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要旨 

 

【 目 的 】  本 研 究 で は ， イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 へ の 歯 周 組 織 と の 接 着

性 を 高 め る こ と に よ り イ ン プ ラ ン ト 維 持 機 能 を 永 続 さ せ る イ ン プ ラ

ン ト 体 を 開 発 す る こ と を 目 的 と し て ， G 4 チ タ ン で 作 製 し た イ ン プ

ラ ン ト 体 表 面 に レ ー ザ ー に よ る マ イ ク ロ 形 状 加 工 を 行 い ， i n  v i t r o

に お け る 細 胞 の 変 化 お よ び i n  v i vo に お け る 骨 形 成 の 状 態 に つ い て

組 織 学 的 観 察 を 行 っ た ．  

 

【 方 法 と 結 果 】  機 械 研 磨 （ M S）， ブ ラ ス ト 加 工 （ B L）， デ ィ ン プ

ル 状 レ ー ザ ー 加 工（ W L）さ れ た G 4 チ タ ン プ レ ー ト に ヒ ト 未 分 化 間

葉 系 幹 細 胞 （ h M S C） を h M S C 分 化 培 地 で 1－ 1 4 日 間 培 養 し た ． 培

養 終 了 後 ，M T T a s s a y に て 細 胞 増 殖 能 ，Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン お よ び ア ク

チ ン 染 色 に て 細 胞 の 付 着 状 態 と 形 態 に つ い て 観 察 を し た ． ま た ， 一

部 よ り m RN A を 抽 出 し RT- PCR に て Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン ，V EG F，イ ン

テ グ リ ン α5， オ ス テ リ ッ ク ス の 遺 伝 子 発 現 を 解 析 し た ． そ の 結 果 ，

h M S C は ，M S，BL お よ び W L の 何 れ の チ タ ン 表 面 形 状 に お い て も ，

3，7，1 4 日 後 に お い て ミ ト コ ン ド リ ア 代 謝 活 性 に 有 意 な 変 化 を 示 さ

な か っ た ． ま た ， h M S C の 形 態 は ， M S で は 研 磨 溝 に 沿 っ て 扁 平 に

細 長 く 伸 展 し ，BL で は 方 向 性 な く 不 定 形 に 伸 展 し ，一 方 ，W L で は

細 胞 が デ ィ ン プ ル の 形 状 に 一 致 し て 入 り 込 む よ う に 存 在 し 円 形 を 呈

し て い た ． ま た ， イ ン テ グ リ ン α5， VEG F， I 型 コ ラ ー ゲ ン お よ び

オ ス テ リ ッ ク ス の い ず れ の 遺 伝 子 に お い て も W L は MS お よ び BL

に 比 べ て 有 意 な 発 現 の 上 昇 を 示 し た ．  

動 物 実 験 で は φ3 . 0 ㎜ ×長 さ 5 . 0 ㎜ の イ ン プ ラ ン ト 体 に ， M S お よ

び  W L を 施 し ， 日 本 家 兎 （ 1 7 - 1 9 週 の 3 . 0 ㎏ ， 雌 ） の 大 腿 骨 骨 幹 部

へ 埋 入 し た ． 埋 入 後 ， 3 お よ び 7 週 で イ ン プ ラ ン ト 体 を 周 囲 組 織 と

と も に 摘 出 し ， 光 重 合 レ ジ ン に 包 埋 後 非 脱 灰 研 磨 切 片 を 作 製 し 組 織

学 的 に 観 察 し た ． そ の 結 果 ， W L で は M S に 比 べ て 埋 入 後 3 週 よ り

内 骨 膜 側 か ら イ ン プ ラ ン ト 体 周 囲 に 新 生 骨 形 成 の 有 意 な 増 加 を 認 め
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た ．  

  

【 結 論 】  以 上 よ り ， W L は こ れ ま で に 例 に な い 特 異 な 加 工 表 面 形

状 で あ り ， 種 々 の 細 胞 培 養 の 基 盤 と し て ， ま た 生 体 材 料 と し て 組 織

へ の 適 合 や 接 着 お よ び 機 能 発 現 に 効 果 を 発 揮 す る 可 能 性 が 期 待 さ れ

る ．  
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緒言  

 

 近 年 の 社 会 的 要 求 か ら イ ン プ ラ ン ト に は ， よ り 早 期 の 骨 と の 結 合

と 永 久 的 な 維 持 能 力 の 向 上 が 求 め ら れ る ． 現 在 主 流 の イ ン プ ラ ン ト

に は 生 体 親 和 性 の 良 い チ タ ン が 用 い ら れ

1 )

， 表 面 形 状 に 骨 伝 導 能 を

も つ マ ク ロ や ナ ノ レ ベ ル の 粗 面 形 状 が 用 い ら れ て い る

2 )

