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研究成果の概要（和文）：本研究では、傾斜機能型ナノハイブリッドチタン（SA処理cpTi）が有する表面性状特
性をさらに高め、早期骨形成能向上を目的として、タンパク質(アルブミン:Alb)をSA処理cpTi表面に吸着・固定
化させた新規ハイブリッド型（NH-SAcpTi）インプラントを構築した。In vivo実験モデルにて分析した結果、
NH-SAcpTi表面上では類骨や幼若骨の形成、新生骨の連続的な形成が確認された。本研究から、SA処理cpTi表面
でのAlb固定化処理法は新生骨形成促進に有効な手法であり、超高齢社会に求められる医・工学を融合した補綴
歯科・インプラント治療の新たな戦略的治療法として有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, Principal Investigator (PI) constructed a nano hybrid type 
(NH-SAcpTi) implant to further enhance the "surface topographic and physicochemical properties" of 
functionally graded nanohybrid titanium (spark-discharged anodic oxidation [SA]: SA-treated cpTi) 
and to adsorb protein (albumin: Alb) onto the SA-treated cpTi surface, with the aim of improving 
early bone formation ability. As a result of analysis using an in vivo experimental model, the 
formation of osteoid and immature bone, as well as continuous formation of new bone, was confirmed 
on the NH-SAcpTi surface. This study shows that the Alb fixation treatment method on the SA-treated 
cpTi surface is an effective method for promoting new bone formation, suggesting a novel strategy 
for prosthetic dentistry and implant treatment that combines medicine and engineering, which is 
required in a rapidly aging society.

研究分野： 歯学、補綴・歯科理工学、口腔インプラント学、再生医療学

キーワード： 歯科補綴学　部分床義歯　傾斜機能型ナノハイブリッドインプラント　口腔インプラント表面性状　陽
極酸化・水熱処理　チタン　歯髄幹細胞　骨形成

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、咬合・咀嚼機能低下に伴う低栄養状態を予防し、健康寿命延伸に配慮した部分床義歯（RPD）症例では、
適応症例に応じてインプラント支持RPD（ISRPD）が戦略的治療法として有効であることが報告されている。本研
究課題では、傾斜機能型ナノハイブリッドチタン（SA処理cpTi）インプラントの表面に、アルブミンを固定化さ
せた「新規ハイブリッド型インプラント」の表面処理法構築に成功し、動物実験モデルにて骨形成が促進される
有用な方法であることが示された。本研究は、超高齢社会に求められる補綴歯科・インプラント治療への新たな
治療戦略法の基盤形成に繋がり、国民のQOL向上に寄与する一助となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、口腔インプラント埋入時の一次安定性(初期安定性)後に起こる二次安定性  

(生物学的安定性)に注目し、早期の生物学的安定性の獲得を目的として純チタン(cpTi)表面へ
傾斜機能化とナノハイブリッド化を施した傾斜機能型ナノハイブリッドチタン（SA 処理 cpTi）
インプラントを開発・検討し、臨床応用に向けた有用性を報告してきた[①-⑫]。超高齢社会を
迎えた日本においては、部分歯列欠損症例に対する部分床義歯（RPD）の需要は高まっており、
欠損部顎堤吸収の状態によっては症例に応じた義歯が安定して使用できるためのインプラント
支持 RPD(ISRPD)設計による治療戦略は有用であると考えている。そのためには、高齢期に適し
たインプラント表面性状の改良は必要であり、国民の健康維持増進に広く貢献でき QOL 向上に
有用であるとのコンセプトを基に、SA 処理法を改良した新規表面性状の構築・戦略的治療応用
の開発を検討・展開する必要性がある。 
SA 処理 cpTi インプラントは、基盤となる cpTi 表面を陽極酸化処理と水熱処理の施行で「ナ

