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研究成果の概要（和文）：当該研究課題では、細胞毒性を抑制し微弱な抗菌性を有する新規材料を創出することを目的
とする。分散性および結晶性に優れるハイドロキシアパタイト(HAp)に銀イオンをドープしたAg-HApナノ粒子の合成、
コーティング特性の検討、材料特性および生物学的評価を行った。　融着防止法により分散性に優れた結晶性Ag-HApナ
ノ粒子を得ることができた。また、高分子基材へのコーティング特性にも優れていた。大腸菌および緑膿菌に対する抗
菌性が認められた。ヒト咽頭がん由来線維芽細胞を用いた接着性評価にて、培養床と同様の細胞接着性が認められた。
以上より、細胞毒性を低減させたコーティング用抗菌ナノ粒子の創出を達成した。

研究成果の概要（英文）：Our objective of the project is the development of antibacterial novel 
nanomaterial with weak cytotoxicity. Synthesis of Ag-doped hydroxyapatite (HAp) nanoparticles with highly 
dispersibility and crystallinity, examination of coating property, evaluations of material and biological 
properties were conducted. The highly dispersible Ag-HAp nanoparticles by using the anti-sintering method 
were prepared. The functionality for nano-coating on polymer substrates was well-satisfied. Antibacterial 
activities for E. coli. and P. aeruginosa were observed. In cell-adhesion test, human epithelial type 2 
cells were well-adhered on the Ag-HAp coating sheet as same as cell culture dish. Thus, the antibacterial 
Ag-HAp nanoparticles as a coating nanomaterial on medical devices with reducing cytotoxicity have been 
successively developed.

研究分野：医用生体工学・生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我が国の中心静脈カテーテルの年間使用
量は約 180万本と算出されており、カテーテ
ル感染率 10%から換算すると年間約 18 万の
カテーテル感染が起こっていることになる。
ここでカテーテル感染とはカテーテルを留置
した際、カテーテルを介して細菌が侵入し、
最終的に敗血症となり死に至ることである。
カテーテル感染が直接の死亡原因となるのは
年間 2万 3千人と推計され、つまり当該感染
に起因する死亡者数は肺炎と不慮の事故によ
る死亡原因の中間（死因統計の第 5 位）に位
置する 1)。平成 21 年の交通事故死亡者数が
4,914 人と比較すると 4 倍以上であることか
らその重篤性が容易に理解できる。 
 
(2) 市販の抗菌カテーテルの例では、抗菌剤
であるクロルヘキシジンとスルファジアジン
銀を表面に練り込むことによって抗菌性を持
たせたものがある。このカテーテル使用症例
でのメタアナリシスの結果では、短期間の使
用でカテーテル感染由来敗血症の発症を低減
させていた。しかしながら我が国における当
該抗菌カテーテル使用例でアナフィラキシー
ショックが 13 例に発症し、うち 1 例が死亡
したことから、我が国では販売禁止となった。
この原因がコーティング剤として使用された
銀ではなくクロルヘキシジンに対するアレル
ギーであることが明らかになっている。本件
以降、我が国では使用制限がなされてきたが、
10年余が経過した現在でも、長期間感染防止
が可能な抗菌カテーテルの開発が切望され続
けている。 
 
２．研究の目的 
(1)	周辺組織への細胞毒性を最低限に抑え、
長期に渡り微弱な抗菌効果を長期間に渡って
発現する新規材料を創出することを目的とす
る。具体的には、感染防止の技術ポイントで
ある①皮膚刺入部および②血管内留置部にお
ける細菌付着・増殖を抑制するナノ材料の創
出を目指す。	
	
(2)	まず HAp 結晶構造に抗菌活性を有する銀
イオンをドープしたナノ粒子(Ag-HAp)を合成
する。ここで、単純に HAp へ銀イオンをドー
プし仮焼した場合、銀イオン半径がカルシウ
ムイオン半径より大きいため、銀イオンが結
晶格子に収まらず結晶性増加により銀ナノ粒
子が析出することが分かっている。この現象
を回避する方法として、銀ナノ粒子を析出さ
せずに銀イオンをHAp結晶内に保持するため
に、仮焼温度および時間を制御する。当該ナ
ノ粒子より徐々に銀イオンを放出することで、
急性細胞毒性の大きい銀化合物（例えば、硝
酸銀など）に比較して、微弱な抗菌性を長期
間に渡り維持させることにより、細胞毒性を
制御した抗菌マテリアルが創出可能となる。	
 
 

３．研究の方法 
(1) Ag-HApナノ粒子の合成 
	 Ag-HAp ナノ粒子は硝酸カルシウム四水和
物、硝酸銀、およびリン酸水素二アンモニウ
ムを原料として調製され、融着防止法を用い
て焼成・精製した。融着防止処理 2)は、硝酸カ
ルシウムおよびポリアクリル酸をリン酸カル
シウム反応溶液中に添加し、乾燥後焼成およ
び Ag-HApナノ粒子周囲のカルシウム塩を除
去することにより行った。 
 
(2)Ag-HApのキャラクタリゼーション 
	 Ag-HAp ナノ粒子のキャラクタリゼーショ
ンは X 線回折法（XRD）、フーリエ変換赤外
分光法(FT-IR)、走査型電子顕微鏡(SEM)、ICP
発光分光分析法(ICP-AES)、および動的光散
乱法(DLS)を用いて行った。 
 
(3)Ag-HAp複合化シートの作製 
	 コロナ放電処理した高分子シートを 10%ア
クリル酸モノマー水溶液含有ガラス管に浸漬
し、脱気・封緘後 60℃にて反応させ、ポリア
クリル酸をグラフトした高分子シートを作製
した。当該シートを Ag-HApナノ粒子/エタノ
ール分散溶液に浸漬・乾燥させ、Ag-HAp を
イオン的相互作用作用でコーティングした複
合シートを作製した。 
 
