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The purpose of  this study was to create biomaterials 
from  anatase-type  titanium  dioxide（TiO2）. TiO2  is 
known  for photocatalysis and osteogenesis.  In order  to 
apply  this  function  to orthodontic brackets and coating 
materials for implants, the relationship between sintered 
temperature and cell proliferation was examined. 

In addition, sintered temperature, crystal structure and 
the surface properties of sintering bodies were  investi-
gated.

Experimental Method：We began by pressure-molding 
anatase-type TiO2 powder and sintering  it at  tempera-
tures of 700, 800, 900, 1,000, 1,100, 1,200 and 1,300℃ to 
produce  sintered bodies  for use  as  samples. We  then 
used surface roughness, x-ray diffraction and scanning 
electron microscopy  to observe  the surface properties 
and texture. Moreover, we seeded the samples produced 
at each of  the sintering temperatures with L929 mouse 
fibroblast cells in order to evaluate the cytocompatibility 

in terms of cell proliferation.
Results：For the samples sintered at 700℃, only  the 

crystalline phase of anatase-type TiO2 was confirmed, but 
for the samples sintered at 800℃ or 900℃ the crystalline 
phase of anatase-type TiO2 and in some cases rutile-type 
TiO2  crystalline phases were  confirmed. At  sintering 
temperatures  of  1,000℃ or  higher,  all  samples were 
transformed into rutile-type TiO2. 

In the test of cytocompatibility, the samples of anatase-
type TiO2 sintered at 700℃ were found to have reduced 
cell counts after 24 to 96 hours of  incubation compared 
to those immediately after being placed in the incubator

（0 hour）. However,  the  samples  sintered  at  800℃ or 
higher  than  900℃ whereby  the  samples were  trans-
formed to rutile-type TiO2 showed remarkable cell prolif-
eration even after time had passed.

Key words：titanium dioxide（TiO2）, biomaterials, 
cell proliferation, sintered body
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緒　　言

二酸化チタン（TiO2）は，セラミックスであり常
温では酸やアルカリに侵されない化学的に安定な物質
である．古くから白色塗料や顔料，磁器原料，研磨材，
医薬品，化粧品の原料として使用されてきた1，2）．ま
た，金属チタンの製錬時の出発材料でもある3）．この
二酸化チタンには正方晶系のルチル型とアナターゼ型
および，斜方晶系のブルッカイト型の 3 種類の結晶構
造が存在する．ルチル型は，常温からその融点までの
全温度域にわたり安定である．一方，アナターゼ型は
光触媒作用を有することから，歯科では茶渋や煙草の
ヤニなどを除去する効果について研究が行われてい
る4～6）．アナターゼ型は 915℃で非可逆的に転移して
ルチル型になる1）．ブルッカイト型は純粋な結晶を作
るのが難しいため，ほとんど実用化されていない．

著者らは，アナターゼ型 TiO2 の触媒作用を応用し
た抗菌性を有する矯正用ブラケット7）および，触媒能
が骨造成に寄与するという報告8）をもとに人工歯根へ
のコーティング材としての応用を考えた．歯科生体材
料としての必要条件は生体安全性，成形性，表面性状，
および強度が不可欠である9）．現在までに武井ら10）は
ルチル型粉末を用いた焼結体試料を作製し，成形性，
硬さおよび表面性状を観察し，さらに細胞適合性をマ
ウス線維芽細胞由来の L929 細胞の良好な細胞増殖に
て示した．

本研究では，アナターゼ型 TiO2 粉末を用いて焼成
温度を変化させて焼結体を作製し，焼成温度による
TiO2 の結晶相の変化と表面粗さが細胞増殖および触
媒能に及ぼす影響を L929 細胞の増殖から検討した．

