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Ⅰ.	
 緒言	
 

埋入されたチタンインプラントとその周囲に形成される骨組織の状態は、

骨結合や骨—インプラント結合とよばれ、創傷治癒やリモデリングとは異な

った状態を呈する 1-6)	
 。組織工学的には、チタン表面はこの現象において

足場としての働きをする。骨組織や歯牙欠損の再建治療材料としてのチタ

ンインプラントは、主に歯科および整形外科領域において骨結合の概念に

基づき使用されている。整形外科領域におけるチタンインプラント治療で

は、５-40％（平均 25％）の症例では再手術が行われている 7-11)	
 。また、

10 年から 25 年で再手術が必要とされている 12)。一方、歯科インプラント

治療においては、骨—インプラント結合が不良である場合には補綴歯による

上部構造を構築して咬合を回復するまでの期間が延長し、高齢者や糖尿病

患者などの骨代謝能力が低下した症例では、インプラント治療は制限を受

けると言われている 13-16)。これまで、チタンは最も生体親和性の高い金属

の一つとして、その物理化学的性質は経時的変化を受けにくいものと考え

られてきた。しかし近年、骨—チタン結合に大きく影響を与える要因の一つ

として、経時的なハイドロカーボンの沈着によるチタン表面の変化が知ら

れるようになり、さらには、チタン表面へ沈着したカーボンの除去方法の

一つとして、紫外線照射による方法が報告された 17)。紫外線照射によりチ

タン表面は超親水性へと変化するが、これは紫外線照射により形成された

親水相の表面構造の変化に起因している。紫外線照射処理では、架橋部位
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においてチタン表面の酸素欠乏を誘導し、これにより Ti４＋部位を Ti３＋に

変化させることで解離性水吸収に好ましい状態となる。材料表面の親水性

は表面エネルギーを表すマーカーと考えられており、タンパク質−材料—細

胞の相互作用に影響を及ぼすことで、材料の生体適合性を決定するための

重要な役割を果たすと考えられている 18-20)。現在、ほとんどの歯科、整形

外科領域におけるチタンインプラント製品は長期保存が可能な材料として

市販されている。チタンインプラント製品は製造後、滅菌、梱包、販売店

への配送、販売店における保管、診療施設への配送、保管、そして患者へ

の使用といった経過を辿る。この過程のために、これらチタンインプラン

ト製品の時間的制御は不可能である。しかし長い間、時間経過によるチタ

ンへの生物学的影響の変化については知られておらず、検索されていなか

った。チタンインプラント製品の使用説明書と製造情報には、通常５年間

の滅菌期限の表示以外には使用期限や保管期限などは表記されていない。

しかし、最終製品を長期間保管した場合の骨結合の詳細については未だ十

分には解明されていない。また、強固な骨−チタンインプラント結合を確立

するためにさまざまな表面処理技術が研究されてきた 21-23)。しかし、現在

までに報告されているチタンインプラント周囲骨の割合（骨—インプラント

接触率）は 50-60％程度に留まっていると言われ、改善の余地があると考え

られる 13,	
 24,	
 25)。これらのチタンインプラント周囲では新生骨とチタンの間

に軟組織の介在が認められ 21)、多くのチタンインプラントでは骨結合が
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100%近くには達していない 1)。また、インプラント治療では、強固な骨−イ

ンプラント結合が獲得できない場合や骨—インプラント結合が崩壊した際

には、インプラント体が脱落する 26-28)。	
 

そこで本実験では、⑴時間経過に伴うチタン表面の変化、⑵紫外線照射に

よるチタン表面の変化、(3)骨芽細胞の増殖・分化におよぼすチタンの時間

経過の影響、(4)	
 骨芽細胞の増殖・分化におよぼすチタンへの紫外線照射

の影響について明らかにする目的で、３つの異なるチタン表面（加工直後

新鮮面、４週経過面、４週経過後紫外線処理面）を作製してチタン表面の

経時的変化や骨芽細胞の増殖・分化への影響を検索し、さらに紫外線照射

による影響を検索した。	
 

	
 

Ⅱ.	
 対象および方法	
 

１)	
 チタン表面処理	
 

実験には、直径20	
 mm、厚み1.5	
 mmのグレード２の純チタンディスク

(Micheal	
 O’Leary	
 UCLA	
 HSSEAS	
 R&D	
 Shops,	
 Los	
 Angeles,	
 USA)と直径１	
 mm、

