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緒 言

　チタンインプラントは，喪失した歯の代用としてだけで
なく人工関節や骨折部位の固定などの整形外科領域におい
ても重要な役割を果たしている1-3）．チタンインプラント
が生体内で機能圧を負担するためには，インプラント表面
と骨の間に結合組織の介在のない界面を獲得すること，す
なわちオッセオインテグレーションが必要である．オッセ
オインテグレーションの成立には，インプラント表面に間
葉系幹細胞が接着し，細胞増殖に伴う細胞密度の増大が細
胞相互作用を活性化させ，骨芽細胞へと分化し骨を形成す

るという一連の現象が関与する．早期に強固なオッセオイ
ンテグレーションを獲得するためには，これらの現象に要
する時間を短縮することが必要である．チタンの表面性状
は細胞の接着，伸展，分化に大きな影響を与えることから，
インプラント表面に対する様々な表面改質がこれまで試み
られてきた．
　市販のインプラント表面は，表面改質法の違いから機械
研磨面，サンドブラスト面，酸エッチング面，陽極酸化面，
アパタイトコーティング面など多岐に渡り，インプラント
体の表面特性の違いはインプラント表面における骨形成に
影響を与える．一般的に酸エッチング面などのrough 
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抄　録：チタンインプラントが生体内で機能圧を負担するためには，オッセオインテグレーションの成立が必須で
ある．表面微細形状は骨形成に影響を与える重要な表面特性であり，一般的にrough surfaceは，smooth surfaceと
比較して早期にチタンインプラント表面に骨を形成するとの報告が多く，広く普及している．また，紫外線（UV）
照射により，チタンの骨芽細胞親和性および骨親和性が向上することが報告されており，このような効果の一因と
して，光触媒作用が考えられている．そこで，アナターゼ型二酸化チタン結晶を含む被膜により光触媒活性を高め
た新規チタン表面を作製し，その表面特性および間葉系幹細胞に対する影響を調べた．
　鏡面研磨チタン（Pol），酸処理チタン（AE）およびAEにアナターゼ被膜を形成したチタン（An）を作製し，
それぞれに対して暗所保管期間を設定した試料を準備して，表面構造の解析と光触媒活性を評価した．また，間葉
系幹細胞を用いて，初期細胞接着を評価するとともに，リアルタイムPCR法にて細胞骨格関連遺伝子の発現を定量
した．
　Anは試料作製直後から４週間超親水性を示した．ラマン分光法を用いてAn表面を分析し，アナターゼ型二酸化
チタンが含まれていることを確認した．さらにメチレンブルー分解試験を行い，このアナターゼ型二酸化チタンに
は，高い光触媒活性があることを確認した．接着細胞数は，いずれの試料でも経時的に減少したが，AnはPol，
AEと比べて接着細胞数が多く，経時的な減少率も小さかった．さらに，UV照射によりPol，AEでは試料作製直後
と同程度まで細胞接着数が回復したのに対し，Anは試料作製直後と比較しておよそ30 ％増加した．細胞骨格関連
遺伝子の発現は経時的に減少したが，UV照射によりRas homolog gene family, member A（Rho A）ではおよそ
40 ％増加した．
　本研究から，アナターゼ型二酸化チタン結晶を含む被膜をチタン表面に形成することによって光処理機能化に伴
い骨髄由来間葉系幹細胞（BMSC）に対する親和性が増強したことから，骨親和性の極めて高いチタンインプラン
ト開発の可能性が示唆された．