材料および方法

1. 試料の作製
図 1 に示したように，一次粒子の平均粒径 7 nm で

あるアナターゼ型 TiO2（以下 A─TiO2 と記す）粉末
（ST─01，石原産業，大阪）を使用した．成形体の作
製は TiO2 を 0.5 g，蒸留水 0.3 mL を計量・混和し，
内径 15 mm の金型に充塡した後，15 kN の荷重を 1
分間加え，厚さ約 3 mm の試料を作製した（以下，未
焼成アナターゼ型試料は NSA とする）．成形試料は

電気炉（LP─907，光洋サーモシステム，奈良）にて，
室温から 100℃まで 30 分かけて昇温，試料を乾燥後，
所定の焼成温度まで 120 分かけて昇温し焼成した．焼
成は大気中で行い，焼成温度は 700℃～1,300℃と
100℃ごとに計 7 種類とし，所定の温度で係留後，炉
内冷却し実験に供した（以下，SA700℃，SA800℃，
SA900℃，SA1,000℃，SA1,100℃，SA1,200℃，SA1,300 
℃と記す）．

試料はエタノールおよび蒸留水で超音波洗浄し，滅
菌はオートクレーブにより 120℃，15 分間行った．

また，1,300℃で焼成したハイドロキシアパタイト
（以下，HAp）とセルデスク LF1（住友ベークライ
ト，東京．以下，CDL）の 2 種を比較検討材料とし
た．なお，成形体の焼成体収縮は焼成温度により 20
～30％である．

2. 硬さ試験
微小硬度計（MVK，明石製作所，東京）を用いて，

各試料のヌープ硬さを計測した．荷重 500 gf，荷重保
持時間 15 秒の条件下で圧入し，その圧子痕を計測・
換算した．各試料 5 枚につき，3 回計測した．

3. 表面性状，結晶相同定および表面観察
各試料の表面粗さは，表面形状測定顕微鏡（VF─

7500，KEYENCE，大阪）を用いて，試料片表面の中
心線平均粗さ（Ra）を測定した．各試料につき，縦
倍率 1,250 倍の条件で，それぞれ 5 枚の試料片につい
て測定した．

結晶相の同定には，エックス線回折装置（Rad-rC，
リガク，東京）を使用した．

各試料の表面性状を SEM（走査型電子顕微鏡，
JSM─5900LV，日本電子，東京）で観察した．加速電
圧は 20 kV とした．

図 1　試料の成形法
金型に各粉末を塡入し，プランジャーを挿入して，
15 kN の荷重を負荷し，円盤状に成形する．
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4. 細胞増殖試験
細胞増殖試験はマウス線維芽細胞由来の L929 細胞

（大日本住友製薬，大阪）を用い，培養液は最小必須培
地 Minimum Essential Medium（GIBCO，CA，USA）
に 10％のウシ胎仔血清（EQUITECH-BIO，Texas，
USA），100 U／mL Penicillin（GIBCO）と 100 ng／mL
Streptomycin を加えて調整した．各試料を，24 ウェ
ルマイクロプレート（Falcon，NJ，USA）内に配置し，
2.0×104 cells／mL に細胞浮遊液を調製後，各ウェルに
600 nL ずつ播種した．培養は 37℃，5％ CO2 条件下
にて 24，48，72，96 時間行った．各試料上で増殖し
た細胞数を測定するために，各試料は，培養液を
600 nL ずつ入れた新しい 24 ウェルマイクロプレート
に 移 し 換 え た． さ ら に 各 ウ ェ ル に CellTiter 96® 
AQueous One  Solution Cell  Proliferation Assay

（Promega）を 120 nL 加え 2 時間培養後，microplate 
reader（MPR─A4i，東ソー，東京）を使用し，吸光
度（波長 492 nm）を測定した．一定個数の細胞（2.0
×104～130×104 個）を準備し，同様の方法で各細胞
数における吸光度の測定から決定した検量線にて，各
試料上の細胞数を算定した．各焼成温度の各培養時間
における試料数は 6 とした（n＝6）．

