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研究成果の概要（和文）：　生体内埋植に幅広く使用されるチタンについて，細胞足場となりながら抗菌性を目
的としたキトサン‐ウレタン様表面修飾による表面作成手法の検討と表面分析，細胞足場修飾に関する基礎的検
討をおこなった
　純チタン試料を水酸化処理後に，3種類の異なる濃度のコラーゲン‐キトサン溶液を塗布後にイソシアネート
処理することでキトサン‐ウレタン表面を作成した。
　各試料片の化学的，生化学的，光学的評価をおこなったところ，対照チタン群と比べて良好なぬれ性と確かな
表面修飾，さらには対照チタン群の4倍程度，従来法とは同程度の細胞接着性を確認できた。今後はキトサン濃
度とウレタン様生成膜の特性についての詳細な検討が必要である。

研究成果の概要（英文）： To developing chitosan-urethane-like surface modification for Titanium(Ti) 
with the cell adhesion and the anti-bacterial effect, we studied fundamental coating process with 
chitosan and collagen onto the Ti, and then evaluated.
 Ti specimens were treated firstly hydroxylation treatment and isocyanate treatment with various 
concentration of collagen, citrate and chitosan mixture. Treated specimens were evaluated with 
hydrophilic study, optical study, X-ray study, and cell cytotoxicity and cell compatibility. Our 
results indicated that chitosan-urethane like surface modification showed fine hydrophilicity, good 
cell adhesion and compatibility compared to bulk Ti material, and exact chitosan modification onto 
the surface of Ti with thin layered composite that were garanteed with optical analysis and X-ray 
analysis and observation. 

研究分野： 生体材料工学

キーワード： スキャフォールド　チタン　血液接触表面

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本課題の目的は，近年で広く普及した補助人工心臓の術後における血液接触表面における血栓形成や感染症に
対する要素技術である。侵襲度の高い循環器系手術において，術後の血液塞栓症や感染症に対する対策は主に薬
剤投与や術後ケアになるが，根元にあるのは人工材料上への血栓形成や細菌付着能にある。本課題はそのような
術後リスクに対し，循環器系デバイスで広く使用されるチタンの表面修飾法を提案することで，血栓形成を低減
するための自己血管内皮の誘導，またデバイス上への細菌付着の低減を主眼にしており，今後もさらに普及が想
定される人工心臓等の循環器系チタンデバイスへ広く使用される事に意義があると考えている。

※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 

チタンはその不動態化による生体親和性の高さから，生体内埋植に幅広く使用されている。近
年では，補助人工心臓の技術発展により，終末医療としての症例が増えており，高度高齢化や成
人病の増加などの社会的動向からも循環器領域での需要が増えると予想される。また歯科や整
形外科においても，歯科用インプラントや人工関節など，チタンを基材とした人工臓器が広く普
及しており，骨格系代替においても需要が増える一方である。そのような生体内埋植に幅広く使
用されるチタンについて，我々は歯科インプラントに限らない様々な応用を期待し，細胞足場効
果の向上を目的としたチタンの表面修飾について検討をおこなってきた。それにより，チタンの
水酸化処理と I 型コラーゲン後のイソシアネート処理によるウレタン様表面修飾が，細胞足場と
しての効果を認めた。その一方，チタン表面が有機質コーティング性状となることは菌類に対し
ても足場となってしまうことを，黄色ブドウ球菌による予備的な細菌性試験によって確認した。
そのため，細胞に対する足場効果の向上をさせるが，抗菌性もしくは菌類に対して有利とならな
いような表面修飾の実現が必要と考えた。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究課題としては，足場とするチタン表面の構造について，平均粒径 150 m のマイ
クロチタン粒子の焼結体によるマイクロ多孔体チタン構造とすることで，接触表面積を向上さ
せることによるチタン足場としての機能向上についても検討してきた。そのため，細胞足場効果
の高いチタン表面修飾法の確立は，チタン構造体の接触表面積の向上と相乗的により高い細胞
接着性が期待できるため，その実現が期待される。そこで，細胞に対する足場効果はそのままに，
菌類に対しては抗菌性を示すような都合の良いチタン表面修飾法として，その抗菌性が広く知
られるキトサンを１次塗布製剤として，抗菌性と細胞足場効果を期待した修飾法に関する基礎
的検討することとした。キトサンは，我々がこれまでのチタン表面修飾に用いてきた Type-I コ
ラーゲンと同様にアミノ基を有するため，従来法に準じたウレタン様表面作成の可能性がある。 