長さ２	
 mmのグレード２純チタン製シリンダー型インプラントを用いた。

67％硫酸（w/w）を使用して120℃、75秒間のエッチング処理を行った純チ

タン（酸処理群）29-31)と粒径50	
 µmの酸化アルミナによるサンドブラスト処

理を行った純チタン（サンドブラスト群）の異なる２つの表面を作製した。

作製したチタンの表面構造は、走査型電子顕微鏡(XL30;	
 Philips,	
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Eindhoven,	
 The	
 Netherlands)を用いて検索した。その後、滅菌水にて３回

洗浄して乾燥させた後、直ちに実験を行った群（加工直後新鮮面）、暗室に

て４週間放置後に使用した群（４週経過面）、15Wの殺菌灯を用いて、48時

間紫外線照射後に使用した群（4週経過後紫外線照射面）に分けた。紫外線

の強度と波長は約0.1	
 mW/cm2（λ=360±20	
 nm）および２	
 mW/cm2（λ=250±

20	
 nm）を使用した29)。チタン表面の親水性および疎水性の性状と定量は、

自動接触角計測器（DCA-VZ;	
 協和界面科学株式会社、埼玉、日本）を用い、

チタンディスク表面上に１	
 µlの超純水を滴下して測定した。	
 

作製したチタンサンプルの表面構造は、酸処理では0.5-2	
 µm間隔の凹凸か

らなる比較的均一な微小粗面となっていた。サンドブラスト処理では酸処

理と比較して不規則で大きい微小粗面の特徴を有していた。	
 

	
 

２)	
 タンパク吸着能	
 

	
 チタン表面へのタンパク質の吸着能を検索するために、牛血清由来アル

ブミン(Pierce	
 Biotechnology,	
 Rockford,	
 USA)をモデルタンパクとして用

いた。各群のチタンディスク(n=3)をアルブミン溶液中(１	
 mg/ml)に浸漬し、

37℃、５％	
 CO2のインキュベーター内にて２，24，72時間インキュベートさ

せた。その後、0.9％生理食塩水300	
 µlによりチタンディスクを２回洗浄し、

その洗浄液をすべて回収して溶液中のタンパク質をBCA法(Pierce	
 Micro	
 

BCA	
 Protein	
 Assay	
 Kit,	
 PierceR,	
 USA)を用いて測定した29-31)。測定はELISA
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リーダーにて562	
 nmの吸光度で行った。回収溶液の測定値を既知の100％濃

度タンパク溶液規定値から引くことにより、チタン表面へ吸着しているタ

ンパク量の理論値を算出した。	
 

	
 

３）細胞培養	
 

	
 ヒト間葉系幹細胞（MSCs）（Poietics,	
 Cambrex	
 BioScience,Walkersville,	
 

East	
 Rutherford,USA）の培養には、MSC	
 Basal	
 medium（Stemcell	
 Technology,	
 

British	
 Columbia,	
 Canada）に、10-6M	
 	
 Dexamethasone（Sigma、Missouri、	
 

USA）、	
 １M	
 β-Glycerophosphate（Sigma）、	
 ５mg/ml	
 Ascorbic	
 acid（Sigma）、

0.85%	
 Antibiotic-Antimycotic（Gibco）、15%ウシ胎児血清（FBS）（Biowest,	
 

Nuaillé,	
 France）を添加した培養液を用いた。２回継代した後、80％コン

フルエントに達した時点で、細胞を0.25％トリプシンEDTA(１mM	
 EDTA-4Na)

を用いて剥離して回収し、12穴ポリスチレン培養プレートに設置したチタ

ンディスク上に3x10４	
 cells/cm２の細胞濃度で播種した。全ての実験期間を

通じて、細胞培養は37℃、５％	
 CO2、95％	
 Airのインキュベーター中で行い、

培養液は3日ごとに交換した。なお、本実験プロトコールはカルフォルニア

大学ロサンゼルス校（UCLA）の動物実験倫理委員会の承認(UCLA	
 Office	
 of	
 

Animal	
 Research	
 Oversight承認番号2005-175-22A)を受けて実施した。	
 

	
 	
 

４）細胞誘導能	
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 チタン表面へのMSCsの誘導能検索には直径８	
 µm穴のセルカルチャーイ