キーワード：チタンインプラント，光処理機能化，アナターゼ型二酸化チタン，光触媒作用，骨髄由来間葉系幹細
胞親和性
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surfaceは機械研磨面に代表されるsmooth surfaceと比較
し，早期に骨の形成が起こることが報告されており4-9），
rough surfaceを有するチタンインプラントは臨床の現場
において現在の主流となっている．しかしながら，in 
vitroの実験系では骨髄由来間葉系幹細胞は，rough 
surfaceと比べてsmooth surface上において，より高い初
期細胞接着と細胞増殖を示すことが知られている．これま
でインプラント表面での骨形成をさらに促進させることを
目指して，rough surface上で分化を妨げることなく，細
胞接着，増殖を向上させる試みが数多くなされてきた．
　紫外線（UV）照射を応用した表面改質では，チタンや
ジルコニアなどのバイオマテリアルの骨芽細胞親和性およ
び骨親和性が向上すると報告されている10,11）．この光処理
機能化の特徴は物理化学的な表面改質であり，光処理機能
化チタンの示す優れた生体親和性はUV照射に伴う光触媒
作用が一因として考えられている．酸化チタンにUVを照
射すると，電子と正孔が生じる12）．この電子と正孔が非
常に強い酸化力，還元力を持っており，空気中の水や酸素
などと反応することでヒドロキシラジカル（・OH）やスー
パーオキサイドアニオン（・O2）などの活性酸素種を生
じる．この活性酸素種の中でもヒドロキシラジカルは特に
酸化力が大きく，有機物質を構成するC-C結合，C-H結
合，C-N結合，C-O結合，O-H結合，N-O結合を切断する．
　一般的に光触媒に使用されている二酸化チタンはその結
晶構造によってアナターゼ型とルチル型の２種類に大きく
分けられる．アナターゼ型の二酸化チタンは，結晶が針状
を呈しておりルチル型と比較し表面積が大きく，活性酸素
種の生成量が多いことから，光触媒作用が効率的に起こる
ため（図１），現在は主にこのアナターゼ型が用いられて
いる13，14）．そこで今回，チタン表面の光触媒活性を高め
ることで光処理機能化に伴う骨芽細胞親和性が増強される
という仮説を立てて，アナターゼ型結晶体を付与すること
により，光触媒活性を高めたチタン表面を作製し，表面特
性の分析を行なうとともに，新規チタン表面でのラット骨
髄由来間葉系幹細胞（Bone marrow derived mesenchymal 

stem cell, BMSC）の挙動を調べることを目的とした．

材 料 と 方 法

１．試料作製
　JIS規格第Ⅱ種チタンディスク（直径20 mmまたは７
mm，厚さ３mm，純度99.9 ％）に対して，１）Polished
（Pol）：600 gritにて研磨し，コロイダルシリカを用いて
鏡面仕上げとした試料，２）Acid-etched（AE）：Polを，
19 ％フッ化水素酸（HF）にて30秒間，その後125 ℃に加
熱した66.6 ％濃硫酸（H2SO4）にて75秒間処理した試料，
３）Anatase-coated（An）; AE表面に光触媒コーティン
グ剤（ST-K211，石原産業，大阪）を塗布し，300 ℃で10
分間乾燥する工程を10回繰り返すことによりAE表面に二
酸化チタン結晶を固化した試料の計３種類のチタン表面を
用意した．各試料は暗所保管期間を０（作製直後），１週
間ならびに４週間設定し，実験に用いた．さらに，４週間
経過した試料に殺菌灯（GL15，三菱電機，東京）を用い
て紫外線ピーク波長250±20 nm（2.0 mW/cm2）を48時間
照射した試料を用意した．

２．各試料の表面特性の評価
　今回チタン表面に形成した被膜の結晶構造を分析するた
めにＸ線回折装置（XRD）（RIGAKU RINT2500 VHF，
リガク，大阪）および顕微ラマン分光装置（RAMAN）
（NR-1800，日本分光，東京）を用いた．XRDの測定条
件は，管球にCuを用い，電圧30 kV，電流80 mA，２θの
走査範囲を20～80°とした．RAMANの測定条件は，
He-Neレーザ（波長：633 nm）を用い，分解能１cm－1，
測定範囲120～870 cm－1，積分時間15秒，積分回数10回と
した．

３．光触媒活性の評価
　各試料表面の光触媒活性は，メチレンブルーの分解に
よって評価した．各試料はあらかじめ20 ppmのメチレン
ブルー標準液内で24時間暗所にて保管したのち，10 ppm
のメチレンブルー試験液５mlの入ったペトリ皿に浸漬し
た．紫外線ピーク波長が360±20 nm（紫外線強度0.1 mW/
cm2）および250±20 nm（紫外線強度2.0 mW/cm2）であ
るブラックライト（FL15 BLB，東芝，東京）を10 mm離
した位置から試料表面に照射し，２，４，６時間経過後の
メチレンブルー溶液の664 nmにおける吸光度を吸光度測
定器（Ultrospec3100 pro，Arsham Bioscience）を用いて
測定することにより，退色変化を調べた．

