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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　医療用金属インプラントに機能性を付与する方法であって、
　（１）機械加工、化学エッチングまたはサンドブラストされた金属インプラント表面を
提供する工程と、
　（２）前記金属インプラント表面を周囲条件下で紫外（ＵＶ）線により処理することで
、前記金属インプラント表面に正の電荷を帯びた金属酸化物を形成する工程と、を有し、
　前記金属インプラントは、チタンインプラント、チタン合金インプラント、クロム－コ
バルト合金インプラント、ニッケルインプラント、ニッケル合金インプラント、ステンレ
ス鋼インプラント、ジルコニウムインプラント、アルミニウムインプラントおよびアルミ
ニウム合金インプラントからなる一群から選択され、
　前記ＵＶ線は、約１７０ｎｍから約２７０ｎｍの波長のＵＶ線および約３４０ｎｍから
約３８０ｎｍの波長のＵＶ線の組み合わせである方法。
【請求項２】
　処理された前記表面は、増進した割合で、タンパク質および／または細胞を引き寄せる
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記表面は、チタン表面である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記チタン表面は、ＴｉＯ２を有する請求項３に記載の方法。
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【請求項５】
　処理された前記表面は、実質的に炭化水素を含有しない請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記インプラントは、担体材料を有する請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記インプラント表面は、酸エッチングにより加工される請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＵＶ線は、約１７０ｎｍから約２７０ｎｍと約３４０ｎｍから約３８０ｎｍの一群
から選択される波長である請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記表面は、ＵＶＡおよびＵＶＣの組み合わせにより処理される請求項１に記載の方法
。
【請求項１０】
　ＵＶ線による前記処理は、最長で４８時間である請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　ＵＶ線による前記処理は、３０秒、１分、５分、１５分、３０分、１時間、３時間、５
時間、１０時間、１５時間、２４時間、３６時間および４８時間の一群から選択される時
間で行われる請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記処理された表面は、酸化金属陽イオンを有する請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記酸化金属陽イオンは、酸化チタン陽イオンである請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞は、ヒト間葉幹細胞および骨芽細胞からなる一群から選択され、前記タンパク
質は、ウシ血漿アルブミン、フラクションＶ、およびウシ血清フィブロネクチンからなる
一群から選択される請求項２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記タンパク質および細胞は、前記インプラント表面に直接に接着する請求項２に記載
の方法。
【請求項１６】
　前記処理されたインプラント表面は、未処理のインプラント表面と比較して、組織－イ
ンプラント一体化および／または骨－インプラント一体化を向上することができる請求項
１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記処理されたインプラント表面は、未処理のインプラント表面と比較して、骨形成能
力が向上している請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記処理されたインプラント表面は、タンパク質吸収の増加、骨芽細胞の移動の増加、
骨芽細胞の接着の増加、骨芽細胞分散の増加、骨芽細胞の増殖の増加、骨芽細胞の分化の
増加のいずれか、もしくはそれらの組み合わせを可能にする請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　請求項１から１８のいずれかに記載の方法を有する骨－インプラント一体化もしくは骨
形成能力を向上する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００８年１１月２５日に提出された米国特許出願第６１／１１７，８３１
に基づく優先権を主張し、その内容を参考としてすべて組み込んでいる。
　本願発明は、バイオメディカルに利用される医療用インプラントに関する。
【０００２】
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　骨粗鬆症による大腿骨頸部骨折と、膝関節および股関節の退行性変化は、よくある問題
である。米国では、年間５００，０００件を超える股関節および膝関節の再構築手術が行
われており、この手術には、アンカーとしてのチタンインプラントが重要な治療手段とな
っている。これらの領域での骨折は、本質的に骨を固定すること（例えば、固定支持など
）が許容されず、通常、インプラントは、手術の直後から重力や歩行などの日常生活の活
動による恒常的および／または周期的な衝撃にさらされる。このような手術における結果
の問題点としては、憂慮すべき程度の障害、長期における介助、死亡率、比較的高い割合
５～５０％の割合で起きる修正手術、実施的な生活の質の低下などが挙げられる。
【０００３】
　他の決定要因として、これらの目的で使用されるインプラントの設置は、骨の再生能力
を阻害し、また骨粗鬆症などの代謝活動およびインプラントの周囲での骨の修復を遅らせ
る老化などを引き起こす。したがって、罹患率を最小限にし、機能的な回復および長期的
な予後を最大にするために、骨内インプラントを使用した迅速かつしっかりとした骨およ
び関節アンカーの確立に未だかつてないほど尽力している。
【０００４】
　一方で、欠損歯の再生手術として、歯科用チタンインプラントを使用することは広く認
知されている。しかしながら、患者の歯の質や大きさ、全体的な状態、および年齢などを
含む様々なリスクが歯科におけるインプラント治療には存在する。さらには、チタンイン
プラントが骨と一体化されて咬合荷重に耐えられるようになるには長い時間が必要であり
（４～６ヶ月）ため、これらの有益な治療を実質的に制限してしまう。向上された骨形成
（骨伝導性）能力を有するインプラントは、患者および歯科医に非常に有益である。　
【０００５】
　骨に加えて、骨、関節および歯の再構築治療以外の組織再生治療は、多くの問題と直面
している。例えば、怪我および退行性変化後の骨の以上のための現在行われている治療は
、組織再生のために成長因子などの生体分子を使用する必要がある。しかし、それでも生
体分子の効果および再生可能な骨の量には限界がある。生体分子による副作用および治療
に必要なコストも顕著である。
【０００６】
　担体バイオ材料と共に供給することで生理活性が向上したインプラントは、組織再生に
必要な生体反応を促進するのに使用できる可能性を有している。
【発明の概要】
【０００７】
　ここで記載するのは、金属表面を有する医療用インプラントであって、該金属表面は、
正の電荷を帯びた金属酸化物を有するインプラントを記載する。金属は、チタン、金、プ
ラチナ、タンタラム、ニオビウム、ニッケル、鉄、クロム、コバルト、ジルコニウム、ア
ルミニウム、およびパラジウムであってもよい。一実施形態では、該インプラントは、金
属もしくは非金属の担体材料を有していてもよい。
【０００８】
　一実施形態では、医療用インプラントは、チタン表面を有する。チタン表面は、ＴｉＯ

２を有する。一実施形態では、チタン表面は実質的に炭化水素を含まない。
【０００９】
　インプラント表面は、タンパク質および／または細胞を促進された割合で引き寄せるこ
とができる。タンパク質は、ウシ血清アルブミン、フラクションＶ、およびウシ血漿フィ
ブロネクチンを使用してもよい。細胞は、ヒト間葉幹細胞、および骨芽細胞を使用しても
よい。タンパク質もしくは細胞は、処理済みインプラント表面に、例えば架橋用二価陽イ
オンなどを用いないで直接、接着させてもよい。
【００１０】
　インプラント表面は、組織－インプラントの一体化および／または骨－インプラント一
体化を引き起こすもしくは向上することができる。インプラント表面は、以下もしくは以
下の組み合わせが可能である：タンパク質吸収の増加、骨芽細胞移動の促進、骨芽細胞接



