り，96well の multi-dish に 100μL/well 分注
して炭酸ガス恒温器中で 10 日間静置培養した．MTT 法でそれぞれの IC50 値を求めた．なお，
吸光々度計の吸光度は 570nm とした．また，対照群は金属イオン無添加群とした． 
 
(2)  実験２  
 Type I コラーゲン(新田ゼラチン，大阪)を用いて ES-D3 細胞およびマウス由来 iPS 細胞（図
３）の３次元培養法における細胞増殖と細胞分化を調べた．鏡面研磨した直径 6mm，厚さ 1.0mm
の Ti-6Al-4V合金の医療用チタン材であるASTM F136規格品(東京チタニウム，埼玉)を用いた．
フッ化水素酸(HF=20.01, Lot.PKF7599, 和光純薬, 大阪)による腐食群と無処理群を製作した．
いずれも円板状のチタン合金を中性洗剤で十分に洗浄した後，表面をエタノールに５分間浸漬
した．腐食群はフッ化水素酸に浸漬する時間や濃度条件については，予備実験としてチタン合
金板を濃度 100％のフッ化水素酸に浸漬した場合，化学反応で急激に発熱し浸漬液が沸騰して
危険なため，チタン合金板を浸漬する適切なフッ化水素酸濃度および浸漬時間をあらかじめ決
定した．フッ化水素酸 10％溶液で 12 時間浸漬する条件とした．腐食群，無処理群共に流水で
十分に洗浄し，オートクレーブ滅菌後に自然乾燥した．なお，腐食群のチタン合金板表面は光
沢がなく暗灰色を呈していた． 
  ① 細胞毒性試験 
 12well の Multi-dish 底面に腐食群，無処理群のチタン合金板を置き，ES-D3 細胞，マウス由
来 iPS 細胞，3T3 細胞の細胞懸濁液(1×104cell/mL)2mL/well を分注した．なお，マウス iPS 細
胞は培養にフィーダー細胞が必要なため，あらかじめ MEF 細胞(リプロセル，神奈川)をチタン
合金板上に分注し，炭酸ガス恒温器内で 24時間培養後にマウス由来 iPS 細胞を分注した．３種
類の細胞を分注した後に炭酸ガス恒温器内で４日間培養し，MTT 法を用いて吸光度 570nm で測
定した．なお，対照群はチタン合金板の無添加群とした． 
 ② 細胞分化試験 
  ２次元培養：ES-D3 細胞およびマウス由来 iPS 細胞を新鮮培養液で細胞懸濁液(3.5×
104cells/mL)で実験１と同様に５日間培養しそれぞれ EB を製作した．細胞毒性試験と同様に
12well の multi-dish 底面に腐食群，無処理群のチタン合金板を置き，それぞれの EB１個を板
上に置き，10 日間培養してテラトーマ内に認められる細胞の鼓動率を数えて全体の well 数の
百分率とした．なお，マウス ES 細胞は MEF 細胞を分注しチタン板上に分注し，24 時間後にマ
ウス由来 iPS 細胞の EBを置いた． 
 ３次元培養：Cell culture insert を 12 well multi-dish に入れ，Type Ⅰコラーゲン(新田
ゼラチン，大阪)8mL, 10 倍濃度の DMEM 1mL，reconstitution buffer(新田ゼラチン) 1mL を容
量 10mL の短試験管に入れて氷冷下混合し，cell culture insert 内に 300μL入れた．さらに，
cell culture insert と multi-dish の間に 2mL/well 培養液を分注し，炭酸ガス恒温器内で 24
時間培養した．cell culture insert 内のコラーゲンゲル上に EB を２個ピペットで置いた．さ

 



らに EB に乾燥の影響が少ないように EB 周囲に培養液を 50μL/well 入れた．チタン合金板を
EB 上に置き，炭酸ガス恒温器内で 10日間静置培養した．チタン合金板をピペットで取り去り，
cell culture insert 内で EB から細胞分化したテラトーマをコラーゲンゲルとともに取り出し
て，別の 12 well multi-dish に入れた．細胞が入っていないコラーゲンゲルを可及的に除去し，
PBS(-)で細胞を洗浄後に StemTAGTM Alkaline Phosphatase Staining and Activity Assay Kit 
(Colorimetric, Cell Biolabs, Inc., CA, USA)付属の Cell Lysis Buffer で処理後に 37℃で
30分間染色し，Stop Solutionで反応を停止させた．染色液を96 well multi-dishに100μL/well
入れ，吸光々度計の吸光度は 405nm とした．なお，対照群はチタン合金無添加群とした． 
 なお，実験２開始時における予備実験から２％NaF 溶液ならびに１％希塩酸溶液に１週間浸
漬条件よるチタン合金板表面の腐食も試みた．NaF では合金表面に肉眼的に影響が認められな
かった．また，希塩酸では合金表面がやや黒色化し光沢が無くなったが，ES-D3 細胞の細胞毒
性と細胞分化への影響に有意差が認められなかった． 
 