４．表面元素分析および水酸基定量
　各試料の表面元素分析はＸ線光電子分光装置（XPS）
（ESCA-850，島津製作所，京都）を用いて高真空状態下（1.0
×10－6 Pa）で行なった．表面水酸基の定量には誘導体化

図１　ルチル型とアナターゼ型酸化チタンの結晶構造（模式
図）．赤球がチタン原子，青球が酸素原子．原子間の結
合力の違いにより，アナターゼ型の表面積の方が大きい．
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試薬として無水トリフルオロ酢酸（TFAA）（和光純薬工
業，大阪）を用いた．
　誘導体化の化学反応式を図２に示す．70 mlバイアル瓶
にTFAAを１滴滴下し，その中に10 mlバイアル瓶に入れ
た試料を入れ密栓し室温で60 分間反応させた．反応後は
栓を開放して室温で１時間の減圧乾燥を行った15）．試料
表面の水酸基とTFAAが反応し，生成したトリフルオロ
酢酸（TFA）から水酸基量を定量した．

５．水滴接触角測定
　各試料表面の表面ぬれ性の評価として，４μlの水を作製
直後，暗所保管３日から４週間，４週間経過後の試料表面
に滴下し，水滴接触角計（Phoenix Alpha，S.E.O，韓国）
にて水滴接触角を計測した．さらに，暗所保管４週経過後
の試料にUV照射したものについても同様にして水滴接触
角を計測した．

６．培養細胞および培養条件
　８週齢の雄性Sprague-Dawleyラット大腿骨から採取し
たBMSCを37 ℃，５％ CO2，95 ％気相下において15 ％ 
FB S，1 0 -8 M  d e x am e t h a s o n e，1 0  mm  N a -β
-glycerophosphate，50 μg/ml ascorbic acid，antibiotic-
antimycotic溶液含有α-MEM中で通法に従い分離，初代継
代培養し，80 ％コンフルエントに達した培養細胞を
0.25 ％ trypsin-1 mm EDTA-4Naにて剥離し，各実験に
用いた．なお，本実験に関しては北海道医療大学動物実験
委員会「動物実験に関する指針」に準拠して行なった．

７．初期接着細胞数の評価
　各試料表面に播種密度が2×104 cells/cm2となるように
細胞を播種し，４時間培養後，非接着細胞を取り除いた後
に，0.2 ％コラゲナーゼ含有0.25 ％ trypsin-1 mm EDTA-
4Naにて試料表面に接着した細胞のみを剥離回収し，血球
計算盤を用いて細胞数を計測した．

８．細胞骨格関連遺伝子発現の解析
　初期細胞接着と同様にAn上に細胞を播種し，３時間培
養後，試料表面に接着した細胞のみを剥離回収し，血球計
算盤を用いて細胞数を計測し，2×104 cells/mlの濃度に調
整した細胞溶液をTRIzol（Invitrogen，アメリカ）を用い
てtotalRNAを抽出し，通法に従い，High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit（Quiagen，ドイツ），oligo（dT）15 
primer（１μM）にてcDNAを合成した．細胞骨格の制御に
関与するCell division control protein 42（Cdc42），Ras-related 
C3 boturinum toxin substrate 1（Rac1），Ras homolog 
gene family, member A（Rho A）および VinculinのcDNA
をTaqmanプローブ（Applied Biosystems，アメリカ）を用い
て 増 幅 し，Step One® real time PCR system（Applied 
Biosystems）で増幅産物を定量した．内部標準にはGAPDH
を用い，その相対比を比較検討した．

９．統計学的分析
　統計学的検討には，各群間に対してOne-Way ANOVA
を行なった後に，post hoc test としてScheffe法を用いた
有意差検定を行なった．なお，統計学的有意差は，有意水
準を５％とした．