(4) JP 6072413 B2 2017.2.1

10

20

30

40

50

着の促進、骨芽細胞拡散の促進、骨芽細胞増殖の促進、および骨芽細胞分化の促進。
【００１１】
　ここでは、医療用インプラントに機能性を付与する方法を記載し、該方法は、（１）金
属インプラント表面を提供する工程と（２）該インプラント表面を処理し正の電荷を帯び
た表面にする、もしくは表面の正の電荷を強める工程と、を有する。いくつかの実施形態
では、該方法は、生理学的環境において正の電荷を帯びさせる。生理学的環境は、ｐＨが
約７であってもよい。いくつかの実施形態では、該方法は、ｐＨが７未満もしくは７より
大きくても該表面に正の電荷を帯びさせることができる。
【００１２】
　一実施形態では、処理された表面は、未処理の表面と比較してタンパク質および／また
は細胞を向上した割合で吸着することができる。
【００１３】
　一実施形態では、インプラントは、チタン表面を有する。一実施形態では、チタン表面
は、二酸化チタンを有する。
【００１４】
　一実施形態では、該インプラント表面は、紫外線（ＵＶ線）を照射することにより処理
される。ＵＶ線は、ＵＶランプを使って照射できる。ＵＶ線は、約１０ｎｍ～４００ｎｍ
の波長であってもよい。いくつかの実施形態では、ＵＶ線は、約１７０ｎｍ～約２７０ｎ
ｍもしくは約３４０ｎｍ～３８０ｎｍの波長であってもよい。いくつかの実施形態では、
該表面は、約１７０ｎｍ～約２７０ｎｍの波長のＵＶ線と約３４０ｎｍ～約３８０ｎｍの
ＵＶ線を組み合わせて照射して処理される。
【００１５】
　ＵＶ線の強度は、広範囲であってもよい。例えば、ＵＶ線強度は、０．００１ｍＷ／ｃ
ｍ２～１００ｍＷ／ｃｍ２の範囲であってもよい。いくつかの実施形態では、ＵＶ線は、
約０．１ｍＷ／ｃｍ２の強度であってもよく、もしくは約２ｍＷ／ｃｍ２であってもよい
。ＵＶ線による処理は、４８時間以内であればよく、例えば、３０秒、１分、５分、１５
分、３０分、１時間、５時間、１０時間、２４時間、３６時間、および４８時間である。
【００１６】
　一実施形態では、該方法は、さらに、インプラント表面に処理を施す前に、インプラン
ト表面を加工する工程を有する。インプラント表面は、物理的な加工もしくは化学的な加
工を施してもよい。物理的な加工としては、機械加工もしくはサンドブラストなどであっ
てもよい。化学的な加工は、酸もしくはアルカリによるエッチングであってもよい。酸と
しては、硫酸でもよい。加工表面は、正の電荷を帯びてもよい。ＵＶ線処理は、加工され
た表面に正の電荷を帯びさせるのを促進する。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、処理された表面は、酸化金属陽イオンを有する。酸化金属陽
イオンは、酸化チタン陽イオンであってもよい。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、処理されたインプラント表面は、ウシ血清アルブミン、
フラクションＶ、ウシ血漿フィブロネクチンなどを吸着できる。一実施形態においては、
処理されたインプラント表面は、ヒト間葉幹細胞および骨芽細胞を引き寄せることができ
る。タンパク質もしくは細胞は、例えば、架橋用二価陽イオンなどを用いずに処理された
インプラント表面に直接に接着してもよい。一実施形態では、処理されたチタン表面は、
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋などの２価陽イオンを有さない。
【００１９】
　処理されたインプラント表面は、インプラント部位での組織－インプラントの一体化お
よび／または骨－インプラントの一体化を向上できる。処理されたインプラント表面は、
未処理のインプラント表面と比べて骨形成能力に優れている。インプラント表面は、以下
もしくは以下の組み合わせが可能である：タンパク質吸収増加、骨芽細胞移動の促進、骨
芽細胞接着の促進、骨芽細胞拡散の促進、骨芽細胞増殖の促進、および骨芽細胞分化の誘
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導。
【００２０】
　上述の方法は、インプラントの骨形成活性を増加、インプラントの骨伝導性能力の増加
、および組織－インプラントおよび／または骨－インプラントの一体化の向上などに使用
できる。
【００２１】
　ここに記載するのは、上述の方法により表面に機能性を有する医療用インプラントであ
る。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、異なる時期および紫外線照射をした場合としなかった場合における酸に
よりエッチングしたチタン表面の初期の生体活性を示している。　図１Ａは、チタンディ
スクを新しく加工した直後に使用した場合と、４週間後の場合（室温環境の暗室にて保存
）と、４週間後にＵＶで処理された場合とにおける２時間、２４時間、７２時間の培養後
のウシ血清アルブミン吸収率平均値±ＳＤ（標準偏差）を示す。　図１Ｂは、異なる状況
下で酸によりエッチングされたチタンディスクに３時間の培養中に８μｍの孔を通って移
動したヒト間葉幹細胞（ＭＳＣｓ）の量を示す。　図１Ｃは、接種してから３時間および
２４時間後において、ＷＳＴ－１検知により評価されたチタンディスクに接着したヒトＭ
ＳＣｓを示す。全てのパネルにおいて、データは平均値±ＳＤで示す（ｎ＝３）。
【図２】図２は、異なる条件で酸によりエッチングしたチタン表面に接種して３時間後の
ヒト間葉幹細胞の初期の分散および細胞骨格の変化を示す。異なる条件：新しく加工した
表面、４週間後の表面、４週間後の表面をＵＶ線で処理。　図２Ａは、アクチンフィラメ
ント（赤）、アンチ－パキシリン（緑）、もしくはこれらの組み合わせをローダミンファ
ロイジンで染色した細胞の共焦点顕微鏡画像を示す。　図２Ｂは、これらの画像を使って
行った細胞形態計測の評価である。データは、標準値±ＳＤ（ｎ＝１０）で示す。
【図３】図３は、生体力学プッシュインテストの評価を行った結果、新しく加工されたチ
タン表面とＵＶ線処理した酸によりエッチングしたチタン表面の骨－チタンの一体化が、
４週間後の表面に比べて促進されていることを示す。機械加工および酸によるエッチング
のインプラントのプッシュイン値は、ＵＶ線処理をした場合としなかった場合を記載して
いる。データは平均値±ＳＤ（ｎ＝５）で示されている。
【図４】図４は、正の電荷を帯びたチタン表面のアルブミン吸収Ａおよび細胞接着Ｂの向
上を示す。　図４Ａは、アルブミン培養前に２４時間イオン処理した場合としなかった場
合の種々のチタン表面（新しく加工されたチタン表面、４週間後のチタン表面、４週間後
にＵＶ線処理されたチタン表面）を３時間培養している間のアルブミンの吸収を示す。ア
ルブミン培養の培地は、ｐＨ７もしくは３に調節された。　図４Ｂは、２４時間の培養に
おいて、種々のチタン表面に接着したヒトＭＳＣｓの量を示す。チタン表面は図４Ａと同
様にして、準備した。培地は、ｐＨ７に調節した。データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で
示す。
【図５】図５は、新たに解明された、チタン表面にタンパク質および細胞が静電気的に接
着する様子を簡略化して示したものである。左側（古いチタン）および右側（新しいチタ
ンもしくはＵＶ線処理されたチタン）は、それぞれ細胞を引き寄せず、もう一方は細胞を
引き寄せる。
【図６】図６は、新しく加工されたチタン表面およびＵＶ線処理されたチタン表面向上進
された生体活性を汎化したものである。　図６Ａは、新しく加工された、４週間後、４週
間後にＵＶ線処理した機械加工およびサンドブラストされたチタンディスクに対して６時
間のアルブミン吸収培養を行った図である。データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示す。
　図６Ｂは、新しく加工された、４週間後、４週間後にＵＶ線処理した機械加工およびサ
ンドブラストされたチタンディスクに対して６時間のフィブロネクチンン吸収培養を行っ
た図である。データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示す。　図６Ｃは、ＵＶ線処理した場
合としなかった場合の機械加工されたインプラントのプッシュインテストにより骨－チタ
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ンの一体化を計測したものを示す。データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝５）で示す。
【図７Ａ】図７Ａ～Ｇは、紫外線（ＵＶ線）に誘導されたチタン表面に対する骨芽細胞親
和性を示す。機械加工された表面および酸によりエッチングされた表面の二つの異なる形
態の表面を用意した。図７Ａは、４８時間のＵＶ線処理後に得られた超親水性のチタン表
面を示す（左図）。種々の時間ＵＶ線処理をした後のＨ２Ｏの接触角度により親水性の変
化を評価した（線グラフ）。
【図７Ｂ】図７Ｂは、４８時間のＵＶ線処理後がストップしてからの暗下においてチタン
表面の親水性の低下を示す。
【図７Ｃ】図７ＣおよびＤは、ＵＶ線による前処理をした場合としなかった場合でのチタ
ン表面へのタンパク質の吸収率を示す。アルブミン（Ｃ）およびフィブロネクチン（Ｄ）
は、チタン表面で２時間、６時間、２４時間培養した。
【図７Ｄ】図７ＣおよびＤは、ＵＶ線による前処理をした場合としなかった場合でのチタ
ン表面へのタンパク質の吸収率を示す。アルブミン（Ｃ）およびフィブロネクチン（Ｄ）
は、チタン表面で２時間、６時間、２４時間培養した。
【図７Ｅ】図７Ｅは、３時間および２４時間の培養後にＵＶ線処理をした場合としなかっ
た場合のチタン表面に接着した骨芽細胞の相対的な数のＷＳＴ－１色彩測定による評価を
示す。
【図７Ｆ】図７ＦおよびＧは、タンパク質および骨芽細胞に対するチタン親和性のＵＶ線
処理の時間依存変化率を示す。ＵＶ線による前処理の時間に対してのチタン表面のアルブ
ミン吸収率（Ｆ）および骨芽細胞接着率（Ｇ）をプロットしている。図７Ｃ～７Ｇまでの
データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示されており、ＵＶ線処理を行った表面と未処理の
コントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差が
あった。
【図７Ｇ】図７ＦおよびＧは、タンパク質および骨芽細胞に対するチタン親和性のＵＶ線
処理の時間依存変化率を示す。ＵＶ線による前処理の時間に対してのチタン表面のアルブ
ミン吸収率（Ｆ）および骨芽細胞接着率（Ｇ）をプロットしている。図７Ｃ～７Ｇまでの
データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示されており、ＵＶ線処理を行った表面と未処理の
コントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差が
あった。
【図８Ａ】図８Ａ～Ｃは、ＵＶ線処理されたチタン上での骨芽細胞の初期の態様を示す。
図８Ａは、ＵＶ線による前処理した場合としなかった場合でのチタン表面上の初期の骨芽
細胞の分散および細胞骨格の構成を示す。接種後３時間の骨芽細胞の核（青）をＤＡＰＩ
で、アクチンフィラメント（赤）をローダミンファロイジンにより二重染色しものの共焦
点顕微鏡画像である。バーは、１０μｍである。該画像を使って細胞形態計測の評価を行
なった（ヒストグラムを下に示す）。データは、平均値±ＳＤ（ｎ＝６）で示しており、
＊ｐ値＜０．０５で、ＵＶ照射処理した表面と未処理のコントロール表面では有意な差が
あった。
【図８Ｂ】図８Ｂは、ＵＶ線処理したチタン表面としなかったチタン表面で培養２日目と
５日目の骨芽細胞の密度を示す（下記のヒストグラム）。２日目に得られた細胞の蛍光画
像は、細胞密度が確認できるように上部に示している。
【図８Ｃ】図８Ｃは、チタン基材上での骨芽細胞の増殖活動を２日目の培養の各細胞にＢ
ｒｄＵを取り込ませて評価した。図８ＢおよびＣのデータは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で
示しており、ＵＶ線処理を行った表面と未処理のコントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ
値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差があった。
【図９Ａ】図９Ａ～Ｄは、ＵＶ線処理したチタン表面における向上された骨芽細胞の表現
形質および促進された分化を示す。図９Ａは、骨芽細胞の初期の段階のマーカーであるア
ルカリホスホターゼ（ＡＬＰ）のＵＶ線により促進された活性を示す。上図では、チタン
基質の上で１０日ほど培養された骨芽細胞のＡＬＰ染色を示す。培養領域においてＡＬＰ
陽性領域をパーセンテージで示す（左下ヒストグラム）。細胞ごとに標準化されたＡＬＰ
活性の色彩測定による定量化も示す（右下ヒストグラム）。
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【図９Ｂ】図９Ｂは、骨芽細胞のミネラリゼーション能力（後期段階のマーカー）を示す
。上図は、１４日間の培養後の骨芽細胞をフォンコッサ染色した図である。培養領域にお
いてフォンコッサ陽性領域をパーセンテージで示す（左下ヒストグラム）。カルシウムの
総堆積量を色彩測定により計測したものも示す（右下ヒストグラム）。
【図９Ｃ】図９ＣおよびＤは、機械加工されたチタン表面（Ｃ）と酸によりエッチングし
たチタン表面（Ｄ）の上で培養した骨芽細胞における骨関連遺伝子の発現を示す。骨芽細
胞は、ＵＶ線処理したチタンとＵＶ線処理しなかったチタンの上で培養し、逆転写ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）により遺伝子の発現を半定量化して評価した。電気泳動
の画像を上図に示す。ＧＡＰＤＨｍＲＮＡの発現レベルに対する遺伝子発現の定量レベル
を下に示す。Ｃ：未処理のコントロール。ＵＶ：ＵＶ線照射処理。図９Ａ～９Ｄまでのデ
ータは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示されており、ＵＶ線処理を行った表面と未処理のコ
ントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差があ
った。
【図９Ｄ】図９ＣおよびＤは、機械加工されたチタン表面（Ｃ）と酸によりエッチングし
たチタン表面（Ｄ）の上で培養した骨芽細胞における骨関連遺伝子の発現を示す。骨芽細
胞は、ＵＶ線処理したチタンとＵＶ線処理しなかったチタンの上で培養し、逆転写ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）により遺伝子の発現を半定量化して評価した。電気泳動
の画像を上図に示す。ＧＡＰＤＨｍＲＮＡの発現レベルに対する遺伝子発現の定量レベル
を下に示す。Ｃ：未処理のコントロール。ＵＶ：ＵＶ線照射処理。図９Ａ～９Ｄまでのデ
ータは、平均値±ＳＤ（ｎ＝３）で示されており、ＵＶ線処理を行った表面と未処理のコ
ントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差があ
った。
【図１０】図１０は、生体力学的プッシュインテストにより評価したＵＶ線処理により向
上した骨－チタンの一体化を示す。機械加工および酸によるエッチングのインプラントの
プッシュイン値は、ＵＶ線処理した場合としなかった場合を記載している。データは平均
値±ＳＤ（ｎ＝５）で示されている。ＵＶ線処理を行った表面と未処理のコントロール表
面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値＜．０５で、有意な差があった。
【図１１Ａ】図１１は、ＵＶ線により促進されたインプラント周縁の骨形成を示す。図１
１Ａ～Ｄは、オリジナル倍率である４０倍で、図１１Ｅ～Ｈは、２００倍で、図１１Ｉ～
Ｌは４００倍で、ゴールドナートリクロム染色した酸によるエッチング処理したチタンイ
ンプラントの細胞画像を示す。なお、２週目のＵＶ線処理したインプラントは、骨とイン
プラントの間で軟組織が形成されるのを防ぐ激しい骨形成が行なわれおり（図１１Ｆの矢
印）、これはインプラント表面に直接骨が堆積することにつながる（図１１Ｊ矢印）。こ
れに対して、未処理のコントロールの周りの骨は分断されており（図１１Ｅ）、骨とイン
プラント表面の間に移動してくる軟組織を含んでおり、これは骨－インプラント表面の直
接の接触を阻害している（図１１Ｉの矢印）。このようなインプラントおよび骨境界面で
の形態の違いは、４週目でも明らかである（図１１ＧおよびＨ）。軟組織に阻害されずに
インプラント表面に沿った広範囲な骨分散は、ＵＶ線処理したインプラントの周りで確認
されている（図１１ＨおよびＬ）、一方で未処理のインプラントの周りの骨の多くは、軟
組織によりインプラント表面から離されている（図１１Ｇおよび図１１Ｋの矢印）。骨－
インプラント接触の平均的な細胞形態計測値（図１１Ｍ）、近位領域での骨量（図１１Ｎ
）、遠位領域での骨量（図１１Ｏ）および軟組織の阻害（図１１Ｐ）を示す。ＵＶ線処理
を行った表面と未処理のコントロール表面では、それぞれ＊＊ｐ値＜．０１および＊ｐ値
＜．０５で、有意な差があった。
【図１１Ｂ】ＵＶ線処理したインプラント周縁の２週目（Ｗ２）の骨形成の４０倍率での
画像。
【図１１Ｃ】未処理のコントロールインプラント表面での４週目（Ｗ４）の骨形成の４０
倍率での画像。
【図１１Ｄ】ＵＶ線処理したインプラント周縁の４週目（Ｗ４）の骨形成の４０倍率での
画像。
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【図１１Ｅ】未処理コントロールの周縁での骨形成の２００倍率での画像。
【図１１Ｆ】ＵＶ線処理したインプラント周縁の２週目の骨形成の２００倍率での画像。
【図１１Ｇ】未処理コントロールインプラントの周縁の骨形成の４週目の２００倍率での
画像。
【図１１Ｈ】ＵＶ線処理したインプラント周縁の４週目の骨形成の２００倍率での画像。
【図１１Ｉ】未処理コントロールインプラントの周縁での軟組織による阻害の４００倍率
での画像。
【図１１Ｊ】ＵＶ線処理したインプラントの骨の直接の堆積の４００倍率での画像。
【図１１Ｋ】未処理コントロールインプラントの骨が軟組織によりインプラント表面から
離されている４００倍率での画像。
【図１１Ｌ】ＵＶ線処理したインプラントの広範囲な骨分散の４００倍率での画像。
【図１１Ｍ】骨－インプラント接触の平均的な細胞形態計測値。
【図１１Ｎ】近位領域での骨量。
【図１１Ｏ】遠位領域での骨量。
【図１１Ｐ】軟組織による阻害。
【図１２Ａ】図１２Ａ～Ｍは、ＵＶ線に誘導された、生物学的効果を伴うチタン表面の特
性の変化を示す。図１２Ａは、機械加工されたチタン表面と酸によりエッチング処理され
たチタン表面のＸ線回析（ＸＲＤ）スペクトルと、９２３Ｋおよび６７３Ｋで加熱して生
成されたＴｉＯ２純粋なルチル構造、およびルチルとアナターゼの混合構造を示す。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、機械加工されたチタン表面と酸によるエッチング処理されたチ
タン表面の光吸収スペクトラムを示す。
【図１２Ｃ】図１２Ｃは、機械加工されたチタン表面と酸によりエッチング処理されたチ
タン表面のＸ線光電子分光（ＸＰＳ）を示す。
【図１２Ｄ】図１２Ｄは、図１２ＣのＸＰＳＴｉ２ｐピークの拡大図である。
【図１２Ｅ】図１２Ｅ～図１２Ｇは、ＵＶ線を様々な時間照射したあとの酸によりエッチ
ングしたチタン表面のＴｉ２ｐ（図１２Ｅ）、Ｏｌｓ（図１２Ｆ）およびＣｌｓ（図１２
Ｇ）のＸＰＳの状態の変化を示す。
【図１２Ｆ】図１２Ｅ～図１２Ｇは、ＵＶ線を様々な時間照射したあとの酸によりエッチ
ングしたチタン表面のＴｉ２ｐ（図１２Ｅ）、Ｏｌｓ（図１２Ｆ）およびＣｌｓ（図１２
Ｇ）のＸＰＳの状態の変化を示す。
【図１２Ｇ】図１２Ｅ～図１２Ｇは、ＵＶ線を様々な時間照射したあとの酸によりエッチ
ングしたチタン表面のＴｉ２ｐ（図１２Ｅ）、Ｏｌｓ（図１２Ｆ）およびＣｌｓ（図１２
Ｇ）のＸＰＳの状態の変化を示す。
【図１２Ｈ】図１２Ｈは、異なる時間ＵＶ線処理した酸によりエッチングしたチタン表面
の原子の変化をパーセンテージで示したものである。
【図１２Ｉ】図１２Ｉは、３時間の培養後のアルブミン吸収率を酸によりエッチングされ
たチタン表面炭素原子に対してプロットしたものであり、これは、顕著な逆相関の関係を
示している。
【図１２Ｊ】図１２Ｊは、３時間の培養後の骨芽細胞の接着率を酸によりエッチングした
チタン表面炭素原子に対してプロットしたものであり、これは、顕著な指数関数的な関係
を示している。
【図１２Ｋ】図１２Ｋおよび図１２Ｌは、アルブミン吸収率（図１２Ｋ）および骨芽細胞
接着率（図１２Ｌ）を酸によりエッチングしたチタン表面上のＨ２Ｏの接触角度に対して
プロットしたものであり、これは特に目立った関連性がないことを示している。
【図１２Ｌ】図１２Ｋおよび図１２Ｌは、アルブミン吸収率（図１２Ｋ）および骨芽細胞
接着率（図１２Ｌ）を酸によりエッチングしたチタン表面上のＨ２Ｏの接触角度に対して
プロットしたものであり、これは特に目立った関連性がないことを示している。
【図１２Ｍ】図１２Ｍは、タンパク質吸収および骨芽細胞の接着と分散を加速および向上
させる光形成による生体親和性ＴｉＯ２のＴｉＯ２光機能性付与の概略図を示す。
【図１３】図１３は、ＵＶ線で様々に処理されたチタン表面に接着した細胞の数を示す。
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【発明を実施するための形態】
【００２３】
金属表面を有する医療用インプラント
　ここに記載するのは、金属表面を有する医療用インプラントであって、前記金属表面は
正の電荷を帯びた酸化金属を有する。前記金属は、チタン、金、プラチナ、タンタラム、
ニオビウム、ニッケル、鉄、クロム、コバルト、ジルコニウム、アルミニウム、およびパ
ラジウムであってもよい。いくつかの実施形態では、前記金属表面は、酸化金属陽イオン
を有する。
【００２４】
チタン表面
　チタン表面は、負の電荷を帯びていると考えられるため、陽イオンが、例えばＣａ２＋

