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研究成果の概要（和文）：酸化チタン膜上に第2 高調波のフェムト秒レーザーを照射すると基本波の１７％を有するナ
ノ周期構造を形成することができた。酸化チタン膜上において異なる周期を有するナノ周期構造で細胞培養試験を行い
、最も細胞伸展制御し易い周期について明らかにした。偏光制御によるチタンあるいは酸化チタン膜上の溝方向を局所
的に制御することができた。当サンプル上において細胞培養試験を行い、空間的に細胞伸展を制御できることを示した
。曲率半径を小さくして細胞の伸展が追従できる曲率について調べた。

研究成果の概要（英文）：Periodic nanostructures on TiO2 film were formed using a femtosecond laser with 
wavelengths of 258 nm (third harmonics), 388 nm (second harmonics) and 775 nm (fundamental), 
respectively. When the TiO2 film was irradiated with the femtosecond laser at 388 nm, the nanostructures 
with the period of 132 nm, 17 % of the fundamental wavelength of the femtosecond laser, was produced. 
Influence of the periodicity of the nanostructures on cell spreading was investigated. By changing the 
direction of the grooves of the nanostructures, cell spreading could be controlled. Effect of the 
curvature radius of the nanostructures’ grooves on cell spreading was also investigated.

研究分野： 工学　材料工学　材料加工・組織制御工学　加工・熱処理　レーザー加工
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胞試験
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１．研究開始当初の背景 
細胞の伸展（細胞の定着および成長方向）制
御技術開発が望まれている。これまでに、チ
タン材等の表面（足場）形状を変化させると
細胞の定着性が向上することが示唆されて
いる。細胞の伸展は、足場である溝の方向と
間隔に依存していると考えられている。フェ
ムト秒レーザーによってチタン材に微細構
造を形成したところ、細胞の定着性向上に加
え、細胞の伸展が溝方向によって制御できる
可能性があることが示唆された。細胞の定着
性向上に効果のある酸化チタン膜表面にフ
ェムト秒レーザーを照射することによって 
周期的微細構造（溝）形成が可能であること
がわかった。溝方向は、レーザーの偏光制御
によって変えることができる。これらの結果
を基にチタン材および酸化チタン膜にフェ
ムト秒レーザーを集光及び集光位置を走査
する際、レーザーの偏光方向を走査中に変化
させることで、溝の方向を制御し、細胞の伸
展を制御することができるのではないかと
考えるに至った。 
２．研究の目的 
チタンおよびチタン合金（チタン材）は、生
体適合材料として使われているが、さらなる
高機能化が望まれている。従来は、細胞のチ
タン材料への定着性が議論されてきたが、本
研究では、フェムト秒レーザーで形成した微
細構造（細胞の足場）による定着性の向上と
ともに細胞の伸展（細胞の成長する方向）の
制御というチタン材への新機能付加技術開
発を推進する。これにより、チタン材の生体
適合材料としての応用範囲を広げる。具体的
には、チタン材に加え、エアロゾルビーム成
膜法によりチタン材表面にコーティングし
た『酸化チタン膜』にもフェムト秒レーザー
を集光照射、偏光を制御することによって周
期的微細構造の溝の方向を制御し、細胞の伸
展を制御するための基礎技術開発を行うこ
とを本研究の目的とする。 
３．研究の方法 
(1)周期的微細構造形成のためのフェムト秒
レーザ照射 
チャープパルス増幅を行っているチタン

サファイアフェムト秒レーザシステム
（Clark-MXR 社製，CPA2110）を使用した．実
験に用いたフェムト秒レーザの波長，パルス
幅および繰り返し周波数は，それぞれ 775 nm , 
150 fs 及び 1 kHz である．1/2 波長板と偏光
子で構成した減衰器によってレーザエネル
ギーを調節した．レーザエネルギーはレーザ
光をミラーで導き，焦点距離 80 mm の合成石
英単レンズを用いて純チタン基板表面に集
光照射した．基板表面上のレーザビームスポ
ット径は 60 µm（レーザピーク強度の 1/e2）
を有する円形とした．実験では XY ステージ
を操作することで図1のように純チタン基板
上の集光スポットを移動させ，4mm のライン
を掃引照射した．その際，フルーエンスは
0.04J/cm2 から 1.4 J/cm2 の範囲，各フルー

エンスの条件においてステージのカバレッ
ジは 20 から 700 の範囲で変化させた． 
フェムト秒レーザはパルスレーザである

ため，掃引速度によって集光スポットあたり
に重なるパルス数（カバレッジ）が変化する．
ここでカバレッジを N [shots]，繰り返し周
波数をx [Hz]，レーザスポットの直径をy [m]，
掃引速度を v [m/s]とするとカバレッジは次
式で表される． 