細胞形態の観察は各試料上で 96 時間培養後に行っ
た．その後各試料を 99.8％メタノール（関東化学，東
京）で 10 分間固定し，自然乾燥させ，蒸留水で 20％
に 希 釈 し た ギ ム ザ 染 色 液（ メ ル ク，Darmstadt，
Germany）に 30 分間浸漬し，流水水洗，自然乾燥後，
倒立金属顕微鏡（PME3，OLYMPUS，東京）下にて
試料上の細胞を観察した．

5. 光触媒能
各焼成温度の TiO2 試料の触媒能を色素分解能から

評価した．すなわち，各試料をメチレンブルー水溶液
1 mL 中に浸漬させ，可視光を光源（ディライト，ナ
ショナル，大阪）からの距離が 25 cm の位置となる
よう配置した．色素分解能の評価は，照射開始から
12 時間ごとに最大 48 時間後まで行い，波長 595 nm
で吸光度を測定した．吸光度変化率は，各試料による
色素低下を吸光度から評価した．試料数はそれぞれ 3
とした（n＝3）．

6. 統計処理
各測定値について焼結温度に対する統計解析は，一

元配置分散分析後，Tukey’s 法による多重比較検定に
て統計解析した．

結　　果

1. ヌープ硬さ
図 3 に各試料のヌープ硬さを示した（平均値±

SD）．図 3 で示したように，700℃では 215.9±64.5 の
硬さが 1,300℃では 1,938.5±549.0 となり，焼成温度
が高いほど硬さは増加した．1,300℃焼成では HAp の
約 5 倍の硬さになった．

2. 表面性状
図 4 に各試料の中心線平均粗さ（Ra）を示す．焼

成温度が 700℃では 4.05 nm±0.34 nm と粗く，1,300℃
では 3.21 nm±0.77 nm と粗さが減少した．このよう

図 2　細胞培養実験方法 図 3　各焼結温度による各 TiO2 試料のヌープ硬さ
（＊：p＜0.01）
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に，焼成温度が高くなると表面粗さは小さくなるが，
焼成温度による有意差はない．また CDL を除いて，
いずれの試料間に有意差はない．

3. 結晶相の同定
各試料のエックス線回折図形を図 5 に示した．

NSA および SA700℃は，アナターゼ型 TiO2 の結晶
相が確認された．SA800，SA900℃ではアナターゼ型
TiO2 とルチル型 TiO2 両結晶相が混在していた．
SA1,000℃以上ではルチル型 TiO2 単独の結晶相が観
察された，HAp はハイドロキシアパタイトの結晶相
が同定された．

4. 表面観察
図 6 に各試料表面の SEM 像を示した．各試料の結

晶粒子の形状と大きさは焼成温度により異なり，
NSA（A）では，一次粒子径７nm の粒状 A-TiO2 が
圧接され比較的平滑であることが認められた．
SA700℃（B），SA800℃（C）では明確な焼結の組織
像は確認されなかったが，SA900℃以上（D）～（H）
で焼成すると各粒子間の接触が始まり，接触面の増
大，粒成長へと進行し，粒子間には多数の気孔が存在
した．結晶の融合より不規則な粒成長が認められ，設
定した焼成温度が高いほど粒成長が顕著となった．

5. L929細胞の増殖
図 7 に各温度で焼成した TiO2 上での L929 細胞の

増殖と焼成温度との関係を示した．培養 24 時間後の
細胞増殖は SA700℃，SA800℃で焼成した試料上では
培養直後よりも減少した．また，培養 24 時間後にお