など、チタン表面と反応する。一方で、多くのタンパク質および生物の細胞は、生理学的
条件下では、負の電荷を帯びているため、チタン表面と反発する可能性がある。
【００２５】
　チタンインプラントは、整形外科および歯科の病気および問題において再構築アンカー
として使われている。インプラントアンカーの成功には、軟組織／結合組織に阻害されず
にチタン表面に骨が直接堆積する規模が関係する。これを「骨－インプラント一体化」も
しくは「オッセオインテグレーション」と言う。現在の整形外科および歯科のチタンイン
プラントは、この考え方に基づいて開発されており、「オッセオインテグレーテッド・イ
ンプラント」と呼ばれている。しかしながら、骨によりカバーされる全インプラント領域
は、４５±１６％もしくは５０～７５％に留まっており、理想とする１００％を大きく下
回っている。多くのインプラントは、不完全な設置もしくは骨－インプラント境界面での
初期もしくは後期の破壊的変化により失敗している。インプラントの周りの全てに骨組織
が形成されない理由についてはわかっていない。
【００２６】
　酸化チタン（ＴｉＯ２）紫外線（ＵＶ線）誘導型超親水性は、１９９７年に発見された
。半導体酸化物の光化学反応（超親水性の生成も含む）は、環境およびクリーンエネルギ
ー科学から多くのまた幅広い注目を集めた。非常に親水性の高いチタン表面の光による形
成は、光処理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。このモデルでは
、光処理は、架橋部位において表面の酸素欠乏をつくり、これによりＴｉ４＋部位をＴｉ
３＋部位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。
【００２７】
　本発明者らは、１）新しく加工されたチタン表面もしくは修飾されたチタン表面は、正
の電荷を帯びている；２）古いチタン表面をＵＶ線で処理することで表面が正の電荷を帯
び、新しく加工されたチタン表面をＵＶ線で処理するとその正電荷をより強化する；３）
これらの正の電荷を帯びた表面は、タンパク質および細胞親和性を示し、ＵＶ線処理され
ていない古いチタン表面と比較してタンパク質および細胞親和性が実質的に増加している
；４）タンパク質および細胞接着に関するこれらの新規に見出されおよび形成されたメカ
ニズムは、タンパク質および／または細胞とチタン表面の直接の相互作用を可能にし、こ
れには架橋用の２価陽イオン、例えばＣａ２＋などを必要としない、ということを見出し
た。新しい表面および生体的メカニズムは、チタンインプラントの分野において認識され
てきた生体プロセスと区別できる。なぜなら、タンパク質の吸収および細胞の接着、最終
的なチタン表面が、組織との一体化および再生能力において実質的に増加しているからで
ある。
【００２８】
　ＵＶ線処理は、通常の空気雰囲気条件において、例えば、真空状態や不活性ガスの注入
などの他の雰囲気の設定はいらない条件において行なうことができる。チタンもしくはチ
タン混合金属をＵＶ線処理すると、チタン原子の価電子バンドから伝導性バンドへと電子
を活性化させ、これによりチタンの表面層に陽性の孔を形成して正の電荷を表面に形成す
る。電子を活性化するには、３．２ｅＶのＵＶ線エネルギーが必要であり、これはＵＶＡ
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と呼ばれるおおよそ３６５ｎｍの波長に該当する。これに対し、ピークの波長が２６０ｎ
ｍより短いＵＶＣでは、炭化水素の直接の分解が行なわれる。この炭素除去メカニズムは
、チタン表面にＵＶＡが貫通するのに役立ち、正電荷を形成する効率を上げ、結果的に形
成された正電荷を露出するのを促進および向上する。
【００２９】
　いかなる理論に制限されることなく、ＵＶＡ（約３４０ｎｍ～約３８０ｎｍ）およびＵ
ＶＣ（約１７０ｎｍ～約２７０ｎｍ）の組み合わせが使用された。
【００３０】
　ＵＶ線処理されたチタンに仲介された骨－チタン一体化の向上は実質的であることが証
明された。例えば、酸によりエッチングしたインプラントの生体医療アンカーは、２週目
における治癒の初期の回復において３倍以上増加された。プッシュイン値のこの３倍増の
値は、同じ動物モデルの８週目でも得られた。換言すると、ＵＶ線処理され酸によりエッ
チングされたインプラントで得られたプッシュイン値は、ＵＶ線未処理で酸によるエッチ
ングがされたインプラントの８週目と同等であり、すなわちＵＶ線処理された表面は４倍
の早さで骨－インプラント一体化を達成したことを示している。ＵＶ促進されたチタンは
、軟組織にほぼ邪魔されることなく骨－チタンの直接の接触の最適なレベル（実質的に１
００％）を達成可能にしている。これらのｉｎ　ｖｉｖｏでの達成は、ＵＶ線処理したチ
タン表面上での以下の生物学的にプロセスによる（１）タンパク質吸収の増加；（２）骨
芽細胞移動の増加；（３）骨芽細胞接着の増加；（４）骨芽細胞分散の促進；（５）骨芽
細胞の増殖増加；（６）骨芽細胞分化の促進。
【００３１】
　これらのプロセスは、独立でも独立でなくてもよい。例えば、タンパク質吸収の増加が
、タンパク質および細胞インテグリンの相互作用の促進を介して骨芽細胞接着を向上する
ことができる。骨芽細胞増殖の増加は細胞－細胞の相互作用の増加により分化の向上を引
き起こすこともできる。
【００３２】
　ＵＶ線処理された表面はフィブロネクチンの吸収が増加しているため、ＲＧＤ接着イン
テグリンを持つ他の細胞も表面に引き寄せられる。興味深いことに、軟組織による阻害は
、ＵＶ線処理されたチタンの周囲で実質的に減少していた。
【００３３】
　より多くの骨をより早く形成するためには、骨芽細胞の増殖と分化の割合の逆相関の関
係を克服する必要がある。これは、チタンインプラントの周囲で骨を形成する際にも該当
する。例えば、機械加工された滑らかな表面に比べてミクロ－ラフニングされたチタン表
面が有利であり、これは、組織－チタンの機械的な相互嵌合（ｉｎｔｅｒｌｏｃｋ）を増
加するからだけでなく、骨芽細胞分化も促進し、結果的に骨形成をより早くする。しかし
ながら、骨質量は、機械加工された表面の周りよりも小さく、これは骨芽細胞増殖が減少
しているからである。より粗化している酸によりエッチングした表面は、滑らかな機械加
工された表面に比べて相対的に細胞密度および増殖活動が減少している。より粗化した表
面を有する基材材料は、一般的に細胞増殖を減少させ、ここでは、細胞内の状態は、細胞
サイクルのＧ１期の進行を遅らせるもしくは制限していることに関連している可能性があ
る。ＵＶ線処理された表面で細胞分散が促進されているということは、細胞内の状態が解
消されたことをしていている可能性がある。細胞増殖は、細胞サイクルのＳ期をターゲッ
トにするＢｒｄＵアッセイでのみ評価している。
【００３４】
　細胞サイクルの様々な周期における細胞を識別するための解析と、さらにそれらの形と
細胞内の状態を解析することは、骨芽細胞増殖の調整にＵＶ線処理がどのように働くかを
みるために役立つ。ＡＬＰ活性および遺伝子発現が若干上がっている結果に示すように、
骨芽細胞の増殖割合および骨芽細胞分化割合が上がっていることがわかる。これは、ＵＶ
線処理された表面が分化を犠牲にすることなく、骨芽細胞の増殖を増加させることを可能
にする。この生物学的利点は、ＵＶ線処理された表面の周囲の骨質量が約２倍に増えてい
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ることを示す細胞形態計測結果でも明らかである。
【００３５】
　ＵＶ線により向上された細胞の接着および増殖と骨－インプラント接着割合は、アナタ
ーゼＴｉＯ２結晶を作るための熱処理を伴うチタンテトライソパーオキシドの堆積でも示
されている。本願発明では、光誘導型生物学的効果が、酸化チタンを堆積することなく、
また焼結せずにチタンバルクの表面でも得られることを明らかにした。
【００３６】
　その他に見出された顕著なものとしては、２４時間のＵＶ線処理されたインプラントの
骨－インプラント接触が２８％で、ＵＶ未処理に関しては１７％であるアナターゼＴｉＯ

２結晶に比べて本願発明は、骨－インプラントの接触に著しい増加が見られた。４８時間
のＵＶ線処理は、本研究の２週目の初期治癒段階で、骨－インプラント接触を２．５倍に
増加させた。ＵＶ線処理の強度、波長および時間、さらに使用したチタンの表面化学の違
いなどが、異なる生物学的効果に影響を与えた。ｉｎ　ｖｉｖｏの研究に先立ち、機械加
工されたおよび酸によりエッチングされた表面に超親水性を発生させるには、４８時間の
ＵＶ線処理が必要であることが確認されており、２４時間から４８時間のＵＶ線処理の間
において生物学的効果が、例えば細胞接着能力など、増加した。
【００３７】
　促進および向上されたタンパク質吸収および細胞接着などが表しているように、光によ
り発生する生物学的効果は、超親水性の発生と関連しており、さらに原子炭素の割合の低
下とも関連している。これらの物理化学的変化がＴｉＯ２の光触媒現象によるものかどう
かを確認するために、本研究で使用されたチタン表面を入念に調べた。３００～３５０ｎ
ｍでの吸収バンドは、使用したチタンサンプルでも確認され、これはＴｉＯ２半導体に典
型的である。ＸＰＳスペクトラムは、２ｐ３／２のピークをおおよそ４５８．５ｅＶにお
いて示したが、４５３．８ｅＶについては、機械加工および酸によりエッチングした表面
の双方において示されなかった（図６Ｄ）；ＴｉおよびＴｉＯ２の２ｐ３／２のピークは
それぞれ４５３．８ｅＶと４５８．５ｅＶであることが知られている。さらには、Ｔｉ３