(3)  実験３ 
 実験２と同様の Ti-6Al-4V 板表面を歯科用ダイヤモンドポイントで研削した研削粉 100mg を
エタノールとともに遠沈管に入れて５分間遠沈した．残渣をシリコーン製の容器に入れ，10％
フッ化水素酸を５mL 加えて室温で 24 時間浸漬した．フッ化水素酸を捨て，腐食した研削粉を
蒸留水で数回洗浄した．腐食研削粉をそれぞれの細胞培養液 10mL に入れた．37℃で４日間静置
浸漬し，浸漬液は 0.2μmメンブランフィルターで濾過滅菌を行った．各浸漬液を培養液で倍数
希釈して各試験液とした．なお，フッ化水素酸無処理群を対照群とした． 
 ① 細胞毒性試験 
 ３種類の細胞を 96well multi-dish に 100mL/well 分注し，37℃の炭酸ガス恒温器で 24時間
静置培養した．培養液を 100mL の各試験液と交換し，炭酸ガス恒温器で７日間静置培養し，MTT
法を用いて吸光度 570nm でそれぞれの細胞生存率を調べた． 
 ② 細胞分化試験 
 ES-D3 細胞とマウス iPS 細胞の用いて細胞分化への影響を調べた．24well multi-dish に培養
液 1mL/well 入れ，実験１と同様に製作した EB を各 well にピペットで１個入れ，炭酸ガス恒温
器内で７日間培養した．倒立位相差顕微鏡で両細胞が分化したテラトーマを観察し，各 well
中のテラトーマ内で心筋の鼓動が認められた well 数を，全体 well 数からの百分率を求めた． 
 
４．研究成果 
(1) 実験１ 
 歯科用インプラント体に使用される基本組成金属のチタン，バナジウム，アルミニウム，
ニオブ，タンタル，ジルコニウムの各元素における原子吸光光度計用の標準試験液で EST
法による発生毒性スクリーニングを行った．ES-D3 細胞の細胞分化指標の ID50 値，ES-D3 細
胞と 3T3 細胞の細胞毒性指標である IC50 値の平均を図４に示す． 
ES-D3 細胞の ID50 値と ES-D3 細胞と 3T3 細胞の IC50 値から，バナジウムのみ，"weak 

embryotoxicity"を示した．
他の金属イオンではすべ
て "non embryotoxicity"
の範疇を示した．さらに，
それぞれの元素で２種の
イオンを併せた状態でも
EST 法の結果，バナジウム
と他の元素を併せた場合，
い ず れ も "weak 
embryotoxicity"であった． 
医療用に用いられるチ

タン合金の中でバナジウ
ムを含むASTM F136規格品
（チタンのほか，バナジウ
ム 3.50～4.50％，アルミ
ニウム 5.50～6.75％含
有）に発生毒性が存在する
リスクがあることが判明した．我が国で使用される医療用チタン合金でバナジウムを含有せず，
代わりにニオブ 6.50～7.50％と 0.50％以下のタンタルを含む ASTM F1295 規格品は以後の実験
対象外とした． 
(2) 実験２ 
 ① 細胞毒性試験 
 板状に加工した ASTM F136 規格チタン合金の腐食群と無処理群における ES-D3 細胞，マウス
由来 iPS 細胞，3T3 細胞上の細胞毒性試験の結果，腐食群ではそれぞれ 76.2％，80.1％，64.8％
を示した．しかし，無処理群では対照群との有意差がいずれの細胞も認められなかった． 
 ② 細胞分化試験 