ノ構造を有する陽極酸化被膜上に六方晶系を呈する高結晶性のハイドロキシアパタイト(HA)を
析出する」特長的な「表面性状」を有しており、研究代表者は SA 処理 cpTi の表面荷電に着目し
た。そして、SA 処理 cpTi が有する骨伝導・骨形成能をさらに向上させるためには、タンパク質
(アルブミン:Alb)のコンフォーメーション（立体構造）と荷電状態が吸着・固定に有利であると
の仮説を立てた。即ち、SA 処理 cpTi が有する「表面性状」の特性をさらに高め、早期の骨形成
能向上を目的として、Alb を SA 処理 cpTi 表面に吸着・固定化させた新規ハイブリッド型（NH-
SAcpTi）インプラントを構築することが重要であるとの着想に至った。これにより、超高齢社会
に有用な治療法となる ISRPD に望まれる新規インプラント表面性状の構築が可能となり、補綴
歯科・インプラント治療への新たな医・工学を融合した戦略的治療法となることが期待される。 
以上の背景から、本研究プロジェクトでは、国民への安心、安全な医療を提供する基盤研究と

して、動物実験モデルを構築して、NH-SAcpTi インプラントの臨床応用へ向けた検討を行った。 
 

２．研究の目的 
SA 処理 cpTi インプラント埋入後、その周囲で起こる機構としては、①タンパク質やアミノ酸

吸着、②細胞遊走・接着と伸展、③細胞増殖・分化、④骨基質形成・石灰化、⑤骨形成となる[①
-⑯]。研究代表者は、SA 処理 cpTi 表面(HA 結晶と陽極酸化被膜）上への初期応答には特異的に
吸着する骨形成関連タンパク質やアルブミン、各種アミノ酸等が重要であり、その後の細胞応答
に影響を与え、SA 処理 cpTi 表面上での骨伝導能、骨形成速度に関与している可能性があると考
えており、in vitro 研究においてこの現象を証明した[⑥-⑨]。さらに、近年、研究分担者の黒
田ら[⑰-⑲]は、インプラント表面上において初期に吸着するアルブミンが骨伝導能と強い相関
があることを報告した。そこで、研究代表者は、SA 処理 cpTi 表面上ではアルブミンのぬれ性が
高く超親水性を有し、表面自由エネルギーが高い性質があることを見出していることから[⑧]、
SA 処理 cpTi 表面上ではタンパク質として血清中に多く存在するアルブミンが骨伝導能に関与
しているとの仮説を立てた。 
本研究では、ラット頭頂骨へのインプラント埋入モデルを構築し、新生骨形成に関する組織学

的分析を行い、新規ハイブリッド型インプラント（NH-SAcpTi）の有用性について評価、検討す
る。これにより、超高齢社会に求められる ISRPD に適した新規インプラント表面性状を考案する
ことが可能となり、補綴歯科・インプラント治療への新たな医・工学を融合した戦略的治療法に
なると期待される。  
 
３．研究の方法 
（１）実験試料には、純チタンディスク（cpTi:直径 4.1mm、厚さ 0.1mm、99.8 ％、JIS2 種）を  
β-グリセロリン酸ナトリウム（0.01 mol/l）と酢酸カルシウム（0.15 mol/l）からなる電解 
質溶液中にて放電陽極酸化処理（電圧 350 V、電流 50 mA/cm²）を施して陽極酸化処理チタン

（AO 処理 cpTi）を作成後、オートクレーブ（300 ℃、2時間）を用いて水熱処理を施した陽極 
酸化・水熱処理チタン、すなわち傾斜機能型ナノハイブリッドチタン（SA 処理 cpTi）を作成 
し、本研究に使用した。 

 
（２）ラット由来歯髄幹細胞（dental pulp stem cells:rDPSCs）は 6週齢雄性 SD ラットの下顎
中切歯を抜歯後に採取し、トリプシンコラゲナーゼにて DPSCs の分離を行い、20%ES-FBS 入り
α-MEM を用いて細胞培養を行い、3 継代より実験に用いた[⑳]。尚、rDPSCs を用いた本培養
モデルでは、全ての実験系において骨芽細胞誘導因子は非添加として実施した。 

