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研究成果の概要（和文）：本研究では，まず，基礎実験として，水晶発振子マイクロバランス法によるタンパク質とチ
タンとの吸着挙動の解析およびフィブロネクチン固定化チタン上での骨芽細胞様細胞の付着，増殖について検討した．
次に，3次元チタンファイバー焼結体および3次元チタンワイヤー）にトレシルクロリド法を用いて，コラーゲンまたは
フィブロネクチンを固定化し，動物埋入実験により骨形成に与える影響について調べた．その結果，タンパク質固定化
3次元チタンファイバー焼結体および3次元チタンワイヤーの顎骨再建材料としての有用性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In the present study, protein adsorption towards titanium was first analyzed by qu
artz-crystal microbalance method and attachment and proliferation of osteoblast-like cells on fibronectin 
immobilized titanium was also investigated. Afterwards, collagen or fibronectin was immobilized onto three
-dimensional titanium fiber web and titanium wire by using tresyl chloride-activation method, and bone reg
eneration process towards titanium fiber web or titanium wire was evaluated by animal implantation experim
ents. As a result, it is suggested that protein immobilized titanium fiber web and titanium wire were usef
ul as regenerative materials for jaw bone.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 癌や不慮の事故などによって顎骨が欠損
した場合，未だに自家骨が最も優れた材料と
されているが，自家骨移植は患者への負担が
大きく，感染などの危険性も指摘されており，
新規な人工材料の開発が待望されている．イ
ンクジェット造形法を用いて欠損部への適
合性を改良したセラミックス人工骨が臨床
応用されている（ Igawa K  他， Clin 
Calcium,1812,1737-43,2008）．しかしながら，
この人工骨は荷重がかかる部位での使用に
は不十分であり，骨誘導能がないために骨癒
合が起こるまでに時間が長くかかる欠点が
指摘されている． 
 研究代表者らは，チタン繊維の直径が約 50
μm と非常に細く，かつ 200～500μm の連
続空隙を有しているチタンファイバー焼結
体からなる 3 次元構造体に着目した． 
 この 3 次元チタンファイバー焼結体は，良
好な機械的強度と形状保持性，成形性を有し
ている． 
 研究代表者らは，3 次元チタンファイバー
焼結体の骨適合性の向上を目指して，新規な
溶液コーティング法を開発して 3 次元チタン
ファイバー焼結体にアパタイト薄膜コーテ
ィング処理を施し，動物実験によってその有
効性を確認している（Hayakawa 他 , J 
Mater Sci,19,2087-2096, 2008）．  
 一方，人工材料にフィブロネクチンなどの
細胞接着タンパク質や骨形成因子である
BMP を固定化して，骨形成を促進させる試
みは数多く報告されているが，チタン表面へ
の有効な固定化の報告は数少ない．Jansen
らは，エレクトロスプレー法でチタン表面に
アルカリフォスファターゼ（ALP）を固定化
して，その効果を調べている（Jansen 他, 
Biomaterials, 30, 6407-6417, 2009）．エレク
トロスプレー法はチタン平面への固定化に
は有効であるが，立体構造を有する 3 次元構
造体への固定化は現状では不可能である． 
 研究代表者らは，チタンへの簡便かつ確実
なタンパク質固定化法としてトレシルクロ
リド法を開発した（Hayakawa 他, J Biomed 
Mater Res,67A,684-688,2003）．トレシルク
ロ リ ド 法 は ， ト レ シ ル ク ロ リ ド
（CF3CH2SO2Cl：液体）をチタン表面に塗
布して反応させる手法である．硝酸酸化やア
ルカリ処理などの前処理が不要であり，常温
で反応が進行する，固定化方法が簡便である，
などの利点を有している． 
 今までに，トレシルクロリド法を用いて細
胞接着タンパク質のチタン平面への固定化
条件およびメカニズムについて検討してき
た．（Hayakawa 他, J Biomed Mater Res, 
73B, 271-276, 2005）また，フィブロネクチ
ンや RGD ペプチドを固定化して細胞応答を
調べた結果，固定化によって骨芽細胞様細胞
の付着数が増加し，骨形成に関与する遺伝子
発現が上昇することを見出した（Hayakawa 
他 , Dent Mater J,26,647-655,2007. Dent 