ンサート(345-024K;	
 Trevigen,	
 Gaithersburg,	
 USA)を用いた。酸処理チタ

ンディスクを下段のチャンバーに置き、上段のチャンバーに細胞を播種し

た。細胞を播種した後３時間インキュベートし、下段のチタンに付着した

細胞をカルセイン-AMを用いて染色してELISAリーダーにて485	
 nmの吸光度

で測定した。播種した細胞数を100％として３つの群のチタン表面に付着し

た細胞数の割合を定量分析した。	
 

	
 

５)	
 培養初期における細胞接着能	
 

	
 培養初期におけるチタン表面へのMSCs接着能の検索のために、チタン表

面に接着した細胞数を測定した。培養開始３時間および24時間後、PBSにて

２回洗浄し、15分間、37℃の環境下で0.1%コラゲナーゼ含有0.25%トリプシ

ンEDTAを作用させて細胞を剥離して回収し、細胞数を血球計測盤にて計測

した。その後、走査型電子顕微鏡にてチタン上に残存した細胞を確認した。

さらに、テトラゾリウム塩（WST-1;	
 Roche	
 Applied	
 Science,	
 Mannheim,	
 

Germany）を用いてチタン表面に接着した細胞数の定量を行った。培養液に

100	
 µlのWST-1試薬を加え、37℃で４時間インキュベートし、ELISAリーダ

ーにて420	
 nmの吸光度で測定して細胞活性を評価した。	
 

	
 

６)	
 細胞の形態と形態測定	
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 MSCsの形態と細胞骨格構造の確認には共焦点レーザー顕微鏡を用いた。

培養開始３時間後に酸処理チタンディスク上に接着した細胞を10％ホルマ

リンで固定し、ローダミンファロイジン（rhodamine	
 phalloidin,	
 Actin	
 

filament	
 red	
 color;	
 Molecular	
 Probes,	
 Eugene,	
 USA）を用いて細胞の蛍

光染色を行った。さらに、マウス抗パキシリンモノクローナル抗体（Abcam,	
 

Cambridge,	
 USA）を用いて細胞の接触斑を抗体染色し、抗マウス二次抗体

（Abcam,	
 Cambridge,	
 USA）を添加した。染色後、細胞の面積、周径、フェ

レーの直径について画像分析ソフトウェア（ImageJ;	
 NIH,	
 Bethesda,	
 USA)

により定量化して解析した。	
 

	
 

７)	
 細胞増殖能	
 

MSCs の増殖活性を DNA 合成時における BrdU	
 (5-bromo-20-deoxyuridine)

の取り込みを検出することで計測した。まず、培養開始３日後に 100	
 mM	
 BrdU

溶液（Applied	
 Science,	
 Mannheim,	
 Germany）を培養液に添加して 10 時間

インキュベートさせた。その後、酸処理群およびサンドブラスト群のチタ

ン上の細胞をトリプシン処理して DNA を変性させ、培養液にペルオキシタ

ーゼ標識した抗 BrdU 複合体を添加して 90 分間インキュベートを行った。

その後、テトラメチルベンジシンを加えて発光させ、ELISA リーダーにて吸

光度 370	
 nm で測定した。また、培養２日後および４日後に細胞密度を評価

した。細胞を酸処理群およびサンドブラスト群のチタン上からトリプシン
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処理により剝離し、血球計算盤を用いて細胞数を計測した。	
 

	
 

８)	
 アルカリフォスファターゼ(ALP)活性	
 

MSCs の ALP 活性については、吸光度分析を用いて測定した。酸処理群お

よびサンドブラスト群において培養開始 10 日後、チタンディスクを脱イオ

ン蒸留水で洗浄し、250	
 µl の p-ニトロフェニルリン酸塩（LabAssay	
 ATP;	
 

Wako	
 Pure	
 Chemicals,	
 Richmond,	
 USA）を加えて 37℃の環境下で 15 分間イ

ンキュベートさせた後、ELISAリーダーを用いて吸光度 405	
 nmで測定した。	
 

	
 