結 果

１．試料表面の結晶解析
　図３に各試料のXRDおよびRAMANのパターンを示す．
解析結果からはともに，Anにおいて矢印で示すアナター
ゼ型のピークが認められたが，Pol，AEではアナターゼ型

図２　誘導体化の化学反応式．生成されたＦ元素を含むトリフ
ルオロ酢酸から水酸基量を定量することができる．

図３　各試料表面の結晶構造解析．アナターゼ型結晶の検出を示すピークが出現した波長を矢印で示す．Anではアナ
ターゼ型結晶のピークを検出したが，PolおよびAEでは検出されなかった．

　　A：XRDパターン　　　B：RAMANスペクトル

Ａ Ｂ
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のピークが認められなかった．これらの結果から，今回用
いた被膜形成法によりチタン表面にアナターゼ型結晶が形
成されていることが確認された．

２．メチレンブルー分解試験
　表面性状の異なる各試料にブラックライトを最長６時間
照射し，経時的なメチレンブルー試験液の吸光度を経時的
に測定した（図４－Ａ）．AnはPol，AEと比較して有意な
吸光度の低下が認められ，照射開始６時間後には溶液はほ
ぼ透明となり，メチレンブルーがほとんど分解されたこと

が目視でも確認できた（図４－Ｂ）．

３．試料表面の元素分析と表面水酸基の定量
　各試料のTFAAによる誘導体化後のXPSによる測定結
果では，UV照射により，表面の炭化水素が減少した（図
５）．また，UV照射により，O1sスペクトルにおいてPol
およびAEは照射前とは異なる532.5eV付近に水酸基が検出
されたが，AnはUV照射前から同部位において水酸基が検
出された．誘導体化後に検出されるCF3に由来するF元素
濃度の変化量はC1sスペクトル上の293.5eVにおける結合

図４　メチレンブルー分解試験の結果
A：吸光度の変化．Anは経時的に吸光度が減少した．
B：６時間経過後の各試料を浸漬したメチレンブルー試験液．左からPol，AE，An．Anの試験液はメチレンブルーが
分解され，ほぼ透明であった．

Ａ Ｂ

図５　ESCAによる各試料表面元素分析結果．試料作製直後（New，緑），４週経過後（４w，赤），４週経過後にUV
照射（UV，青）．各試料ともピークとの高低差が検出強度を示す．左からC1sスペクトル，O1sスペクトル，
Ti2pスペクトル，F1sスペクトル．経時的およびUV照射による炭化水素と水酸基の変化が認められた．
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エネルギーのピーク強度が表面水酸基量となる．各試料と
も作製直後においてはピークを確認できたが，４週および
UV照射試料でのピークは認められなかった．

４．水滴接触角の推移
　作製直後の各試料の接触角はほぼ０°となり超親水性を
示し，その後，PolおよびAEの表面は時間依存的に接触角
が増大し，４週間経過後には疎水性へと変化したが，An
では４週間経過後においても有意な変化は認められず，超
親水性の状態を維持した（図６－Ａ）．さらに，４週間経
過後の各試料にUVを１時間照射したところ，水滴接触角
は再び超親水性となることも確認した（図６－Ｂ）．

５．初期接着細胞数
　図７に示す通り，すべてのチタン表面において試料作製

からの時間経過に伴い，初期接着細胞数が減少する傾向が
認められた．AEでは４週間後33 ％減少したが，Anは
19 ％の減少であった．また，細胞接着数はPolおよびAE
よりも有意に大きかった（p＜0.05）．さらに，UV照射に
よってPol，AEとも試料作製直後と同程度の細胞接着数に
回復し，Anは作製直後よりも30 ％増加した．

６．細胞骨格関連遺伝子の発現
　遺伝子発現レベルはGAPDHを内部標準とし，比較⊿Ct
法（⊿⊿Ct法）を用いて定量した．各遺伝子発現の変化
においてPol，AEでは明らかな時間依存的変化は認められ
なかったがAnは経時的に遺伝子の発現量が減少し，UV照
射によって試料作製直後に近い数値に回復し，RhoAでは
40％程度の発現量の増加が認められた．また，UV照射に
よりPolにおけるVinculinを除いて，すべての試料作製直
後と比較し，試料作製直後以上の発現量を示し，UV照射
による遺伝子発現の増加が認められた（図８）．