Mater J,27, 744-750,2008）．  
 BMP や ALP，オステオポンチンなど骨形
成に関与する骨特異的な機能性タンパク質
をチタンに固定化してその効果を調べた研
究は非常に数少ない．トレシルクロリド法は，
タンパク質の種類に関わらず，チタンに固定
化できる手法である．トレシルクロリド法を
用いて，骨特異的な機能性タンパク質を 3 次
元チタンファイバー焼結体に固定化できれ
ば，骨形成が促進され，その結果，顎骨治癒
までの時間が短くなり，骨との接合強度が向
上する事が期待できる．すなわち，顎骨欠損
の治癒促進機能を有するチタンファイバー
焼結体からなる 3次元構造体を作製する事が
可能になる． 
 
２．研究の目的 
 まず，基礎的な実験として機能性タンパク
質のチタンへの反応について，水晶発振子マ
イクロバランス（QCM）法を用いて解析を行
う．QCM 法はナノスケールでタンパク質の
吸着をナノスケールで解析できる手法であ
る． 
 その後，トレシルクロリド法を用いて機能
性タンパク質を固定化したチタン上での骨
芽細胞様細胞の培養実験を行い，固定化され
た機能性タンパク質が骨芽細胞様細胞の増
殖や分化に与える影響について検討する． 
 以上の検討をもとに，機能性タンパク質を
固定化した特異的機能性タンパク質を固定
化した 3次元チタンファイバー焼結体の生物
学的特性について，動物埋入実験によって検
討する．3 次元チタン構造体として，3 次元
チタンワイヤーについても検討を行う．チタ
ンワイヤーは１本のチタンファイバーを折
り曲げて 3次元構造体を作製したものである．
焼結操作を行わないため，機械的強度は３次
元チタンファイバー焼結体より劣るが成形
性には優れている．ラット頭蓋骨骨膜下およ
びウサギ脛骨欠損に機能性タンパク質固定
化チタンファイバー焼結体およびチタンワ
イヤーを埋入して，骨形成速度や新生骨形成
量などについて評価して，機能性タンパク質
が固定化されることによる機能発現への影
響について検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 水晶発振子マイクロバランス（QCM）法
によるチタンへのタンパク質吸着の解析 
 水晶発振子マイクロバランス（QCM）法は
共振している水晶発振子の振動数の減少か
らタンパク質の生体材料への吸着量を検出
できる方法である．本研究では，27MHz QCM
を使用して，チタン表面へのタンパク質の吸
着挙動を観察した．タンパク質としては，細
胞接着タンパク質であるフィブロネクチン
とコラーゲン，およびアルブミンについて検
討した．QCM の原理を図 1に示す． 
 QCM 装置として，500 μL のセルを備えた
27-MHz AFFINIX QN（イニシアム）を使用した．



 
図 1 QCMの原理図 

 
図 2 トレシルクロリド法によるタンパク質 

固定化スキーム 

 
図 3 a: 3 次元チタンファイバー焼結体

（TWe），ｂ：3次元チタンワイヤー（TWi） 

温度は 25 ± 1°C に設定し，セル中の溶液
を撹拌しながら測定した． 
 チタンセンサーは，金電極上にスパッタコ
ーティングを施して作製した．牛アルブミン，
ヒト血漿フィブロネクチンおよびアテロコ
ラーゲンをそれぞれ 50 μg/ml の濃度でリン
酸緩衝液（PBS，pH 7.4）に溶解した．それ
ぞれのタンパク質溶液を PBS溶液を満たした
QCM 装置付属のセル中に注入した．振動数の
減少を観察し，注入 30 分後のタンパク質吸
着量を Sauerbreyの式から算出した．  

 
(2) タンパク質固定化チタン上での骨芽細
胞様細胞の培養実験 
 図 2 にトレシルクロリド法によるタンパク
質固定化スキームを示す．直径 15mm の鏡面
加工した（Ra:10nm 以下）Ti ディスク（Tim）
およびサンドブラスト処理を行った（Ra:10
μm 以上）Ti ディスク（Tis）を用いた（n=4）．
各 Ti ディスクにトレシルクロリド液を過
剰塗布し，37℃で 2 日間恒温槽にて反応さ
せた．アセトン洗浄後，フィブロネクチン溶
液にトレシル化 Ti を 37℃，1 日間浸漬し
て，フィブロネクチンを固定化した．それぞ
れ Timf，Tisf と略す．細胞培養は通法に従
い，MC3T3-E1 細胞を Tim，Tis，Timf，Tisf
上にて培養した．培養 1，3，15，52 日後の DNA 
量の測定および走査電子顕微鏡による形態
観察を行った． 

