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研究成果の概要（和文）： 
レーザーアブレーション法によるハイドロキシアパタイト(HAp)と生体アパタイト(BAp)の薄
膜化および積層化技術と、シート化技術を用いて、治療部位に整合した生体活性を有する骨誘
導再生用 BAp メンブレン(BApGBR)と生体内安定性と生体活性を併せ持つ複合機能 2 層
（BAp/HAp）インプラントを作製した。薄膜および積層膜の評価は化学的、物理的、分子生物
学的特性について行った。また、BApGBR メンブレンと新規複合機能インプラントの臨床模擬
試験を、イヌ下顎歯槽骨および大腿骨欠損モデル埋入試験を用い、次世代インプラント治療と
しての有用性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we have aimed to develop following two types of medical/dental devices that 
are effective for the implant treatment in next generation. One is the freestanding 
membrane of biological apatite (BAp) that can be applied to the guided bone regeneration 
(GBR) method with the suitable bioactivity for affected region. The other is the implant in 
that two functions of biostability and biocompatibility were harmonized by the bilayered 
structure of BAp/hydroxyapatite (HAp). Both devices were prepared by using a pulsed laser 
deposition (PLD) technique for a thin film and bilayer formation technology. The prepared 
thin films and the bilayer were evaluated on chemical, physical and molecular biology. 
Clinical simulation test of BApGBR membrane and the function harmonized implant was 
carried out by using the mandibular alveolar bone and the femoral defect model of dog. As 
the results, the usefulness of our devices was confirmed as an implant treatment in next 
generation. 
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１．研究開始当初の背景 

国内外において、歯の欠損に対するインプ
ラント治療はすでに一般的なものとなり、患
者からのニーズも非常に高い。しかし、歯槽



骨の萎縮などによりインプラント埋入のた
めの骨量不足で、埋入が行えずインプラント
による咀嚼機能を回復することができない
ケースも非常に多いのが現状である。そこで
近年、ティッシュエンジニアリングの発達に
伴い骨再生誘導法(GBR 法)が積極的に行われ
るようになった。また、インプラントとして
骨との初期接着性の高いアパタイトコーテ
ィングインプラントの需要は非常に高くな
っている。 
現在、GBR 法に使用される市販の生体内

吸収性膜は、膜を撤去する必要はないが、十
分な骨再生が得られる前に膜吸収が起こる
ことから感染の危険性が高く、さらに生体親
和性に乏しく骨造成力は弱いため、膜だけで
骨を再生するにはかなりの時間を要する。そ
こで、実際はスペーサーとして自家骨や人工
骨等で骨再生を促す方法がとられているが、
治療部位に整合した形状のスペーサーを用
意することは難しく、新規なメンブレンの開
発が望まれる。 
一方、インプラント母体へのハイドロキシ

アパタイト(HAp)コーティングには、主にプ
ラズマ溶射法あるいはフレーム溶射法が用
いられる。しかし、これらの従来法では数
千℃以上でアパタイトを溶射し、急冷して膜
を作製するため、これらの溶射法で製作され
た HAp 被覆は、膜が厚くなり（数十～数百
μｍ）、膜変形時に HAp 層にクラックが発生
し、金属母体－膜界面で HAp 層の剥離が起
こる。さらに、従来法はアモルファス相を多
く含むために HAp の組成が不均一になり、
骨結合の欠落や HAp 被膜の吸収などが起こ
るリスクがあった。 

本研究は、GBR メンブレンと HAp 被覆イ
ンプラントの上記問題点を一気に解決し、次
世代インプラント治療を実現しようとする
ものである。 

 
２．研究の目的 
本研究では、レーザーアブレーション（以

下 PLD と記す）法によるナノアパタイト薄
膜作製技術を用いた、全く新しい次世代イン
プラント治療を確立する。PLD 法によって治
療部位に整合した生体活性を有する生体ア
パタイト(BAp)メンブレンを作製し、骨誘導
再生(GBR)法により BAp メンブレン材およ
び骨面の双方から骨再生を促し、短期間に骨
再生を完了させる。また、チタンインプラン
ト表面に、ナノスケールの生体内で長期安定
な化学量論的アパタイト(HAp)薄膜をコーテ
ィングし、さらにその上部に BAp 薄膜をコ
ーティングする２層構造とし、生体内安定性
と生体活性を併せ持つ新規複合機能インプ
ラントを開発する。薄膜評価は化学的、物理
的、分子生物学的特性について行う。また、
BApGBR メンブレンと新規複合機能インプ