考 察

　チタン表面が作製されてから時間経過とともに生物学的
活性が失われていくことはよく知られている．また，細胞
とチタン表面との接着にはインテグリンなどの接着性タン
パクが関与し，これらのタンパクの吸着には表面の水酸基
量が関与すると考えられている．したがって，チタン表面
の水酸基の増加に伴い，タンパク質吸着と細胞接着は促進
される10，16-17）．この現象はチタン表面の水酸基が中性領
域で正の電荷を持ち，負の電荷を持つタンパク質をより多
く吸着するためと考えられている18）．チタンインプラン
ト表面には作製後速やかに二酸化チタン層が形成されるだ
けでなく，炭化水素の吸着により表面水酸基量が減少し，
タンパク質の吸着および細胞の接着が阻害されると考えら
れる．また，表面水酸基量の減少は材料の親水性の低下を
もたらし，水滴接触角の増大へと繋がる．このようにチタ
ン表面が作製されてからの時間経過とともに生物学的活性
を失っていく現象を，チタンの生物学的エイジングとして
とらえている．この生物学的エイジングによる影響は，骨
芽細胞のチタン表面での細胞増殖および分化を遅延させる
だけでなく，骨‐インプラント接触率の低下を引き起こ
し，オッセオインテグレーションを獲得する上で重大な妨
げとなりうると報告されている19）．
　このチタン表面に吸着した炭化水素を除去する効果的な
方法として，UV照射処理がある．UV照射により酸化チ
タン表面で生成した活性酸素種の強い酸化力によって，分
解困難な有機物質や有害気相物質の分解・抗菌作用などを
発揮すると考えられる20）．そこで，環境問題やクリーン
エネルギーの分野において，汚染物測定，防曇，防汚，抗
菌効果のある材料として二酸化チタンの光誘起超両親媒性
ならびに光触媒作用が注目されている21-26）．さらに，UV

図６　水滴接触角
　　　A：水滴接触角の経時的推移．Anの水滴接触角の増大

は認められなかった．
　　　B：試料上の水滴（４w経過試料およびUV照射試料）．

UV照射によって再び超親水性へと変化した．

Ｂ

図７　播種４時間後のBMSCの初期接着数．各試料ともUV照
射によって作製直後と同等あるいはそれ以上の接着数を
示した．

Ａ



坂　田　美　幸

― 106 ―

198

照射によるチタン表面の炭化水素の分解は，長波長UVに
よる光触媒作用だけでなく，短波長UVによる直接的分解
作用によっても起こると考えられる．チタンインプラント
に一定の波長のUVを照射することで，チタン表面に吸着
した炭化水素を除去するだけでなく，チタン表面の濡れ性
の向上や表面電荷の移動が起こることも相乗的に関連し，
早期に強固なオッセオインテグレーションの獲得ができる
として期待されている27-29）．しかしながら，そのメカニ
ズムについてはいまだ明らかでないことから，本実験では，
アナターゼ型二酸化チタンに着目し，光触媒活性を高めた
試料の上での骨芽細胞の挙動について検討した．
　チタン表面には膜厚数nm程度の二酸化チタン層が存在
しているが，自然に形成されるこの二酸化チタン層の光触
媒活性は低いと考えられている．本実験でもPolおよびAE
では，XRDおよびRAMANによる表面分析においてアナ
ターゼ型二酸化チタンのピークは検出されず，メチレンブ
ルー分解試験の結果からも，光触媒活性はほとんど認めら
れなかった．そこでチタン表面に高い光触媒活性を付与す
るためには，アナターゼ型二酸化チタン結晶を付与するこ
とが必要となる．その方法としては，湿式法と乾式法があ
る．湿式法には，非耐熱材料に対してアナターゼ型結晶の
酸化チタン粉末やゾルを利用して固定するコーティング
法，ガラスなどの耐熱材料に対してチタン化合物を塗布
し，400 ℃以上で焼成するゾル・ゲル法がある．また，乾