(4)Agイオン徐放挙動の評価 
	 Ag-HApナノ粒子を PBSに浸漬し、37℃で
32週間インキュベートした。所定期間後、Ag-
HApナノ粒子を取り出し乾燥後、ICPを用い
て元素分析を行い、Ag-HApに含まれる Agイ
オンの濃度から除法挙動を評価した。 
 
(5)抗菌性試験 
	 Ag-HApの抗菌性試験は、大腸菌(E. coli)お
よび緑膿菌(P. aeruginosa)を用いて、粉末添
加法およびシート接触法にて行われた。粉末
添加法は、濃度を調整した菌液に Ag-HApナ
ノ粒子粉体を添加し、転倒撹拌させ、一定時
間の培養の後に希釈することにより抗菌性を
評価する方法である。一方、シート接触法は、
Ag-HAp ナノ粒子をコーティングしたシート
上に濃度を調整した菌液を添加・静置し、一
定時間培養した後に、菌液を回収・希釈を行
うことで抗菌性を評価する方法である。 
 
(6)細胞接着性試験 
	 Ag-HAp シート上へ濃度を調整したヒト咽
頭がん由来線維芽細胞（Hep-2）懸濁液を添加
して細胞接着性の評価を行った。 
	
４．研究成果	
(1) Ag-HApナノ粒子の合成 
 Ag 仕込比 20mol%にて Ag-HAp の合成を行
った。仮焼後の粒子間における融着防止効果
を確かめるため、(a)湿式法合成直後のサンプ
ル(as-prepared)、(b)融着防止処理無しの仮焼サ
ンプル、(c) 融着防止剤としてカルシウム塩



 

 

(Ca salt)のみを用いた仮焼サンプル、および(d) 
融着防止剤としてポリアクリル酸と Ca 
salt(PAA-Ca)を用いた仮焼サンプルの 4サンプ
ルを調製した。 
 
(2) Ag-HApのキャラクタリゼーション 
	 XRD分析の結果、(d)サンプルにおいて金属
銀が析出したため、Ca salt のみによる融着防
止処理を施すこととした（サンプル(c)）。また
FT-IR分析により、得られた Ag-HApは炭酸含
有 HApであることが確認された。 
	 表 1 に各 Ag-HAp サンプルの unit cell 
parameter を示す。Ag イオンがドープされる
ことにより、a軸長が増加することが認められ
た。これは Agのイオン半径が Caのイオン半
径より大きいことによると推察された。 
 

 
 
	 Ag含有率 20mol%を目標にAg-HApを調製
したにも係わらず、as-prepared サンプルにお
いて Ag含有率は 1.5mol%に著しく低減した。
これは Agイオン半径が Caよりも大きいこと
から Ag イオンが置換されにくいことが推察
された。また融着防止処理を施すことにより、
処理前に比較して 1/3 に Ag 含有率が減少し
た。これは仮焼後における融着防止剤の洗浄
により Ag イオンが流出したことによると考
えられた。 

  Ag-HApナノ粒子の粒径を DLSを用いて測
定した結果、融着防止処理した場合、平均粒
径 357±70nm であった。これは融着防止処理
を 施 さ ず 仮 焼 し た 場 合 の 平 均 粒 径
1540±994nmより減少しており、凝集を抑制し
ていることが明らかであった。またこの値は
SEM観察とほぼ同程度であった。 
 
(3) Agイオン徐放挙動の評価 
	 37℃、PBS 中における Ag-HAp ナノ粒子か
らの Agイオンの徐放挙動を 32週間に渡って
追跡した。As-prepared（未仮焼）サンプルでは、
16週目で約 40%の Agイオンが徐放され、そ
の後飽和し一定値を示した。一方、融着防止
処理を施した結晶性 Ag-HAp ナノ粒子では、

PBS浸漬期間に従って Agイオンは 32週まで
徐々に放出する挙動を示した。このことから、
当該分散性・結晶性 Ag-HAp は優れた Ag イ
オンの徐放性を有することが明らかとなった。 
 
(4) 抗菌性試験 
 E. coliを用いて Ag-HApの抗菌性を粉末添加
法で評価した。その結果、ノーマル HApに比
較して 90%以上の抗菌活性を示すことが認め
られた。 
	 さらに Ag-HAp 複合シートを用いて、シー
ト接触法による抗菌性試験を実施した。その
結果、E. coliおよび P. aeruginosaにおいても
抗菌性が認められた。このことから、Ag含有
率が 0.5mol%と低いにも係わらず、今回得ら
れた Ag-HAp は良好な抗菌性を有することが
明らかであった。 
 
(5) 細胞接着性試験 
 Ag-HApコーティングシートを用いて、ヒト
線維芽細胞(Hep-2)の細胞接着性試験を行っ
た（図１）。その結果、コントロールとしたセ
ルディスクおよびノーマル HAp コーティン
グシートに比較して、統計学的な有意差は認
められなかった。シート接触法による抗菌性
試験では抗菌性が認められたが、線維芽細胞
の接着性に大きな影響を与えない理由は、細
菌と線維芽細胞の細胞スケールの違いによる
ものと推察された。すなわち接触した細胞に
対する Ag イオンの感受性の違いによるもの
と考えられた。 

 
	 以上のことから、今回開発した Ag-HApナ
ノ粒子をコーティングした複合材料は、正常
細胞に著しい悪影響を与えることなく抗菌性
を発現する材料であることが認められた。当
該ナノ材料を医療デバイスにコーティングす
ることにより、微弱な抗菌性を維持させ、細
胞毒性を制御した新規な抗菌システムの構築
が可能となると考えられる。 
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