 
(3)3 次元チタンファイバー焼結体（TWe）お
よび 3 次元チタンワイヤー（TWi）へのタン
パク質固定化と動物埋入実験 
 円板状の TWe（Φ4.0 mm x 2.0 mm，ファイ
バー径 50µm，気孔率 87％）と、円柱状の TWi
（Φ3.5 mm x 7.0 mm，ファイバー径 85µm、
気孔率 75％）を使用した．図 3に示す． 

  
トレシルクロリドに TWe，TWi を浸漬して，
37℃で 2日間反応させトレシル化処理を行っ
た．その後，Ⅰ型コラーゲン（1mg/ml）溶液
またはフィブロネクチン（1mg/ml）溶液に，
トレシル化処理を行った TWe，TWi をそれぞ
れ，37℃で 24 時間浸漬して，コラーゲン固
定化 TWe（CollTWe），コラーゲン固定化 TWi
（CollTWi），およびフィブロネクチン固定化
TWe（FnTWe），フィブロネクチン固定化 TWi
（FnTWi）を作製した。 
 TWe を用いて骨膜下への埋入実験を行い，
外向性骨造成について検討した（承認番号：
第 11073）．9 週齢の雄性 Spraque-Dawley 系
性ラットを使用した．吸入麻酔下にて，頭頂
部を剃毛し術野を消毒後，骨膜を剥離，挙上
し骨膜と頭蓋骨の間に空隙を形成した．その
空隙に各試料をそれぞれ 1個挿入した．埋入
4 週後，および 8 週後に，骨膜を含めて頭蓋
骨ごと試料を摘出した．試料数はそれぞれの
条件で n=4とした． 
 また，TWiを用いた骨欠損内への埋入実験を
行い，内向性骨造成について検討した（承認
番号：第 25P041）．20週齢の雌性日本白色ウ
サギを用いた．吸入麻酔下にて両側大腿部を
剃毛し，切開を加え大腿骨関節顆を明示した．
注水下で直径 3.5mm の骨欠損を形成し，左右
の骨欠損内部に各試料をそれぞれ 1 個ずつ，
1 匹に計 2個を埋入した．埋入 12週後に試料
を摘出した．試料数はそれぞれの条件で n=3
とした． 
 ラット埋入試料，ウサギ埋入試料，ともに
試料摘出後，通法に従いホルマリン固定，ア
ルコール系列による脱水を行い，その後，メ
タクリル酸メチル樹脂で包埋し，約 50 µm の
非脱灰薄切研磨標本を作製した．メチレンブ
ルー・塩基性フクシンで重染色して，新生骨
の形成状態を光学顕微鏡にて病理組織学的



 
図 4 チタンへの各タンパク質の吸着量 

 

図 5 DNA量の測定結果 

 

図 6 培養細胞の SEM観察 

a,e:Tim, b,f:Timf, c,g:Tis, d.h:Tisf 

に観察した．さらに，画像解析ソフトを用い
て TWe内部に形成された新生骨量，垂直的に
造成された新生骨の高さを測定した．TWi に
ついては内部に形成された新生骨量を定量
的に評価した．新生骨量を骨形成率，新生骨
の高さを垂直的骨造成率とした． 
 
４．研究成果 
(1) QCM法による解析結果 
 測定結果を図 4に示す．アルブミンを注入
した時は振動数のわずかな減少が見られ，フ
ィブロネクチン吸着時の振動数減少の方が，
アルブミン吸着時よりも大きかった．コラー
ゲンが統計学的に有意に最も大きな振動数
の減少を示した（p<0.05）．3 種類のタンパク
質の吸着量はそれぞれ統計学的に有意差が
あり，コラーゲンが統計学的に最も大きな吸
着量であり，アルブミンが統計学的に最も少
ない吸着量を示した（p<0.05）． 

 タンパク質のチタンへの吸着は静電的な
相互作用が主要因であると推察される．アル
ブミンおよびフィブロネクチンは等電点の
違いから，チタンとの間に静電的な反発力が
働いている事が予想される．一方，コラーゲ
ンとチタンの間には，コラーゲンが正に荷電
しているために吸引力が増加したと思われ
る．  
 