け る SA700 ℃，SA800 ℃ の 細 胞 数 は SA1,200 ℃，
SA1,300℃および HAp に対し有意に低い値を示した 

（p＜0.01）．培養 48 時間後では，SA700℃ではさらに
細胞数は減少するが，SA800℃では増加傾向を示し
た．培養 72 時間後では，SA700 焼結体試料では，細
胞数の低下を示したが，SA800℃以上の焼結体試料で
は細胞数の増加が認められ，その増加は焼成温度の高
い SA1,300℃が最も大きく，SA1,200℃，SA1,000℃の
順であった．特に，培養 72 時間後の SA700℃はその他
の 試 料 に 対 し， 有 意 に 細 胞 数 の 低 下 を 示 し
た（p＜0.01）．培養 96 時間後においては，SA700℃焼
結体試料のみ細胞数の増加は認められなかった．
SA800℃焼結体試料では，他の試料よりは低い値であ
るが，培養 72 時間後より細胞数の増加が認められ
た．しかし，SA700℃，SA800℃焼結体試料では培養
96 時間後においても，培養 72 時間後と同様に他の試
料に対し有意に低い値を示した（p＜0.01）．一方，
SA1,300℃，SA1,200℃，SA1,000℃，SA900℃での細
胞増殖は良好であり，HAp と CDL は前者に次いで細
胞数の増加が認められた．しかしながら，24 時間で
は SA1,000℃と SA1,100℃の細胞増殖は同等であるが，
時間経過とともに SA1,000℃より SA1,100℃の細胞増
殖率が低下している．エックス線回折結果から組成は
同じであるが，図 6 に示したように，SA1,100℃で表
面状態が大きく変化している．この表面性状の変化が，
細胞増殖に影響していると考えられる．

図 4　各焼成条件による各 TiO2 試料の表面粗さ
（＊：p＜0.01）

図 5　 焼成温度における各 TiO2 試料のエックス線
回折
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6. SA-TiO2上での L929細胞の形態観察
図 8 に 96 時間培養後の各焼成温度による L929 細

胞の形態を示した．培養 96 時間後における SA800℃
～1,300℃の細胞形態は，多角形および円形を示し，
突起を細胞周囲に放射状に展開し，試料表面に生着し
ている状態が観察され，これは CDL および HAp と
ほぼ同形であった．焼成温度 1,000℃以上の試料上で
は，多数の細胞が増殖したため密集しているのが観察
された．一方，SA700℃試料上では，球形の細胞がわ
ずかに散在している像が観察された．

7. 光触媒能 
図 9 に焼成温度と色素分解による触媒能の結果を示

した．NSA，SA700℃，SA800℃は，顕著な触媒能を

示した．無処置のメチレンブルー溶液の色素濃度を
100％としたとき，SA700℃，SA800℃焼結体試料の
12 時間後値は 25.2％と溶液の色素が減少し，強い色
素分解を呈した．前者ほど顕著ではないが SA900℃，
SA1,000℃は触媒能を有し，同じく約 39.1％および
71.9％であった．一方，HAp の吸光度の低下はわず
かに認められたが 92.1％であった．48 時間において
NSA，700℃，SA800℃は，SA1,000～1,300℃および
HAp と比較し，有意な色素濃度の低下が認められた 

（p＜0.01）．このことにより，焼成温度が低いほど色
素分解能は強力であることが判明した．

図 6　各 TiO2 試料の表面観察
A：NSA，B：SA700℃，C：SA800℃，
D：SA900℃，E：SA1,000℃，F：SA1,100℃，
G：SA1,200℃，H：SA1,300℃，I：HAp
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図 7　各 TiO2 試料上での L929 細胞の増殖 図 9　各 TiO2 試料の色素分解による触媒能の評価

図 8　各 TiO2 試料上で 96 時間培養後の L929 細胞の形態（ギムザ染色）
A：CDL，B：SA700℃，C：SA800℃，
D：SA900℃，E：SA1,000℃，F：SA1,100℃，
G：SA1,200℃，H：SA1,300℃，I：HAp
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考　　察

