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研究成果の概要（和文）：TiO2ナノチューブに Ca2+を修飾し、吸着した Ca2+が周囲の液と反応し

て溶出され、骨補填材の周囲および内部において水酸アパタイトに対する過飽和度が上昇し水

酸アパタイトの核形成を促進すると考えられる。そこで、骨類似アパタイトの核形成を誘起す

る官能基を表面に形成させれば、骨類似アパタイト層が形成されやすくなると予想し、細胞の

接着や増殖、分化などの機能を促進させ、組織の再生を迅速に誘導する因子となる材料の開発

を目指し、酸化チタンナノチューブ（TNT）の内外表面へ Caの修飾を検討した。また、酸化チ

タンナノシート（TNS）における生体適合評価も検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：Noting the high ion adsorption of TiO2 nanotubes, we speculated 
that TNTs modified with Ca2+ would allow the elution of adsorbed Ca2+ after its reaction 
with surrounding fluid, which would increase the degree of hydroxyapatite hypersaturation 
in the surrounding and internal areas of bone-filling materials, promoting hydroxyl 
apatite nucleation. The aim of this study was to develop the materials that promote the 
cell bonding , proliferation and differentiation by making Ca modified TiO2 nanotube. 
And the surface properties of an implant influence osseointegration. To shorten the period 
of dental implant treatment, we investigated the direct synthesis and biocompatibility 
of the nanostructure using low-temperature chemical synthesis on a titanium plate. 
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１．研究開始当初の背景 
Ti-OH はアパタイトの核形成を誘起するこ

と、アナタース構造の Ti-OH 基は高いアパタ
イト形成能を示すことや、骨類似アパタイト
の形成メカニズムは、OH 基に先ず Ca2+が吸着
し、さらにそこに HPO4

2-が吸着することで骨
類似アパタイトが形成することが報告され
ている。代表者はこれまでの実験により酸化
チタンナノチューブ（TNT）が細胞と接着し、
生化学因子を加えなくても細胞の骨芽細胞

活性が高くなるという知見を得ている。また、
Ca イオンを高濃度に吸着するという通常の
TiO2にはない機能を有していることも見出し
ている。そのため、骨類似アパタイトの核形
成を誘起する官能基（Ca）を表面に形成させ
れば、骨類似アパタイト層が形成しやすくな
ると予想される。また、近年、歯科治療にお
いてインプラント治療は必須の選択肢の一
つとなった。そのため、インプラント治療に
も QOLの概念が浸透し、快適性、審美性、咀
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嚼満足度が強く求められるようになってき
た。しかし、顎骨内に埋入されたインプラン
トが良好な状態を維持するためには、インプ
ラント体への早期機能負担および長期的咬
合支持が重要となる。そのためにはオッセオ
インテグレーション獲得までの期間は早期
であることが望ましい。本研究代表者は実験
過程で、チタン金属を 10Mの水酸化ナトリウ
ム水溶液に室温・大気開放圧力下で 24 時間
攪拌・浸漬することで表面にナノシート構造
（TNS）が形成されることも発見している。
オッセオインテグレーションの獲得期間短
縮にはインプラント体の表面性状が関与し、
その構造は細胞接着・硬組織への分化誘導に
影響を与えるという報告がある。TNT 粉体の
みならず、チタン金属上における TNS合成に
より、迅速的骨形成インプラントとしての応
用も可能であると考える。 
 
２．研究の目的 
(1) 自己組織化的に低次元酸化チタンナノ
構造体を合成し、様々な方法で表面や中空空
間に新生骨生成因子を修飾し、徐放性を明ら
かとし、従来の生体適合性材料にはない迅速
的かつ高機能な骨形成生体適合材料を創製
する。そして、これら生体材料創製にとどま
らず、次世代型の生物デバイスの設計に必要
な有効となる知見を得ることを目的とする。 
 
(2) ラット大腿骨骨髄細胞を使用し、チタン
金属上に合成したナノ構造（酸化チタンナノ
シート構造）の生体活性について比較・検討
し、知見を得て、迅速的骨形成インプラント
材料としての開発指針を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 低温化学合成法によりチタニアナノチ
ューブを作製した。市販の TiO2粉末（高純度
化学研究所製、アナターゼ、100nm）を 10M NaOH
水溶液に加え、110℃で 24時間攪拌還流させ
た。得られた白色のスラリーにイオン交換水
を加えよく攪拌し、ろ過により固液分離を行
った。この洗浄を 70 μS/cm 以下になるまで
繰り返した。この生成物に 0.1M塩酸を加え、
再び洗浄作業を 5 μS/cm 以下になるまで行
い乾燥させた。次に、作製した TNTを C6H10CaO6 

を溶解した水溶液に浸漬し、24時間攪拌還流
を行い、Ca2+ドープの TNT（Ca-TNT）を作製し
た。 
まず、TEM および EDS により Ca-TNT におけ

