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研究成果の概要（和文）：本研究では、インプラント体周囲の新しい骨形成を促進するスマート表面デザインの
構想を行う点で独創性を持って、チタン表面にフェムト秒レーザを照射し周期的微細構造のある表面パターンに
より、ヒト間葉系幹細胞やマウス骨芽前駆細胞の接着形態を制御および骨芽細胞への分化誘導促進を目指した。
この結果、レーザにより形成したMicron/nano周期的微細構造（Hybrid）が最も優れた細胞の接着制御を示すこ
とが明らかとなった。また、Hybrid構造あるチェッカーボード表面パターンが最も優れた硬組織適合性を示すこ
とが明らかとなった。以上の結果から、骨癒合の加速を促進するインプラント体表面デザインの開発に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project, with originality in conceiving a smart surface 
design that promotes new bone formation around the implant body, the titanium (Ti) surface with 
different patterned periodic micro/nano-topographies were created by femtosecond laser irradiation. 
As a result, it was showed that the adhesion protein was well arranged by micron/nano periodic 
structure (Hybrid) using laser irradiation. In addition, we designed checkerboard surface pattern 
with micron/nano periodic structure showed the alternative hard tissue compatibility, both 
osteogenic differentiation and proliferation. Therefore, the checkerboard surface pattern with 
micron/nano periodic topography we created successfully promoted the regeneration of new bone in 
vitro and our findings provide a basis for the design of novel biomaterial surfaces that can 
regulate specific cellular functions with potential clinical applications.

研究分野： 生体材料
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
チタン（Ti）やTi合金は現在インプラント材料として最も使用されている生体材料の一種である。しかしなが
ら、Tiには金属材料であるが故に生体適合性において不十分な点や長期的な使用に伴う問題点がある。本研究で
は、新しい骨形成を促進するTiインプラント体表面パターンデザインの創出、間葉系幹細胞や骨芽前駆細胞との
接着形態制御及び骨への分化誘導を向上させることが明らかにした。本研究によって、インプラント材周辺の新
生骨の再生を促進するためのスマート表面パターンを創出の将来の製造を可能にし、歯科インプラント治療を効
果・効率の大幅な改善、患者の負担軽減、低侵襲性の確保、QOLの向上を促進する効果が期待される。

※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 
 
日本は、高齢化社会を迎え、歯の喪失が高齢者の日常生活の品質を妨げる大きな要因をなって

いる。インプラントは「第 2 の永久歯」といわれるほど、機能的にも、見た目的にも、天然の歯
にもっとも近く、最近インプラント治療を受ける方が急
速に増えている傾向にある。チタンやチタン合金は機械
的性質並びに耐食性に優れていることから，現在インプ
ラント材料として最も使用されている生体材料の一種
である。しかしながら，チタンそのものは金属材料であ
るが故に生体適合性としては不十分な点や長期的な使
用時に問題点がある。このことから，医療用金属生体材
料に対して新機能を付加することが必要である。生体適
合性向上の方法の一つとして，金属生体材料上の骨形成
は材料の表面形貌が起因している可能性があることが
知られていることから，近年，試料への表面形貌の制御
をして、チタンの生体細胞との親和性・適合性を向上さ
せるために様々な研究が盛んに行われている。周期的微
細構造の形成には，フェムト秒レーザ照射加工(Figure 1)
が有効な手法の一つであると考えられる。周期的微細構
造はレーザ集光スポット内部に自己組織的に形成され，
溝の方向はレーザの偏光に対して垂直方向である。ま
た，周期はレーザの波長に依存するため形成する周期を
制御できる特徴を持つ。フェムト秒レーザを用いて、金
属，半導体や透明体内部などの様々な材料へ微細構造
の形成が可能であることが知られている。 
先行研究（Figure 2 の上部データ）において、チタン試料（Ti）表面にフェムト秒レーザを照

