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研究成果の概要：本研究では，分子プレカーサー法を用いて炭酸含有アパタイト(CA)薄膜コー
ティングを施したチタン(Ti)ファイバーに，骨粗鬆症の治療薬であるビスフォスフォネート
(BP)を固定化し，3次元スキャホールドとしての有効性について検討した．BP固定化チタンフ
ァイバーはファイバー内部での骨形成が良好に起こっており，ファイバー内部への骨侵入度も
優れていた．また，BP 濃度により，CA 薄膜コーティング Ti ファイバー周囲に BP ゲルを形成で
き，ドラッグデリバリーシステムへの応用などが考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 
ビスフォスフォネート（BP）は破骨細胞の

活性化を抑制し，強力な骨吸収抑制作用を示
して骨密度を増加させることから，骨粗鬆症
の治療薬として臨床で使用されている．近年，
BP が破骨細胞だけでなく骨芽細胞にも作用
して骨吸収を間接的に抑制し，骨形成を促進
するという報告がなされている．また，リン
酸カルシウム薄膜コーティングチタンイン
プラント表面にビスフォスフォネートが良

好に固定化する事ができ，かつ，リン酸カル
シウム薄膜を介してビスフォスフォネート
を固定したチタンインプラントが骨形成に
有効であることが報告されている.一方，硬
組織再建のための 3次元スキャホールドとし
て，今までにポリ乳酸に代表される吸収性高
分子材料が主に検討されてきたが，骨などの
荷重のかかる部位での適応には限界がある．
非吸収性材料であるチタン（Ti）ファイバー
は機械的性質に優れており，硬組織再建のた
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めの 3次元スキャホールドとして有望である．
今までに，骨形成誘導因子である BMP の Ti
ファイバーへの固定化や，リン酸カルシウム
薄膜コーティングの形成が，骨形成に与える
影響について検討されている． 
 しかしながら，3次元構造を有する Ti ファ
イバー内部にまで均一に表面修飾をするこ
とはかなり困難である．リン酸カルシウム薄
膜形成についても物理的蒸着法であるマグ
ネトロンスパッタリング法では不十分であ
ることが問題であると指摘されている．今ま
でに，Ti ファイバー内部にまで均一にアパタ
イト薄膜を形成した報告や，生理活性を有す
るタンパク質を固定化した報告はほとんど
ないのが現状である． 
 そこで，新しいアパタイト薄膜形成法とし
て分子プレカーサー法の適応について検討
した．分子プレカーサー法は EDTA－Ca 錯体
のアルコール溶液からなるプレカーサー溶
液を Ti 表面に塗布して焼成するだけで 1μm
以下の炭酸含有アパタイト（CA）薄膜が形成
できる方法である．ディスク状 Ti ファイバ
ーにこの分子プレカーサー法を適法したと
ころ，ファイバー内部にまで均一にアパタイ
ト薄膜を形成させることが出来た．  
 以上の知見から，分子プレカーサーの適応
により Ti ファイバーの表面修飾が可能にな
り，Ti ファイバーの硬組織再建のための 3次
元スキャホールドとしての有効性が期待で
きるものと考えられた． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，まず，分子プレカーサー法を
用いてシリンダー状 Ti ファイバー内部にま
で均一に CA 薄膜を形成し，CA 薄膜コーティ
ング Tiファイバーへの BPの固定化について
検討する．CA 薄膜コーティング Ti ファイバ
ーへのビスフォスフォネート固定化が確認
された後，動物埋入実験を行い，チタンファ
ーバー内部および周囲の骨形成状態につい
て評価を行ない，硬組織再建のための 3次元
スキャホールドとしての有効性について検
討する． 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 分子プレカーサー溶液の調整 
 調整方法を図 1 に示す．大きく 3段階に分
かれている．まず，EDTA-Ca 錯体とジブチル
アミンのエタノール混合溶液を作製した．次
に，リン酸とジブチルアミンからジリン酸ジ
ブチルアンモニウム塩を合成した．最終的に，
EDTA-Ca 錯体/ジブチルアミンのエタノール
混合溶液に Ca/P=1.67となるようにジリン酸
ジブチルアンモニウム塩を添加して，分子プ
レカーサー溶液を調整した． 