． シ リ ン ダ

ー 形 状 の イ ン プ ラ ン ト に は 主 と し て ね じ 山 形 状 が 用 い ら れ て お り ，

骨 が ね じ の 谷 に 新 生 さ れ る こ と に よ り 骨 と の 物 理 的 篏 合 力 を 得 て い

る

3 ， 4）

． 一 方 ， 骨 芽 細 胞 や 血 管 内 皮 細 胞 は マ イ ク ロ 形 状 に 対 し 選 択

的 に 高 い 付 着 性 お よ び 血 管 新 生 性 を も つ こ と が 報 告 さ れ て お り

5 ）

，

そ の 形 状 を 利 用 し た イ ン プ ラ ン ト は 既 に 多 数 臨 床 応 用 さ れ ， イ ン プ

ラ ン ト と 骨 の 結 合 の 維 持 に 効 果 を 上 げ て い る ．  

 し か し ， こ れ ま で の マ イ ク ロ 形 状 は 不 規 則 な 数 十 ミ ク ロ ン の 起 伏

の 地 形 を 形 成 さ れ た も の が 主 流

6 ）

で あ る が ，規 則 的 な 形 状 に 対 す る

細 胞 や 周 囲 組 織 形 成 に 対 す る 研 究 報 告 や イ ン プ ラ ン ト へ の 応 用 は な

い ．  

 そ こ で 今 回 我 々 は ， イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 へ の 骨 組 織 の 付 着 性 を 高

め る こ と を 目 的 と し て ， G 4 チ タ ン で 作 製 し た プ レ ー ト お よ び イ ン

プ ラ ン ト 体 に レ ー ザ ー に よ る マ イ ク ロ 形 状 加 工 を 行 い ， i n  v i t r o に

お け る 細 胞 の 変 化 お よ び i n  v i vo に お け る 骨 形 成 お よ び 軟 組 織 の 付

着 状 態 に つ い て 生 化 学 的 お よ び 組 織 学 的 観 察 を 行 っ た ．  

 

 

実験材料及び方法 

 

1） チ タ ン プ レ ー ト 表 面 形 状 の 作 製  

 レ ー ザ ー 加 工 面 は ，直 径 7 . 0 ㎜ ×厚 さ 0 . 5 ㎜ の G4 チ タ ン プ レ ー ト

を 作 製 し ， そ の 表 面 に フ ァ イ バ レ ー ザ ー （ LP- 5 0 0  Y b - f i b e r  l a s e r,  

C l a s s  4  l a s e r,  Pa n a s o n i c ,  O s ak a ,  J ap a n） を 照 射 し て 直 径 2 0 ㎛ ×

深 さ 2 0 ㎛ の デ ィ ン プ ル を 1 0  ㎛ の 間 隔 で 直 線 状 に 配 列 し た （ W L）．
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陽 性 対 照 と し て ブ ラ ス ト 処 理（ B L）し た も の ，ま た ，コ ン ト ロ ー ル

と し て は 機 械 研 磨 （ M S） し た も の を 用 い た ． (Fi g . 1)  

作 製 し た チ タ ン プ レ ー ト は エ タ ノ ー ル ・ ア セ ト ン （ 5 0 % / 5 0 %） に て

5 分 3 回 洗 浄 後 ， 滅 菌 蒸 留 水 に て 3 回 洗 浄 し オ ー ト ク レ ー ブ に て 滅

菌 し た 後 ， M EM 2 - α / 1 0％ FBS 培 養 液 に 浸 漬 し 培 養 実 験 に 供 し た ．  

 

2)細 胞 培 養  

 ヒ ト 未 分 化 間 葉 系 幹 細 胞 （ h M S C： Lo n za  G r o u p  Lt d . ,  Ba s e l ,  

S w i t ze r l a n d） は ， ヒ ト 未 分 化 間 葉 系 幹 細 胞 専 用 培 地  (M S CBM：

Lo n za  G r o u p  Lt d . ,  Ba s e l ,  S w i t ze r l a n d)に て 継 代 培 養 を 行 っ た ． 各

種 の チ タ ン プ レ ー ト を 4 8 w e l l プ レ ー ト に 配 置 し ，h M S C を 2 . 5 x1 0 5  

c e l l s / m l で 播 種 し た 後 ， M EM 2 - α / 1 0％ FBS で 3～ 1 4 日 間 培 養 し た ．

培 養 終 了 後 ， 一 部 を 4 % PFA/ PBS で 固 定 し 細 胞 形 態 学 的 観 察 を 行 っ

た ． ま た ， 一 部 よ り 全 RN A を 抽 出 し て 遺 伝 子 学 的 解 析 を 行 っ た ．  

 

3) 細 胞 形 態 学 的 観 察  

 チ タ ン 板 上 に 固 定 さ れ た 細 胞 を PBS に て 洗 浄 後 ， D API

（ 4 ' , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e ,  Ve c t o r  La b o r a t o r i e s ,  

Bu r l i n g a m e ,  CA ,  U S A） 染 色 ， ア ク チ ン （ Ph a l l o i d i n ,  Ve c t o r  

La b o r a t o r i e s） 染 色 ， も し く は I 型 コ ラ ー ゲ ン （ ウ サ ギ 抗 ヒ ト I 型

コ ラ ー ゲ ン 抗 体 ， Ab c a m  PLC,  Ca m b r i d ge ,  U K） の 免 疫 組 織 学 的 染

色 を 二 次 抗 体 と し て r h o d a m i n e  r a b b i t  IgG  a n t i b o d y  ( Ve c t a F l u o r  

R . T. U .  D yLi gh t  5 9 4  An t i - Ra b b i t  IgG ,  Ve c t o r  La b o r a t o r i e s )を 行 い ，