＋および／またはＴｉ０などの還元された種類に使われるショルダーピークは、いずれの
チタンディスクにおいても低エネルギー領域では見られなかった。これらのデータは、こ
れらの基材の表面付近は完全に酸化して化学量論的なＴｉＯ２の薄い層を形成しているこ
とを示し、またＵＶ線量の増加とともに減少する炭素割合は、炭化水素の光触媒除去によ
るものであることを示している。さらには、機械加工された表面に比べて、酸によりエッ
チングされた表面で２ｐ３／２のピークが、やや高いエネルギーの方へシフトしているデ
ータは、酸によりエッチングされた表面では酸化層がより厚い可能性を示している。これ
により、酸によりエッチングされた表面の方がＵＶ線に対する反応の顕著な物理化学的変
化に説明できる。
【００３８】
　親水性のレベルではなく、炭化水素のレベルは、タンパク質吸収および細胞接着の割合
と強く関係していた。この発見から、インプラント時のＴｉＯ２に吸収される炭化水素の
量は、骨芽細胞の初期の親和性を決定するのに重要であり、さらに結果的にはｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの骨の形態を識別するのを可能にし、さらに骨－インプラント一体化を決定するの
に重要であると考えられる。コントロールのチタン表面ではタンパク質吸収のレベルおよ
び細胞接着の数は、ＵＶ線処理された表面のそれと比べて低く、培養を延長した後でも低
く、これは、初期の生物学的環境に起因する著しい長期的効果を示している。現在、医療
目的および研究目的で使用されているチタンインプラントは、炭化水素のコンタミが確認
されている。チタン表面への有機分子の蓄積は、特にカルボニル部位を持つものは、通常
の環境では避けられないと考えられる。これは、前述したように比較的低い骨－チタンの
接触（４５～７５％）について説明ができる。本願発明は、骨－チタンの接触を、チタン
インプラントをＵＶ線で処理することにより、１００％近くまで上げられることを示して
いる。
【００３９】



(12) JP 6072413 B2 2017.2.1

10

20

30

40

50

　テストされたタンパク質および骨芽細胞は負の電荷を帯びている。ＴｉＯ２表面を覆う
酸素含有炭化水素が、ＵＶ線処理により取り除かれると、Ｔｉ４＋が露出する。これによ
り、タンパク質および細胞と、このような陽イオンなどの間の相互反応を促進することが
出来る。炭化水素の光分解と関連するＴｉＯ２表面の生体親和性の形成を、模式図で図６
Ｍに示す。
【００４０】
　失敗率を最小にし、罹患率を小さくし、手術後の機能性を最大にするために、歯科およ
び整形外科の双方の分野において、オッセオインプラント治療に関して様々な努力が行わ
れている。一つの問題として、リハビリテーションのためのインプラントの設置では、再
生能力および代謝活動が壊れている骨という問題があり、特にこれらは、骨－チタン一体
化を遅らせ、さらに妨げることになる。他の問題として、いくつかのインプラント処置に
おけるアクリル系骨セメントの使用は、インプラントの生体適合性および長期の予測を本
質的に制限してしまうということがある。骨－セメントの合併症を避けるために、セメン
トフリーなインプラントを使う傾向がある。これらの疫学的、外科的、および社会的問題
から、より多能的で、さらによりよい生涯の予測ができる新たなインプラント治療を開発
しようとすることは十分理解できることである。本願発明に示すＵＶ線を使用したチタン
の物理化学的変化から得られる最大の利点は、骨－チタン一体化の確立において４倍の速
さに相当する初期治癒段階においてのインプラントの３倍の強さでの固定である。オッセ
オインテグレーション能力の向上が、機械加工された表面および酸によりエッチングされ
た表面の双方で確認されたことから、この技術は、現在可能なチタンインプラントの主な
ものを有する他の表面タイプにも広げて使えることが予想できる。この技術は、簡単、高
効率、および低コストであることから、歯、顔面、および整形外科のインプラント治療で
、すぐにそして広い範囲で使うことが出来る。
【００４１】
　ここに記載するのは、インプラントに機能性を付与する方法であって（１）インプラン
ト表面を提供する工程と、（２）該インプラント表面を処理することにより、表面に正の
電荷を帯びさせるもしくは表面の正の電荷を増強する工程と、を有する。いくつかの実施
形態では、該方法は、生理的条件下で正の電荷を帯びさせ、もしくは増強する。生理的条
件は、ｐＨが約７であってもよい。いくつかの実施形態では、該方法は、ｐＨ７未満もし
くはｐＨ７より高くても正電荷を帯びさせるもしくは増強する。
【００４２】
　一実施形態について、前記インプラントはチタン表面を有する。一実施形態において、
前記インプラントは、金属もしくは非金属の担体材料を有する。チタン表面は、ＴｉＯ２