 図４ 各金属イオンの ID50 値と IC50 値 



 ２次元培養の結果，腐食群，無処理群ともに，ES-D3 細胞，マウス由来 iPS 細胞で有意差の
心筋の鼓動が認められた well 数の割合は 50～67％でいずれも有意差が認められなかった．な
お，板状金属試料上のテラトーマ内で鼓動する細胞像は倒立位相差顕微鏡では観察できないた
め金属顕微鏡を改造して観察したが非常に観察が難しく，十分な観察可能数が得られなかった．
３次元培養の結果を図５に示す．キットの Lysis Buffer では 0.05 を示した．また，ES-D3 細
胞の未分化の EB では平均
0.84，マウス由来 iPS 細胞の
未分化のEBでは0.88と未分
化状態では大きかった．しか
し，腐食群で細胞分化した条
件では ES-D3 細胞は 0.24 で
あった．マウス由来の iPS
細胞で 0.28 であり，いずれ
も無処理群と差が認められ
なかった．なお，各グラフ上
の縦棒は標準偏差を示す．今
回の実験から，腐食群と無処
理群のチタン合金板では
ES-D3 細胞，マウス由来 iPS
細胞ともに細胞分化には影
響が認められなかった. 
 なお，実験２の結果から，
板状に加工した ASTM F136 規格チタン合金の腐食群と無処理群における ES-D3 細胞，マウス由
来 iPS 細胞，3T3 細胞上の細胞毒性試験結果では，フッ化水素酸による腐食群でやや細胞毒性
が認められたが，ES-D3 細胞，マウス由来 iPS 細胞の３次元培養条件下の細胞分化では影響が
認められなかった．   
 (3) 実験３ 
 ① 細胞毒性試験 
 ASTM F136 規格チタン合金研削粉の腐食群と無処理群における ES-D3 細胞，マウス由来 iPS
細胞，3T3 細胞上の細胞毒性試験結果，腐食群の原液では，ES-D3 細胞では対照群の 4.3％，２
倍希釈の試験液でも 8.9％，最も希釈率が大きな８倍希釈でも 63.7％であった．マウス iPS 細
胞，3T3 細胞でも同様な結果であった．しかし，無処理群では，ES-D3 細胞の原液で 56％，マ
ウス iPS 細胞で 44％，3T3 細胞で 40％であった．４倍希釈群で対照群との有意差がいずれの細
胞でも認められなかった．なお，３種類の細胞間での有意差は認められなかった． 
② 細胞分化試験 
 細胞分化率の結果，ES-D3 細胞，マウス由来 iPS 細胞で，原液から８倍希釈までの試験液で
は全く細胞分化が認められなかった．ES-D3 細胞の 16倍希釈において 8well 中 3well で心筋に
よる鼓動が確認できた．また，マウス由来 iPS 細胞では 8well 中 2well で心筋による鼓動が確
認できた．なお，対照群ではES-D3細胞，マウスiPS細胞共に実験日数内において8well中 4well
で鼓動が確認できた．なお，原液から４倍希釈までは EB が全く得られなかった． 
細胞分化試験では，ES-D3 細胞，マウス由来 iPS 細胞共にやや細胞分化への影響が認められ

た．細胞毒性が大きな場合には細胞分化への影響も大きいと考えられる．また，板状と異なり，
研削粉の場合には材料表面積が非常に大きいために細胞毒性，細胞分化ともに影響が大きかっ
た可能性がある．また，研削粉はダイヤモンドポイントで製作したため，十分に洗浄・滅菌し
たが，ダイヤモンドポイントのダイヤモンド，ステンレス，およびメッキ成分も僅かに混入し
た可能性も考えられる． 
また，予備実験段階で２％NaF 溶液，３％過酸化水素溶液、１％希塩酸溶液で１週間浸漬し

てチタン合金表面を観察した結果，NaF 溶液と過酸化水素溶液では合金表面には肉眼的には変
化が認められなかった．希塩酸溶液浸漬条件では表面がやや黒化し金属光沢が失われたが，
ES-D3 細胞では細胞毒性，細胞分化率ともに無処理群と有意差が無かった． 
フッ化物を研削片に作用させた場合では，板状の試験片と異なり，細胞生存率の低下が大き

く，ES-D3 細胞，マウス由来 iPS 細胞ともに細胞分化にも影響が認められた．歯磨剤に配合さ
れる NaF などのフッ化物はチタンを腐食する可能性は十分に存在することが知られており，フ
ッ化物による影響があることが判明した． 
 得られた成果の国内外における位置づけは，今回は加速度試験としてフッ化水素酸を用いて
短時間で腐食膜を生成した．歯磨剤に配合される NaF などのフッ化物はチタンを腐食する可能
性は十分に考えられる．実際のブラッシング時の唾液中フッ化物イオン濃度ではチタン表面に
影響する可能性は極めて少ないと考えられる．今回の研究からは十分ヒトへの発生毒性の影響
は確認できなかったが，マウス由来の ES細胞や iPS 細胞で，フッ化物で腐食したチタン合金に
ついて，細胞分化に影響があることが判明したため十分なインパクトがあったものと考える． 
 今後の研究について，フッ素の毒性については報告が多い．フッ素によって吐き気や嘔吐な
どを生じる急性中毒量は，体重１Kg 当たり 2mg であることが知られている．また，長年飲料水
等で過量のフッ化物を摂取したとき生じる斑状歯と骨硬化症が知られている．いずれも齲蝕予

図５ 腐食群，無処理群と対照群での細胞分化 
 



防を目的で使用する量をはるかに上回る量の使用で発症する． フッ化水素のヒトの慢性毒性で,
反復吸入暴露及び皮下投与で精子形成に影響がみられる．従って過剰なフッ化物の摂取はヒト
の健康に重大な被害を及ぼすことが判明しており，さらなるフッ化物のヒトへの影響について
の研究発展が望まれる．今回の実験条件は使用条件を超えた過酷な条件であったが，発生毒性
の存在は明確には確認できなかった． 
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