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研究成果の概要（和文）： 
本研究では，高強度フェムト秒光レーザーをチタン表面に照射することによりナノ表面チタン

を作成し，この表面にラット骨髄間質細胞の培養を行い，増殖および分化を検索した。ナノ表
面チタンは，機械表面チタンに比べ，表面粗さが大きく増大し，細胞培養では培養後 7 日目お
よび 10 日で増加が認められ，免疫組織化学においては培養後 10 日目ではオステオカルシン陽
性細胞はコラーゲン陽性細胞よりも増加が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A novel nano-surfaced titanium has been generated by irradiated with Femto-sec laser 

and demonstrate stimulation of proliferation and differentiation of rat bone stroma cells. 
Numbers of cultured cell were counted and expressions of collagen and osteocalcin were 
studied in vitro. The surface roughness was increased by laser irradiation. In the culture 
with nano-surfaced Ti, the numbers of cultured were increased than those of machined 
surface at 7 day and at 10 day after the culture. The number of osteocalcin-positive cell 
increased than that of collagen-positive cell by the immunohistochemistry at 10 day after 
the culture.  
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１．研究開始当初の背景 

近年，抜歯後の欠損では，インプラント
による補綴治療が増加する傾向にある。 
歯科用インプラントや人工関節に使用する
生体材料は機械的性質，耐触性および生体
適合性に優れていることが要求される。従
来は，歯科用インプラントおよび人工関節

の材料として，コバルトなどが使用されて
いたが，生体に様々な為害作用を持つこと
が指摘されている 1～3)。チタンは，これら
の金属に比べ，機械的な強度が優れている
とともに 4, 5)，生体内において化学的に安
定で 5)，最も多く用いられている生体用金
属材料である。しかし，機械加工チタン表
面は，骨芽細胞との親和性が低いことが報
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告されている 6)。したがって，チタン表面
に直接的に骨が形成される，骨性癒合 
(osseointegration) が行われるチタンの
開発が望まれている。そこで，チタン表面
に細胞増殖を図るため，表面の改質につい
て多くの検討が行われている 7-18)。 
骨芽細胞は細胞の分化の段階によって種々
の細胞外マトリックスを発現することが知
られている 19)。幼弱な段階では，コラーゲ
ンを合成し，骨芽細胞ではオステオネクチ
ン，成熟した段階ではオステオポンチン，
骨シアロタンパク (BSP) およびオステオ
カルシンを合成することが報告されてい
る)。本研究ではこららの細胞外マトリック
スを指標にして骨芽細胞の分化を観察した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，チタンの表面をナノレ
ベルに加工するために，高強度フェトム秒
光レーザーをチタン表面に照射したナノ表
面チタンを製作し，このナノ表面チタンの
表面上と，従来から多くの研究および臨床
で用いられている機械加工したチタン表面
上にラット骨髄間質細胞を培養し，細胞数
と細胞外マトリックスの局在の変化を比較
検討することである。 
 
３．研究の方法 

(1) 材料 

直径5 mmの円筒形のⅢ種商用純チタン（神
戸製鋼社製）を，厚さ1 mmに切断して製作し
た（以後，機械表面チタンと略記）。 

(2) レーザー処理法 

レーザーは，チタンサファイヤ再生増幅器
（サーフビートR，キャノンマシーナリー社
製）から波長800 nmの高強度フェムト秒光パ
ルスで1 khzの繰り返しパルスで照射した
（以後，ナノ表面と略記）。試料は，ステー
ジによって，1 mm / secの速度でX-Yの方向
に走査した。さらに，1パルス400 μJのパワ
ーで，直角方向に交差する方向に2回目のレ
ーザー照射を行い，レーザーによるクロス加
工を行った（以下，ナノ表面チタンと略記）。
チタンの表面は，走査型電顕 (Hitachi S-40
0) を用いて，ナノ表面チタンと機械表面チ
タンの表面性状を比較検討した。 