を有する。いくつかの実施形態において、処理された表面は、実質的に炭化水素を含まな
い。いくつかの実施形態において、処理された表面は、酸化チタン陽イオンを有する。
【００４３】
　チタン表面における炭素の原子割合は、未処理もしくは古いチタン表面が５０％より多
いのに対して、２０％未満に抑えることができる。
【００４４】
　インプラント表面は、紫外線（ＵＶ線）を当てることにより処理される。ＵＶ線は、Ｕ
Ｖランプを使って照射出来る。ＵＶ線は、約１０ｎｍ～約４００ｎｍの波長であってもよ
い。いくつかの実施形態では、ＵＶ線は、約１７０ｎｍ～約２７０ｎｍの波長でもよく、
もしくは約３４０ｎｍ～約３８０ｎｍの波長であってもよい。いくつかの実施形態では、
該表面は、約１７０ｎｍ～約２７０ｎｍの波長のＵＶ線と、約３４０ｎｍ～約３８０ｎｍ
の波長のＵＶ線を組み合わせて処理されてもよい。
【００４５】
　ＵＶ線の強度は、広範囲であってよい。例えば、ＵＶ線の強度は、０．００１ｍＷ／ｃ
ｍ２と１００ｍＷ／ｃｍ２の間であってもよい。いくつかの実施形態では、ＵＶ線の強度
は、約０．１ｍＷ／ｃｍ２もしくは約２ｍＷ／ｃｍ２であってよい。
【００４６】
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　ＵＶ線での処理は、４８時間以内でもよく、例えば、３０秒、１分、５分、１５分、３
０分、１時間、５時間、１０時間、２４時間、３６時間および４８時間などでもよい。
【００４７】
　一実施形態では、該方法は、インプラント表面を処理する前にインプラント表面を加工
する工程をさらに含む。インプラント表面は、物理的に加工されてもよく、または化学的
に加工されてもよい。物理的加工としては、機械加工もしくはサンドブラストなどがある
。化学的加工としては、酸もしくは塩基によるエッチングなどがある。酸は、硫酸であっ
てもよい。新たに加工された表面は、正電荷を帯びていてもよい。ＵＶ線処理は、加工さ
れた表面の正電荷を増強する。
【００４８】
　一実施形態では、処理された表面は、向上された割合でタンパク質および細胞を引き寄
せることができる。ここで言う「向上された割合」とは、処理されたインプラント表面は
、対応する未処理のインプラント表面と比較して細胞もしくはタンパク質を引き寄せる割
合が高いことを言う。未処理のインプラント表面は、新たに加工された表面を含み、「古
い表面」は、例えば、１日、３日、１週間、２週間、３週間、４週間など加工されてから
時間経過したものをいう。向上された割合は、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、
３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％
、２００％、３００％、４００％などの、対応する未処理の表面に引き寄せられるタンパ
ク質もしくは細胞の割合より高いものをいう。
【００４９】
　ここで使われているように、「向上した」とは、「改善された」や「増加」したなどと
同じように使われてよい。向上したとは、数値において、より速くなった、より強化した
、より高くなったという意味である。
【００５０】
　タンパク質は、ウシ血清アルブミン、フラクションＶ、およびウシ血漿フィブロネクチ
ンであってもよい。細胞は、ヒト間葉幹細胞および骨芽細胞であってもよい。タンパク質
および細胞は、例えば架橋用２価陽イオンなどなしに、処理された表面に直接に接着して
もよい。一実施形態では、処理された表面は、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋等を含まな
い。
【００５１】
　処理されたインプラント表面は、インプラント部位において、組織－インプラント一体
化および／または骨－インプラント一体化を向上することができる。処理された表面は、
未処理のインプラント表面よりも向上した骨形成能力を有する。処理された表面は、対応
する未処理の表面と比較して、組織－インプラント一体化、骨－インプラント一体化、も
しくは骨形成能力を例えば、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、
４０％、４５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％、３０
０％、４００％、５００％などの割合で向上することができる。
【００５２】
　処理されたインプラント表面は、以下が可能である：未処理の表面と比較して、タンパ
ク質吸収の増加、骨芽細胞移動の増加、骨芽細胞接着の増加、骨芽細胞分散の促進、骨芽
細胞増殖の増加、および骨芽細胞分化の促進。各活性は、例えば、５％、１０％、１５％
、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、７０％、８０％
、９０％、１００％、２００％、３００％、４００％、５００％などの割合で向上するこ
とができる。
【００５３】
　ここに記載するのは、前述した方法により機能性が付与された表面を有するインプラン
トである。一実施形態では、医療用インプラントは、チタン表面を有する。チタン表面は
、正電荷を帯びたＴｉＯ２を有する。一実施形態では、チタン表面は、実質的に炭化水素
を含まない。
【００５４】
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　インプラントは、さらに担体材料を有する。一実施形態では、該担体材料は、金属であ
る。一実施形態では、該担体材料は、非金属である。
【００５５】
　インプラント表面は、タンパク質もしくは細胞を向上された割合で引き寄せることがで
きる。ここで言う「向上された割合」とは、正電荷を帯びていない、もしくは正電荷が弱
い表面に比べてインプラント表面が細胞もしくはタンパク質を引き寄せる割合が高いこと
を言う。向上された割合は、対応する正電荷を帯びていない、もしくは正電荷が弱い表面
に比べて５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％、３００％、４００％、５
００％などの割合で高いことをいう。
【００５６】
　該インプラント表面は、ウシ血清アルブミン、フラクションＶ、およびウシ血漿フィブ
ロネクチンなどのタンパク質を引き寄せることが出来る。インプラント表面は、ヒト間葉
幹細胞および骨芽細胞などの細胞を引き寄せることができる。
【００５７】
　インプラント表面は、組織－インプラント一体化および／または骨－インプラント一体
化を可能にする。インプラント表面は、正電荷を帯びていないもしくは正電荷が弱い表面
に比べて５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％、３００％、４００％、５
００％などの割合で、骨－インプラント一体化、組織－インプラント一体化、もしくは骨
形成活性を向上することができる。
【００５８】
　インプラント表面は、以下が可能である：正電荷を帯びていないもしくは正電荷が弱い
表面と比較して、タンパク質吸収の増加、骨芽細胞移動の増加、骨芽細胞接着の増加、骨
芽細胞分散の促進、骨芽細胞増殖の増加、および骨芽細胞分化の促進。各活性は、例えば
、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％、３００％、４００％、５００％
などの割合で向上することができる。
【００５９】
　ここに記載するのは、向上した生体活性、タンパク質および生物学的細胞の吸着を示す
新規なチタン表面である。チタン表面は、正電荷を帯びており、新しい層のチタンにＵＶ
線処理するおよび／または表面をＵＶ線で処理することで形成される。新しいチタン層の
照射には、新たに表面を加工する、例えば機械加工、エッチング、サンドブラストおよび
それらの組み合わせなどを含み、さらに古い表面を再加工することも含む。本願発明は、
歯科および整形外科的なインプラントにおいてすぐにおよび広い範囲で使用でき、さらに
は簡単で、高効果的、および低コストなことから、骨再生治療および骨工学の分野にも使
用できる。
【００６０】
　チタンのＵＶ線処理は、骨伝導性能力を向上することがわかっている。チタン基材上の
骨芽細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏの様々な行動および機能におけるチタンへのＵＶ線処理の効
果と、ｉｎ　ｖｉｖｏでの骨－チタン一体化の可能性および骨伝導性の向上の原因である
ＵＶ線処理チタン表面の要因について検討した。
【００６１】
　ここで記載するのは、チタンの骨伝導性能力を向上する方法と、該方法を使って、骨伝
導性能力が向上したチタン表面についてである。機械加工されたチタンサンプルおよび酸
によりエッチングされたチタンサンプルを４８時間以内の種々の時間でＵＶ線により処理
した。どちらの表面についても、ＵＶ線処理は、ラットの骨髄由来の骨芽細胞の接着、分
散、増殖、および分化の割合を増加させており、さらにタンパク質吸収能力も３倍増加し
ていた。ラットモデルのｉｎ　ｖｉｖｏの細胞形態計測では、ＵＶ線処理されたインプラ
ントでは、軟組織に邪魔されることなく広い範囲で骨形成が起きている明かになっており
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、これは、４週目の治癒段階において１００％近くまで骨－インプラント接触を最大にし
ている。
【００６２】
　インプラントの生体工学テストは、ＵＶ線処理がインプラントの固定を４倍早めたこと
を明かにした。タンパク質吸収および細胞接着の割合は、ＴｉＯ２上における炭素のＵＶ
線量対応原子割合と強く関連していたが、炭化水素の状態とは関連していなかった。ＵＶ
線でのチタンの前処理は、ＴｉＯ２表面から炭化水素を取り除くＵＶ触媒進行性除去と関
連して、骨伝導性能力を実質的に向上しており、これは、より速いおよびより完全な骨－
インプラント一体化を可能にするチタンの光による機能性付与を示唆している。
【００６３】
　チタン表面のＵＶ線処理は、チタン表面の骨伝導性能力を著しく増加させた。新しい骨
形成は、実質的に軟組織の妨害を受けずに、ＵＶ線処理されたインプラントにおいて広範
囲で起き、これは４週目の治癒段階で１００％近くまで骨－インプラント接触を最大にし
ているが、反対に未処理のインプラントでは、骨－インプラントの接触は、約５０％だっ
た。ＵＶ線処理は、骨－チタン一体化の強度を２週目の治癒段階において３倍強めた。Ｕ
Ｖ線処理された表面は、骨芽細胞の接着、分散、増殖および分化の向上と、さらにタンパ
ク質吸収の増加に示されるように、骨芽細胞親和的環境を作った。タンパク質吸収および
細胞接着の割合は、ＴｉＯ２上における炭素のＵＶ線量対応原子割合と強く関連していた
が、炭化水素の状態とは関連していなかった。このチタン生体活性のＵＶ介在型の向上は
、機械加工されたインプラント表面および酸によりエッチングされた表面の異なる形態の
表面でも示された。したがって、ここでは、より速くまた完璧な骨－チタン一体化を可能
にするチタンの光による機能性付与の方法を提供する。
【００６４】
医療用インプラント
　医療用インプラントは、金属インプラントでも非金属インプラントでもよい。いくつか
の実施形態では、医療用インプラントは、チタンインプラントなどの金属インプラントで
あり、例えば、欠損歯と置換する（歯科インプラント）ものや、または病気、骨折もしく
は移植した骨などに使われるチタンインプラントである。他の金属インプラントの例とし
て、チタン合金インプラント、クロム－コバルト合金インプラント、プラチナおよびプラ
チナ合金インプラント、ニッケルおよびニッケル合金インプラント、ステンレス鋼インプ
ラント、ジルコニウム、クロム－コバルト合金、金もしくは金合金インプラントおよびア
ルミもしくはアルミ合金インプラントを含むが、これらに限定されるわけではない。
【００６５】
　ここに記載する金属インプラントは、チタンインプラントおよび非チタンインプラント
を含む。チタンインプラントは、チタンおよびチタンを含む合金から作られた歯もしくは
骨の代替物を含む。チタン骨代替物としては、例えば、膝関節および股関節補綴物、大腿
骨頸部の代替物、背骨の代替物および修復、首骨の代替物および修復、顎骨の修復、固定
、および増強、移植した骨の固定、およびその他の四肢の補綴物などを含む。非チタン金
属インプラントは、金、プラチナ、タンタラム、ニオビウム、ニッケル、鉄、クロム、チ
タン、チタン合金、酸化チタン、コバルト、ジルコニウム、酸化ジルコニウム、マグネシ
ウム、アルミニウム、パラジウム、および例えばステンレス鋼やそれらの組み合わせなど
のこれらの合金などから形成される歯もしくは骨のインプラントを含む。他の合金の例と
して、チタン－ニッケル合金、ニチノール、クロム－コバルト合金、ステンレス鋼もしく
はこれらの組み合わせ等がある。いくつかの実施形態では、金属インプラントは、上述の
金属を特定的に除外できる。
【００６６】
　非金属インプラントは、例えば、セラミックインプラント、リン酸カルシウムもしくは
ポリマーインプラントを含む。使用可能なポリマーインプラントは、たとえば生分解性ポ
リマーインプラントなどの生体適合インプラントのいずれであってもよい。セラミックイ
ンプラントとしては、例えば、バイオガラスおよび二酸化ケイ素ガラスなどを含む。リン
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酸カルシウムガラスは、例えば、ヒドロキシアパタイト、トリカルシウムホスフェート（
ＴＣＰ）などを含む。ポリマーインプラントの例としては、例えばポリ乳酸・グリコール
酸（ＰＬＧＡ）、ポリメタクリレートおよびポリアクリレートなどのポリアクリル酸塩、
およびポリ乳酸（ＰＬＡ）インプラントなどを含む。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、該インプラントは、金属インプラントおよび骨－セメント材
料を有する。骨セメント材料は、当該技術分野において知られた骨セメント材料であれば
なんでもよい。骨セメント材料のいくつかの例としては、ポリアクリル酸塩、またはポリ
メチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）／メチルメタクリレート（ＭＭＡ）などのポリメタク
リル酸系材料、ＰＬＡもしくはＰＬＧＡなどのポリエステル系材料、バイオガラス、セラ
ミックス、リン酸カルシウム系材料、カルシウム系材料、およびこれらの組み合わせを含
むが、これに限定されるわけではない。いくつかの実施形態では、医療用インプラントは
、以下に記載するいずれのポリマーであってもよい。いくつかの実施形態では、医療用イ
ンプラントの前述の材料を特定的に除外してもよい。
【００６８】
　「骨伝導性能力」もしくは「骨伝導性」とは、骨形成能力のことを言う。また、インプ
ラントにより医療用インプラントに対する向上された骨一体化能力のことも言う。骨一体
化能力とは、医療用インプラントが生体の骨に一体化していく能力を言う。組織一体化能
力とは、医療用インプラントが生体組織に一体化していく能力を言う。
【００６９】
ＵＶ線照射
　ここで言う「ＵＶ線を照射する」とは、「光活性化」、「光放射」、「光照射」、「Ｕ
Ｖ線活性化」、「ＵＶ線放射」、もしくは「ＵＶ線照射」と同じように使うことができる
。４００ｎｍから１０ｎｍの波長を持つ放射線をＵＶ線と一般的に呼ぶ。
【００７０】
　医療用インプラントは、滅菌の有無にかかわらず放射してもよい。通常の技術常識を有
する者であれば、ＵＶ放射中に医療用インプラントを滅菌できる。
【００７１】
　本願発明の一概念において、医療用インプラントに放射するための施設もしくは装置が
提供された。一実施形態では、該施設もしくは装置は、医療用インプラントを置くチャン
バーと、高エネルギー線の光源と、および放射をオンもしくはオフにするスイッチと、を
含む。該施設もしくは装置は、さらにタイマーをふくんでもよい。いくつかの実施形態で
は、該施設もしくは装置は、医療用インプラントもしくはＵＶ線源を回転もしくはスピン
させてインプラントに完全に放射するメカニズムをさらに含む。もしくは、医療用インプ
ラントを置くチャンバーは、医療用インプラントに異なる角度、例えば３６０度のどの角
度でもよい、から放射できるようにする反射面を有していてもよい。いくつかの実施形態
では、該施設もしくは装置は、向上された骨一体化能力を保存するメカニズム、例えば、
光の複数照射、放射透過性のインプラントパッケージ、パッキング、および船舶を含んで
もよい。
【００７２】
医療用途
　ここに記載する医療用インプラントは、哺乳類の被験対象に医療用インプラントを移植
したことによる医学的症状を処理、予防、改善、もしくは軽減することに使うことができ
る。哺乳類の被験対象は、ヒトまたは、犬、猫、馬、牝牛、牡牛、もしくはサルなどの脊
椎動物であってもよい。
【００７３】
　ここで提供するインプラントを使って処理もしくは予防出来る医学的症状の典型例は、
欠損歯または、大腿骨頚部骨折、欠損歯などの骨関連症状、大腿骨頚部骨折、首の骨の骨
折、手首関節骨折、脊椎骨折／障害もしくは椎間板ヘルニア、膝関節リュウマチなどの関
節の骨折および退行性変化、例えばガン、怪我、全身性代謝異常、感染症もしくは老化お
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よびこれらの組み合わせになどの障害または症状より引き起こされる骨およびその他の組
織の異常もしくは欠損などの整形外科的固定の必要があるものや骨関連症状などを含む。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、ここで提供する医療用インプラントは、欠損歯または、大腿
骨頚部骨折、欠損歯などの骨関連症状、大腿骨頚部骨折、首の骨の骨折、手首関節骨折、
脊椎骨折／障害もしくは椎間板ヘルニア、膝関節リュウマチなどの関節の骨折および退行
性変化、例えばガン、怪我、全身性代謝異常、感染症、老化および四肢切断などの障害ま
たは症状とこれらの組み合わせより引き起こされる骨およびその他の組織の異常もしくは
欠損などの整形外科的固定の必要があるものや骨関連症状などの医学的症状の処理、予防
、改善、軽減するのに使うことができる。
【００７５】
　本願発明の特定の実施形態について説明してきたが、本願発明の技術的範囲を超えない
範囲において、種々の変更および変形が可能である。したがって、添付の請求の範囲は、
本願発明の範囲および精神の範囲において、これらの変更および変形を含むものである。
【実施例】
【００７６】
チタンサンプル、表面解析およびＵＶ線処理
　円柱型インプラント（直径１ｍｍ、長さ２ｍｍ）とディスク（直径２０ｍｍ、厚さ１．
５ｍｍ）について、商業的に純粋なチタンで２種類の表面を用意した。一つは、ろくろで
回転し機械加工された表面を有し、もう一方は、６７％Ｈ２ＳＯ４を１２０℃で７５秒か
け酸によりエッチングした。さらに、機械加工された表面とサンドブラストされた表面を
用意した。すべての表面を分光光度計（ＵＶ－２２００Ａ、島津社製、東京、日本）、お
よびＸ線回析（ＸＲＤ）（ＸＲＤ－６１００、島津社製、東京、日本）を使ってそれぞれ
光学的特性および結晶構造を調べた。チタン表面の親水性状態は、１μｌの水滴の接触角
度を接触角計（ＣＡ－Ｘ、協和界面科学、東京、日本）を使って調べた。全ての作業は、
２０℃、湿度４６％に管理された環境下のクラス１０クリーンルームで行なわれた。
【００７７】
　チタン表面の化学組成は、光電子分光（ＥＳＣＡ）により評価した。ＥＳＣＡは、高減
圧化（６ｘ１０－７Ｐａ）Ｘ線光電子分光（ＸＰＳ）（ＥＳＣＡ３２００、島津社製、東
京、日本）を使って行なわれた。最大で４８時間の種々の時間ＵＶ線で処理されたチタン
ディスクおよび円柱型インプラントは、表面の特性および生物学的可能性について未処理
のコントロールと比較した。ＵＶ線処理は、１５Ｗの殺菌ランプ（Ｔｏｓｈｉｂａ、東京
、日本）；強度；ｃａ．０．１ｍＷ／ｃｍ２（ＵＶＡ：λ＝３６０±２０ｎｍ）および２
ｍＷ／ｃｍ２（ＵＶＣ：λ＝２５０±２０ｎｍ）を使って行なわれた。
【００７８】
　ＵＶＡおよびＵＶＣを個別に使ってチタン表面の活性能力もテストした。
【００７９】
　ＵＶ線処理は、例えば減圧もしくは不活性ガスの注入などのいかなる雰囲気設定を行な
わずに通常の空気状態において行なえる。チタンもしくはチタン含有金属をＵＶ線処理す
ると、チタン原子の価電子バンドの電子を伝道バンドへと蜂起させ、これによりチタンの
表面層に陽性の穴を形成し、そして表面に正電荷を帯びさせる。この電子の蜂起を起こす
ためには、３．２ｅＶのＵＶ線エネルギーが必要であり、これは３６５ｎｍの波長に相当
し、ＵＶＡと呼ばれる。反対に、炭化水素の直接的な分解は、ＵＶＣにより行なわれ、こ
のピーク波長は２６０ｎｍである。この炭素除去は、チタン表面にＵＶＡが通過するのを
助長し、正電荷の形成の効率を上げ、結果的に形成された正電荷を露出するのを早める。
【００８０】
　いかなる理論に限定されることなく、ＵＶＡ（約３４０ｎｍ～約３８０ｎｍ）およびＵ
ＶＣ（約１７０ｎｍ～約２７０ｎｍ）の組み合わせが使われた。
【００８１】
タンパク質吸収の計測
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　ウシ血清アルブミン、フラクションＶ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｉｎｃ、ロックフォード、イリノイ州）およびウシ血漿フィブロネクチン（シグマ－アル
ドリッチ、セントルイス、ミズーリ州）がモデルタンパク質として使われた。３００ｍｌ
のタンパク質溶液（１ｍｇ／ｍｌ　タンパク質／生理食塩水）をＴｉディスクの上にピペ
ットを使って広げた。３７℃の滅菌加湿された条件において複数の異なる時間培養した後
（例えば、２、６、２４もしくは７２時間の培養）、非接着タンパク質を除去し、０．９
％塩化ナトリウムを含む生理食塩水を使って２回洗浄した。最初の培養液（２００μｌ）
と除去された溶液を２００μｌのマイクロビシンコニン酸（ｍｉｃｒｏｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ、ロック
フォード、イリノイ州）と混ぜ、３７℃で６０分培養した。５６２ｎｍでマイクロプレー
トリーダーを使ってタンパク質の定量化を行なった。
【００８２】
ヒト間葉幹細胞
　ヒト間葉幹細胞（ＭＳＣｓ）（Ｐｏｉｅｔｉｃｓ細胞、Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ社、ウォーカーズビル、イーストルサーフォード、ニュージャージー州）は、
ＭＳＣ基礎培地および成長サプリメント（ＳｉｎｇｌｅＱｕｏｔｓ）から成るＭＳＣ成長
培地で培養した。成長サプリメントは、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、Ｌ－グルタミンおよび
ペニシリン／ストレプトマイシンを含む。細胞は、加湿雰囲気、９５％空気、５％ＣＯ２