式法には化学反応を利用し金属表面上の二酸化チタン層の
結晶構造を変える陽極酸化法，液相析出法（LPD）や，チ
タン表面に二酸化チタンを真空蒸着する方法，スパッタ法，
溶射法がある．乾式法は真空中あるいは大気中で酸化チタ
ンを成膜するために，専用の特殊な装置が必要である26）．
今回の試料作製にはチタン溶液に浸漬した試料を引き上げ
て乾燥させることで，簡便にアナターゼ被膜を付与できる
ディップ法を採用した．被膜形成後に超音波洗浄し，被膜
が剥離しないことを確認したが，今後生体内に埋入する際
に被膜が基材から剥離する可能性もあることから，将来的
には，乾式法によりチタン表面にアナターゼ型二酸化チタ
ン結晶を付与する方法についても検討する必要があると思
われる．本実験で用いたコーティング材を塗布した結果，
作製した新規試料からはXRDおよびRAMANともにアナ
ターゼ型のピークが検出された．また，メチレンブルー分
解試験では，目視でほぼ透明の状態にまでメチレンブルー
が分解されていることも確認でき，非常に高い光触媒活性
を有することが示された．基材に用いたAEでは，アナター
ゼの明確なピークが認められず，また，メチレンブルーの
分解もほぼ進行しなかったことから，コーティング材に含
まれる酸化チタン粉末に起因するアナターゼ型結晶であ
り，光触媒活性を獲得したと考えられる．
　今回作製したアナターゼ被膜を付与した試料では，Pol
ならびにAEと比較して作製直後の表面水酸基量が多く，

図８　播種３時間後の試料に接着していたBMSCにおける細胞骨格関連遺伝子の発現．
　左上Cdc42，右上Rac1，左下RhoA，右下Vinculin．Pol,AEでは時間依存的変化は認められなかったが，Anは時間依
存的に発現量が減少した．また，UV照射によって各試料とも発現量の回復が認められた．

＊ｐ＜0.05
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炭化水素量は減少し，超親水性を示した．また，これらの
経時的な変化も少なかったことから，UVの照射にかかわ
らず親水性が長時間維持されることが確認された．さら
に，UV照射により表面水酸基量の変化はピークの出現し
た波長から表面吸着水と考えられ，これにより親水性の維
時と表面の炭化水素の吸着が改善されたと推察される．
　さらに，初期接着細胞数はPol，AEと比較し高い数値を
示し，経時的な減少率を2/3に縮小できただけでなく，UV
照射によって試料作製直後以上の細胞接着が認められた．
アナターゼ型結晶の存在によって炭化水素の分解は進行す
ると考えられるが，UV照射によって活性酸素種が多く発
生することによって，光触媒作用が活性化された結果，
UV照射したAnでは，試料作製直後よりも初期細胞接着に
有効であることが示唆された．これに反し，細胞骨格関連
遺伝子の発現においては，従来のPolおよびAEと比較し，
AnにおけるRho A以外の遺伝子発現量が少なく，また，
経時的な発現量の減少も認められたことから，必ずしも表
面水酸基量の維持，超親水性の維持が初期細胞接着におい
ての必要条件でないことが推察された．また，本実験にお
いて用いたコーティング剤によって付与された被膜に含ま
れるアナターゼ型二酸化チタンの含有量は13 ％程度であ
り，ほとんどが二酸化ケイ素（SiO2）であったことも確認
したことから，光触媒作用には十分なアナターゼ型二酸化
チタン含有量ではあるが，試料表面に付着した細胞が強固
に接着・伸展においてSiO2が抑制的に作用している可能性
がある．先に述べた，チタン表面に直接アナターゼ型二酸
化チタンを効率よく付与することができれば，SiO2の含有
を抑えることもできると思われる．しかしながら，今回用
いたコーティング剤による被膜であってもUV照射による
遺伝子発現量の回復および増加はPolおよびAE以上の数値
を示したことから，Anが光処理機能化において優位に作
用する可能性が示唆された．
　チタンインプラントは流通経路などの理由から製造から
実際に埋入されるまでの間に一定期間がかかる．この間に
もチタンインプラント表面の生物学的エイジングは進行し
ている．既に報告されているとおり，光処理機能化はチタ
ンインプラントの生物学的エイジングを解消する有効な手
段である．今回作製したアナターゼ型二酸化チタン結晶を
含む薄膜は，チタン表面の生物学的エイジングの進行を抑
制させるだけでなく，高い光触媒作用によって光処理機能
化がより効果的に起こると考えられることから，より細胞
親和性の高い新規チタン表面の開発に応用できる可能性が
示唆された．