 

３．研究の方法 

チタン試料はいずれも JIS2 種を使用した。表面修飾法についての試料としては，10 mm×10 
mm×1 mm の純チタン切板の修飾対象表面を＃400 湿式研磨し，洗浄後に乾燥させた。試料は遠沈
管中で 10 mL/片の 15%H2O2に浸漬し，60℃で 48 時間恒温下においた。 

本課題で抗菌性媒体として期待しているキトサンは水に難溶性であり，酸に可溶である。その
ため本課題においては，細胞接着性に関与する因子としてコラーゲンを初めとする有機質を考
察している点から，同じく有機の酸への溶解であればその修飾溶液を従来法と同等に扱えると
考え，数種の酸への溶解性を検討する中で予備試験を経て，クエン酸を溶解溶媒として選定した。
時間終了後に超純水で超音波洗浄して風乾した後，3 種類の異なる濃度のキトサン溶液 100 µL
を滴下し，クリーンベンチ内で風乾した。キトサン溶液は最終的に，0.5 M クエン酸への溶解が
適切となり，この溶液にそれぞれ１ mg/mL, 10 mg/mL, 100 mg/mL となるように溶解調整して
作成した。風乾後の試料片は 5% CH3C6H3(NCO)2-Benzene 溶液に 3 mL/片で浸漬し，60℃に 2 時間
恒温保持した。時間終了後，試料片は Benzene 溶液洗浄，その後に超純水で洗浄し，風乾させた。
これらをそれぞれ CTS-1，CTS-10,CTS-100 とした。対照群として研磨処理のみのチタン片（C），
また実験対照群として従来の 0.5 mg/mL の Type-I 塗布後は上記と同様に処理した試料（Col）を
準備した。 
 各試料片はまず，イソシアネート処理前のコラーゲン溶液およびクエン酸キトサン溶液塗布
後，また塗布後のイソシアネート処理およびその後の蒸留水洗浄後にデシケーター内での充分
な乾燥の後でのデジタルマイクロスコープによる光学的観察，またイソシアネート処理後試料
を金蒸着し，走査型電子顕微鏡（SEM）観察による表面性状確認をおこなった。 その後に別試
料においてぬれ性状評価として液滴接触角による親水性評価，修飾表面分析として反射法フー
リエ変換赤外分光光度（FT-IR）分析および X 線光電子分光（XPS）分析，また細胞接着性評価と
してマウス胎児線維芽細胞 NIH3T3 細胞の試料表面への播種後 2～6 日経過後の細胞接着性評価
および LDH 細胞障害性評価，蛍光像による生死細胞接着様相評価をそれぞれおこなった。 
 
４．研究成果 

図 1 に光学顕微鏡による表面の検鏡像を示す。イソシアネート処理前では CTS-1 は基材の研
磨面，および Col 群と同様な#400 研磨面が確認できた。Col 群とも同様な虹色文様からも表面処
理厚みも同等と考えられる。一方イソシアネート処理後では，Col 群では鱗状虹色文様であった
が，CTS-1 では同等の大きさの鱗状の明るい虹色文様が，CTS-10 群ではより細かい鱗状虹色文様
を確認した。またいずれも研磨傷は確認できないため，文様からも比較的均質な層が生成できて
いると考えられる。また干渉色として考えると，処理層の厚みは Col 群＞CTS-1（CTS-10）であ
ると考えられる。なお，CTS-100 群については，溶液塗布後およびイソシアネート処理後でいず
れも有機的な肥厚層が，特にイソシアネート処理後には処理過程での気泡と考えられる表面を