蛍 光 顕 微 鏡 (A xi o  Vi s i o n 2 ,  J e n a ,  Z e i s s ,  G e rm a n y)に て そ れ ぞ れ 観

察 し た ．  

 

4) 細 胞 増 殖 能 の 評 価  

 細 胞 増 殖 能 の 評 価 と し て ミ ト コ ン ド リ ア 代 謝 還 元 能 （ M TT 

a s s a y : A l a m a r  B l u e ®，Ab D  S e r o t e c，Bi o - Ra d  La b．In c． O x f o r d，  

U K)の 定 量 を 行 っ た ．培 養 終 了 1 時 間 前 に r e s a zu r i n 試 薬 を 添 加 し ，
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培 養 終 了 後 上 清 を 回 収 し 5 7 0 / 6 0 0  n m で 比 色 し た ．  

 

5) 遺 伝 子 発 現 解 析  

 遺 伝 子 発 現 の 解 析 は ， RT- PC R( Ta q M a n ®  G e n e  Exp r e s s i o n  

As s a ys ,  Th e r m o  F is h e r  S c i e n t i f i c ,  Wa l t h a m ,  M A,  U S A)に て 行 っ た ．

培 養 終 了 後 ， 各 チ タ ン プ レ ー ト 上 の 細 胞 を O n e - S t e p  Re a l - Ti m e  

RT- PCR M a s t e r  M i xe s ®  ( In v i t r o ge n ,  Wa l t h a m ,  M A,  U SA)に て 処 理

し ， S i n g l e  Ce l l - t o - CT™  K i t  ®  ( L i f e  Te c h n o l o g i e s ,  Wa l t h am ,  M A,  

U S A)に 各 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 反 応 さ せ ABI  P RIS M  7 7 0 0 に て 検 出

し た ． プ ラ イ マ ー と し て は ， オ ス テ リ ッ ク ス （ s p 7： O S X :  

H s . 0 1 8 6 6 8 7 4 _ s 1） ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ VEG F,  

H s 0 0 9 0 0 0 5 5 _ m 1） , ヒ ト I 型 コ ラ ー ゲ ン （ t yp e  I  

c o l l a ge n , H s 0 0 1 6 4 0 0 4 _ m 1）  g l y c e r a l d e h yd e  3 - p h o s p h a t e  

d e h yd r o ge n a s e  ( G APD H ,  Hs 0 3 9 2 9 0 9 7 _ g1 )を 用 い た ． 定 量 分 析 に は

RO X を 用 い 検 量 線 か ら 測 定 さ れ た 効 率 は 9 7 %，R 2 = 0 . 9 9 8 で あ っ た ．  

 

6)動 物 埋 入 実 験  

 イ ン プ ラ ン ト 体 と 骨 組 織 の 観 察 を す る た め に ， 直 径 3 . 0 ㎜ ×長 さ

5 . 0 ㎜ ， 表 面 の マ イ ク ロ 形 状 は 培 養 実 験 に 用 い た チ タ ン プ レ ー ト と

同 様 に デ ィ ン プ ル 状 レ ー ザ ー 加 工 面 （ W L）， コ ン ト ロ ー ル と し て 機

械 研 磨 面（ M S）を 用 い た（ Fi g.2）．動 物 は 日 本 家 兎（ 雌 ，1 7 - 1 9 週 ，

3 . 0 ㎏ ， 6 羽 ， S RL 社 ） を 用 い ， 実 験 お よ び 飼 育 は 松 本 歯 科 大 学 動

物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 得 て 規 定 に 従 い 行 っ た ．  

イ ソ フ ル レ ン 全 身 麻 酔 無 痛 下 に 両 側 大 腿 骨 骨 幹 部 に 皮 膚 切 開 を 行

い ， 骨 表 面 を 露 出 さ せ ， 直 径 2 . 8  ㎜  の イ ン プ ラ ン ト 用 ド リ ル に て

骨 髄 中 ５ mm の 深 さ ま で 切 削 し ，イ ン プ ラ ン ト 体 の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム

を 骨 表 面 に 整 え て 埋 入 し た ． 創 部 は 骨 膜 か ら 縫 合 し て 完 全 閉 創 し ，

術 後 3 . 0  m g / k g の テ ト ラ サ イ ク リ ン を 耳 静 脈 よ り 単 回 投 与 し た ． 飼

育 は ス ト レ ス の な い 安 定 し た 環 境 下 で ， 通 常 飼 育 飼 料 に よ り 飼 育 し

た ．  
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埋 入 期 間 終 了 後 ， イ ソ フ ル レ ン 全 身 麻 酔 無 痛 下 で 4 % PFA/ PBS に

て 心 注 潅 流 固 定 し ， イ ン プ ラ ン ト 埋 入 部 を 大 腿 骨 周 囲 組 織 と と も に

回 収 し 標 本 と し た ．  

 