９)	
 石灰化能	
 

	
 MSCsの石灰化能については、カルシウム沈着量を吸光度分析することに

よって定量測定した。酸処理群およびサンドブラスト群のチタンディスク

上で25日間培養した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄して0.5	
 M塩酸

を１	
 ml加え、約12時間インキュベートさせた。その後、アルカリ性のo-ク

レゾールフタレインコンプレクソン(Calcium	
 Binding	
 and	
 Buffer	
 Reagent;	
 

Sigma,	
 St.	
 Louis,	
 USA)を加えて混和し、クレゾールフタレインコンプレ

クソン複合体を形成させた後、ELISAリーダーを用いて吸光度572nmで測定

した。	
 

	
 

10)	
 インプラント埋入方法	
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ラット大腿骨へチタンインプラントの埋入を行うために、Sprague-Dawley

雄性ラット（８週齢）を使用した。まず、1-2％イソフルランを吸入させて

麻酔処置を行った。次に、10％プロビドン－ヨウ素溶液で術野を消毒した

後、大腿部皮膚および筋膜を切開して大腿骨および膝関節部を露出させた。

大腿骨の遠位先端から９	
 mm の部位に 0.8	
 mm ラウンドバーを使って小孔を

作製し、歯科用リーマー（＃ISO	
 090 および 100）を使用して小孔を１mm	
 に

拡大形成した。これらの操作は、PBS による術野の冷却および洗浄と共に行

った。小孔形成後、シリンダー型インプラント（直径１mm、長さ２	
 mm）を

埋入し、筋組織および皮膚は吸収性縫合糸を使用して縫合した。本実験は

UCLA の動物実験委員会の委員長により認証を受け(UCLA	
 Office	
 of	
 Animal	
 

Research	
 Oversight 承認番号 2005-175-22A)、アメリカ合衆国農務省の動

物実験ガイドラインに従って行った。	
 

	
 

11)	
 骨—インプラント結合強度	
 

骨—インプラント結合強度の検索には、プッシュインテストを使用した 13,	
 

32)。シリンダー型チタンインプラントを埋入後、２週間の治癒期間の後に

大腿骨を摘出し、インプラントの埋入面が上面になるように常温重合レジ

ンを用いて大腿骨をアルミ製枠内に固定した。レジンの硬化後、試験機

（Instron	
 5544	
 electro-mechanical	
 testing	
 system;	
 Instron,	
 Canton,	
 

USA）に固定し、2000	
 Ｎのロードセルとプッシングロッド（直径 0.8	
 mm）
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を使用して先端速度１	
 mm/分でインプラント表面から垂直方向に荷重負荷

を行った。プッシュインテストによる強度計測には、荷重変位曲線のピー

ク値を使用した。酸処理群およびサンドブラスト群のインプラントについ

てそれぞれ、加工直後新鮮面、４週経過面、４週経過後紫外線照射面の３

種類のシリンダー型チタンインプラントを作製し、６群に対して各群５匹

のラット、合計 30 匹の大腿骨にインプラントを埋入した（n=５）。	
 

	
 

12)	
 統計解析	
 

細胞 10 個を無作為に抽出して細胞形態計測に用いた。チタン表面の紫外

線処理おける効果は Two-way	
 ANOVA によって検討した。また、加工直後新

鮮面、４週経過面、４週経過後紫外線照射面の差については、Post	
 hoc	
 

Bonferoni試験を行った。また、データが、１時点のみの際にはOne	
 way	
 ANOVA

を使用した。	
 

Ⅲ.	
 結果	
 

１.	
 紫外線処理によるチタン表面の変化	
 

	
 酸処理群において１	
 µl の超純水滴下した加工直後新鮮面の接触角は超

親水性とされる３°以内であった（超親水性：接触角５°以内）。４週経過

したチタン表面での接触角は 55°より高い疎水性を示した。酸処理群の４

週経過面における接触角は紫外線処理（４週経過後紫外線照射面）後には

３°以内に減少し、超親水性を示した。サンドブラスト群でも同様であっ
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た。	
 

	
 

２.	
 紫外線処理によるチタン表面へのタンパク吸着能の変化	
 

	
 各群において、アルブミン吸着能については著明な差が認められた

（p<0.01;	
 Two-way	
 ANOVA）。培養２時間後において、４週経過面では約 10％

のアルブミンが吸着されていたが、加工直後新鮮面では約 60％のアルブミ

ンが吸着されていた（p<0.01；Bonferoni 法）。培養 72 時間後においても、

４週経過面では加工直後新鮮面と比較してアルブミン吸着の量は 40％以下

になっていた（p<0.01）。培養２時間後および 24 時間後において、４週経

過後紫外線照射面では加工直後新鮮面と同等のアルブミン吸着量を示し、

72 時間後ではさらに多くなっていた（p<0.05）。	
 

	
 