、３７℃において培養した。８０％の細胞飽和度の最終パッセージにおいて、細胞は、０
．２５％トリプシン－１ｍＭＥＤＴＡ－４Ｎａを使って剥離し、Ｔｉディスクの上に３ｘ
１０４セル／ｃｍ２の密度で植種した。培地は、３日ごとに新しくした。
【００８３】
骨芽細胞培養
　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ系ラットの大腿骨から分離した骨髄細胞を、１５％のウ
シ胎仔血清、５０μｇ／ｍｌのアスコルビン酸、１０ｍＭのＮａ－β－グリセロリン酸、
１０－８Ｍのデキサメタゾン、および抗生物質－抗カビ性溶液を添加したアルファー－ｍ
ｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ培地に入れた。細胞は、加湿された９５％空気、５％Ｃ
Ｏ２、において３７℃で培養された。８０％細胞飽和度において、０．２５％トリプシン
－１ｍＭＥＤＴＡ－４Ｎａを使って細胞を剥離し、細胞密度３ｘ１０４セル／ｃｍ２にお
いて、機械加工もしくは酸によりエッチングされたチタンディスクの上にＵＶ線未処理お
よびＵＶ線処理を施して乗せた。培養培地は、３日ごとに新しくした。
【００８４】
移動アッセイ
　ヒトＭＳＣｓのチタン表面への移動は、デュアルチャンバー移動アッセイ（３４５－０
２４Ｋ、Ｔｒｅｖｉｇｅｎ、ゲチスバーグ、メリーランド州）を使って試験した。細胞は
、上段のチャンバーに入れた。Ｔｉディスクは、下段のチャンバーの底に置いた。３７℃
において３時間培養した後８μｍの直径を有するポリエステル膜を通過して下段のチャン
バーへ移動した細胞の割合をカルセイン－ＡＭにより染色した後プレートリーダーで分析
した。
【００８５】
細胞接着、密度、増殖アッセイ
　細胞の最初の接着は、３時間および２４時間培養後にチタン表面に接着した細胞の数を
測定して評価した。さらに、増殖した細胞は、培養２日目および５日目に細胞密度として
定量化した。これらの定量化は、ＷＳＴ－１系の吸光光度分析機（ＷＳＴ－１、ロッシュ
アプライドサイエンス社製、マンハイム、ドイツ）を使って行われた。培地ウェルは、１
００μｌテトラゾリウム塩（ＷＳＴ－１）試薬と共に４時間３７℃で培養した。ホルマザ
ン産物は、４２０ｎｍでＥＬＩＳＡリーダーを使って計測した。さらに、細胞はカルセイ
ン－ＡＭで染色し、蛍光顕微鏡のもとで観察して細胞密度を確認した。
【００８６】
　細胞の増殖活動は、ＤＮＡ合成時におけるＢｒｄＵの取り込み量により計測した。培養
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２日目に、１００μｌの１００ｍＭＢｒｄＵ溶液（ロッシュアプライドサイエンス社製、
マンハイム、ドイツ）を培地ウェルに添加し、１０時間培養した。細胞をトリプトシン処
理し、ＤＮＡ変性後、培地は、ペルオキシターゼを共役した抗ＢｒｄＵで９０分間培養さ
れ、発色のためにテトラメチルベンジンと反応させた。ＥＬＩＳＡリーダー（Ｓｙｎｅｒ
ｇｙ　ＨＴ、ＢｉｏＴｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ウィノースキ、バーモント州）を
使って、３７０ｎｍでの吸収を計測した。
【００８７】
細胞形態および形態計測
　共焦点レーザー走査顕微鏡を使って、ヒトＭＳＣｓの形態および細胞骨格構造を確かめ
た。培養してから３時間後、細胞は、１０％ホルマリンに固定され、さらに蛍光色素、ロ
ーダミンファロイジン（アクチンフィラメントは赤、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ、
ＯＲ）を使って染色した。培地は、マウス抗パキシリンモノクローナル抗体（Ａｂｃａｍ
、ケンブリッジ、マサチューセッツ州）で抗体染色し、ＦＩＴＣ共役抗マウス二次抗体（
Ａｂｃａｍ、ケンブリッジ、マサチューセッツ州）を添加した。細胞の面積、周縁、およ
びフェレ径は、画像分析器により定量化して解析した（ＩｍａｇｅＪ、ＮＩＨ、ベセスダ
、メリーランド州）。
【００８８】
３時間の培養後、骨芽細胞を１０％ホルマリンで固定し、蛍光色素、ＤＡＰＩ（細胞核が
青、ヴェクター、カリフォルニア州）とローダミンファロイジン（アクチンフィラメント
は赤、ＭｉｃｒｏＰｒｏｂｅ、ＯＲ）で染色した。共焦点レーザー走査顕微鏡を使って、
細胞の形態および細胞骨格構造を確かめた。細胞の面積、周縁、およびフェレ径は、画像
分析器により定量化して解析した（ＩｍａｇｅＪ、ＮＩＨ、ベセスダ、メリーランド州）
。
【００８９】
アルカリホスホターゼ（ＡＬＰ）活性
　培養した骨芽細胞のＡＬＰ活性を培地面積および吸光光度分析アッセイにより確かめた
。培養された骨芽細胞は、ハンクス溶液により２回洗浄され、０．９ｍＭナフトールＡＳ
－ＭＸリン酸塩と１．８ｍＭファストレッドＴＲを含んだ１２０ｍＭトリスバッファー（
ｐＨ８．４）で３７℃で３０分間培養した。染色された画像におけるＡＬＰ陽性領域は、
画像分析ソフトウェア（Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ－ｐｌｕｓ、Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔ
ｉｃｓ、シルバースプリングス、メリーランド州、アメリカ合衆国）を使い、［（染色面
積／全培養器面積）ｘ１００］（％）として計算された。吸光光度分析のために、培地は
、ｄｄＨ２Ｏで洗浄し、２５０μｌのｐ－ニトロフェニルリン酸塩（ＬａｂＡｓｓａｙ　
ＡＴＰ、和光純薬工業株式会社、リッチモンド、ヴァージニア州）を加えて３ＴＣで１５
分培養した。ＡＬＰ活性は、酵素反応を介して放出されたニトロフェノールの量により評
価し、ＥＬＩＳＡリーダー（Ｓｙｎｅｒｇｙ　ＨＴ、ＢｉｏＴｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ
ｔｓ，ウィノースキ、バーモント州）を使って４０５ｎｍの波長で計測した。
【００９０】
ミネラリゼーションアッセイ
　培養した骨芽細胞のミネラリゼーション能力は、ミネラル化された塊領域を吸光光度分
析アッセイを使い確かめた。骨芽細胞のミネラル化した塊は、フォンコッサ染色により可
視化した。培養物は、５０％エタノール／１８％ホルムアルデヒド溶液で３０分固定した
。培養物は、５％硝酸銀と共にＵＶ線下で３０分培養した。培養物は、ｄｄＨ２Ｏで２回
洗浄し、５％チオ硫酸ナトリウム溶液で２～５培養した。ミネラル化された塊領域は、画
像分析ソフトウェア（Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ－ｐｌｕｓ、Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉ
ｃｓ、シルバースプリングス、メリーランド州、アメリカ合衆国）を使い、［（染色面積
／全培養器面積）ｘ１００］（％）として計算された。カルシウム堆積の吸光光度検出に
は、培養物をＰＢＳで洗浄し、１ｍｌの０．５ＭＨＣｌ溶液で緩やかに振りながら一晩培
養した。アルカリ性の溶媒（カルシウム結合と緩衝試薬、シグマ、セントルイス、ミズー
リ州）の中で、該溶液をオルト－クレゾールフタレインコンプレキソンと混ぜ、赤いカル
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シウム－クレゾールフタレインコンプレキソン複合体を形成した。発色強度は、ＥＬＩＳ
Ａリーダー（Ｓｙｎｅｒｇｙ　ＨＴ、ＢｉｏＴｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ウィノー
スキ、バーモント州）により５７５ｎｍでの吸収を計測した。
【００９１】
遺伝子発現解析
　遺伝子発現は、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を使って半定量化した。
トリゾール（インビトロジェン、カールスバッド、カルフォルニア州）と精製コラム（Ｒ
Ｎｅａｓｙ、キアゲン、バレンシア、カルフォルニア州）を使って、トータルＲＮＡを培
養物の中から抽出した。ＤＮＡｓｅＩ処理の後、０．５μｇのトータルＲＮＡの逆転写を
オリゴ（ｄＴ）プライマー（クロンテック、カールスバッド、カルフォルニア州）の存在
下で、ＭＭＬＶ逆転写酵素（クロンテック、カールスバッド、カルフォルニア州）を使っ
て行った。ＰＣＲ反応は、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（ＥＸ　Ｔａｑ、タカラバイオ、マ
ディソン、ワシントン州）を使用して行い、プライマーデザインおよび前述したＰＣＲ条
件において、コラーゲンＩ、オステオポンチンおよびオステオカルシンｍＲＮＡを検出し
た。ＰＣＲ産物は、エチレンブロマイド染色した１．５％アガロースゲルで可視化した。
バンドの強度は、ＵＶ線の下で定量化され、ＧＡＰＤＨｍＲＮＡに対して標準化した。
【００９２】
手術
　８週目のオスのＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットを１～２％イソフルラン吸引によ
り麻酔した。足を剃り、１０％プロビドン－ヨウ素溶液でこすり洗った後、大腿骨の皮膚
の切開および筋肉の切断を介して遠位領域を注意深く露出した。大腿骨の遠位領域として
、インプラントの設置に平らな表面を選択した。大腿骨の遠位先端から９ｍｍのところに
、０．８ｍｍラウンドバーを使ってドリルし、リーマー（＃ＩＳＯ　０９０および１００
）を使って拡張してインプラント部位を用意した。滅菌された等張塩溶液による大量の灌
水は、冷却と洗浄に使われた。大腿骨の各側に一つの円柱型のインプラントを入れた。そ
して、手術部位を、層状に閉じた。筋肉と皮膚は、再吸収可能な糸により別々に縫い合わ
された。カルフォルニア大学ロサンゼルス校（ＵＣＬＡ）の動物実験委員会の委員長によ
りこのプロトコルは認証されており、すべての実験は、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われた。
【００９３】
インプラントの生体力学的プッシュインテスト
　インプラントの生体力学的プッシュインテストは、骨－インプラント一体化の生体力学
的強度を評価するために使われた。円柱型インプラントを含んだ大腿骨を採取し、インプ
ラントレベルの上面とともに自家重合樹脂に埋め込んだ。インプラントがインプラント側
面および底部からの骨皮質サポートを受けてないことを確かめるためにＭｉｃｒｏＣＴを
使用した。２０００Ｎのロードセルとプッシングロッド（直径＝０．８ｍｍ）を備えた試
験機（インストロン　５５４４　電気機械的万能試験機、インストロン、カントン、マサ
チューセッツ州）を使い、先端速度１ｍｍ／分でインプラントに垂直で下向きに負荷をか
けた。プッシュインテストは、荷重変位曲線のピークを計測することに決定された。
【００９４】
細胞の準備
　酸によりエッチングされたインプラントを有する大腿骨を採取し、１０％緩衝ホルマリ
ンに４℃で２週間固定した。試験片は、段階的に上がるアルコールによる洗浄で脱水され
、光硬化形エポキシ樹脂（テクノビット７２００ＶＬＣ、ヘレウスクルツァー、ウェルヘ
イム、ドイツ）に脱カルシウム処理なしで埋めこまれた。埋め込まれた試験片は、インプ
ラントの先端部から０．５ｍｍのところで、円柱型インプラントの長軸に対して垂直にの
こ引きされた。試験片は、３０μｍの厚さに研削システム（Ｅｘａｋｔ　Ａｐｐａｒａｔ
ｅｂａｕ、Ｎｏｒｄｅｒｓｔｅｄｔ、ドイツ）を使って研削された。研削片は、ゴールド
ナートリクロム染色により染色し、光学顕微鏡で観察した。
【００９５】
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細胞形態計測
　４０倍率のレンズと４倍ズームのコンピューターのスクリーンは画像を使って、コンピ
ューターによる細胞形態計測をした（Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ－ｐｌｕｓ、Ｍｅｄｉａ　Ｃｙ