1. 二酸化チタンの成形性・焼結・硬さ・表面性状
について

焼結とは，微粉体を適切な形状に成形したものを高
温で焼成すると，粒子同士が接合して，系全体の表面
積を減少し，丈夫な製品となるプロセスである．ルチ
ル型およびアナターゼ型 TiO2 は固相焼結で，焼結温
度で液相が存在しない．緻密化は粒子の合体による形
状の変化によるもので，拡散現象によって進行す
る11，12）．一般に，セラミックスの焼結では，焼成温度
の設定を高めると結晶粒径は増大し，気孔は減少，そ
して直径もわずかに減少する13，14）．アナターゼ型 TiO2

の焼成温度は，800～1,000℃でルチル型に転移するこ
とから，光触媒能と機械的性質を考慮し 700～1,300℃
とした．今回使用したアナターゼ型 TiO2 は一次粒子
が 7 nm と微細なため，焼結速度が速まること，成形
体密度が高いことで低温でも焼結が起こった．

セラミックスで一般的に行われているヌープ硬さか
ら，本焼結体の機械的性質を評価した15）．測定値にば
らつきが大きかったが，本研究では SA700℃は硬さ
215 であり，SA800℃以上では 500 を超え，1,000℃で
はエナメル質 HK320，焼成陶材 HK43016）やルチル型
TiO2 焼結体の硬さ 445.8～1,29210）よりも大きな値を示
した．焼成温度が高いほど硬さが向上したのは，焼結
状態の影響によるものと考える．焼成温度の設定が高
いほど，硬くなるとともに，中心線平均粗さ（Ra）
が低下し，SEM 像より表面形状の滑沢化が観察され
た．

2. アナターゼ型二酸化チタンにおける焼成温度と
触媒能の関係

SA700℃，SA800℃では，NSA とほぼ同等の色素
分解能が存在した．これはエックス線回折での結晶相
の同定からもわかるように，アナターゼ型 TiO2 の存
在によるものである．初期状態としてアナターゼ型
TiO2 表面には既に OH 基が結合した状態にあり，強
い触媒作用を示した．予備実験として，光照射なしの
条件で実験を行ったが，光照射ありと光照射なしでは
差がほとんどなく同等の触媒能を示した．

SA900℃では結晶相の同定にてルチル型およびアナ

ターゼ型 TiO2 両者の存在が確認され，48 時間後で色
素は 23.7％まで分解した．SA1,000℃～SA1,300℃で
はすべてルチル型 TiO2 に転移し，色素分解能も
SA700℃～SA900℃に比べ減弱し，53.7％～90.0％で
あった．これは，アナターゼ型からルチル型 TiO2 に
転移し触媒能が低下したことが原因だと考えられる．

本実験では，各試料の触媒能を 12 時間ごとに計測
したが，30 分ごとなど短時間の変化を検討する必要
もあったと考えられる．反応速度の計測は難しく，今
回の色素脱色の速度を計測する方法は，酸化反応が起
こらなくても色の変化が現れることがある17）．このた
め，この触媒反応の評価について今後，詳細に検討し
ていく必要がある．

3. 生体材料としての二酸化チタン焼結体の評価
セラミックスである TiO2 はアナターゼ型，ルチル

型ともにフッ酸，硫酸，塩酸には溶解するが，それ以
外のものには溶解しないきわめて安定した物質であ
る．武井ら10）はルチル型 TiO2 を成形した焼結体を作
製し，L929 細胞の増殖に与える影響を調べたところ，
良好な細胞増殖を示すことを報告した．本研究では，
アナターゼ型 TiO2 の触媒能を可変的に制御し，殺菌
作用と細胞増殖を自由にコントロールできる傾斜機能
を有する歯科生体材料として，生体適合性に優れた
TiO2 焼結成形体を開発することを目的とし，アナター
ゼ型 TiO2 が細胞増殖にどのような影響を与えるか検
討した．

アナターゼ型 TiO2 は光触媒作用をもち殺菌作用に
有効であるという報告18），TiO2 コーティング処理し
た材料についての細胞動態についての報告 19），超粒
子径のアナターゼ型 TiO2 が細胞毒性を引き起こすと
いう報告20，21）があるが，焼結したアナターゼ型 TiO2

