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研究成果の概要（和文）：インプラント歯科治療における骨の誘導を促すことおよびインプラン

ト上部構造体（クラウン、ブリッジ等）の新規接着材を開発した。チタン製インプラント表面

をリン酸化プルラン処理することによって、ラット脛骨に埋移入 2週間後でチタン表面に新生

骨の形成が促進された。一方、ウレタンジメタクリレートにアミノ酸（シスチン）誘導体を 15

～20％添加することで、金銀パラジウム合金に対して 22.4MPa（SD：1.8）の接着強さを示し、

5-55℃熱負荷 2 万回後においても 10％の低下に止まった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The improvement of bone formation-inducing activity for dental 
implant treatment and the newly developed adhesive for superstructure (crown, bridge, 
etc) were investigated. At 2 weeks after the implant surgery in rat tibia, the enhanced 
new bone formation was showed on the titanium surface treated with phosphorylated pullulan. 
The bone strength to Ag-Au-Pt-Cu alloys of 15-20% derivatized amino acid (cystine) 
containing urethane dimethacrylate polymers was 22.4MPa(SD:1.8),and the degradation of 
the bone strength was only 10% after thermal cycling with 20.000 cycles at 5-55℃．           
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１．研究開始当初の背景 
 口腔インプラント治療は、インプラント体

と骨組織のオッセオインテグレーション（骨
結合）の促進を目指して改良が進められ、イ
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ンプラント体の材質に組織親和性からチタ
ンおよびチタン合金が用いられている。しか
し、インプラント体を埋入したにもかかわら
ず骨結合の獲得が得られない場合があり、骨
質の脆弱な上顎臼歯部および糖尿病や骨粗
鬆症などの疾患が骨結合獲得の妨げになっ
ている。 
 この問題を解決するために、インプラント
表面にハイドロキシアパタイト（HAｐ）や成
長因子をコーティングする方法が行われて
いる。すなわち、ＨＡpについてはプラズマ
溶接などによって厚さ 10～20μｍのＨＡpを
コートしているが、母材のチタンとアパタイ
トが剥離、炎症が惹起される可能性が指摘さ
れている。また、BMP などの成長因子を表面
に添加すると骨芽細胞の接着や増殖、分化な
どの細胞応答が促進できるとされているが、
生体安全性やコスト等に問題がある。 
 そこで、インプラント体表面の新規改質材
として、天然多糖類であるプルランに着目し
た。すなわち、プルランは、接着性、被膜性、
生体親和性および生体安全に優れており、肝
細胞に特異的に取り込まれること、細胞応答
促進作用が期待できることなどから、これら
の特性を生かしたインプラント表面の生体
活性改質剤になるのではと考えた。 
 
２．研究の目的 
 天然多糖類であるプルランをリン酸化処
理したリン酸化プルランを用いてのチタン
インプラント表面改質およびインプラント
上部構造体の接着材の開発を目的とした。す
なわち、チタンプレート上で培養した骨芽細
胞様細胞株の接着、増殖、分化に対するリン
酸化プルラン処理の影響および試作表面し
たインプラントを実験動物に埋入した際の
骨形成について検討した。一方、インプラン
ト治療の成否には、上部構造体の材質および
アバットメントとの適合性や接着システム
が重要となることから、これらについても併
せて検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）天然多糖類プルランのリン酸化：プル
ラン 8.5ｇを蒸留水 38ｍｌに溶解してそこに
1M リン酸水溶液 200ｍｌを加え、170℃で 5
時間反応させた。その後、反応液からエタノ
ール析出を行って合成物を得た。次に、合成
物の構造確認をフーリエ変換赤外分光分析
によって行った。 
（2）リン酸化プルラン処理したチタンプレ
ート上での細胞応答：直径 13ｍｍのチタン製
プレートを 1.0％リン酸化プルランナトリウ
ム水溶液に 24 時間浸漬し、10 分間超音波洗
浄を行った。 
①リン酸化プルランの培養細胞形態に与え
る影響：各処理のチタンが細胞骨格に与える

影響を検討するために、phalloidin を用いて
免疫蛍光染色を行って蛍光顕微鏡にて観察
した。 
②リン酸化プルランの細胞増殖に与える影
響：各条件のチタンプレートを 24 ウェル細
胞培養用プレートに設置し、細胞を 1×10
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個/ウェルの濃度で播種した後、1,2 および 3
日後の細胞数を MTS 法で評価した。 
③リン酸化プルランのマインドジェン活性
化プロティンキナーゼ（MAPK）ファミリーの
発現におよぼす影響：MC3T3-E1 細胞を用いて
MAPK ファミリーの活性化の度合をウエスタ
ンブロッティング法によって比較した。 
（3）動物実験における組織学的検討：1.0％
リン酸化プルラン処理したダンベル型チタ
ンインプラントを、Wistar 系雄 6週齢ラット
脛骨に埋入して、2 週間後に摘出してリゴラ
ックを用いて通法に従い樹脂包埋、研磨切片
を作製した。次に、チタン周囲における骨造
成の組織学的観察を行った。また、埋入した
インプラント体周囲の骨接触率を Ayukawa ら
の手法を用いて算出した。 
（4）インプラントアバットメントと上部構
造体の接着適合性および接着性の検討 
①試作接着材は、ウレタンジメタクリレート
（UDMA）-メタクリロイルシスチンに 3元系
レドックス触媒を添加して調整した。次に、
本接着材と市販の合着・接着材 6種類につい
てその被膜厚さを ISO規格試験に準じて測定
した。 
②試作接着材の金銀パラジウム合金に対す
る接着強さの測定：10×10×3ｍｍのパラジ
ウム合金プレートとサンドグラスト処理し
たステンレスロッドを接着させた後、37℃24
時間水中浸漬および5-55℃熱負荷2万回後の
条件で引張り強さをオートグラフを用いて
測定した。 
 