7)組 織 形 態 計 測  

 回 収 し た 組 織 を 後 固 定（ 4％ PFA/ P BS， 4℃ ， 7 日 間 ）し 5 0％ ス ク

ロ ー ス /PBS に 置 換 後 ， ア セ ト ン /エ タ ノ ー ル （ 5 0％ ～ 1 0 0 %） で 脱

水 し た ． 包 埋 は テ ク ノ ビ ッ ト 7 2 0 0 に て 置 換 後 ， 光 重 合 を 行 い 3 ㎛

の 非 脱 灰 研 磨 切 片 を 作 製 し た ．  

 骨 膜 ， 骨 髄 組 織 の 付 着 状 態 を 評 価 す る た め ， 切 片 を ビ ラ ヌ エ バ ボ

ー ン ス テ イ ン 染 色 （ Vi l l a n u e v a  o s t e o c h r o m e bo n e  s t a i n ，

Po l ys c i e n c e s ,  In c . ,  Wa r r i n g t o n ,  PA ,  U S A） し ， 光 学 顕 微 鏡 で 観 察

し 骨 イ ン プ ラ ン ト 接 触 率 （ BIC） と 新 生 骨 形 成 面 積 （ N BA） を 計 測

し て 評 価 し た ． BI C は ， 各 切 片 （ n = 6） 上 で の イ ン プ ラ ン ト 体 辺 縁

距 離 1 0  ㎜ に 対 す る 骨 接 触 距 離 を 百 分 率 で 評 価 し た ．ま た ，N BA は ，

イ ン プ ラ ン ト 体 周 囲 10 ㎟ ｛（ 表 面 よ り ） 1.0 ㎜ ×（ イ ン プ ラ ン ト 体

長 径 ） 5mm×２ （ イ ン プ ラ ン ト 体 の 左 右 両 側 ）｝ 中 に 存 在 す る 新 生 骨

面 積 を 計 測 し た ．  

 

8)統 計 分 析  

 デ ー タ 解 析 は ， We l c h の 検 定 を 用 い て 統 計 学 的 処 理 を 行 い  

* p＜ 0 . 0 5， * * p＜ 0 . 0 1 を 有 意 と し た ．  

 

    

結果  

 

1） 細 胞 増 殖 能 の 評 価  

 h M S C は ， M S， BL お よ び W L の 何 れ の チ タ ン 表 面 形 状 に お い て

も ，3，7，1 4 日 後 に お い て ミ ト コ ン ド リ ア 代 謝 活 性 に 有 意 な 変 化 を

示 さ な か っ た ．（ Fi g .  3）  
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2） 細 胞 形 態 と 性 状 の 評 価  

 細 胞 形 態 と Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 染 色 ， お よ び ア ク チ ン 染 色 の 写 真 を

Fi g . 4 に 示 す ．培 養 3 日 目 に お い て 細 胞 は い ず れ の 表 面 に お い て も ，

Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 染 色 に 陽 性 を 示 し た ． 培 養 1 4 日 目 で は 細 胞 は 増 殖

し て コ ラ ー ゲ ン の 密 度 も 増 し て い た ． ア ク チ ン フ ァ イ バ ー の 観 察 で

は ，M S で は 研 磨 溝 に 沿 っ て 扁 平 に 細 長 く 伸 展 し ，BL で は 方 向 性 な

く 不 定 形 に 伸 展 し ， 一 方 ， W L で は 細 胞 が デ ィ ン プ ル の 形 状 に 一 致

し て 入 り 込 む よ う に 存 在 し 円 形 を 呈 し て い た ．  

 

3） 遺 伝 子 発 現 変 化  

イ ン テ グ リ ン α 5 遺 伝 子 の 発 現 は ， 培 養 1 4 日 目 で M S に 比 べ て

BL で 約 4 倍 ，W L で 約 6 倍 増 加 し て い た ．オ ス テ リ ッ ク ス 遺 伝 子 の

発 現 は ，培 養 7 日 目 で M S に 比 べ て BL で 約 2 . 5 倍 ，W L で 約 2 . 3 倍

増 加 し て い た ． Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 遺 伝 子 の 発 現 は ， 培 養 3 日 目 で M S

に 比 べ て W L で は 約 2 倍 ，培 養 1 4 日 目 で は 約 1 . 7 倍 増 加 し て い た ．

ま た ， VEG F 遺 伝 子 の 発 現 は ， 培 養 3 日 目 で M S に 比 べ て W L で は

約 2 倍 ， 培 養 1 4 日 目 で は 約 7 倍 に 増 加 し て い た ． ( F i g． 5 )  

 

4） 組 織 学 的 所 見  

 イ ン プ ラ ン ト 体 へ の 組 織 反 応 は ，埋 入 1 週 間 後 で は い ず れ の 表 面

も 血 餅 で 覆 わ れ ， そ の 周 囲 に 毛 細 血 管 の 侵 入 と 間 葉 系 組 織 の 形 成 が

観 察 さ れ た ．3 週 後 で は ，M S で は イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 に 若 干 の 血 餅

の 残 存 が あ り ， ほ と ん ど が 線 維 性 結 合 組 織 で 被 覆 さ れ 周 囲 に 小 血 管

新 生 が 見 ら れ た ． こ れ に 対 し て W L で は イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 に 接 着

す る よ う に 骨 芽 細 胞 の 配 列 を 伴 っ た 新 生 骨 が 多 く 観 察 さ れ た ． そ し

て ， そ の 周 囲 に は 血 管 内 皮 細 胞 に 裏 層 さ れ た 大 き な 血 管 が 豊 富 に 認

め ら れ た ．7 週 後 で は ，M S で は イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 へ の 新 生 骨 を 含