射し、異方的かつ周期的なマイクロサイズ(Micron)、ナノサイズ(Nano)、マイクロサイズとナノ
サイズの両構造を複合化させたハイブリッド(Hybrid)表面構造を作った。その異方的な周期的微
細構造がついた Ti 上で、細胞の形態を制御できることが認められた。また、当該 Hybrid 周期微
細構造により、未加工チタン上での細胞数と比べて、同じ培養時間内の細胞数が少ないことが観
察された。 
そのため、周期微細構造上での細胞増殖性を改善する必要がある。幹細胞の増殖および分化を、

共に促進するインテリジェント表面デザインの開発が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では Ti 表面上でフェムト秒レーザにより加工した周期的微細構造をパターニング制御

し、細胞の形態制御・分化誘導及び増殖促進の向上による表面デザインの生体機能制御のメカニ
ズムに着目し、それらを表面科学的及び細胞生物学的手法によって明らかにするとともに、これ
を一般的理論に拡張し、汎用性の高い技術とすることを目指す。具体的には①フェムト秒レーザ
の照射により金属 Ti 表面での周期的微細構造のあるパターンを設計・制御、②本研究課題はイ
ンプラント材周囲の新しい骨形成の促進を目指すが、ヒト間葉系幹細胞やマウス骨芽先駆細胞
を作った表面の上で播種し、表面形貌デザインの変化に伴う細胞形態制御及び細胞分化誘導の
効果を定量的に調べる。本研究ではチタンインプラント材周囲の新しい骨形成を促進するため
のインテリジェント界面の創出及び将来的な製造を可能にすることで、歯科インプラント治療
の効果・効率の大幅な改善、患者の負担軽減、低侵襲性の確保、QOL の向上を促進する効果が
期待される。 

 
Figure 2. Concept of the surface design with femtosecond laser processed periodic topographies. 

Figure 1. Photo of laser processing. 



３．研究の方法 
 
(1)フェムト秒レーザ照射によるチタン表面微細構造パターンの作製 

Ti 表面に対してフェムト秒レーザ照射による周期的微細構造形成を行うためのフェムト秒レ
ーザ加工および表面デザインの概略図を Figure 2 に示す。使用したフェムト秒レーザは: sapphire 
レーザであり、基本波の波長、繰り返し周波数及びパルス幅はそれぞれ 800 nm、1 kHz 及び 150 
fs である。集光ビームスポット径は約 60 µm とした。フェムト秒レーザの集光スポットを鏡面
加工した Ti 表面(mTi)に掃引させながら照射することで、mTi 表面に異方的な周期的マイクロサ
イズとナノサイズの両構造を複合化させたハイブリッド溝構造(Hybrid)が作った。レーザ照射後
の Ti 表面は走査電子顕微鏡(SEM)および 3D 測定レーザ顕微鏡（3D-LM）により形成された表面
微細構造の形貌を観測した。フェムト秒レーザ照射による表面微細構造パターンを形成した Ti
試料（Figure 3）、及びレーザ照射していない Ti (mTi) 試料を用いて細胞試験を行った。 
 
(2) チタン表面パターンより細胞の接着挙動・増殖挙動の評価 

ヒト間葉系幹細胞(hMSC)やマウス骨芽前駆細胞(MC3T3-E1)を用いた。数時間培養後に細胞の
核及びアクチンはそれぞれ青及び赤色で観察されるように染色した。各表面パターンでの細胞
形態および接着斑(vinculin)の分布を観察した。蛍光顕微鏡を用いた各 Ti 表面パターン上での細
胞分布状況と伸展状態を観察した。撮った蛍光写真をソフトウェア（ImageJ）で、細胞の伸展お
よび接着斑焦点の特徴的な形態および分布を解析した。一方で、細胞の増殖評価について、細胞
播種後、１d、3d、5d と 7d で WST-8 よりカウンティングされた。 
 
(3) チタン表面パターンより細胞の機能化に与える影響を解明 

フェムト秒レーザ表面照射加工した Ti 表面パターンの上での細胞の接着、増殖（周期状態）、
骨芽細胞への分化制御にどのような影響を探索するため、各 Ti 表面パターンの上で hMSCs の分
化誘導し、免疫蛍光染色およびリアルタイム RT-PCR で調べた。Ti 表面パターンによって、新し
い骨の再生を評価するため、分化誘導培地に交換後 21 日間培養した Ti 試料において alizarin red 
s 染色し、分化した骨芽細胞の石灰化挙動の確認を行った。 

