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［２］研究経過 
世界的な高齢者人口の増加に伴い生体埋入デバイ

スの需要は増大しており、特に高齢に伴う歯の喪失

による人工歯根、関節リウマチや関節の変形による

人工関節等、硬組織代替デバイスの利用が増加して

いる。硬組織代替デバイスには、骨との迅速かつ強

固な結合が求められる。 
一方、インプラントに関連した手術部位感染

(Surgical site infection, SSI)は少なくとも数%から

30%程度の確率で発生している。骨組織では食細胞

が少なく生体防御機構が弱いことに加え、加齢に伴

う免疫機能の低下により SSI のリスクは増加する。

加齢に伴う骨形成能の低下から、インプラントの固

定に時間を要し、長期間の入院を強いられることも

ある。そのため、これらの問題解決には、SSI 対策

としての抗菌性と骨形成能の両方を有するハイブリ

ッドインプラントが有効な手段である。 
当グループではこれまで、生体吸収性を有する非

晶質リン酸カルシウム(ACP)に着目し、RFマグネト

ロンスパッタリング法による ACP コーティングに

より、チタン製硬組織代替デバイスの骨形成能向上

を動物実験により明らかにした。加えて、ACPへの

Ta 添加により溶解性を抑制できることを見出した。

加えて、インプラントへの抗菌性付与として、耐性

菌を生じにくい、広い抗菌スペクトルを有する Ag
に着目した。平成 30 年度までに、Ag 添加 ACP 
(Ag-ACP)コーティング膜は大腸菌に対して抗菌性

を有することを見出した。Ag-ACP に Ta を供添加

することで、Ag-ACPの溶解性を抑制できることを

明らかにした。 
そこで本年度は、Ag, Ta供添加ACPの抗菌性を

評価することを目的とした。加えて、過剰の Ag は

毒性を示す可能性があるため、細胞毒性評価も行い、

最適Ta添加量を検討した。 
本研究課題は前年度からの継続課題であるため、

代表者および分担者の博士課程学生のWu氏が、対

応者である小笠原教授の研究室の設備を利用し、抗

菌性の評価を行った。細菌を用いた評価であるため、

1 セットの評価につき 2 週間程度の連続した実験が

必要である。そのため、Wu 氏を中心に一月に2 週

間程度の頻度で小笠原研究室を訪問し、実験を行っ

た。 
 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 
抗菌性評価方法には、シェーク法を用いた。Ag

イオンの徐放による継続した抗菌性の発現を調査す

るために、繰り返しシェーク法を確立し、本コーテ

ィング膜の抗菌性を評価した。コーティング膜の細

胞毒性は、ISO 10993-5に準拠した、V79細胞を用

いた直接法および間接法により評価した。 
試料には、Ta 添加量を 3 レベルで変化させた

Ag-ACP (Ta添加無し)、(Ag+L-Ta)-ACP (低濃度Ta
添加)および(Ag+H-Ta)-ACP (高濃度Ta添加)コーテ

ィング膜を用いた。基板にはチタン板を用い、いず

れも膜厚は0.5 �mとした。 
抗菌性評価には、1/500 に希釈した普通ブイヨン

培地(1/500NB)を用いた。小笠原研究室で所有する

大腸菌(DH5�)を用い、初期菌濃度107 CFU/mLの

菌液5 mL中にコーティング膜を浸漬し、6時間の

攪拌培養を行った。その後試料を取り出し、エタノ

ールにて洗浄・滅菌後に、新しい菌液にてさらに 6
時間の培養を行った。この操作を 7 回繰り返した。

 
図1 本共同研究により確立した繰り返しシェーク

法による抗菌性評価方法の模式図 



 

各培養後の菌液は、寒天平板培養法により生菌数を

測定した。菌液中に溶出した Ag イオン濃度は、菌

液に硝酸を加えて酸性溶液とした後、遠心分離によ

り細菌を沈殿させ、上清を ICP-MSにより測定した。

図1に、本プロトコルの模式図を示す。 
Ag-ACP および(Ag+L-Ta)-ACP コーティング膜

においては、1 回目の培養後において生菌数は 0 と

なり、抗菌性を示したものの、2 回目以降は生菌数

の減少は見られ無かった。Ag イオン溶出量をみて

も、1回目培養では0.2 ppm程度の溶出が確認され

たが、2 回目培養以降は 0.02 ppm 以下となってい

た。一方、Ta添加量の多い(Ag+H-Ta)-ACPコーテ

ィング膜においては、4 回目の培養まで生菌数は 0
となり、5 回目では 103程度まで減少した。4 回目

までのAgイオン溶出量は0.2 ~ 0.1 ppmであり、5
回目は0.1 ppm未満、6回目以降は0.02 ppm以下

となっていた。 
すなわち、本実験系においては、0.1 ppm以上の

Ag イオン溶出がある場合に抗菌性を示すことが明

らかとなった。加えて、(Ag+H-Ta)-ACP コーティ

ング膜は繰り返し培養においても抗菌性を発現した

ことから、生体内においても長期間の抗菌性発現が

予想される。 
間接法による細胞毒性評価は、20 mLの培地中に

コーティング膜5枚を浸漬させ、抽出を行った。こ

の抽出液1 mLに50 cells/mLの濃度のV79細胞を

播種し、培養を行い付着細胞数を測定した。直接法

においては、試料上に直接50 cells/mLの濃度のV79
細胞を播種し、7 日間培養後の付着細胞数を測定し

た。なお、コーティングを施していないチタン基板

を試料として用いた系をブランクとした。 
間接法においては、いずれの試料においてもブラ

ンクと同程度の付着細胞数であり、有意差は確認さ

れなかった。直接法においては、Ag-ACP および

(Ag+L-Ta)-ACPコーティング膜において、ブランク

よりも有意に低い付着細胞数となった。一方、

(Ag+H-Ta)-ACP コーティング膜においてはブラン

クと同程度の値であり、有意差も確認されなかった。 
以上の結果から、(Ag+H-Ta)-ACP コーティング

膜は繰り返し抗菌能を示しつつ、細胞毒性を示さな

いことが分かった。今後は、骨芽細胞を用いたALP
活性評価により、骨形成能についても調査していく

予定である。 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
本年度は、本共同研究の成果を2報の投稿論文と

して発表することができた。加えて、基材であるチ

タンについての国際会議にて口頭発表を行った。 
加えて、代表者の上田は、2019 年 8 月より、英

国の Imperial College Londonに留学し、本共同研

究の成果を踏まえて、ウェットプロセスによるチタ

ンの抗菌性コーティングの研究を開始した。受け入

れ先からは、我々が確立した抗菌性評価方法に強い

関心を持っており、今後も受け入れ先との共同研究

をすすめることになっている。 
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