３.	
 酸処理チタン表面の細胞誘導能と初期細胞接着能	
 

	
 セルカルチャーインサートの孔を通過してチタン表面へ移動したMSCsの

細胞数は、培養条件により大きく異なっていた（p<0.01；One-way	
 ANOVA）。

４週経過面において、培養３時間後にチタン表面に移動していた細胞の数

は、加工直後新鮮面と比較して 50％程度であり、４週経過後紫外線照射面

と比較して 25％程度であった（p<0.01）。４週経過後紫外線照射面では、

加工直後新鮮面の約２倍となっていた（p<0.01）。酸処理チタン表面に接

着した細胞数は、以下の順番に多くなっていた：４週経過後紫外線照射面
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＞加工直後新鮮面＞４週経過面（p<0.01；Two-way	
 ANOVA）。４週経過面に

接着した細胞数は、加工直後新鮮面の 50％以下であった。培養 24 時間後に

おいて、４週経過後紫外線照射面では加工直後新鮮面よりも高い細胞接着

能を示した（120％以上）（p<0.01）。細胞数は４週経過面では著しく減少

していたが、４週経過後紫外線照射面では増加していた。	
 

	
 

４.	
 酸処理チタン表面上の細胞形態	
 

培養３時間後において、４週経過後紫外線照射面では細胞数が最も多く、

４週経過面で最も少なく、これは接着細胞数と同様の傾向であった。アク

チン染色では、加工直後新鮮面と４週経過後紫外線照射面の細胞において、

複数の方向に大きな突起の伸張がみられたが、４週経過面では細胞は小さ

な類円形を呈し、細胞骨格の発達はあまりみられなかった。加工直後新鮮

面および４週経過後紫外線照射面の細胞では、細胞接着および癒着を調節

するタンパク質であるパキシリンが細胞の形に沿って強く観察された。特

に、４週経過後紫外線照射面の細胞では、細胞原形質に陽性像が認められ

た。細胞の面積、周径、およびフェレーの直径においては、加工直後新鮮

面および 4 週経過後紫外線照射面では、４週経過面と比べて 5-8 倍になっ

ていた（p<0.01；Bonferoni 法）。加工直後新鮮面と４週経過後紫外線照射

面の間には有意な差はみられなかった。	
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５.	
 酸処理チタン表面における細胞増殖能	
 

酸処理表面上における細胞密度は培養２日後、培養４日後ともに加工直

後新鮮面、４週経過面、４週経過後紫外線照射面のそれぞれにおいて有意

な差が認められた(p	
 <0.01；Two-way	
 ANOVA)。培養４日後においては、加

工直後新鮮面では４週経過面よりも細胞が約 30％多くなっていた(p<0.05)、

一方、４週経過後紫外線照射面では４週経過面よりも細胞が約 150％多くな

っていた(p<0.01)。細胞あたりの BrdU	
 DNA 結合は４週経過後紫外線照射

面が最も高く、加工直後新鮮面、４週経過面と続き(p<0.01)、増殖した細

胞数と同様の結果を示した。	
 

	
 

６.	
 酸処理チタン表面における骨芽細胞分化能および石灰化能	
 

	
 酸処理群における細胞培養 10 日後の ALP 活性は、加工直後新鮮面と比較

して４週経過面で有意に低くなっていた（p<0.01）。加工直後新鮮面での ALP

活性は４週経過面よりも約 2.5 倍高かったが、４週経過後紫外線照射面で

の ALP 活性は加工直後新鮮面よりも高くなっていた。細胞あたりの ALP 活

性は加工直後新鮮面、４週経過面、４週経過後紫外線照射面のそれぞれに

おいて有意な差が認められた。加工直後新鮮面と４週経過後紫外線照射面

の細胞数あたりの ALP 活性は４週経過面の細胞数あたりの ALP 活性より有

意に高くなっていた(p	
 <0.05)。総カルシウム沈着量は４週経過後紫外線照

射面で最も多く、４週経過面で最も少なくなっていた(p<0.05)。４週経過
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後紫外線照射面の総カルシウム沈着量は４週経過面と比較して約 70％多く