確認した。また洗浄後ではあるものの粘着質な肥厚層であった。以後の SEM について，CTS-100
はその表面性状から観察対照外とした。SEM 像を図 2 に示す。Col 群および CTS-10 群では，乾燥
によるひび割れた様相が確認できた。また CTS-1 群では不定形な有機質構造体中に繊維状の形
態を認めた。形態的には溶解前のキトサンに近い印象を持ったが，キトサンがより高濃度である
CTS-10 では示さない形態であったため，充分な考察には至らなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

液滴接触角による親水性評価については，それぞれ平均で C：76.3°，Col：52.2°，CTS-1：
50.8°，CTS-10：54.1°，CTS-100：62.3°(n=6)であった．C および Col については過去の測定
と同等であり，また CTS 群ではキトサン濃度が高いものほど接触角が大きくなる傾向であった。
細胞接着性については，Col,CTS 各群いずれも C と比較して 4 倍程度の細胞接着性が確認できた
が，Col,CTS いずれの各群間での有意差を認めなかった。 

表面分析のうち FT-IR の結果では，Amide I を示すピーク強度が CTS-1 > CTS-10 > CTS-100
となった（図 3）。Col 群および CTS 各群について，いずれも Amide I，C=O,O-Hを検出できてい
ることから，ウレタン様表面が作成できていると推察された。また Amide I の検出から，二次構
造の詳細な解析が必要であることは今後の研究課題である。 

図 4 に XPS の結果からの定量分析においても，N1s の atomic%は CTS-1 で最も高くなる結果で
あった。Col と比較すると各 CTS 群での N1s の atomic%は低値を示したが，C1s は同程度であっ
た。また CTS-100 では明らかな肥厚膜が確認できている。この結果より表面のウレタン様膜は高
濃度ではウレタン結合が阻害される要因があると考えられる。また C1s の詳細分析として，キト
サン溶液塗布後のウレタン化処理前後についても，キトサン濃度に依存して O=C-O ピークの減
少が確認された。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
本報告においては，従来法で 1 次塗布製剤としたコラーゲン溶液と同程度のウレタン様修飾

を目指し，代替としたキトサン溶液でも同程度のウレタン様修飾が可能かどうかの基礎的検討
をおこなった。ぬれ性や細胞接着性による評価では同等程度の結果を得たものの，化学的分析か
らはキトサン溶液濃度に依存したウレタン結合の減少が推察される結果を得た。今後はキトサ
ン濃度とウレタン様生成膜の特性についての詳細な検討が必要である。また 1 次塗布製剤とし
たキトサンの抗菌性としての優位性についても今後，検討を進める必要がある。 
 以上の結果より，本課題実施期間においては抗菌性を期待して作成したキトサン溶液の調整
と作成を検討し，従来までに検討してきたコラーゲン塗布からのウレタン様表面修飾とほぼ同
等と推察される，キトサン溶液によるチタンへのウレタン様表面修飾に至った。実施期間中にお
いては菌類による抗菌性試験の実施には至らなかったが，今後の変更点や改良改質を踏まえて
の抗菌性評価を後継研究で実施したい。 

 

 

図 1 チタン試料の光学顕微鏡 検鏡像 

上段：各溶液塗布後に乾燥した試料 

下段：イソシアネート処理後に洗浄した試料 

Col CTS-1 CTS-10 CTS-100

Col CTS-1 CTS-10 CTS-100  

図 2 チタン試料表面の SEM 観察像 

青矢印は繊維状，針状析出物を示す 

Col CTS-10CTS-1

CTS-1（強拡大）

 

図 3 FTIRによる修飾表面分析結果 
Amide I(C=O stretch): 1,635 cm-1 

Amide Ⅲ(C-N stretch): 1,265 cm-1 

 

図 4 XPSによる修飾表面分析結果 
N1s: N-H, N-O, C1s: C-O, C-N, O=C=O(N=C=O) 
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