
論 文 要 旨 

 

 

オゾンナノバブル水（ONBW）を用いた

チタンインプラントの生体親和性の維持

 

 

 

 

 

 

平成 28年度 

北海道医療大学大学院歯学研究科 

堀川 英洋 



[目的] 

現在市販されている口腔インプラントには種々の表面処理が施され，臨床

応用されている．それらの口腔インプラントの多くが大気保存の状態で出荷

されている．口腔インプラントの原材料であるチタンは，切削，酸処理およ

びサンドブラストなどの表面加工直後から経時的に，環境由来の炭化水素化

合物などがチタン表面の酸化被膜に沈着して生体親和性が低下する生物学

的老化現象を引き起こすことが知られている．オゾン水には強力な殺菌作用

と洗浄効果があることが報告されており，これらの効果を利用した医療への

応用や半導体製造工程におけるウェーハの洗浄まで広い分野で利用されて

いる．本研究では，オゾン水の効果が長期的に維持されるように改良された

機能水としてのオゾンナノバブル水を利用し，口腔インプラントの生体親和

性を維持したまま保存可能な新しい手法を開発し，オッセオインテグレーシ

ョンを早期に獲得させることを目的とした． 

 

[材料と方法] 

1.チタンディスク表面への処理と解析 

1）チタン試料 

実験に使用したチタンは，JIS 第 2 種の純チタン（直径 13.0 mm，厚さ 3.0 

㎜）を用いた．試料の表面は，コロイダルシリカを用いて鏡面研磨した．親

水化への処理はアルゴン雰囲気下でグロー放電処理を施した． 

2）接触角の測定 

チタンディスクの表面を鏡面研磨した後で親水化したチタン試料を，大気

中，蒸留水中，アセトン中およびオゾンナノバブル水中で保存し，ぬれ性の

経時的変化を 28 日間にわたって調べた． 

3）X 線光電子分光法によるチタン表面の炭化水素化合物の測定 

チタンディスクの表面を鏡面研磨した後で親水化したチタン試料を，大気

中，アセトン中およびオゾンナノバブル水中で保存し 28 日間後の炭化水素

化合物の汚染状態を確認した． 

4）ヒト骨髄間葉系幹細胞の初期付着細胞数の計測 

鏡面に研磨して親水化したチタン試料を大気中，蒸留水中，アセトン中お



よびオゾンナノバブル水中に 24 時間保存した．その後，それぞれのチタン

試料上にヒト間葉系幹細胞を播種して 4 時間培養し，試料面に付着してい

る細胞の数を計測することで評価した． 

5）走査電子顕微鏡(SEM)を用いた付着細胞の形態観察 

各試料表面に付着した細胞の形態を調べるために，SEM による観察を行っ

た．37℃で 4 時間培養後，グルタールアルデヒドを用いて細胞を固定した．

エタノールで脱水した後，CO2 臨界点乾燥を行い，イオンコーターにて金コ

ーティングを行った． 

6）共焦点レーザー顕微鏡を用いたアクチンフィラメントおよびビンキュリ

ンの観察 

試料表面に付着した細胞の細胞骨格の配列と細胞形態は，共焦点レーザ

ー顕微鏡を用いて観察した．37℃ で 4 時間培養後，アクチンフィラメント

を，ローダミンファロイジンを用いて蛍光染色した．ビンキュリンの局在

は，1 次抗体としてマウス抗ヒトビンキュリンモノクローム抗体，2 次抗体

として FITC 標識抗マウス抗体にてビンキュリンを免疫化学染色した． 

7）アルカリフォスファターゼ （ALP） 活性の計測 

分化誘導を行った細胞の ALP 活性は，染色法および光学的な定量法を用

いて評価した．染色法では 37℃ で 30 分間培養し光学顕微鏡で観察した．

染色された試料は Image J を用いて，面積比をもって活性を評価した．光

学的な定量法では 37℃ で 15 分間培養し，それぞれの試料をマイクロプレ

ートリーダーにて 405 nm の吸光度を測定した． 

2. SD ラットの大腿骨に埋入したミニインプラントの評価 

1）チタン製ミニインプラント 

インプラント体は JIS 第 2 種のチタン製インプラント（直径 1 mm，長さ 2 

mm）を使用した．インプラントはアルゴン雰囲気下でグロー放電処理を行っ

た後にオゾンナノバブル水で保存し，対照群として体気中にそれぞれ 7 日

間保存した． 

2)SD ラットへのインプラント体埋入手術 

インプラント体埋入手術には 8 週齢の SD ラットを使用した．イソフル



ランによる吸入麻酔下で導入，維持を行い，さらに局所麻酔下でラット大腿

骨部にインプラントの埋入手術を行った．インプラント埋入手術 14，28 日

後にそれぞれ評価を行った． 

（1）SD ラットの大腿骨に埋入したインプラントの除去トルク試験 

インプラントの除去トルク試験を行い，インプラント体と骨とのインテグ

レーションの強さを評価した．除去したインプラントは SEM で観察し，イン

プラント体と骨様組織の付着状態を評価した． 

（2）軟 X 線撮影像と塩基性フクシン・メチレンブルー重染色像の観察 

インプラント埋入手術 14 日後に SD ラットを組織固定液による潅流固定

後，インプラント体埋入部の周囲骨を含めて摘出した．ポリエステル樹脂に

て包埋し，切片機にてインプラント体の長軸に対して垂直に試料を薄切した．

その後，包埋したラットの大腿骨の厚さを120 μmに機械研磨をして調整し

た．調整した試料は軟エックス線発生装置を用いて撮影した．撮影条件は 40 

kV，1 mA，1 秒間とした．さらに試料片を厚さ 50 um に調節して塩基性フク

シン・メチレンブルー重染色を施し，光学顕微鏡にて組織像を観察した． 

 

[結果と考察] 

チタンディスクを大気中に保存し 28 日が経過した試料では，X 線光電子

分光において炭化水素化合物の付着を示す C1s のピークが高くなることを

確認した．同期間オゾンナノバブル水中に保存した試料では，このピークが

低い状態を維持していた．また，大気保存の試料と比較して，高いぬれ性，

細胞接着性，初期細胞付着数を示し，骨芽細胞への分化を示す ALP 活性は高

い値を示した．ラットの大腿骨にインプラントを埋入した動物実験では，オ

ゾンナノバブル水に保存したチタンインプラントは埋入 14 日後の仮骨形成

期において，大気中に保存した試料と比較して，高い除去トルク値と骨接触

率を示した．軟 X 線写真ではインプラント体周囲に不透過像が多くみられ，

骨の形成がみられた．オゾンナノバブル水に口腔インプラントを保存するこ

とでチタン表面の生物学的老化現象を抑制して高い生体親和性を示したと

考えられ，口腔インプラントの保存方法によってもインプラントの表面性状

が左右されることが示唆された． 