 
（３）各試料（cpTi、AO 処理 cpTi、SA 処理 cpTi）表面上に固定化処理を行う際のアルブミン 
（タンパク質：Alb）の濃度について検討した。 
 

（４）各試料（cpTi、AO 処理 cpTi、SA 処理 cpTi）をエキシマ紫外線（173 nm）にて距離 5 mm



から照射（120 min.）後、直ちに Alb 水溶液中に浸漬（濃度：25mg/mL）した。室温（24℃）
で 24 時間静置後、水溶液から取り出し、滅菌蒸留水にてすすいだ後に細胞培養試験に供した。 

 
（５）Alb 固定化処理が施行された各試料（Alb/cpTi、Alb/AO 処理 cpTi、Alb/SA 処理 cpTi（NH-
SAcpTi））表面上に rDPSCs を 3.0 × 104 個播種し、培養 7日後に Cell Counting Kit-8（CCK-
8）を用いて細胞増殖能試験、ALP assay kit（骨芽細胞分化マーカ―）を用いて ALP 活性試験
を実施し、rDPSCs の分化能について分析評価した。 

 
（６）11 週齢雄性 SD ラット頭頂骨の左右に試料移植のための窩洞を形成後、左側に Alb 非固定   
化処理の cpTi、Alb 非固定化処理の SA 処理 cpTi を埋入、右側に Alb/cpTi、Alb/SA 処理 cpTi 
を各マウスに埋入した。 

 
（７）各試料を埋入後、各日数（7、14、21、28 日）経過後に micro-CT（COSMO Scan GX, Tokyo, 
Japan:μCT）による硬組織形成の観察・評価を実施した。 

 
（８）埋入 28 日経過後に各試料を含む周囲組織を採取して組織切片を作成後、Villanueva 
Goldner 染色と Toluidine Blue O 染色による骨組織形成の観察・評価を行った。 

 
４．研究成果     
（１）歯髄幹細胞（dental pulp stem cells:DPSCs）の分離・培養、同定に際しては、細胞の形  

態観察、フローサイトメトリーを用いて CD29、CD34、CD45、CD49d、CD90 を確認、Oil red O
染色による脂肪分化誘導、ALP 染色による骨分化誘導にて確認した。 

 
（２）各試料（cpTi、AO 処理 cpTi、SA 処理 cpTi）表面上にて固定化処理を行う Alb 水溶液の濃  
度は、共同研究者の黒田らによる先行研究データと合わせて今回検証した結果、Alb 吸着量は、  
10mg/mL の Alb では吸着量は 5ng/cm2程度となり、一方、25mg/mL の Alb では吸着量は 15ng/cm2

となることを確認した。さらに、Alb の濃度と各試料表面上における吸着量との関係では、濃
度 25mg/mL 以上では吸着量はプラトーに達することが確認できていることから、各試料表面
上に固定する Alb 至適濃度は 25mg/mL とすることが適切であることを明らかにした。 

 
（３）Alb 固定化処理が施行された各試料（Alb/cpTi、Alb/AO 処理 cpTi、Alb/SA 処理 cpTi）   
表面上における rDPSCs の分化能は、Alb/cpTi 
と Alb/AO 処理 cpTi に比較して Alb/SA 処理 
cpTi 表面上では一細胞あたりの ALP 活性値が 
有意に高い傾向を示した（図１）。 
 
 
 

図１ ALP 活性値 
 
（４）Alb 固定化処理が施行された各試料（Alb/cpTi、Alb/SA 処理 cpTi）を埋入、各日数（7、 

14、21、28 日）経過後にμCT による硬組織形成の観察・評価を実施した結
果、日数経過に伴い、 Alb 未処理/cpTi、 Alb/cpTi に比較して、       
Alb未処理/SA処理cpTiと Alb/SA処
理cpTi表面上では多くの部位に硬組
織（骨様不透過像）の形成が認められ
た。さらに、Alb 処理/SA 処理 cpTi 表
面上では試料表面に沿って連続的に
硬組織の形成が確認された（図２）。 
（図２の赤枠は試料埋入部位、赤矢
印は試料を示す。青線は試料観察時の 
矢状面（断面）の部位を示す。）    