(2.1) 
レーザ照射後の試料は試料表面に堆積する
と考えられるデブリ等を除去するためアセ
トンを用いた超音波洗浄を行なった．走査型
電子顕微鏡(SEM)を用いて表面観察を行い，
周期的微細構造の形状および周期を測定し
た． 

 

図 1 レーザ掃引照射概略図 
上記の実験において周期的微細構造が形

成できた条件のうちの1つを用いて環状周期
的微細構造を形成した．その手法を以下に記
す．フェムト秒レーザ照射実験装置概略図を 
図 2 (a)に示す．フェムト秒レーザは上記の
実験と同じものを用いている．実験では図 2 
(b)に示すように回転ステージを操作するこ
とで純チタン基板上の集光スポットを移動
させ円を掃引照射した．円の曲率半径 200μm
とし，掃引速度 2.0mm，フルーエンスは
0.35J/cm2 とした．このときのカバレッジは
30 である．レーザ照射後の試料はアセトンを
用いた超音波洗浄を 3分間行なった．図 3に
形成された環状周期的微細構造のSEM観察像
を示す． 

 
 
図 2 (a) フェムト秒レーザ照射実験装置概略
図 (b) 環状周期的微細構造形成概略図 



 

 
図 3 フェムト秒レーザ照射により形成され

た環状周期的微細構造の SEM 観察像 
 
(2) 環状周期的微細構造による細胞伸展制
御 
次に，純チタン表面に形成したナノ周期構

造上に骨芽細胞を用いて細胞培養試験を行
い，表面の形状が細胞挙動に及ぼす影響を明
らかにする．細胞培養試験では，細胞挙動の
初期過程である細胞伸展方向を生体適合性
の指標として細胞挙動の評価を行う.試料に
は溝の曲率半径が 300，200，100，50 μmの
４種類の環状周期的微細構造を用いた．細胞
には，人工関節への応用を考え，ヒト骨芽細
胞（MG-63）を用いた．培養していた骨芽細
胞をインキュベーター（培養器）から取り出
し，クリーンベンチ内で，0.25 %トリプシン
EDTA を用いてシャーレから細胞を剥がした．
その後 5 % CO2，37℃一定としたインキュベ
ーター内で約 5分インキュベートした．イン
キュベート後は細胞が浮遊した状態になっ
ていることを確認後，0.25 %トリプシン EDTA
と同じ量の培養液を追加した．そこに洗浄済
みの実験試料をいれ 5 % CO2，37℃一定とし
たインキュベーター内で3時間インキュベー
トを行なった．インキュベート後の細胞は8 %
のパラホルムアルデヒドとリン酸バッファ
ーを用いて組織固定した．細胞試験後の試料
は蛍光顕微鏡を用いて細胞の伸展方向につ
いて評価した．細胞伸展方向の角度θは周期
的微細構造の溝の接線方向（x 軸）に対して
垂直な方向（y軸）となす角θを測定した． 
θ=90°に環状ナノ周期構造の接線方向に

溝を形成し，伸展の角度が 75°≦θ≦90°あ
るいは 90°≦θ≦135°のときナノ周期構造
の溝方向に細胞が進展したと定義し，全細胞
の内，ナノ周期構造に沿って伸展した細胞の
割合を求めた． 
 
4. 研究成果 
 細胞培養試験の結果を記す．図 4に各曲率
半径における細胞伸展方向の角度と細胞総
数の割合をまとめたグラフ，図 5に曲率半径

200 μm の環状周期的微細構造の蛍光顕微鏡
像を示す． 

 
図 4曲率半径 50~300μmにおける細胞伸展方

向の角度と細胞数の割合 
 
図 5より環状微細構造の溝に対する接線方向
に細胞が伸展していることがわかる．また角
度θが 75 °以上のものは曲率半径 50, 100, 
200, 300 μm のとき，それぞれ約 61, 52, 86, 
77 %となり多くの細胞が溝の接線方向に伸展
していることが観察された．特に，曲率半径
が 200, 300 μm のときには，それぞれ 86 %，
77 ％の細胞がそれぞれ溝の接線方向に伸展
しており，細胞の伸展方向割合が曲率半径に
依存することを示唆する結果を得た． 

 

 
図 5 曲率半径 200μm の環状周期的微細構造

の蛍光顕微鏡観察像 
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