る構造解析と表面 Caの定量を行った。 
次に、Ca-TNTを PTFE容器に入れ塩酸および

フッ化水素酸を加えて密閉し、180℃で 10時
間加熱分解を行い、放冷後、分解液に水を加
え ICP 発光分光分析装置にて Ca の含有量を
測定した。 
そして、Ca-TNT を超純水に分散させ、37℃

で静置し、数時間おきにサンプリングを行な
い、ろ過したものを溶出液とし、イオンクロ
マト分析によりカルシウムイオンを定量し
溶出試験とした。また、全カルシウムを ICP
発光分光分析により定量した。 
 

(2) 実験材料として＃2000 まで研磨した市
販の純チタンを使用し、実験群として TNS を
析出させたものを対照群として研磨した純
チタンを使用した。TNS の析出には、各試料
を 10 Mの水酸化ナトリウム水溶液に浸漬し、
攪拌した状態で室温・大気圧条件下で 24 時
間反応させた。その後、試料を取り出し、イ
オン交換水にて導電率が 5 μS以下になるま
で洗浄を行った。そして、自然乾燥させチタ
ン金属表面に TNSを析出させた。試料は実験
群、対照群ともにアセトン、エチルアルコー
ル、イオン交換水で各 10 分間超音波洗浄を
行い、その後乾熱滅菌を行った。  
生後 7週齢の SD系雄性ラットの両側大腿骨

から骨髄間葉細胞を採取し初代培養を確立
し、その 3代目を実験に供した。実験群およ
び対照群共に 24 穴プレート上に設置したチ
タン金属表面に 1穴あたり 4×104個ずつ播種
し、培地に 10 mM β-グリセロン酸ナトリウ
ム、82 μg/mL アスコルビン酸および 10-8 M
デキサメタゾンを含む分化誘導培地を用い、
培養開始後 14、21 日のアルカリフォスファ
ターゼ活性、培養開始 28 日のオステオカル
シン量およびカルシウム量を測定した。また、
培養開始 3日後の Runx-2 mRNAの発現をリア
ルタイム PCR 法にて分析した。各測定値は
Student の t 検定を用いて統計解析を行い、
有意水準を 5％以下とした。 
 
４．研究成果 
(1) Ca ドープ後も TEM 写真では、直径 8nm、
長さ約 200nmのナノチューブ構造が維持され
ていることが確認できた（図１）。EDS では、
チューブ中壁は約 ５ vol％の Caイオンが検
出されたが、 先端は約 3 vol％とやや吸着
量が少なくなっていた（図２）。IPCによる定
量結果では、114042μg/g もの多量の Ca イ
オンが吸着することがわかった（図３）。ま
た、イオンクロマト分析では、計測直後に全
Ca 吸着量の約１４％の Ca イオンが溶出し、
その後はほとんど Ca イオンの溶出は見られ
なかった。しかし、直後の溶出からわずかで
はあるが Ca イオンが徐々に溶出することが
明らかとなった（図４）。溶媒との平衡反応
により浸漬直後に Ca イオンが多量に溶出し
たものと思われる。また、数時間後には一度
解離したイオンが再度吸着していると考え
られる。 

徐放性はほとんどないものの通常の酸化
チタンにない高イオン吸着能を有しており、
多量の Ca を保持することが可能であること



がわかった。ユニークな低次元ナノ構造と機
能を持つナノチューブが生体材料への応用
展開へと繋がる可能性があることが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
(2) 14、21日目のアルカリフォスファターゼ
活性、28 日目のオステオカルシン量（図５）、
カルシウム量（図６）、3日目の Runx2 mRNA
の発現についてはすべての実験群の値が対
照群よりも有意に高かった。すでに多くの報
告でなされている純チタン金属表面におけ
るナノ構造修飾が硬組織への分化誘導にお
ける初期の分化マーカーであるアルカリフ
ォスファターゼ活性・Runx2mRNA の遺伝子マ
ーカー、中後期の分化・石灰化のマーカーで
あるオステオカルシン量、石灰化のマーカー
であるカルシウム量に強く起因するという
結果は、本実験での TNS構造においても同一
のことがいえると思われる。TNS 構造がチタ
ネート層を有しナノメーターレベルのネッ
トワーク構造を有することをすでに報告し
ているが、細胞との接着メカニズムについて
はまだ明らかではないことも多い。今後は本
実験の結果を踏まえて in vivo、in vitroの
両面から新規インプラント材料の開発に向
けて更なる実験を行う予定である。 
 
 

図１ TEM画像 

Caイオン吸着後もチューブ構造を維持している 

図２ EDS分析 ( 3スポット) 

  

 

 

 

図３ IPC分析 （TNTへの Ca吸着量測定） 

 

図４ イオンクロマト分析（Caイオン徐放試験） 

a ) 全 Ca吸着量における徐放量 

b ) 徐法された Ca量 
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図５ 培養 28日後におけるオステオカルシン量 
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図６ 培養 28日後におけるカルシウム量 
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