(2) シリンダー状 Ti ファイバー 
 図 2 に使用したシリンダー状 Ti ファイバ
ー（気孔率 85%，直径 2.8mm，長さ 6.0mm）お
よび走査電子顕微鏡観察によるシリンダー
状 Ti ファイバーの内部構造を示す．ファイ
バー径は約 50μm であり，空隙間隔は約 200
～300μm であった． 

 
(3) CA コーティング 
 Ti ファイバーを分子プレカーサー溶液に
20 分間浸漬し，その後，60℃で 20 分間，600℃
で 2時間加熱処理を行なった．この操作を 3
回繰り返して CA 薄膜コーティング処理を行
なった．Ti ファイバー内部での CA 薄膜の形
成状態は電子プローブマイクロアナリシス
（EPMA）によって検討した． 
 
(4) BP 固定化実験 
 BP として，パミドロネート（3-アミノ-1-
ヒドロキシプロピリデン-1,1-ビスフォスフ
ォネートを用いた．CA 薄膜コーティング Ti 
ファイバーおよびコーティング処理を施し
ていない Ti ファイバーをビスフォスフォネ
ート水溶液に浸漬し，ビスフォスフォネート
の固定化を検討した．  
 まず， 10-2M の BP 水溶液に CA 薄膜コーテ
ィング Ti ファイバーを浸漬すると，1日浸漬
後で，ファイバーの周囲にゲル状物質が生成

 

図１ 分子プレカーサー溶液の調整方法 

    
 

図 2 Ti ファイバー  
a)シリンダーTi ファイバー，b)内部構造 



 

 

した．予備実験で，このゲル形成 CA 薄膜コ
ーティング Ti ファイバーを動物に埋入した
が，骨形成は認められなかった． 
 そこで，動物実験用には，濃度の低い
0.005M の BP 水溶液に CA 薄膜コーティング
Ti ファイバーを浸漬して，BP 固定化 Ti ファ
イバーを作製した．この場合，ゲル状物質は
形成しなかった． 
 
(5) 動物埋入実験 
 動物埋入実験は松戸歯学部動物実験倫理
委員会の指針に従って行った(承認番号
08-0019)．ウサギ(日本白色種，3 ヶ月齢)の
大腿骨関節内側顆部の海綿骨部に，無処理 Ti
ファイバー，CA 薄膜コーティング Ti ファイ
バー，BP 固定化 Ti ファイバーを埋入した．
埋入 12週間後に Tiファイバーを組織ごと取
り出し，ホルマリン固定，アルコール系列に
よる脱水後，メチルメタクリレート樹脂にて
包埋し，厚み約 50μm の非脱灰研磨標本を作
製した．トルイジンブルーにて染色後，光学
顕微鏡下で，Ti ファイバー内部での骨の形成
状態，骨の侵入度などを病組織学的に検討し
た． 
 
 
 
４．研究成果 
(1) シリンダー状 Ti ファイバー内部への CA
薄膜コーティング 
 シリンダー状 Tiファイバー内部での CA薄
膜の形成状態を EPMA によって検討した結果
を図 3示す． 
 分子プレカーサー法を用いることによっ
て，複雑な形状を有するシリンダー状 Ti フ
ァイバー内部にまで良好に CA 薄膜が形成で
きる事が判明した．  

(2) CA 薄膜コーティング Ti ファイバー上で
のゲル状物質形成 
 CA薄膜コーティングTiファイバーを10-2M
の BP 水溶液に浸漬したところ，1日浸漬後で
溶液の粘性が高くなっていた． 
 図 4 に示す様に容器を逆さまにしても，CA
薄膜コーティング Tiファイバーの場合には，
溶液が流れず，溶液の粘性がかなり高くなっ
ている事が分かる．これは BP 水溶液のゲル
化によるものと推察された． 