ｂｅｒｎｅｔｉｃｓ、シルバースプリングス、メリーランド州）。細胞構造を詳細に特定
するために、最高で４００倍率の電子顕微鏡を使用した。インプラント関連骨と非インプ
ラント関連骨の区別についてはすでに述べた。この方法に従い、インプラントを囲む組織
を以下に記載のように２つのゾーンに分けた：（ｉ）インプラント表面から５０μｍ以内
の近位領域および周縁部（ｉｉ）インプラント表面から５０μｍから２００μｍ以内の遠
位領域および周縁部。以下の変数について解析した：
骨－インプラント接触率（％）＝（骨－インプラント接触の長さの合計）／（インプラン
トの円周）ｘ１００、ここでの骨－インプラント接触は、軟組織に邪魔されることなくイ
ンプラント表面から２０μｍ以内の領域にある骨組織との境界面を言う。
近位領域での骨量（％）＝（近位領域での骨面積）／（近位領域の面積）ｘ１００
遠位領域での骨量（％）＝（遠位領域での骨面積）／（遠位領域の面積）ｘ１００
軟組織の干渉（％）＝（骨とインプラントの間に干渉する軟組織の長さの合計）／（イン
プラントを囲む骨の長さの合計）ｘ１００
【００９６】
統計解析
　１０個のセルサンプルが必要な細胞形態計測以外は、３つのサンプルを細胞培養観察に
使った。培養時間と異なる年齢のチタン表面のＵＶ線処理の有りと無しでの効果をＴｗｏ
－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡを行なって確認した。必要であれば、ｐｏｓｔ　ｈｏｃ　Ｂｏｎｆ
ｅｒｏｎｉ試験を行い、新しい加工表面、４週目の表面、ＵＶ線処理された４週目の表面
の差を調べてもよく、ｐ値＜０．０５であれば統計的に有意な差があると考えられる。デ
ータが、１時点のみであったら、Ｏｏｎｅ　ｗａｙ　ＡＮＯＶＡを使い、試験グループの
差を確かめた。未処理のコントロールとＵＶ線処理されたグループの差を調べるためにＴ
－テストも行なわれた。アルブミン吸収と細胞接着、炭素の原子割合とＨ２Ｏの接触角度
での相互関係を調べ、最小二乗平均近似により回帰曲線式をもとめた。
【００９７】
結果
　１． 新しく加工されたチタン表面およびＵＶ線処理されたチタン表面における促進お
よび向上されたタンパク質吸収
　Ｔｗｏ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡは、試験グループ間においてアルブミン吸収は、著しく差
が出たことを示した（ｐ値＜０．０１；図１Ａ）：新たに酸によるエッチングで加工され
た表面（加工直後）、４週目の表面（つまり、４週間保管）、ＵＶ線処理した４週目の表
面。２時間の培養後、４週目のチタン表面では、培養したアルブミンのうち、おおよそ１
０％のアルブミンだけが吸収されたが、新たに加工された表面では、おおよそ６０％のア
ルブミンが吸収された（ｐ値＜０．０１；Ｂｏｎｆｅｒｏｎｉ法）。アルブミン吸収の量
は、７２時間の培養後でも４週目の表面では、新たに加工された表面と比較して４０％以
下だった（ｐ値＜０．０１）。ＵＶ線処理した４週目の表面は、培養２時間後および２４
時間後でも新たに加工した表面と同等のアルブミン吸収量を示し、７２時間後では、より
優れた水準を示した（ｐ値＜０．０５）。
【００９８】
　２．新しく加工されたチタン表面とＵＶ線処理したチタン表面における向上された幹細
胞の移動および接着
　８μｍの孔を通過して移動したヒト間葉幹細胞（ＭＳＣｓ）の数は、培養条件により著
しい差が出た（ｐ値＜０．０１、１－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ；図１Ｂ）。３時間の培養後の
４週目の表面に移動した細胞の数は、新しく加工した表面で観察された数の５０％であり
、ＵＶ線処理された４週目の表面で観察された数の２５％だった（ｐ値＜０．０１）。Ｕ
Ｖ線処理された４週目の表面では、新しく加工した表面の２倍の細胞移動を示した（ｐ値
＜０．０１）。
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【００９９】
　Ｔｉ表面に接着したヒトＭＳＣｓ細胞の数は、以下の順番に多くなっていた：ＵＶ線処
理した４週目の表面＞新しく加工された表面＞４週目の表面（ｐ値＜０．０１；２－ｗａ
ｙ　ＡＮＯＶＡ；図１Ｃ）。４週目の表面に接着した細胞の数は、新しく加工した表面の
５０％以下だった。ＵＶ線処理した４週目の表面は、２４時間後で、新しく加工した表面
よりも実質的に高い細胞接着を示した（１２０％以上）（ｐ値＜０．０１）。
【０１００】
　　３．新しく加工した表面とＵＶ線処理したＴｉ表面の加速した細胞分散および細胞骨
格の発達
　アクチンフィラメント染色（ローダミンファロイジン）したヒトＭＳＣｓの３時間の培
養後の低倍率の画像では、ＵＶ線処理した４週目の表面で細胞の数が一番多く、４週目の
表面で一番少なかったことを示しており、これは細胞接着アッセイの結果と同じである（
図２Ａ）。アクチン染色した高倍率の画像では、新しく加工した表面とＵＶ線処理した４
週目の表面の細胞では、複数の方向に伸びる突起が明らかに大きく、それに対して４週目
の表面の細胞は、丸いままで細胞骨格の発達も少しであった。新しく加工された表面およ
びＵＶ線処理された４週目の表面の細胞では、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局地的にあることが観察された。特に、ＵＶ線
処理した４週目の表面の細胞では、濃い細胞原形質の陽性染色が見られた。
【０１０１】
　細胞形態計測の評価の面積、周縁、およびフェレ直径は、３つのＴｉ基材においてこれ
らのパラメーターについ著しく有意な差を示した（ＡＮＯＶＡ、ｐ値＜０．０１；図２Ｂ
）。これらのパラメーターは、新しく加工された表面およびＵＶ線処理した表面では、４
週目の表面と比べて５～８倍大きかった（Ｂｏｎｆｅｒｏｎｉ法；ｐ値＜０．０１）。新
しく加工された表面とＵＶ線処理した表面とでは、目立った差はなかった。
【０１０２】
　４．新しく加工した表面とＵＶ線処理したＴｉ表面での向上したｉｎ　ｖｉｖｏの骨－
チタン一体化
　ｉｎ　ｖｉｖｏでのインプラント固定は、耐負荷装置としてのチタンインプラントの医
療用能力としてもっとも重要な要因である。チタンインプラントのｉｎ　ｖｉｖｏでの安
定性は、ラットモデルでの生体力学的プッシュインテストで調べた。円柱型インプラント
をラットの大腿骨に入れた。ラットｉｎ　ｖｉｖｏモデルでのプッシュインテストで計測
した骨－チタン一体化の強度は、４週目の表面に比べて、新しく加工された表面とＵＶ線
処理した表面とでは、２週目の初期の治癒段階で、それぞれ２．８倍および３．１倍であ
った。
【０１０３】
　図３は、生体力学的プッシュインテストにより評価された、４週目の表面と比べて、新
しく加工された表面とＵＶ線処理した表面とで向上した骨－チタン一体化を示している。
【０１０４】
　５．新しく加工されたチタンとＵＶ線処理したチタンの表面における正電荷を帯びた表
面でのたんぱく質の引寄せ
　図４Ａは、培地のｐＨの条件が異なる種々のチタン表面に対するアルブミン吸収を示す
。ｐＨ７の未処理の４週目のチタン表面での吸収は、１０～１５％と限られていた。通常
手に入るチタンの表面およびアルブミンは、生体的ｐＨでは、双方ともに負の電荷を帯び
ており、これはチタン‐アルブミンの相互作用を阻害するため、この結果は予想できた。
４週目の表面が、アルブミン吸収の前に、ＣａＣｌ２などの２価の陽イオンで処理された
ときのみ、アルブミンの吸収は増加した。これは、一価の陰イオンであるチタン表面に堆
積した二価の陽イオンが、陰性のアルブミン分子とチタン表面の間で架橋の役割を果たす
ことから説明ができる。
【０１０５】
　反対に、前述したように、新しく加工した表面およびＵＶ線処理した表面は、未処理の
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表面と比較して、高い吸収率を示しており、ｐＨ７においておれぞれ＞３５％もしくは＞
５５％であった（ｐ値＜０．０１；未処理のグループは、図４Ａ）。しかしながら、ｐＨ
３で用意した培地では、これらの表面でのたんぱく質吸収は、未処理の４週目と同程度に
低かった。これは、アルブミンの等電位ｐＨが、４．７～４．９であるからであり、アル
ブミンは、中性‐塩基性転移をおこし、ｐＨ３のように低い値では、正の電荷を帯びる。
一方で、アルブミンは、ｐＨ７のような高ｐＨ値では、中性‐酸性転移を起こし、負の電
荷を帯びる。これらの結果は、新しく加工した表面およびＵＶ線処理した表面は、正の電
荷を帯びていることを示しており、さらにｐＨの値によって異なるタンパク質を引寄せる
特性があることを示している。さらには、ＮａＣｌおよびＣａＣｌ２溶液などの一価の陰
イオンでこれらの表面を処理し、これらの表面の正電荷を中和すると、未処理の４週目の
表面の基準線と比較して、これらのアルブミン吸収は、増加しなかったことから、これら
の表面の正電荷特性が確認された。
【０１０６】
　新しく加工した表面およびＵＶ線処理した表面は、これらのイオン処理の後、正の電荷
を維持することができ、さらにｐＨ３でも表面炭素を低レベルに維持することができる。
これらの結果は、表面の正電荷は、タンパク質吸収、超親水性の効果および炭素レベルの
無効化などのチタン表面の生体活性を主に調節することを示している。
【０１０７】
　６．新しく加工したチタンおよびＵＶ線処理したチタンの正電荷を帯びた表面の細胞の
吸着
　図４Ｂは、図４Ａと同様にして用意された種々のチタン表面に接着したヒト間葉幹細胞
（ＭＳＣｓ）の数を示す。
【０１０８】
　この実験は、生体的ｐＨ７で行われた。チタン表面と細胞の反発力が双方ともに負の電
荷を帯びているため４週目の表面に接着する細胞の数は限られていると予想された。反対
に、４週目の表面と比較して、新しく加工された表面とＵＶ線処理した表面では、接着し
た細胞は多いことが予想された。新しく加工された表面とＵＶ線処理した表面に接着した
細胞の数は、Ｃｌ－などの陰イオンで処理すると、未処理の４週目の表面の基準線まで低
下した。すでに公知のことを考慮すると、生物学的細胞は、負の電荷を帯びており、新し
く加工された表面とＵＶ線で処理された表面は、正の電荷を帯びていることから、細胞‐
チタン一体化が向上した。
【０１０９】
　新しく加工したチタン表面およびＵＶ線処理したチタン表面は、これらのイオン処理の
後、負の電荷を維持することができ、さらにｐＨ３でも表面炭素を低レベルに維持するこ
とができる。これらの結果は、表面の正電荷は、タンパク質吸収、超親水性の効果および
炭素レベルの無効化などのチタン表面の生体活性を主に調節することを示している。
【０１１０】
　チタン表面へのタンパク質および細胞の接着のメカニズムは、図に記載している（図５
）。左側の図（古いチタン）は、チタン表面の周りで起きているメカニズムを示している
。該メカニズムでは、負のタンパク質を吸収し、そしてそれに続いてタンパク質のＲＧＤ
配列を介して細胞を吸収するためには、細胞接着は、Ｃａ２＋などの二価の陽イオンに架
橋されなければならない。また、Ｎａ＋およびＫ＋などの一価の陽イオンの競合結合は、
Ｃａ２＋結合のためのチタン表面の陰イオン部位をブロックしてしまう。結果的に、チタ
ン表面に結合できる細胞の数が減ってしまう。
【０１１１】
　右側の図（新しい、もしくはＵＶ線処理されたチタン）は、細胞反発性から細胞親和性
に変化したチタン表面である本願テスト結果に基づく新規なメカニズムを表す。新しく加
工した表面とＵＶ線処理した表面の静電気的正電荷により、二価の陽イオンの助けなしに
、負の電荷を帯びたタンパク質と細胞はチタン表面に直接に接着し、結果として表面に接
着する細胞の数が増える。
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【０１１２】
　７．新しく加工したチタン表面およびＵＶ線処理したチタン表面のタンパク質の一般化
および細胞親和性
　酸によりエッチングされたチタン表面に加えて、機械加工された表面およびサンドブラ