についての報告は少ない22）．
強力な触媒能が存在する SA700℃では細胞数の増

殖はほとんどみられず，図 8（B）より細胞形態が萎
縮した像が観察された．SA800℃では時間経過ととも
に緩やかな細胞増殖が認められたが，CDL および HAp
より低い値を示した．一方，SA900℃，SA1,000℃で
は良好な細胞増殖が認められた．特に培養 96 時間後
のおける SA1,200℃，SA1,300℃では，72 時間後から
の増殖傾向が大きかった．72 時間から 96 時間の過程
で増殖勾配が急激になる原因については不明である
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が，コントロールの増殖率は，文献23，24）と差異はない
ことから，この測定に問題はないと考える．1,200℃
以上の焼結体はいずれも CDL および HAp より細胞
数の増殖は有意に高い値を示した（p＜0.01）．

この現象は，焼成したアナターゼ型 TiO2 がルチル
型TiO2 に転移したためと考えられる．一方，SA700℃
のようにアナターゼ型 TiO2 のみの場合は細胞増殖を
抑制した．これは，今回使用したアナターゼ型 TiO2

の一次粒子が 7 nm と小さいが表面積が大きくなり，
さらに初期状態として既に OH 基が結合した状態にあ
り，触媒能が強力に作用したためと考えられる．この
結果より，ラジカル発生や酸化力が強力なものは，細
胞あるいは培養液の有機成分を分解し，細胞数の増殖
を抑制したことが考えられる．

エックス線回折による同定から SA900℃では組成
比はまだ明らかでないが，ルチル型とアナターゼ型の
両者の TiO2 が確認された．これにより，良好な細胞
増殖を示すとともに触媒能も残存していた．これは焼
成によりアナターゼ型 TiO2 からルチル型 TiO2 に一
部が変化したため，触媒能は低下し細胞の親和性に影
響を与えない程度のラジカルや酸化力の残存であった
ためと考えられる．

すべてルチル型 TiO2 に転移した SA1,300℃は良好
な細胞適合性を示し，触媒能は低下した．ルチル型
TiO2 の単結晶は単純な構造であり，触媒能は低く化
学的にも等価で安定しているものによると推察でき
る．

以上の結果から，アナターゼ型 TiO2 は焼成温度の
変化により，生体適合性および触媒能を変化させるこ
とができることから，材料に傾斜機能を付与する可能
性が明らかになった．今回の報告はマウス線維芽細胞
由来 L929 細胞との関係であるが，現在，マウス由来
骨芽細胞との関係について検討している．

結　　語

出発材料としてアナターゼ型 TiO2 粉末を用いて，
焼成温度の異なる焼結体を作製し，細胞増殖実験を
行った．アナターゼ型 TiO2 粉末から作製した 700，
800，900，1,000，1,100，1,200 および 1,300℃焼結体，
加えて比較対照としてハイドロキシアパタイト
1,300℃焼結体上で L929 細胞を培養し，各培養期間に

おける細胞数ならびに細胞形態像を観察し，以下の結
果を得た．

1．焼成温度の上昇において，結晶粒子の増大，気
孔の減少が観察された．

2．出発材料がアナターゼ型 TiO2 粉末による焼結
体において，700℃では細胞数の増殖はほとんどみら
れなかった．800℃の細胞数の増殖は対照群より低下
した．しかし，900℃以上での細胞数は大きな値を示
した．

3．1,000℃を超えると完全にルチル型 TiO2 に転移
し，細胞増殖率は大きくなった．すなわち，焼成温度
が高くなると，触媒能が小さくなり，それに伴い細胞
増殖は増大する結果となった．

以上のことよりアナターゼ型 TiO2 の焼成温度をコ
ントロールすることにより，光触媒機能性と細胞増殖
機能性の両者をあわせもつ新規生体材料の創成の可能
性が示唆された．
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