(3) 表面粗さおよび表面深さの測定 

測定は，ナノ表面チタン5個および機械表面
チタンそれぞれ5個を試料として用い，試料
中心付近を3点計測し，その平均値を表面粗
さおよび表面深さの測定値とした。表面粗さ
および表面深さの測定は，レーザー顕微鏡(1
LM2型,レーザーテック）を用い，中心線平均
粗さおよび深さを測定し、有意差検定を行っ
た。 

(4) 細胞培養 

実験動物には体重100 gのWistar系ラット
を用いた。動物実験は日本大学歯学部実験動
物委員会の動物実験指針にしたがって行っ
た。ラットには体重10 g当たり0.5 mgの割合
でNembutal (Dainabot) を投与して麻酔を
行った。大腿部の皮膚を切開し，大腿骨周囲
の筋組織を剥離して，大腿骨を取り出した。
両端の骨端部を切り取り，α-MEM培養液を含
むシリンジに挿入し，ポンピングを行った。
次いで培養細胞１×10 4／wellを32穴培養
用ウエルに置いたチタンdisk上に撒き，95 %
 air+5 % CO2で10 %ウシ血清，1 mM βグリ
セロリン酸（和光），0.2M アスコルビン酸
（和光），10 nMデキサメタゾン(SIGMA)を含
むα-MEM培養液で2次培養を行った。 

培養後の細胞数の測定はMTS法により490 nm
の吸収波長で行った。一方，対照実験は機械
チタン表面を用いて同様に培養を行い，前記
培養の結果と比較検討した。培養は実験群お
よび対象実験群ともに各培養期間について5
個行った。 

(5) 免疫組織化学 

培養3，7および10日目に，細胞を室温で4 %
 paraformaldehyde 溶液で10分間固定を行
い，試料を10 %オバルブミン溶液でブロッキ
ングを行なった。一次抗体による反応は抗ラ
ットα1- procollagenウサギ抗体(Santa Cr
uze)および抗ラット・オステオカルシンウサ
ギ抗体(Santa Cruze)を用いて4℃でovernig
ht行った。次いで，Alexa Fluor 488 （緑色
蛍光）で標識した抗ウサギ抗体で反応を行っ
た。免疫反応後，PBSで洗浄を行い，チタンd
iskをスライドグラスに乗せ，培養細胞面に
カバーグラスをかけて蛍光の分布をZeiss A
xioplane 蛍光顕微鏡にて観察した。免疫反
応陽性を示す細胞の算定はチタンdisk中央
部の100×100 μmの範囲の3視野を対物レン
ズ20倍のレンズで撮影して行った。培養は実
験群および対象実験群ともに各培養期間に
ついて3個行った。 
 
４．研究成果 
(1) ナノ表面チタンおよび機械表面チタン
の表面粗さおよび表面深さ 

機械表面チタンの表面粗さは 3.3±0.4 μm
で，ナノ表面チタンは 7.9±0.7 μmだった。
ナノ表面チタンは機械表面チタンに比較し
て 2.3倍の表面粗さがあり，両者には有意差 
(p＜0.05) が見られた。機械表面チタン表面
深さは 34.5±1.9 μm で，ナノ表面チタンは
44.4±4.6 μm であり，両者には有意差(p＜
0.05)が見られた（第 1表）。 
ナノ表面チタンの二次元像および三次元的
像では，機械表面チタンよりも小突起や小陥
凹部がみられた。 
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(2) ナノ表面チタンおよび機械表面チタン
の表面性状 

800 μJ でレーザー照射したナノ表面チタ
ンの表面全体には，600-700 nmの縞状構造が
形成された。さらに，400 μJ で照射したも
のでは，200-300 nm の縞状構造が形成された
（第１図,2-a,2-b）。 
一方，機械加工によって切り出した機械表面
チタンについには，直径 5 mm の円筒型チタ
ンから切り出された際にできた条理が観察
されたが，ナノ表面チタンのような縞状構造
はみられなかった（第 1図,2-c）。 