ストされたチタン表面を試験し、新しく加工された表面およびＵＶ線処理した表面の考え
られる有利な点を検証した（図６Ａ）。４週目の表面は、新しく用意された表面と比較し
て２０～４５％のアルブミン吸収を示した。４週目のチタン表面のＵＶ線処理は、機械加
工により新しく加工された表面と同程度の吸収率まで増加し、または、サンドブラストに
より新しく加工された表面より高かった。
【０１１３】
　フィブロネクチン吸収の割合においても同様な傾向がみられた（図６Ｂ）。吸収率は、
すべての表面の形態をテストし、ＵＶ線処理した４週目のＴｉ、新しく加工されたＴｉ、
および４週目のＴｉの順に高かった（ｐ値＜０．０１）。
【０１１４】
　骨‐チタン一体化のｉｎ　ｖｉｖｏでの達成を、機械加工されたチタンを使ってテスト
した。ＵＶ線処理した機械加工された表面では、骨‐チタン一体化の強度が、２週目およ
び４週目の治癒段階において著しく増加した（ｐ値＜０．０５；図６Ｃ）。
【０１１５】
　これらの結果は、新しく加工チタン表面およびＵＶ線処理した表面の生物学的利点は、
異なる表面加工にも共通であり、さらに異なるタンパク質においても効果があることを示
している。
【０１１６】
　８．チタンの光誘導型超親水性
　チタンディスクへの４８時間のＵＶ線処理の後、Ｈ２Ｏ滴の接触角度は、機械加工およ
び酸によるエッチングされた表面でそれぞれ５３．５°と８８．４°だったものが、０°
まで下がった。これは、疎水性の表面から超親水性の表面へと変化したことを示唆してい
る（図７Ａ）。超親水性は、酸によりエッチングした表面ではさらに早く形成された。酸
によりエッチングした表面では、１時間のＵＶ線処理が必要であったが、機械加工された
表面では４８時間必要であった（図７Ａ）。４８時間のＵＶ線照射後、超親水性状態は、
酸によりエッチングした表面では、より長く持続し、さらにＨ２Ｏ滴の接触角度が０°の
まま暗下で７日間持続した（図７Ｂ）。反対に、機械加工した表面では、超親水性は、す
ぐに消え始めた。
【０１１７】
　９．チタンのＵＶ線により向上したタンパク質吸収
　双方の表面タイプ（機械加工された表面および酸によりエッチングした表面）において
、ＵＶ線処理は、アルブミンおよびフィブロネクチンの吸収を促進した（図７Ｃおよび７
Ｄ）。例えば、アルブミン吸収率は、２時間の培養後＜１０％であったが、ＵＶ線処理し
た後は、４８時間のＵＶ線処理後のチタン表面では、５０～６０％に増加した（ｐ値＜０
．０１）（図７Ｃ）。どちらのタンパク質についても、機械加工された表面よりも酸によ
りエッチングされた表面のほうが、ＵＶ線処理の効果が大きかった（ｐ値＜０．０１）。
未処理の表面でのこれらのタンパク質の量は、２４時間の培養後であってもＵＶ線処理し
た表面よりも少なく、ＵＶ線処理がタンパク質の吸収をほぼ１００％で促進および増加さ
せることを示している（図７ＣおよびＤ）。
【０１１８】
　１０．ＵＶ線処理したチタンにおける向上した骨芽細胞接着
　３時間の培養後、機械加工された表面と酸によりエッチングされた表面の双方において
、ＵＶ線処理した表面で接着した細胞の数は、未処理のコントロール表面と比較して、３
倍から５倍多かった（図７Ｅ）。ＵＶ線に誘導された細胞接着の効果は、２４時間経って
もあった。
【０１１９】
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　１１．ＵＶ線量に依存する生物学的効果
　ＵＶ線により促進されたタンパク質の吸収および骨芽細胞の接着を確認するために、Ｕ
Ｖ線量に依存するタンパク質の吸収と骨芽細胞の接着をテストした。酸によりエッチング
したチタン表面を最高４８時間までの種々の異なる時間ＵＶ線により処理した。ＵＶ線量
は、タンパク質および細胞接着に異なる効果を与えた（図７Ｆおよび７Ｇ）。アルブミン
吸収率の増加はすばやく起き、その後１時間のＵＶ線処理で飽和した。細胞接着率は、４
８時間のＵＶ線処理とともに著しく増加し続けた（ｐ値＜０．０１）。
【０１２０】
　１２．ＵＶ線処理したチタンでの骨芽細胞の向上した増殖および促進された分散
　機械加工されたコントロール表面での骨芽細胞の分散と細胞骨格の発達は、機械加工か
ら３時間後のトレースに沿って等方的だった。これらの細胞では、細胞突起はあまり発達
しなかった。反対に、ＵＶ線処理した機械加工された表面上の細胞は、側足状の細胞突起
を複数の方角に発達させた（図８Ａの画像）。ＵＶ線処理した酸によりエッチングされた
表面は、未処理の酸によりエッチングされた表面と比べて、細胞が明らかに大きく、また
細胞突起がより長く伸びていた。細胞の面積、周縁、およびフェレー直径の細胞形態計測
の評価では、ＵＶ線処理したチタン表面にこれらのパラメーターがより優れた結果を示し
た（図８Ａのヒストグラム）。
【０１２１】
　細胞密度は、培養２日後および５日後において、ＵＶ線未処理の機械加工された表面お
よび酸によりエッチングされた表面と比べて、ＵＶ線処理した表面で恒常的に大きく（図
８Ｂのヒストグラム）、これはカルセイン染色後の細胞の蛍光画像の結果と一致している
（図８Ｂの上図）。２日目の培養において細胞のＢｒｄＵの取り込み量は、ＵＶ線処理し
た表面でより多く、これは、骨芽細胞増殖の増加を示している（図８Ｃ）。
【０１２２】
　１３．ＵＶ線処理したチタン上での向上した骨芽細胞の表現型
　１０日目において、コントロール表面と比較して、ＵＶ線処理した機械加工された表面
および酸によりエッチングされた表面では、ＡＬＰ陽性領域は２倍以上であった（図９Ａ
の上図と下段ヒストグラム）。加えて、細胞の数により光学的に定量化され標準化された
ＡＬＰ活性は、ＵＶ線処理した表面おいて、著しく高かった（図９Ａの右下ヒストグラム
）。
【０１２３】
　培養１４日目および２８日目において、フォンコッサ染色により検知されたミネラル化
された塊の領域も、ＵＶ線処理されたチタン表面においてより大きかった；これは、酸に
よりエッチングされた表面でより顕著であり、１４日目で１２０％の増加を示した（図９
Ｂの上段画像および左下ヒストグラム）。カルシウムの全堆積量は、フォンコッサ染色の
結果と一致した（図９Ｂの右下ヒストグラム）。ＲＴ－ＰＣＲ解析は、全培養期間を通し
て、コラーゲンＩ、オステオポンチン、およびオステオカルチンの発現に関し、ＵＶ線処
理のした培養としなかった培養で同じ様な結果を出しており、もしくはある時点では、Ｕ
Ｖ線処理した表面で＜３０％と発現量が増加していた（図９ＣおよびＤ）。
【０１２４】
　１４．ＵＶ線により向上したｉｎ　ｖｉｖｏのインプラント固定
　プッシュインテストにより計測された骨－チタン一体化の強度は、２週目の初期治癒段
階において、ＵＶ線処理した機械加工された表面と酸によりエッチングされた表面とでそ
れぞれ１．８倍と３．１倍であった（図１０）。後期治癒段階（４週目）において、ＵＶ
線処理したインプラントのオッセオインテグレーションの強度は、ＵＶ線未処理のインプ
ラントに対して、機械加工された表面および酸によりエッチングされた表面でそれぞれ５
０％および６０％優れていた。
【０１２５】
　１５．ＵＶ線処理したインプラントの周りの骨形態
　２週目において、コントロールとＵＶ線処理した酸によりエッチングしたインプラント
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の双方で、インプラント表面から比較的離れたところに織られたような未熟な骨組織の形
成が見られた（図１１Ａおよび１１Ｂ）。インプラント表面の隣接する領域を観察したと
ころ、二つのインプラントでは骨の形態に違いがあった。骨形成は、ＵＶ線処理したイン
プラントの周りでより著しく起きていた（図１１Ｅおよび１１Ｆ）。他の顕著な違いとし
て、軟組織による妨害の範囲がある。未処理のコントロールインプラントの周りの骨組織
は、骨とインプラントの間に軟組織があり（図１１Ｉ）、これは、ＵＶ線処理したインプ
ラント周りではあまり観察されなかった（図１１Ｊ）。４週目未処理のコントロールのい
くつかの部位において、骨とインプラントの間に繊維性の結合組織による阻害が確認され
たが（図１１Ｃ、Ｇ、Ｋ）、反対に、ＵＶ線処理したインプラントは、骨が直接堆積して
いた（図１１Ｄ、１１Ｈ、１１Ｌ）。
【０１２６】
　骨の細胞形態では、ＵＶ線処理した酸によりエッチングされたインプラントの骨－イン
プラントの接触割合は、常にコントロールのそれよりも大きかった（２週目で２．５倍、
４週目で１．９倍）（図）１１Ｍ）。骨－インプラント接触領域の割合は、ＵＶ線処理し
た表面で９８．２％であった。インプラント表面の近位領域での骨量は、ＵＶ線処理した
インプラントは、常にコントロールインプラントより大きかった（図１１Ｎ）。反対に遠
位領域においては、ＵＶ線による骨量の違いはなかったことから、ＵＶ線により向上する
骨形成は、インプラント表面に隣接部位に特異的であることを示している（図１１Ｏ）。
ＵＶ線処理により軟組織による阻害の著しい減少が確認された（図１１Ｐ）。ＵＶ線処理
した表面は、４週目において、骨―インプラント境界面での軟組織による阻害を完全にブ
ロックしており、未処理の表面の骨の＞２０％では、２週目よ４週目においてチタンの境
界面で軟組織による阻害があった。
【０１２７】
　１６．チタン上の炭素原子と骨芽細胞およびタンパク質の吸着との逆相関関係
　ＸＲＤ解析では、機械加工された表面および酸によりエッチングされた表面の双方にお
いて、２５°および２８°のピークを示さなかったことが分かり、これらのピークは、ア
ナターゼおよびルチル型のＴｉＯ２結晶に典型的に見られるものである。これらの表面で
は、Ｔｉ金属に由来する回析パターンしか示さなかった。しかしながら、双方のチタンデ
ィスクのＵＶ－ＶＩＳ吸収スペクトルでは、３００～３５０ｎｍでの吸収バンドを示した
（図１２Ｂ）。酸によりエッチングした表面の吸収端部は、機械加工された表面よりも若
干長い波長内にあった。
【０１２８】
　Ｘ線光電子分光（ＸＰＳ）スペクトルは、Ｔｉ２ｐ、ＯＩｓおよびＣｌｓのピークを双
方のチタン表面で示したものの、その他のピークはなかったことから、これは、これらの
元素以外の分純物の汚染がないこと示している（図１２Ｃ）Ｔｉ２ｐの細長いスペクトラ
ルは、低エネルギー領域でのショルダーピークなしで２ｐ３／２の明かなピークを約４５
８．５ｅＶで示している（図１２Ｄ）。酸によりエッチングされた表面の２ｐ３／２のピ
ークは、機械加工された表面と比較して、若干高くなっている。
【０１２９】
　酸によりエッチングした表面を化学分析し、その向上した生物学的活性の要因を特定し
た。ＸＰＳスペクトルは、ＣｌｓピークがＵＶ線処理の時間と共に減少するが、反対にＴ
ｉ２ＰおよびＯｌｓピークは増加することを明らかにしている（図１２Ｅ、１２Ｆ、１２
Ｇ）。特に、酸素含有炭化水素物に帰因する約２８８ｅＶでのショルダーピークは、Ｔｉ
Ｏ２表面で強く吸収され消滅した。炭素の原子割合は、４８時間のＵＶ線処理において＞
５０％から＜２０％へと減少し続けた（図１２Ｈ）。最小二乗平均近似は、高い決定係数
と共に（Ｒ２＝０．９３０）炭素の原子割合とチタン表面へのアルブミン吸収量との間に
負の直線的な相互関係を示した；チタン表面に炭素が少なければ少ないほど、表面にアル
ブミンが多く吸収された（図１２Ｉ）。骨芽細胞の接着率は、異なる逆行パターンを示し
；炭素の除去に伴い指数関数的に増加した（図１２Ｊ）。接触角度は、アルブミン吸収の
割合もしくは細胞接着の割合とは特に相互関係はなかった（図１２Ｋよび１２Ｌ）。
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【０１３０】
　１７．表面に正電荷を帯びさせ、細胞を引き寄せるためのＵＶＡおよびＵＶＣの組み合
わせの効果的な使い方
　図１３に示すように、ＵＶＡ単独もしくはＵＶＣ単独の使用と比較して、ＵＶＡよびＵ
ＶＣの光源を組み合わせると細胞接着が、最も増加した。
【０１３１】
参考文献
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