結 論

　本研究では，作製したアナターゼ型結晶を付与したチタ
ン試料によって，表面特性の分析，ラット間葉系幹細胞の
挙動を検討した結果，以下の結論を得た．

１．作製したAnは高い光触媒活性を示したが，Polおよび
AEでは光触媒活性をほとんど示さなかった．

２．An表面の水酸基量の割合はPol，AEと比較し多く，
水滴接触角の変化が認められなかった．また，これらの
結果は本実験で設定した保管期間およびUV照射の有無
によらなかった．

３．Anの初期細胞接着数は保管期間の延長によって減少
したが，Pol，AEと比較し減少率は小さかった．

４．Anに初期接着した細胞の細胞骨格関連遺伝子は保管
期間の延長により発現量が減少したが，UV照射によっ
て試料作製直後と同等あるいはそれ以上の発現量となっ
た．
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ORIGINAL

The effects of anatase-formed titanium-dioxide on photofunctionalization
and osteoblastic compatibility of titanium

Miyuki Sakata

ABSTRACT : Osseointegration is essential in achieving stability of titanium implants against functional forces. To obtain 
early and strong oseeointegration, it is important to reduce the time required for cell proliferation and differentiation. 
Recent studies have reported that bone formation on rough surfaces occur earlier than on smooth surfaces. Therefore, 
the microtopological properties of titanium surfaces are an important factor to determine osteoconductivity, and titanium 
implants with roughened surface are commonly used. The amount of surface hydroxyls is a key factor determining the 
biocompatibility at the tissue-material interface. Treatment of titanium surfaces with UV light have demonstrated 
increases biocompatibility and osteoconductivity, generated by a photocatalytic action. This study showed that 
enhancement of the photocatalytic reaction leads to an increase in photofunctionalization at the surface of titanium. 
Commercially pure titanium disks were polished up to 600 grit, and further finely polished with colloidal silica （Pol）. 
Acid-etched disks （AE） were Pol treated with hydrofluoric acid （HF）, following sulfuric acid （H2SO4）. The AE disks 
coated with anatase-formed titanium-dioxide （An） were prepared to enhance the photocatalytic activity. Initial 
attachment of rat bone marrow derived mesenchymal stem cells （BMSC） was evaluated by counting the number of 
attached cells, and the cytoskeletal-associated gene expression of the attached cells was quantified after 4 h of incubation. 
All samples were characterized by laser-Raman spectroscopy, and the superficial layer of the An samples was found to 
contain anatase-formed titanium-dioxide. Methylene blue reduction tests showed that An offers good potential for 
photocatalytic activity. And An samples were maintained superhydrophilic for 4 weeks, and the number of attached cells 
on these samples decreased with time after preparation, however, the An substrates were superior to the Pol and AE of 
all time-point. The UV treatment was shown to be able to recover the ability to attach cells on aged surfaces, the number 
of attached cells on UV-treated An samples was about 30 ％ higher than that on new An samples. The cytoskeletal gene 
expression of the attached cells was reduced time-dependently, however, UV photofunctionalization enables a recovery of 
the level of expression of Cdc42, Rac1, and Vinculin; for Rho A, the level of expression was about 30 ％ higher than for 
new sample. This study suggests that anatase-formed titanium-dioxide enhanced osteoblastic biocompatibility contribute 
to an effect of photofunctionalization, and suggests that the potential for developing titanium implant surfaces with very 
high bone compatibilities.

Key Words : titanium implant, photofunctionalization, anatase-formed titanium-dioxide, photocatalytic action, osteoblastic 
compatibility
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