(3) 細胞培養 
ナノ表面チタンに骨髄間質細胞を培養し

た結果，培養後3日目において9±0.4 ×10 4，
培養後 7 日目では 14±0.7 ×10 4，培養後 10
日目では 22±1.1 ×10 4であった。 
一方，機械表面チタンにおける同培養では，
培養後 3 日目において 6.2±0.3 ×10 4，培
養後 7日目では 7±0.3 ×10 4，培養後 10日
目では 7.2±1.1 ×10 4であった（第 3 図）。
ナノ表面チタンでは，機械表面チタンに比べ
培養後 3 日目において細胞数が約 1.5 倍，7
日目では約 2 倍，培養後 10 日目では約 3.1
倍に増加した（第２図）。ナノ表面チタンは，
機械チタン表面よりラット骨髄間質細胞の
増殖を刺激した。 
(4) 免疫組織化学 
ナノ表面チタンでは，コラーゲン陽性を示

す細胞数は培養後 3日目において 2,225±95，
7 日目では 1,734±75，10 日目では 972±70
であった（第 3 図）。オステオカルシン陽性
細胞では培養後 3 日目において 375±21，7
日目では 905±54，10日目では 1,600±74 で
あった（第 3 図）。それぞれの陽性細胞の割
合を比較すると，培養後 3日目において，コ
ラーゲン陽性反応を示す細胞は，オステオカ
ルシン陽性細胞より多いが，培養後 7日目で
は，オステオカルシン陽性細胞が増加するた
めに，コラーゲン陽性細胞との割合は約ほぼ
等しくなり，培養後 10 日目ではオステオカ
ルシン陽性細胞とコラーゲン陽性細胞との
割合は逆転し，オステオカルシン陽性細胞は
コラーゲン陽性細胞よりも増加する傾向が
認められた。 
機械表面チタンでは，コラーゲン陽性細胞は
培養後 3 日目において 2,125±92，7 日目で
は 1,700±60，10日目では 1,675±41であっ
た。オステオカルシン陽性細胞は養後 3日目
において 275±29，7 日目では 800±42，10
日目では 825±43 であった。培養後 3，7 お
よび 10 日の期間中にコラーゲン陽性細胞は
オステオカルシン陽性細胞よりも多く，オス
テオカルシン陽性細胞がコラーゲン陽性細
胞より増加する傾向は認められなかった（第
３図）。 
  