 
 BP 水溶液に浸漬した Ti ファイバーを取り
出した．図 5に示すように，CA 薄膜コーティ
ング Ti ファイバーを浸漬した場合，ファイ
バー周囲にゲル状物質が形性されていた． 
 無処理の Ti ファイバーの場合，ゲル状物
質は生成せず，溶液の粘性にも変化は見られ
なかった 

 この事から，BP のリン酸基と Ti ファイバ
ーにコーティングされた CA のカルシウムと
の相互作用により局所的に BP 濃度が高まっ
てゲルが形成されたと思われる．また，アパ
タイトコーティングしたディスクを同濃度
の BP 水溶液に浸漬しても，ゲル状物質は生
成しない事から，Ti ファイバーの 3次元構造
が BP のゲル形成を促進する要因となってい
る事が示唆された． 

 
図5 BP水溶液から取り出したTiファイバー 
a) 無処理 Ti ファイバー 
b) CA 薄膜コーティング Ti ファイバー 

 
図3 EPMAによるシリンダー状Tiファイバー
内部での CA 薄膜形成状態の分析 

 
 
図 4 BP 水溶液に Ti ファイバーを 1 日浸漬

後に容器を逆さまにした写真 
a) 無処理 Ti ファイバー 
b) CA 薄膜コーティング Ti ファイバー 



 

 

 予備動物実験の結果では，BP ゲルを形成し
た Ti ファイバーは良好な骨形成を示さなか
ったが，BP ゲルに何らかの薬物やサイトカイ
ンなどを含有させることによって，それらの
リリースを制御するドラッグデリバリーシ
ステムへの応用などが考えられる．また，他
の BP 化合物や，BP 類似の構造を有する化合
物，或いは，カルシウムとの反応が期待され
る化合物を用いた時のゲル形成能について
今後の検討課題としたい． 
 
(3) 動物埋入実験 
 無処理 Ti ファイバーおよび BP 固定化 Ti
ファイバーを埋入した時の病理組織学所見
を図 6に示す．骨密度の低い海綿骨部に 12
週間埋入し，骨形成状態を病理組織学的に検
索した結果，BP 固定化 Ti ファイバーはシリ
ンダー内部で骨形成が良好に起こっており，
Ti ファイバーへの骨侵入度も最も優れてい
た． 

 
CA 薄膜コーティング Ti ファイバーを埋入し
た場合でも，無処理 Ti ファイバーよりは骨
形成は良好であったが，BPを固定化すること
により，骨形成がより促進されていた．  
 今までに，BP 固定化チタンが骨芽細胞様細

胞培養実験において，アルカリフォスファタ
ーゼの活性を向上させることが報告されて
いる．本研究でも，Ti ファイバーに固定化さ
れた BP が骨芽細胞の増殖，分化を促進し，
さらに破骨細胞の活性を抑制した結果，BP 固
定化 Ti ファイバー内部で骨形成が良好に進
行したものと考えられる．  
 現在，BP 薬剤投与による顎骨壊死が報告さ
れている．BP 固定化 Ti ファイバーからの適
切な BP リリースが制御できれば，上記の問
題を解決できる可能性もある．今後，固定化
された BP の徐放，BP の濃度依存性など，よ
り詳細検討が必要である．  
 
(4) まとめ 
 分子プレカーサー法を用いて作製した CA
薄膜コーティング Tiファイバーに BPを固定
化すると，骨適合性が向上することが判明し
た．BP 固定化 Ti ファイバーは再生医療のた
めの 3次元スキャホールドとして有望である
ことが示唆された．また，BP 濃度により，CA
薄膜コーティング Tiファイバー周囲に BPゲ
ルを形成でき，ドラッグデリバリーシステム
への応用などが考えられた． 
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図6 の病理組織学的所見（埋入12週間後） 
a) Ti ファイバー 
b) CA 薄膜コーティング Ti ファイバー 
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