ん だ 若 干 の 成 熟 し た 骨 が 被 覆 し て い た ． 一 方 ， W L で は 骨 細 胞 を 伴
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っ た 成 熟 し た 骨 が イ ン プ ラ ン ト 体 表 面 へ 広 く 形 成 さ れ て い た （ Fi g．

6）．  

 

5） 骨 形 態 計 測  

 BI C は ，埋 入 3 週 後 ，M S に 比 べ て W L が 2 . 7 倍  ( * * p < 0 . 0 1 )多 く ，

埋 入 7 週 後 で は 1 .4 倍  ( * p < 0 . 0 5 )多 か っ た ．（ Fi g． 7）  

 N BA は ， 埋 入 3 週 後 に お い て ， W L が M S の 5 .6 倍 の 形 成 量 で あ

っ た ( * * p < 0 . 0 1 )． 新 生 骨 量 は 7 週 後 で は 有 意 差 は 見 ら れ な か っ た ．  

 

 

考察 

 

 イ ン プ ラ ン ト の 予 後 を 左 右 す る 因 子 の 中 に イ ン プ ラ ン ト 周 囲 炎

の 発 症 が あ る が そ の 要 因 と し て ， 天 然 歯 に 存 在 す る 歯 肉 と の 生 物 学

的 付 着 が イ ン プ ラ ン ト に は 欠 如 し て い る こ と が 原 因 と も 言 わ れ て い

る ． 現 在 使 用 さ れ て い る イ ン プ ラ ン ト の 最 大 の 問 題 は ， 天 然 歯 に 存

在 す る 生 物 学 的 付 着 が な い こ と で あ る が 未 解 決 の ま ま で あ る ． 過 去

の 報 告 と し て ， D o r k h a n ら

7 ）

に よ る 数 種 の S t r e p t o c o c cu s に よ る

ナ ノ 表 面 形 状 に お け る 歯 肉 上 皮 細 胞 の 付 着 へ の 影 響 の 分 析 や ， Ca o

ら
8 ）

に よ る 酸 エ ッ チ ン グ 表 面 や レ ー ザ ー エ ッ チ ン グ 加 工 表 面 上 に 歯

肉 線 維 芽 細 胞 と 口 腔 内 細 菌 の 付 着 状 態 が 検 証 さ れ て い る が ， い ず れ

の 結 果 も 粗 造 な 状 態 で は ， 細 胞 の 生 着 率 は 得 ら れ る も の の 細 菌 の 残

存 が 高 く な る こ と が 報 告 さ れ て い る ．堀 内

9 ）

に よ る と イ ン プ ラ ン ト

カ ラ ー 部 の 形 状 ・ 性 状 と イ ン プ ラ ン ト 周 囲 炎 の 関 連 性 は ， 表 面 の 各

種 マ イ ク ロ 形 状 の 表 面 粗 さ に よ っ て 細 胞 接 着 面 積 を 増 大 さ せ ， 骨 形

成 を 促 進 す る だ け で な く ， 良 好 な ソ フ ト テ ィ ッ シ ュ ・ シ ー リ ン グ が

得 ら れ る こ と で イ ン プ ラ ン ト 周 囲 炎 の 低 減 に 役 立 つ と さ れ て い る ．  

一 方 ， I o n e s c u ら
1 0 ）

は レ ー ザ ー 加 工 に よ る ナ ノ -マ イ ク ロ 形 状 は

抗 菌 性 特 性 を 示 し ， イ ン プ ラ ン ト ・ チ タ ン 面 の 骨 統 合 を 改 善 す る 可

能 性 が あ る と 報 告 し て い る ．  



11 
 

 

本 研 究 結 果 で は ， 細 菌 の 付 着 に 関 す る 検 証 は 行 っ て い な い が ， こ

れ ら 過 去 の 報 告 よ り W L は 細 菌 付 着 の 少 な い 研 磨 面 と マ イ ク ロ デ ィ

ン プ ル に よ り 細 胞 接 着 能 を 付 与 し た と 考 え る ．  

Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン は 間 葉 系 幹 細 胞 が 組 織 を 構 築 す る 上 で の 重 要 な 器

質 タ ン パ ク で あ る ． 特 に ， 線 維 芽 細 胞 や 骨 芽 細 胞 が チ タ ン 表 面 に お

い て 分 化 ・ 機 能 を 発 現 す る 上 で 有 効 な 指 標 と な る

1 3 ）

．  

 本 研 究 結 果 で は ，h M S C は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 遺 伝 子 発 現 を W L で は

M S に 比 べ て 培 養 初 期 よ り 約 ２ 倍 に 増 加 さ せ た（ Fi g． 5）．こ の こ と

は ， 過 去 の 報 告 か ら 鑑 み て W L が 通 常 の 研 磨 面 よ り も 現 行 の 粗 造 面

に 近 い 細 胞 活 性 を 有 し て い る と 考 え ら れ る ． 興 味 深 い こ と に ， W L

上 の h M S C は VEG F 遺 伝 子 を 増 加 さ せ て い た （ Fi g． 5）． 組 織 形 成

に は 栄 養 や 細 胞 の 供 給 経 路 と な る 血 管 が 必 須 で あ り ， イ ン プ ラ ン ト

周 囲 組 織 の 構 築 と 維 持 を 担 っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る

1 4 )