 
また、マウス骨芽前駆細胞を用いて、これまでの細胞の分化挙動および石灰化と同様に評価し

た。 
以上のような実験で得られたデータを分散分析(ANOVA followed by Student-Newman-Keul's 

test)により統計解析を行い、有意確率 p 値を 5%として検定を行った。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) フェムト秒レーザ照射による Ti 上へ表面微細構造パターンの形成 

Figure 3 に作製された Ti 表面パターン（一部のパターン）での写真を示す。フェムト秒レーザ
表面加工より、mTi 表面に周期的なマイクロサイズとナノサイズの両構造を複合化させた Hybrid
溝構造を形成され、様々な表面形貌デザインが作った。 

Figure 3. Photos of the designed surface patterns (a part of designs) of Ti plates. 
 



(2) チタン表面微細構造パターンより細胞挙動の影響 
 
Figure 4 にチタン表面パターンより

細胞の接着および伸展の関する蛍光
観察像を示す。レーザ照射した部分
（topography 部分：Hybrid 溝構造があ
る）に細胞の伸展の制御に有効である
ことが明らかになった。また、未照射
の部分（mirror 部分）には、細胞の接
着数は多いことが明らかになった。 
 

Figure 5 にチタン表面パターンより

細胞の増殖性の関する評価結果を示

す。全面照射された試料(fTi)と比べ

て、hTi および cTi 表面パターン上で

の細胞数は多くカウンティングされ

た。この結果より、hTi および cTi 表
面パターンは細胞の増殖を促進する

ことが確認できた。 
 
以上の結果より、作成された Ti 表

面パターンは、細胞の接着および形態

を制御でき、細胞の増殖も促進するこ

とが示された。 
 
 
(3) チタン表面微細構造パターンよ
りマウス骨芽前駆細胞の石灰化挙動
への影響 
 
マウス骨芽前駆細胞を用いて、骨芽

細胞へ分化誘導され、各チタン表面パ
ター上での細胞挙動を評価した。
hMSC 細胞と同様に、チタン表面パタ
ーは MC3T3-E1 細胞の接着を制御し、
細胞伸展の制御に有効であることが
示された。リアルタイム RT-PCR の結
果より、fTi と hTi と cTi パターンは骨
芽細胞への分化が促進されることが
明らかになった。また、alizarin red s 染
色の結果（Figure 6）にチタン表面パタ
ーンより誘導された骨芽細胞の石灰
化レベルの評価結果を示す。fTi およ
び cTi パターンは分化誘導された骨芽
細胞の石灰化レベルの向上を促進す
ることが確認できた。 
 

本研究では、インプランド用金属表

面に骨再生促進する効果的に表面デ

ザインの創成を目指し、フェムト秒レ

ーザで Ti 表面に表面微細構造パター

ニングを開発した。本研究によって、

インプラント材周辺の新生骨の再生

を促進するためのスマートチタン表

面微細構造パターニングを創出の将

来の製造を可能にし、歯科インプラン

ト治療を効果・効率の大幅な改善、患

者の負担軽減、低侵襲性の確保、QOL
の向上を促進する効果が期待される。 

 
（一部のデータは論文投稿中のため、記載されていない。） 

Figure 4. Evaluation of the effects of the grid topographies 
on cellular initial adhesion after 3 h, 6 h and 24 h of 
incubation. F-actin (red)-, nuclei (blue)-, and vinculin 
(green)-positive adhesion plaques were visualized. 
 

Figure 5. Proliferation of MC3T3-E1 cells on Ti with 
and without different patterned surface nano 
topographies. Results with a p value of <0.05 were 
considered statistically significant (indicated using “*”). 
n.s., non-significant (p > 0.05). 
 

Figure 6. Evaluation of calcification of MC3T3-E1 
cultured on Ti specimens using alizarin red s staining, 
where calcified deposits were appeared a crimson color. 
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