なっていた。	
 

	
 	
 

７.	
 サンドブラスト処理チタン表面における細胞増殖能	
 

サンドブラスト群においては酸処理群での結果と同様に、細胞密度と増

殖活性は加工直後新鮮面が４週経過面より高くなっていた(p<0.01)。細胞

培養４日後における細胞密度と培養３日後における細胞増殖能は加工直後

新鮮面よりも４週経過後紫外線照射面が有意に高くなっていた(p<0.05)。

細胞あたりの ALP 活性は加工直後新鮮面と４週経過後紫外線照射面が４週

経過面よりも高くなっていた(p<0.01)。また、加工直後新鮮面と４週経過

後紫外線照射面の間には有意な差は認めなかった。総量カルシウム沈着量

については、４週経過面では加工直後新鮮面よりも有意に少なくなってい

た(p<0.01)。４週経過後紫外線照射面上の総カルシウム沈着量は加工直後

新鮮面よりも有意に多くなっていた(p<0.05)。	
 

	
 

９.	
 骨—インプラント結合強度	
 

インプラント埋入後２週において、酸処理群の加工直後新鮮面では、酸

処理群の４週経過面インプラントよりもプッシュインテストの値が約２倍

高くなっていた(p<0.01)。酸処理群の４週経過後紫外線照射面におけるプ

ッシュインテストの値は、酸処理群の加工直後新鮮面とほぼ同等であった。
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サンドブラスト群の４週経過面のプッシュインテストの値はサンドブラス

ト群の加工直後新鮮面の約半分程度であった(p<0.05)。サンドブラスト群

の４週経過後紫外線照射面では、サンドブラスト群の加工直後新鮮面に比

較してプッシュインテストの値は高くなっていた(p<0.05)。	
 

	
 

Ⅳ.	
 考察	
 

１．時間経過によるチタンの生体親和性の低下と紫外線照射による回復	
 

	
 本研究の結果、４週経過面では親水性が失われてタンパク吸着能が減少

していた。また、培養したヒト間葉系幹細胞（MSCs）の誘導能、接着能、

細胞の大きさ、増殖能、分化能、骨結合力は減少していた。これらのこと

から、４週経過面は加工直後新鮮面より生体親和性が低いことが考えられ

た。しかし、４週経過面に紫外線照射を行うことでチタンディスク表面に

は超親水性が得られ、タンパク吸着能が増加し、培養した MSCs の誘導能、

接着能、細胞の大きさ、増殖能、分化能そして骨結合力に増加が見られた。

さらに、４週経過後紫外線処理面では４週経過面だけでなく加工直後新鮮

面よりも生物学的能力が改善していると考えられ、紫外線照射による生体

親和性の向上が示唆された。２つの異なる表面形態（酸処理とサンドブラ

スト処理）においては、時間経過による生物学的能力の低下および紫外線

による生物学的能力の改善には同様の傾向が認められた。	
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２．時間経過によるチタン表面の親水性の低下と紫外線照射による回復	
 

	
 チタン表面では、時間経過によって少なくとも３つの要因（チタン表面

のぬれ性、ハイドロカーボンの付着量、電荷）に変化が起こるとされてい

る 29-31,33,	
 34)。本研究では、４週間経過チタン表面では細胞接着能、増殖能、

分化能の低下がみられ、酸処理群とサンドブラスト群においては共に親水

性の減少が認められた。一方で、紫外線処理によるこれらの細胞能の向上

と親水性の回復には相関がみられた。このことから、親水性はチタンの生

体親和性の向上と関連が深いと考えられた。以上の結果から、加工直後新

鮮表面と４週経過後紫外線処理表面ではチタン表面への酸処理やサンドブ

ラスト処理などの表面処理方法に依存せず、共に高い親水性の性質をもち、

細胞の生体親和性も高いことが明らかとなった。また、本研究ではチタン

表面への紫外線照射のみで疎水性（>50°接触角）から高い親水性(<５°の

水接触角)への親水性の変化を得ることができた。加工直後のチタン表面は、

時間経過と共にハイドロカーボンがチタンに付着することにより表面エネ

ルギーが減少し、Ti３＋部位から Ti４＋へ変化することで超親水性から疎水性

へと変化するといわれている 34)。しかし、生体材料表面の親水性の向上は

細胞接着能や骨形成能の向上には必須ではないと考えられている 35-38)	
 。今

後、親水性と細胞接着および骨形成能の関連について、詳細に検討する必

要があると考えられた。	
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３．タンパク質の吸着と細胞接着および細胞形態	
 