．こ の

事 は ， W L が M S に 比 べ て 組 織 形 成 に 有 利 で あ る 事 を 示 し て い る ．    

今 回 は ，M S に 比 べ て W L に お い て h M S C は VEG F 遺 伝 子 発 現 を

6 倍 以 上 に 上 昇 さ せ た ． こ れ ら の 結 果 は ， W L は h M S C が 線 維 芽 細

胞 や 骨 芽 細 胞 に 分 化 す る 際 に 組 織 形 成 を 促 進 す る と と も に ， 周 囲 の

血 管 新 生 誘 導 を 行 う 可 能 性 が 示 唆 さ れ る ． 骨 芽 細 胞 の 分 化 の 指 標 と

し て 一 般 的 に は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ や オ ス テ オ カ ル シ ン を 表

す ．し か し ，今 回 は 表 面 性 状 に 対 す る h M S C の 初 期 の 骨 芽 細 胞 へ の

分 化 傾 向 の 指 標 の み 評 価 し ， ウ サ ギ 大 腿 骨 組 織 中 に お い て 生 体 反 応

と し て の 骨 形 成 能 を 評 価 し た ． M S 加 工 に 比 べ て W L 加 工 の イ ン プ

ラ ン ト 体 周 囲 に お い て 多 く の 新 生 骨（ Fi g．7）と 多 数 の 血 管（ Fi g．

6） の 存 在 が 確 認 さ れ た こ と は ， 結 果 的 に 生 体 内 に お け る 骨 芽 細 胞

の 分 化 に 寄 与 し W L 加 工 イ ン プ ラ ン ト が 実 用 で き る 可 能 性 を 裏 付 け

る 結 果 で あ る ．  

 我 々 は ， 細 胞 の 大 き さ に 合 わ せ て W L に 付 与 し た デ ィ ン プ ル の 大

き さ を 2 0 ㎛ に 設 定 し た ． そ の 結 果 ， W L の 特 徴 的 な 形 状 に よ り ，

h M S C を そ の デ ィ ン プ ル 内 に 収 ま る よ う に 生 着 さ せ た （ Fi g． 4）．
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こ れ は ， ア ク チ ン 染 色 で も わ か る よ う に M S や BL で hM S C が 偽 足

を 伸 ば し て 進 展 し て い た の に 対 し て 対 照 的 で あ る ． W L で は ， 偽 足

は 見 ら れ ず ， デ ィ ン プ ル 周 囲 に 張 り 付 く よ う に リ ン グ 状 の 形 態 を 示

し た ．La go n e gr o ら

1 5 )

は ，骨 芽 細 胞 が 粗 造 面 に 付 着 す る 際 ，起 伏 の

頂 点 に 偽 足 を 伸 ば し て 基 盤 の 表 面 に 全 面 で 接 着 せ ず ， 研 磨 表 面 で は

細 胞 が 限 り な く 扁 平 に 伸 展 す る こ と を 報 告 し て い る ． そ し て ， MS

の 様 な 平 面 に 比 べ て 細 胞 活 性 が 弱 く ， そ の 低 下 は ス タ チ ン に よ り 回

復 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る ． そ の 点 で は ， W L は 細 胞 が 生 着 す る

ニ ッ チ と 考 え ら れ ， M S に 近 い 形 の W L に お い て h M S C が 現 行 の 粗

造 面 で あ る BL と 同 等 の 生 着 や 増 殖（ Fi g． 3 , 4），お よ び イ ン テ グ リ

ン や オ ス テ リ ッ ク ス な ど 機 能 の 発 現 が 得 ら れ た こ と は （ Fi g． 5），

過 去 の 研 究 結 果 に 順 ず る も の で あ る

1 1 ， 1 2 ）

． 実 際 ， 動 物 実 験 に お い

て ， BIC お よ び N BA の 増 加 が み ら れ た こ と は 細 胞 レ ベ ル に お け る

S P7 の 増 加 が 反 映 さ れ た 結 果 と 考 え ら れ る ．  

 今 回 の 研 究 で は ， せ ん 断 試 験 や 引 き 抜 き 試 験 な ど の 力 学 的 検 証 を

行 っ て い な い が ， W L の デ ィ ン プ ル 内 に 骨 が 形 成 さ れ て お り （ Fi g．

6）， M S の 様 な 現 行 の 機 械 研 磨 面 を 形 状 と し た イ ン プ ラ ン ト に 比 べ

て 咬 合 負 荷 に 対 し て 有 利 で あ る こ と が 考 え ら れ る ．  

 

結論 

 

 以 上 よ り ， チ タ ン 表 面 の 新 規 デ ィ ン プ ル 型 レ ー ザ ー 加 工 （ W L）

は ，そ の 特 異 な 加 工 表 面 形 状 に よ り 細 胞 接 着 と 基 質 発 現 を 増 加 さ せ ，

生 体 材 料 と し て 骨 組 織 へ の 適 合 や 接 着 お よ び 機 能 発 現 に 効 果 を 発 揮

す る 可 能 性 が 期 待 さ れ た ．  
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5 )  Ra i n e s  AL ,  Be r ge r  M B,  Pa t e l  N ,  H yzy  S L ,  Bo ya n  BD ,  S c h w a r t z  

Z .  ( 2 0 1 8 )  VEG F- A r e gu l a t e s  a n g i o ge n e s i s  d u r i n g  

o s s e o i n t e gr a t i o n  o f  Ti  i mp l a n t s  v i a  p a r a c r i n e / a u t o c r i n e  

r e gu l a t i o n  o f  o s t e o b l a s t  r e s p o n s e  t o  h i e r a r c h i c a l  m i c r o s t r u c t u r e  

o f  t h e  s u r f a c e .  J  B i o m e d  M a t e r  Re s  A 1 0 7 : 4 2 3 - 4 3 3  

6） M a s a k i  C ,  S c hn e i d e r  G B,  Z a h a r i a s  R ,  S e a b o l d  D ,  St a n f o r d  C .