ラントの臨床模擬試験は、イヌ下顎歯槽骨お
よび大腿骨欠損モデル埋入試験を用いて行
う。 
 
３．研究の方法 
(1) 薄膜およびメンブレンと積層インプラ
ントの作製 

①BApGBR メンブレンの作製 
・BAp として動物骨由来アパタイト粉末を用

い、この粉末をプレス成形し、これを薄膜
形成用のレーザーのターゲットとした。 

・BAp 薄膜の作製は、基板に NaCl を用い、
ArF エキシマレーザー（λ＝193nm，パル
ス幅＝20nsec）による PLD 法で行った。 

・成膜後、BAp 薄膜が被覆された NaCl を純
水に浸漬して NaCl を溶解させ、BAp 薄膜
のみを単離し BAp シートとした。その後、
400℃で 10 時間のポストアニールを行い、
BAp シートを結晶化した。このシートは柔
軟性・可撓性を示すので、治療部位の形状
に合わせて直接貼り付けることが可能と
なり、新規の GBR メンブレンとして使用
した。 

②BAp シェル(Shell)メンブレンの作製 
・治療部位を付加型アルジネート印象材で凹

型(雌型)をとり、この凹型に水溶性型材を
注入・凝固させて部位の形状を再現したモ
デル(凸型)を製作した。この水溶性型材上
に PLD 法で BAp 薄膜を成膜し、その後
BAp の被覆された水溶性型材を純水に浸
漬して NaCl を溶解させることで、部位形
状を有する BAp シェルメンブレンを製作
した。 

③チタン上への２層コーティングと積層イ
ンプラントの作製 

・BAp として上記の動物骨由来アパタイト粉
末を、また HAp には化学量論的アパタイ
ト粉末を用い、これらの２つの粉末を上記
同様にプレス成形して円盤状ペレットに
し、これらをレーザーのターゲットとした。 

・薄膜積層技術により２層構造の作製を行う。
基材であるインプラントを回転機構で回
転させ、まずその表面に 50nm の HAp 薄
膜を成膜する。続いて、ターゲットを HAp
から BAp に切り替え、HAp 薄膜の上に
300nm の BAp 薄膜を成膜し、２層積層構
造インプラントとした。 

 
(2) 薄膜および積層膜の評価 
①物理的評価 
・引張試験 
固定した基板上の薄膜に、引っ張り治具を
シアノアクリレート系接着剤で固定して
薄膜表面に垂直に力を印加し、膜が剥離す
る力から固着力を求めた。 

②化学的評価 
得られた薄膜について、組成はエネルギー



分散型 X 線分析法(EDX)で、その結晶性は
X 線回折法で、分子構造や状態はフーリエ
変換赤外分光(FT-IR)にて評価した。 

③培養細胞による分子生物学的評価 
チタンにコーティングした薄膜上で骨芽
細胞ならびに上皮系細胞を培養し、細胞増
殖ならびに細胞接着試験を行った。 
 

(3)臨床モデル試験による生体適合性の評価 
①埋入術式 
実験動物にビーグル犬を用いた。鎮静は、
ペントバルビタールナトリウムの静脈内
注射による全身麻酔を行い以下の実験を
行った。 

・ビーグル犬の大腿骨に直径 4mm、深さ
10mm の骨欠損を形成し、術後 BApGBR
シェルメンブレンを骨欠損上面に固定し
た。 

・術後 1，3，5 週に対する骨再生状態を下記
の方法で検討した。 

②観察方法 
微細血管鋳型標本を作成し、走査型電子顕
微鏡(SEM)を用い観察した。また、通法に
従い HE 染色によって骨、細胞、線維など
の観察を行った。さらに、マイクロ CT を
用い，360 度分の透視画像データを X 線ま
たは FPD を用いて収集した。そのデータ
をもとに再構成計算を行い、断面画像を作
成する．以上の作業によって骨再生状態を
360 度断面で観察し新生骨の伸展状態と、
新生骨の体積を検索した。 