図２ Alb/SA 処理 cpTi：硬組織形成所見 
 
（５）Alb 固定化処理が施行された各試料（Alb/cpTi、Alb/SA 処理 cpTi）を埋入、28 日経過後 
に組織切片を作成し、Villanueva Goldner 染色と Toluidine Blue O 染色による骨組織形成の  
観察・評価を行った結果、Alb 未処理/cpTi、Alb/cpTi に比較して、Alb 未処理/SA 処理 cpTi 

前方 

後方 
矢状面 前方 後方 



及び Alb/SA 処理 cpTi 表面上では既存骨と離れた 
部位においても類骨、新生骨の形成が確認され 
た。さらに、Alb/SA 処理 cpTi 表面上では試料表 
面に沿って類骨や幼若骨の形成、新生骨の形成が  
連続的に確認された（図３）。 

 
 
 

図３ Alb/SA 処理 cpTi：Villanueva Goldner 染色 
 
本申請年度内における研究では、SA 処理 cpTi が有する表面性状の機能・特性の更なる向上を

目的として、アルブミンを SA 処理 cpTi 表面上に吸着・固定化する新規ハイブリッド型インプラ
ント表面性状を製作・考案し、頭蓋骨欠損モデルマウスを用いた in vivo 実験系を構築して検証
した。アルブミンは、それ自体が有する荷電アミノ酸基と HA が有する結晶面との静電相互作用
によって吸着する特性がある。即ちアルブミンは、SA 処理 cpTi 表面上の HA 結晶を含むナノ構
造を有する陽極酸化被膜に対して高い親和性を有しており、アルブミンと HA との特異的な吸着
が骨基質形成速度を有意に高める可能性が十分に考えられる。このことから、本研究計画では、
アルブミンの性質を活かして吸着・固定化処理を施行した新規ハイブリッド型インプラント（NH-
SAcpTi）表面性状の構築、開発を展開した。 
本研究で用いた SA 処理 cpTi の表面性状は、cpTi と AO 処理 cpTi 表面性状とは全く異なり、

表面上には水酸基を含むナノ構造様の陽極酸化皮膜上に六方晶系のハイドロキシアパタイト単
結晶体が被覆している。そして、SA 処理 cpTi 表面上ではアルブミンのぬれ性が高く超親水性を
有し、表面自由エネルギーが高い特長を有する[⑧]ことから、SA 処理 cpTi 表面性状が有する表
面形状特性と物理化学的特性はアルブミンの吸着・固定化には有利な条件となっていることが
本研究から証明された。そして、組織学的所見からは、アルブミンの吸着・固定化処理を施行し
た新規ハイブリッド型インプラント（NH-SAcpTi）表面上では、間葉系幹細胞からの骨原性細胞、
骨芽細胞への分化能が高まり新生骨の形成が促進されることが確認された。この現象は、SA 処
理により形成された HA 結晶を含むナノ構造を有する陽極酸化被膜の物理化学的な表面性状の他
に、SA 処理表面上に吸着・固定化処理を施したアルブミンの相乗作用により骨形成作用の効果
が発揮されたと考察している。 
本研究より、SAcpTi 表面上へのアルブミン吸着・固定化処理法は、NH-SAcpTi のインプラント

埋入後における二次安定性を早期に向上させ、新生骨形成の促進に有効であることが明らかと
なった。このことは、超高齢社会に求められる補綴歯科・インプラント治療への新たな医・工学
を融合した戦略的治療法となり、国内外へ広く貢献できると期待される。 
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