（ 2 0 0 5）  E f f e c t s  o f  i m p l a n t  s u r f a c e  m i c r o  t o p o gr a p h y  o n  

o s t e o b l a s t  ge n e  e xp r e s s i o n .  C l i n  O r a l  Im p l a n t s  Re s  1 6 : 6 5 0 - 6 5 6 .  

7 )  D o r k h a n  M,  L i n d b e r g  TY ,  H a l l  J ,  S ve n s ä t e r  G  a n d  D a v i e s  J R .  

( 2 0 1 4 )  Ad h e r e n c e  o f  h u m a n  o r a l  k e ra t i n o c y t e s  a n d  g i n g i va l  
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f i b r o b l a s t s  t o  n a n o - s t r u c t u r e d  t i t a n i u m  s u r f a c e s .  BM C O r a l  

H e a l t h  1 4 : 7 5  

8 )  Ca o  J ,  Wa n g  T,  Pu  Y,  Ta n g  Z ,  M e n g  H .  ( 2 0 1 8 )  I n f l u e nc e  o n  

p r o l i f e r a t i o n  a n d  a d h e s i o n  o f  h u m an  g i n g i v a l  f i b r o b l a s t s  f r om  

d i f f e r e n t  t i t a n i u m  s u r f a c e  d e c o n ta m i n a t i o n  t r e a t m e n t s :  An  in  

v i t r o  s t u d y.  Ar c h  O r a l  B i o l  8 7 : 2 0 4 - 2 1 0 .  

9） 堀 内 克 啓 （ 2 0 1 6） イ ン プ ラ ン ト カ ラ ー 部 の 形 状 ・ 性 状 と イ ン プ

ラ ン ト 周 囲 炎 と の 関 連 ． 日 口 腔 イ ン プ ラ ン ト 誌 2 9（ 4） 2 0 8 - 2 1 8  

1 0 )  I o n e s c u  A C,  Br a m b i l l a  E ,  A zzo l a  F,  O t t o b e l l i  M ,  Pe l l e gr i n i  G ,  

Fr a n c e t t i  LA .  ( 2 0 1 8 )  La s e r  m i c r o t e x t u r e d  t i t a n i u m  i m p l a n t  

s u r f a c e s  r e d u c e  i n  v i t r o  a n d  i n  s i t u  o r a l  b i o f i l m  f o r m a t io n .  PLO S   

O N E.  1 3 : e 0 2 0 2 2 6 2  

11） 上 岡  寛 ,  菅 原 康 代 ,  M u r s h i d  A .  S AK H R,  石 原 嘉 人 ,  本 城  正 ,  

山 本 照 子 .  ( 2 0 0 6 )  骨 細 胞 に お け る 機 械 的 刺 激 へ の 応 答 能 に つ い て .  

生 体 医 工 学 4 4 : 4 8 4 - 4 8 9 .  

1 2 )  山 田 志 津 香 ,  林  善 彦 .  ( 2 0 0 6 )  骨 芽 細 胞 分 化 と 骨 形 成 に 関 す る

転 写 因 子 と シ グ ナ ル 伝 達 機 構 .  生 体 医 工 学 4 4 : 4 9 0 - 4 9 5．  

1 3 )  Wa k a b a ya s h i  T,  Ya ga m i  K ,  S a d ao k a  S ,  M o r i  K ,  K om a t s u  S ,  

N a ga s a w a  S ,  U d a ga w a  N .  ( 2 0 1 8 )  CO 2  La s e r  I r r a d i a t i o n  Re s t o r e s  

Co l l a ge n  a n d  V EG F Exp r e s s i o n s  o f  H Pd LF o n  L PS  Co n t a m i n a t e d  

Ti t a n i u m  S u r f a c e .  J o u r n a l  o f  H a r d  Ti s s u e  B i o l o gy  2 7 : 1 2 1 - 1 3 0 .  

1 4 )  S h i r o t a  T,  S h in t a n i  S ,  Yos h i za w a  Y,  K u b o k i  Y,  S am m o n s  R,  

Ya ga m i  K . ( 2 0 1 3 )  O p t i m a l  D i a m et e r  o f  H o n e yc o m b  Tu n n e l  

S t r u c t u r e  i n d u c e s  Bo n e  Re ge n e r a t i o n  a n d  M e t a b o l i s m  b y  

Pr o m o t i n g  A n g i o g e n e s i s  f o r  a n  Im p l a n t  C i r c u m f e r e n c e  Bo n e  

D e f e c t .  J o u r n a l  o f  H a r d  Ti ss u e  B i o l o gy  2 2 : 4 0 9 - 4 1 8 .  