４．研究成果 
（1）インプラント用チタンプレートに対す
るリン酸化プルランの接着 
①プルランのリン酸化：チタンに対するプル
ランの接着機能を高めるためにリン酸基の
導入を計った。FT-IR スペクトルから 1000～
1200cm-1付近にリン酸基に帰属するピークが
現れ合成された化合物中にリン酸基の存在
が確認（図 1）された。 
②チタンプレートへのリン酸化プルランの
吸着：水晶振動子マイクロバランス法（QCM）
を用いたリン酸化プルランのチタンに対す
る接着実験では、蒸留水で洗浄後においても
振動子の振動数の減少が認められ、チタン上
にリン酸化プルランが吸着することが明ら
かとなった。 
 



 

 

 

図1 プルランおよびリン酸化プルランの

FT-IRスペクトル 

 
（2）リン酸化プルラン処理したチタンプレ
ートでの細胞応答 
①リン酸化プルラン処理が培養細胞形態に
およぼす影響：細胞播種 3時間および 24 時
間後における培養細胞を Hoechst とファロ
イジンによって染色して形態を蛍光顕微鏡
で確認（図 2）した。その結果、リン酸化プ
ルラン処理したチタン上およびコントロー
ルチタン上のいずれにおいても、不規則な紡
鐘形の細胞が観察され、本光顕レベルでは細
胞内のアクチン線維の走行やクロマチン構
造および細胞形態に差は認められなかった。 
 

 

図2 MC3T3-E1細胞播種後、3時間、24時間後

の蛍光免疫染色における細胞形態 

 
②リン酸化プルラン処理が培養細胞の細胞
接着および増殖におよぼす影響：リン酸化プ
ルラン処理チタンおよびコントロールチタ
ンの両条件とも経時的接着細胞数は増加し
たが、両条件間での接着細胞数に有意差は認
められなかった。また、いずれの場合も経時
的に細胞は増殖したが、MC3T3-E1 細胞におい
ては細胞播種 1,2,3 日後においてリン酸化プ
ルラン処理チタン上の方がコントロールと
比べて有意に高い（図 3）増殖反応を示した。
なお、C3HIOT 1/2 細胞においては、細胞播
種 2,3 日後でリン酸化プルラン処理チタン上
の方がコントロールに比べて有意に高い増
殖反応を示した。 

 

 

図3 MC3T3-E1細胞における細胞増殖反応の

比較 

 
③リン酸化プルラン処理が培養細胞の MAPK
ファミリーの発現におよぼす影響：MAPK ファ
ミリーの活性化状態を MC3T3-E1 細胞を用い
てコントロールチタン上とリン酸化プルラ
ン処理チタン上でウェスタンブロッティン
グ法によって比較した。その結果、MAPK ファ
ミリーの中でも細胞外シグナル制御キナー
ゼ（ERK）の活性化がリン酸化プルラン処理
によって強く誘導されていることが判った
（図 4）。そこで、MEK/ERK 阻害剤を添加した
状態で細胞増殖実験を行ったところ、観察さ
れていたリン酸化プルラン処理チタン上で
の細胞増殖反応が抑制（図 5）されることが
判明した。 
 
 

 

図4 ウェスタンブロッティングによるMAPK

の発現におよぼすリン酸化プルランの影響 

 



 

 

 

図5 MEK/ERK阻害剤添加でのMC3T3-E1細胞の

増殖におけるリン酸化プルランの影響 

 

（3）動物実験における組織学的検討 
 光学顕鏡下での組織観察では、コントロー
ルと比較してリン酸化プルラン処理したチ
タンインプラント体周囲のほうに新生骨の
形成が顕著（図 6）であった。また、インプ
ラント体周囲の骨接触率は、リン酸化プルラ
ン処理が 79.9％、コントロールが 60.8％
（n=3）とリン酸化プルラン処理したインプ
ラント体の方が高い（図 7）傾向にあった。 
 動物実験においてリン酸化プルラン処理
チタンインプラント体埋入後、2 週間で新生
骨の形成が促進される傾向が認められた。こ
れは、細胞実験での増殖反応の結果と合致す
ると思われるが、埋入 2週間後の切片であっ
てリン酸化プルラン処理チタン周囲は炎症
性の反応が強く発現している可能性も否定
できない。今後は、インプラント埋入から摘
出までの期間を考え、より長期間の組織像に
ついて検討する必要がある。 
 

 

図6 リン酸化プルラン処理チタンインプラ

ントを埋入した骨周囲の組織 

 

図7 チタンインプラント周囲の骨接触率 

 
（4）インプラントアバットメントと上部構
造体の接着についての検討 
①試作接着材の被膜厚さについて：市販合
着・接着材の練和開始 180秒後の被膜厚さ（図
8）は、リン酸亜鉛セメント（EL）で 30μｍ,
グラスアイオノマーセメント（F1）で 20μｍ, 
試作接着材（MB）は約 5μｍと極めて薄く、
良好な適合性が期待できた。 

 

 

図8 試作接着材および市販合着・接着材の被

膜厚さ比較 

 
②試作レジン系接着材の Au-Ag-Pd 合金に対
する接着強さについて：37℃水中 24 時間浸
漬した後の接着強さは 22.4MPa（SD：1.8）を
示し5-55℃熱負荷2万回後においても初期強
さの 10％低下に止まった。これは、接着性機
能性化合物中のシスチン基と貴金属原子と
の相互作用効果と考えている。 
 本研究から、多糖誘導体リン酸化プルラン
はチタンインプラントの表面改質の有用な
物質であることおよび UDMA/メタクリロイル
シスチンから成る新規接着材開発の可能性
が示唆された。 
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