考察 
様々な type の細胞が材質の表面構造によ

って変化し 8-19)，骨芽細胞などの細胞がナノ
加工を行った表面に培養すると分化すると
報告されている 7,8,10,13,14)。このためチタンの
表面を粗造化する方法が多く試みられてい
る 7,8,10,13,14)。 
プラズマ法を用いてチタン表面を粗造化す
る方法は，照射中に高熱が発生して酸化膜が
できるために，骨芽細胞などと親和性がきわ
めて低く，osseointegration に問題があるこ
とが指摘されている 19)。これに対して，フェ
ムト秒レーザーは，パルス幅が短いことから
レーザーパルスのエネルギーが熱に変換さ
れる前に照射が終了しており，他のレーザー
やプラズマ法などと比較して，熱の影響が少
なく，照射面に酸化膜を形成することなく表
面にナノ構造を加工することが可能な方法
である 11)。de Oliveira ら 7) は強酸でエッチ
ングした nano-textured チタンを作成し，ラ
ットの頭頂骨から分離した骨髄間質細胞を
培養すると，細胞の増殖は認められないが，
機械表面チタンに比べて骨芽細胞に分化す
る割合が高いことを示した。 
本実験では，ナノ表面チタンに骨髄間質細胞
を培養した結果，機械表面チタンに比べて培
養後 7日目において細胞数が約 2倍，培養後
10 日では約 3倍に増加した。対照試料の機械
表面チタンに培養したものでは，培養後 10
日目でも顕著な細胞数の増加はみられなか
った。したがって，ナノ表面チタンは機械表
面チタンに比べラット骨髄間質細胞の増殖
を刺激することが明らかとなった。 
ナノ加工を行ったチタンについては，酸処理
を行った nano-textured チタンについて多
くの研究が行われている 7,8,10,13,14)。酸処理を
行う時間や濃度のなど条件によりナノ構造
は異なっているが，一般に約 250 nm の孔を
形成するものが報告されている。本研究で用
いたレーザー照射では 1パルス 800 μJでレ
ーザー照射したナノ表面チタンの表面全体
には，600-700 nmの縞状構造，また 400 μJ
で照射したものでは，200-300 nmの縞状構造
が形成された。このように，直角方向に照射
した 2回の照射により表面粗さは機械表面チ
タンに比べ約 2.3 倍，深さは約 10 μm 深化
した。ナノ表面チタンが機械表面チタンより
ラット骨髄間質細胞の増殖を刺激する理由
は，レーザー照射により加工された独特のナ
ノ表面構造に起因するものと考えられた。 
骨芽細胞は前駆細胞から成熟した骨芽細胞
にいたる分化過程の段階で幼弱な時期から
異なった細胞外マトリックを合成する。前駆
細胞の段階ではコラーゲン，分化初期の骨芽
細胞ではフィブロネクチン，成熟した骨芽細
胞ではオステオポンチン，骨の基質が石灰化
した段階ではオステオカルシンを合成する
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と報告されている 7,8,10,13,14, 19)。 
骨芽細胞がチタン表面に結合し分化する際
には，様々な細胞外マトリックスが合成分泌
されることが報告されている 7,8,10,13,14)。
Nefussi ら 19) はチタン表面に培養した骨芽
細胞の前駆細胞の分化に関する詳細な研究
を初めて行った。その結果，アルカリホスフ
ァターゼ（ALPase)，オステオカルシン，骨
シアロタンパク (BSP) は骨芽細胞により合
成されるが，オステオネクチンは合成されな
いことを示した。また，BSP はコラーゲンと
は結合することなく，石灰化物の針状のクリ
スタルに結合していることを示した。また，
オステオカルシンは成熟した骨芽細胞の細
胞質と石灰化前線に認められることを証明
した。de Oliveiraら 7) は強酸でエッチング
した nano-textured チタン上にラット頭頂
骨から分離した骨髄間質細胞を培養すると，
培養後 6 時間目では，機械表面チタンに比べ
て，フィブロネクチンと BSP 陽性を示す細胞
が多く，nano-textured チタンが骨芽細胞の
分化を刺激することを示した。さらに de 
Oliveira ら 14) は 同 様 な 実 験 か ら ，
nano-textured チタンでは骨芽細胞の初期
分化を示す ALPase は培養後 7 日目でピーク
に達し，培養後 7 日目でオステオポンチン，
BSP の合成およびフィブロネクチンの集積量
が最大となり，石灰化した nodule が形成さ
れたことを示した。また，Nakamura ら 8) は
強酸でエッチングしたチタン上に歯髄細胞
を培養すると機械表面チタンに比べ I型コラ
ーゲン，オステオポンチンおよびオステカル
シンの発現が増加することを示した。Butzら
10) は，同様にエッチングしたチタンをラット
大腿骨の骨端部に埋入した結果，3-4 週間後
では機械表面チタンに比べて 4倍の骨結合が
見られること示した。このように，チタン表
面の nano-texturedパターンが骨芽細胞の分
化や骨形成を刺激することが示されている。 
本研究における免疫組織化学的では，ナノ表
面チタンにラット骨髄間質細胞を培養する
と，培養後 3 日目ではコラーゲン陽性反応を
示す細胞がオステオカルシン陽性細胞より
も多く，培養後 7日目では，オステオカルシ
ン陽性細胞が増加するために，コラーゲン陽
性細胞との割合は約ほぼ等しく，培養後 10
日目ではオステオカルシン陽性細胞コラー
ゲン陽性細胞との割合は逆転し，オステオカ
ルシン陽性細胞がコラーゲン陽性細胞より
も多かった。他方，機械表面チタンではコラ
ーゲン陽性細胞は培養後 3 日目，7 日目およ
び 10 日目の期間中において，オステオカル
シン陽性細胞コラーゲン陽性細胞との割合
は逆転することはなく，コラーゲン陽性反応
を示す細胞がオステオカルシン陽性細胞よ
りも多かった。コラーゲンは骨芽細胞の分化
初期に発現し，オステオカルシンは骨芽細胞