1 5 )  La go n e gr o  P,  Tr e v i s i  G ,  N a s i  L1 ,  Pa r i s i  L ,  M a n f r e d i  E ,  

Lu m e t t i  S ,  Ro ss i  F,  M a c a l u s o  G M ,  S a l v i a t i  G ,  G a l l i  C .  ( 2 0 1 8 )  

O s t e o b l a s t s  p r e f ere n t i a l l y  a d h e r e  t o  p e a k s  o n  m i c r o - s t r u c t u r e d  

t i t a n i u m .  D e n t  M at e r  J  3 0 : 2 7 8 - 2 8 5 .   
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図表の説明  
 

Fi g． 1  実 験 に 用 い た 各 種 表 面 加 工 チ タ ン 板 と レ ー ザ ー 加 工 の 模 式

図 ．  

 実 態 顕 微 鏡 写 真 は ， 機 械 切 削 研 磨 面 （ M S）， ブ ラ ス ト 面 （ BL），

レ ー ザ ー 加 工 面 （ W L） 各 チ タ ン プ レ ー ト の 表 面 加 工 を 示 す ． G 4 チ

タ ン 材 か ら 切 削 で 切 り 出 し ， 直 径 3 . 0 ㎜ ×長 さ 5 . 0 ㎜ と し た ． 模 式

図 は ， W L 加 工 の 断 面 形 態 を 示 す ． 各 デ ィ ン プ ル の 間 隔 は 1 0  ㎛ と

し た ．  

 

Fi g． 2 動 物 実 験 に 用 い た イ ン プ ラ ン ト 体 と そ の 埋 入 設 計 ．  

 イ ン プ ラ ン ト 体 は ， G 4チ タ ン 材 か ら 切 削 で 切 り 出 し ， 直 径 3 . 0㎜

×長 さ 5 . 0㎜ と し ， 天 板 と し て 直 径 5 . 0  ㎜  ×  0 . 5  ㎜  を 設 置 し た ．

表 面 は M Sと W Lと し た ． 写 真 下 の 模 式 図 は イ ン プ ラ ン ト 体 を ウ サ ギ

大 腿 骨 に 埋 入 し た 状 態 を 示 し ， 左 側 は M S， 右 側 が W Lを 示 す ．  

 ま た ， 矢 印 （ 赤 ） は プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 示 す ．  

Fi g．3 M TT a s s a yに よ る 各 チ タ ン プ レ ー ト に お け る h M S C増 殖 能 ． 

□ は M S，  は BL， ■ は W Lを 示 す ． h M S Cを M EM 2 - α / 1 0％ FBS中 で

1 ~ 1 4日 間 培 養 し た ． 培 養 液 は ， 隔 日 に 交 換 し た ． Re s azu r i nを 添 加

し 1時 間 後 に 培 養 液 を 回 収 し 3 0 0 0  r p mで 遠 心 分 離 し た 上 清 を 検 体 と

し ， M X B法 に て 吸 光 度 5 7 0 / 6 0 0 n mで 測 定 し た ．  

 

F i g．4  各 種 加 工 チ タ ン 表 面 に お け る h M S Cの 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 所 見 ． 

 培 養 3， 1 4日 後 に お け る 細 胞 の 形 態 お よ び 性 状 を 蛍 光 顕 微 鏡 観 察

し た 写 真 ． 上 段 は 培 養 3日 後 の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 染 色 ， 中 段 は 培 養 1 4

日 後 の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 染 色 ，ま た 下 段 は 同 じ く 1 4日 後 の Ac t i n - D API

染 色 を 行 っ た も の で あ る ．  

 



23 
 

F i g．5 各 種 加 工 チ タ ン 表 面 に お け る h MS C の イ ン テ グ リ ン α 5，

オ ス テ リ ッ ク ス ， Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン ， VEG F の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 ．  

 □ は M S，  は BL， ■ は W L を 示 す ． * p < 0 . 0 5 ,  * * p < 0 .0 1 . 

 

F i g .  6 各 表 面 処 理 イ ン プ ラ ン ト の 組 織 所 見  

 標 本 は ，大 腿 骨 を イ ン プ ラ ン ト 体 と と も に 縦 断 し ，1 0 ㎛ の 連 続 切

片 を 作 成 し 観 察 し た ． Vi l l a n u e va  O s t e o c h r o m e  Bo n e  S t a i n に て 1 5

分 染 色 し た ．低 倍 率（ x5 0）の 黄 色 の 枠 は そ れ ぞ れ の 拡 大 写 真（ x1 0 0）

の 範 囲 を 示 す ．既 存 骨（ 薄 い 橙 色 ），新 生 骨（ N： 薄 い 緑 色 も し く は

薄 い 赤 ）， 結 合 組 織 （ 緑 色 ）， 骨 芽 細 胞 （ 紫 色 ） を 示 す ． ま た ， C は

皮 質 骨 を ， M は 骨 髄 を 示 す ．  

 

F i g .  7  骨 形 態 計 測  

  骨 形 態 計 測 に よ る イ ン プ ラ ン ト 表 面 骨 接 触 率（ B IC:左 ）と 周 囲

骨 形 成 範 囲（ N B A：右 ）の 比 較 を 示 す ．□ は M S，■ は W L を 示 す ．

*p < 0 . 0 5, **p < 0 . 0 1. 

 

 