(2) 細胞培養実験 
 図 5に 1，3，15，52 日後の DNA 量の測定
結果を示す．培養 1  日後では，サンドブラ
スト群が鏡面加工群より高い値を示した．フ
ィブロネクチンを固定化した試料は鏡面加
工群では高い傾向を示し，サンドブラスト群
では影響が見られなかった．3 日後も 1 日
後と同様にサンドブラスト群の DNA 量の方
が高かった．フィブロネクチン固定化試料の
比較では，鏡面加工群は差は見られなかった
が，サンドブラスト群では Tisf の方が統計
学的に有意に高かった（p<0.05）． 
 培養 15 日後，52 日後では DNA 量はいずれ
の試料でも増加した．培養 52 日後では，フ
ィブロネクチンを固定化した Timf，Tisf が
固定化しない場合に比べて有意に高い DNA量
を示した（p<0.05）． 

 

  
 図 6 に培養 1 日後の Tim および Tim-f 
の SEM 観察結果を示す．フィブロネクチン
を 固定化した Timf の方が Tim より多く
の細胞が観察され，細胞定着が良好なことが
分かる． 
 

 また，フィブロネクチン固定化試料の方が
細胞の配列が規則正しく並んでいることが
分かる．本研究の結果より，フィブロネクチ
ン固定化が細胞接着に与える影響が確認さ
れた． 
 
(3)動物埋入実験 
 機能性タンパク質固定化の TWe および TWi
の構造を SEMにて観察した結果，機能性タン



 
図 7 TWe, TWi の SEM 像 

 
 

図 8 TWe の病理組織像 

 

図 9 TWi の病理組織像 

パク質固定化後も，TWe および TWi の形状は
維持されており，気孔の閉塞などは認められ
なかった（図 7）． 

  
 TWe を用いたラット骨膜下への埋入実験で
は，埋入 4 週後，8 週後とも，全ての試料に
おいて骨形成は頭蓋骨側にしか認められな
かった．8 週後の病理組織像を図 8 に示す．
CollTWe，FnTWeは，血管増生と結合組織の伸
展が多く認められた． 

 骨形成率を測定した結果を表 1に示す．埋
入後 4 週，8 週ともに，各試料間で統計学的
に有意差は認めなかった（p>0.05）．垂直的
骨造成率については，表 2に示すように埋入
後 8 週で，CollTWe と FnTWe が TWe に比較し
て 統 計 学 的 に 有 意 に 高 い 値 を 示 し た
（p<0.05）． 
  
表１ TWe内部での骨形成率(%) 

 4 週 8 週 

TWe 4.2 (2.4) 6.6 (2.7) 
CollTWe 5.1 (2.7) 7.0 (0.9) 
FnTWe 6.0 (3.7) 7.9 (1.4) 

 
 

 
 
表 2 TWe内部での垂直的骨造成率(%) 

 4 週 8 週 

TWe 10.5 (2.7) 9.0 (0.6) 
CollTWe 9.1 (1.5 14.2 (1.4)* 
FnTWe 10.8 (2.6) 11.6 (1.2)* 

*：p<0.05 
 
 TWi を用いたウサギ骨欠損内への埋入実験
の結果を図 9 に示す．CollTWi と FnTWi につ
いては皮質骨側に顕著に骨形成が認められ
た．骨形成率の結果を表 3に示す．CollTWi，
FnTWi が TWi に比べて統計学的に有意に高い
値であった（p<0.05）． 
 

  
表 3 TWi内部での骨形成率(%) 

 12 週 

TWe 21.4 (2.4) 
CollTWe 35.1 (4.7)* 
FnTWe 34.1 (3.6)* 

*：p<0.05 
 
 以上，3 次元チタンファイバー焼結体およ
び 3次元チタンワイヤーに固定化されたコラ
ーゲンやフィブロネクチンが骨芽細胞の増
殖，分化に影響を与え，骨形成を促進させた
ることが分かった． 
 本研究の結果から，機能性タンパク質を固
定化した 3次元チタンファイバー焼結体およ
び 3次元チタンワイヤーの顎骨再建材料とし
ての臨床応用の可能性が示された． 
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