が成熟し骨組織が石灰化する時期に発現す
ることから，高強度フェムト秒光パルス照射
によって得られたナノ表面チタンは，骨髄間
質細胞の分化を促進するものと考えられた。 
 
結論 
高強度フェムト秒レーザーをチタン表面に
照射することによってナノ表面チタンを作
成した。この表面に骨髄間質細胞を培養し，
細胞の増殖と分化を観察し機械加工表面と
比較検討し，以下の結論を得た。 
(1) 800μJ で照射したチタン表面全体には，
600-700nmの縞状構造，400μJで照射したも
のでは，200-300nmの縞状構造が形成された。 
(2)機械表面チタンでは著しい細胞の増加は
みられなかったが，ナノ表面加工チタンでは，
培養後 7 日目では培養 3 日目に比べて，約 2
倍，培養後 10 日では約 3 倍に増加した。こ
のように，ナノ表面チタンは，機械表面チタ
ンよりラット骨髄間質細胞の増殖を刺激し
た。 
(3) 免疫組織化学では，ナノ表面チタン表面
では，コラーゲン陽性を示す細胞数は，培養
後 3日目においてコラーゲン陽性反応を示す
細胞は，オステオカルシン陽性細胞より多い
が，培養後 7 日目では，オステオカルシン陽
性細胞が増加するために，コラーゲン陽性細
胞との同割合は約ほぼ等しく，培養後 10 日
目ではオステオカルシン陽性細胞コラーゲ
ン陽性細胞との割合は逆転し，オステオカル
シン陽性細胞はコラーゲン陽性細胞より増
加する傾向が認められた。機械表面チタンで
はコラーゲン陽性細胞は 10 日目においても
オステオカルシン陽 性細胞の数を超えるこ
とは無かった。 
この実験結果から，高強度フェムト秒光パ

ルス照射によって得られたナノ表面チタン
は，骨芽細胞系細胞の増殖分化を促進するも
のと考えられた。 
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第 1図 高強度フェムト秒光パルス照射本特
許に使用したチタンディスクの走査電顕写
真を示したもの. 
 
 
 

 

2-a ８００ｎｍの高強度フェムト秒光パル
ス出力４００μＪ、１ｋｈｚでパルス幅は１
２０ｆｓを用いて照射したものでは、幅約 1
００～2００ｎｍの縞状構造物が観察された。
同じ条件で８００μＪのパワーで照射した
ものでは、幅約 6００～７００ｎｍの縞状構
造物が観察される。 

2-b:2-a の条件で照射した後、直角方向に
400nm の高強度フェムト秒光パルス、出力４
00μJ, 1KHz の条件で照射したもの。幅約 600
～700ｎｍの縞状構造物と直角方向に幅約
200～300ｎｍの縞状構造物。 

2-c, 高強度フェムト秒光パルス照を射行わ
ないチタンディスク表面。直径５ｍｍのチタ
ンチューブから機械加工によって切り出し
た際に出来た、条理（矢印）が観察される。
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第２図培養後の細胞数 
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4.6

第1表 レーザー顕微鏡を用いた表面粗さおよび表面深さの測定

単位：µm
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第 3図免疫組織化学 
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