	
 チタン表面への経時的なハイドロカーボンの付着により表面は被覆され、

チタンの露出面積が減少してタンパク吸着や骨芽細胞の付着が減少すると

いわれている 39)。生体材料へのタンパク質の吸着と細胞接着は、生体材料

周囲の骨形成の初期において重要とされる。細胞表面の受容体に存在する

インテグリンは、細胞接着機能を担うタンパク質の一つであるフィブロネ

クチンの最小機能部位であるアミノ酸配列アルギニンーグリシンーアスパ

ラギン酸（RGD）との結合によって、材料に吸着したタンパク質と相互に結

合する 36-38)。この過程は細胞接着に重要な役割を果たし、その後の細胞の

広がりや増殖、細胞の機能などを制御するといわれている 38)。本研究にお

いては、アルカリ性の環境下において、タンパクから２価の銅イオンが遷

移する時に１価の銅イオンが形成されることを利用している BCA 法を用い

た 39-41)。紫外線処理チタン表面ではタンパク質の吸着と接着した MSCs の細

胞数の増加が認められたが、４週間経過チタン表面では減少していた。MSCs

の広がりの早さは４週間経過表面上では遅くなっていたが、紫外線処理チ

タン表面では促進されていた。細胞骨格の発達と細胞の広がりの大きさは、

加工直後新鮮表面、紫外線処理チタン表面では複数の方向に大きな突起の

伸張がみられたが、４週間経過面では、細胞は小さな円形を呈し、細胞骨

格の発達もあまりみられなかった。また、細胞接着斑分子の一つであるパ

キシリンの発現は、４週経過表面では減少していたが、４週経過後紫外線
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処理チタン表面では増加していた。また、電荷については、タンパクや細

胞、経時的変化を伴ったチタン表面ではその電荷はマイナスの状態である

といわれている 30,	
 42,	
 43)。しかし、紫外線照射によってチタン表面がプラス

の状態に変化することにより、タンパクの吸着、細胞誘導能が向上すると

考えられている 30,	
 44)	
 。これらのようなチタン表面のぬれ性、ハイドロカー

ボンの付着量、電荷などの要因は互いに関連し、チタンの生体親和性に影

響を与えていると考えられる。今後、様々な条件下におけるチタン上での

タンパク質吸着と細胞接着の関係について、また、チタン表面への紫外線

照射が骨-インプラント結合に与える影響を詳細に検索する必要性が考え

られた。	
 

	
 以上、本研究の結果から、チタン表面では経時的に変化が起こり、この

変化は培養細胞やチタンインプラント周囲の骨形成に影響を与えることが

示唆された。今後、時間経過に伴うチタン表面の変化および紫外線照射が

チタンの生体親和性に与える影響についてさらに詳細に検索する必要があ

ると考えられた。	
 

	
 

Ⅴ.	
 まとめ	
 

本研究では、時間経過に伴うチタン表面の変化および紫外線照射によるチ

タン表面の変化が骨芽細胞の増殖・分化におよぼす影響を検索する目的で、

酸処理とサンドブラスト処理の異なる２種類のチタン表面を作製して実験
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を行った。その結果、表面処理後４週間経過したチタン表面における MSCs

の接着能、増殖能および分化能は表面処理直後のチタン表面と比較して低

くなっていた。また、表面処理後４週間経過したチタンインプラントをラ

ット大腿骨へ埋入した際の骨-インプラント結合の強度は表面処置直後の

インプラントと比較して 60％程度であった。しかし、チタン表面への紫外

線光照射により、表面処理後４週間経過したチタン表面では超親水性が回

復し、表面処理直後のチタン表面よりも骨-インプラント結合の強度は高く

なっていた。これらの結果は、異なる２種類のチタン表面において同様の

傾向が認められた。以上、本実験の結果から、時間の経過によりチタン表

面の生体親和性は低下するが、紫外線照射によって生体親和性が回復する

ことが示唆された。	
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