③２層積層構造インプラントの埋入と評価 
臨床モデルとしてイヌ下顎歯槽骨欠損モ
デルを作製し、BApGBR メンブレンによ
って歯槽骨増生を行った後、２層積層構造
インプラントを埋入し、機能的（マイクロ
振動による固着強度）、病理組織学的（SEM、
HE）、放射線学的（マイクロ CT）に評価
した。評価は埋入後 2，4，8，24 週で行っ
た。 

 
４．研究成果 
(1）薄膜およびメンブレンと積層インプラン

トの作製 
動物骨由来アパタイト

粉末を用い、これをターゲ
ットとして PLD 法により
板状の NaCl 基材上に天
然アパタイト (BAp)膜を
成膜し、その後純水に浸漬
して NaCl を溶解させ、
BAp 膜のみを単離し、
1cm2 の可撓性 BApGBR
メンブレンを作製することができた(図 1)。ま
た、フォトリソグラフィ用のレジスト剤を石
英平板にコーティングし、そのうえ HAp 膜
を作製したのちに、レジスト剤を溶解させる

ことで最大 6.25cm2の HApGBR メンブレン
の作製に成功した。さらに、フォトレジスト
を用い、これを Si 基板にスピンコートしたも
のを基材とし、その上に PLD 法で HAp を成
膜することで、直径 50mm (28.5cm2)の大面
積 HApGBR の作製技術を確立した。また、
必要とされる欠陥形状の鋳型にワックスを
流し込むことでシェル用基板を作製し、この
基板を用いて骨増性用のシェルメンブレン
の作製にも成功した。 

また、BAp と HAp の二つのターゲットを
用い、PLD 法によって承認済チタンインプラ
ント表面に BAp/HAp の機能性２層積層構造
インプラントを作製することができた。 
 
(2) 薄膜および積層膜の評価結果 
引張試験法により調べた薄膜の固着力は

チタン基板上で 90MPa 以上であり、実用化
に十分な固着特性を示した。また、得られた
薄膜の組成を EDX で調べた結果、Na、Mg
等の微量元素の存在も含めて、目的に近い組
成の薄膜を得ることに成功した。さらに、
FT-IR 測定の結果、BAp 薄膜において OH 基
の一部が炭酸基に置換していることも明ら
かになった。X 線回折結果において、HAp、
BAp の単層膜および、BAp/HAp の 2 層構造
の XRD パターンは原材料とよく一致してお
り、それぞれの膜や積層構造が得られている
ことを確認した(図 2)。 

図 1. BApGBR 

図 2. HAp 原材料および PLD 法で作製した各種薄膜の

Ｘ線回折パターン 

生物学的評価として、チタンにコーティン
グした BAp 薄膜上で骨芽細胞を培養した結



果、チタン上に比べて３倍程度の増殖を示し
た。 

 
(3）臨床モデル試験による生体適合性の評価 

骨欠損部にシェルメンブレンを固定し、術
後 1、3、5 週における骨再生状態をマイクロ
CT により観察した結果、欠損部分の骨増性
を観測することができた(図 3)。さらに、シェ
ルメンブレンの作製技術を応用して、３次元
HAp シートを「歯の絆創膏」として歯質の修
復・保存に用いることにも成功した。 
 

 
 
一方、２層構造(BAp/HAp：350 nm)で被

覆したインプラントをイヌ大腿骨に埋入し
て、埋入後 2，4，8，24 週術までの新生骨の
形成および骨伝導能を、血管・骨同時鋳型標
本の走査電子顕微鏡(SEM)観察、および非脱
灰研磨標本のトルイジンブルー(TB)染色で
観察形態学的・組織学的に検討した結果、骨
伝導能は Ti のみのインプラントに比べて
BAp/HAp/Ti インプラントの方が新生骨の伝
導速度、インプラントとの密着程度の観点か
ら優れていることが示唆された。この効果は、
術後 8 週までに顕著であった(図 4)。さらに、
BAp/HAp/Ti と新生骨の密着性は極めて良好
で、インプラントと新生骨が直接密着してい
ることが観察され、安定的な密着性と信頼性
がより高いことが示唆された。 
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