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The initial adhesion of cells to the implant surface and 
the subsequent behavior of the cells are important for 
their biocompatibility. This study investigated the contin-
uousness of the effects of glow-discharge （GD） treatment 
on the adhesion of cells to titanium.

Polished titanium plates （30 mm in diameter, 2 mm in 
thickness） were treated with GD. Human gingival fibro-
blast （hGF） cells were seeded on each treated sample. 
After 6 h of culture, cells were fixed and stained with 
TRITC-phalloidin to count the number of attached cells. 
After 24 h of culture, the cells were fixed and incubated 
with antibody against vinculin to examine the formation 
of focal adhesion. Titanium disks were treated using GD 
in a plasma chamber for 20─240 s. To compare with the 
effects of ultraviolet （UV） treatment, the titanium disks 
were exposed to UV for 6─48 h. Untreated titanium disks 
were used as controls （CON）. The hydrophilic status of 
the titanium surfaces was analyzed by XPS analysis, and 
the wettability was examined by the spread of 5 nL of 

H2O. Titanium disks treated with GD were in the air for 
0─6 h after the treatment to examine the continuousness 
of the effects of GD treatment. The maximum wettability 
was observed by GD treatment for 120 s, whereas the 
maximum wettability by UV treatment was observed by 
the 48 h of UV treatment. The effect of GD decreased by 
half at 1 h after GD treatment and converged with the 
CON level at 6 h. The number of hGF cells attached to 
GD and UV after 6 h of incubation was significantly 
greater than that attached to CON. The number of vin-
culin immuno-positive focal adhesion per cell was signifi-
cantly greater on GD and UV treated disks than on CON 
disks. Neither the number of attached cells nor focal ad-
hesion formation showed significant differences between 
GD and UV. 

These findings demonstrated that only 2 min of GD 
treatment on the titanium surfaces caused similar wetta-
bility and cell attachment as 48 h of UV treatment. How-
ever, the effect of GD treatment disappeared within 6 h 
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緒　　言

チタンインプラントは，骨とのオッセオインテグ
レーションを獲得することからインプラント材料とし
て広く利用されている1, 2）．インプラント周囲組織の
早期創傷治癒には，骨芽細胞のみならず，歯肉組織を
構成する歯肉線維芽細胞のインプラント体への早期接
着・増殖，分化が重要な因子である．細胞のインプラ
ント表面への接着，増殖，分化はインプラント表面形
状および表面性状に影響される．これまでの多くの研
究で，チタン表面改良によって in vitro，in vivo にお
いて生体適合性を高めたとの報告がある3，4）．また，
表面性状は表面エネルギーと表面荷電など表面の物理
化学性質を示し，表面官能基の形成状況に影響を受け
る．表面の性質は，インプラント体表面に対するタン
パク吸着や細胞接着に影響を及ぼすことが報告されて
いる5～7）．

グロー放電プラズマ処理（Glow-Discharge Plasma 
Treatment，以下 GD）は，プラズマクリーニングと
も呼ばれ，低温プラズマを用いて，試料表面の有機汚
染物質や薄い酸化皮膜を取り除くのに有用性が高いと
の報告がある8～10）．低温プラズマによるイオンと電子
の衝突にて，表面性状が試料の微細構造の変化なく親
水性の向上を示している．また，チタンインプラント
に関しては，チタン表面への細胞の初期細胞接着およ
び分化を促進することが示されている5～7）．しかしな
がら，グロー放電処理チタンへの初期細胞接着につい
ては，分子レベルのメカニズムは不明な点も多
く11，12），その効果がどれくらい持続するかもよく分
かっていない．

接 着 斑 キ ナ ー ゼ（Focal Adhesion Kinase， 以 下
FAK），ビンキュリン，およびアクチンフィラメント
のような細胞接着関連分子は，インテグリンを介した
細胞骨格とシグナル伝達分子による基質での細胞の接
着に関わっている13）．FAK とビンキュリンは，接着
斑の細胞質ドメインに関与しており，接着斑の形成に

よる細胞骨格アクチンフィラメントへの細胞表面上の
インテグリンからのシグナル伝達を行っている．ビン
キュリンは，接着斑複合体構成分子（タリン，パキシ
リン，a-アクチニン，テンシンなど）として主要な構
成成分である．アクチンは，細胞骨格の 1 つであり，
ストレスファイバーを形成する．アクチンはまた，接
着斑複合体構成分子と結合しており，インテグリンを
介してシグナル伝達に関与しており，細胞の形態変化
や遊走に重要な働きを行う14，15）． 

一方，紫外線（Ultra Violet，以下 UV）は，チタ
ン表面を親水性へ変化させることが明らかになってい
る16）．また，UV 処理されたチタンの表面効果は in 
vitro にてチタン板上の細胞接着，細胞伸展，細胞増殖，
活性化を，in vivo にて骨芽細胞の増加と骨とチタン
の結合を高めることが報告されている17，18）．紫外線照
射と GD 処理はいずれもチタン表面を親水性に変える
が，その効果がどの程度持続するかについては明らか
ではない．

本研究では，機械研磨チタンに対して行った GD 処
理がどの程度持続するかを調べるために，GD 処理し
たチタン板のぬれ効果の変化を調べるとともに，ヒト
歯肉線維芽細胞（hGF 細胞）を播種して初期接着の
変化を分子レベルで経時的に調べ， UV 処理と比較検
討を行った．

材料および方法

1. 標本作製と表面処理
材料として純チタンディスク（直径 2 mm，厚さ 30 

mm）（＞99.8%，株式会社ニラコ，東京）を用いた．
チタンを 600 グリッドダイヤモンドペーパーにて研
磨を行った．アセトン，エタノール，蒸留水中でそれ
ぞれ 60 分超音波洗浄した．洗浄後は，クリーンベン
チ内で 24 時間乾燥し，保管した．

GD 処 理 に は CUTE-MP／R （Femto Science，
Hwaseong，Korea）を使用した． GD 処理はチタン
をチャンバー内にて 8×10－3 Torr まで減圧し，真空

in the air. The present study suggests that GD treatment 
is quite easy but titanium implants treated with GD 
should be used as soon as possible after GD treatment.

Key words：glow discharge, ultra violet, titanium, 
stability, cell attachment
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内で出力 70 W にて行った．また，UV はチタンへ
15 W 殺 菌 ラ ン プ（ 東 芝， 東 京 ） に て 51 nW／cm2 

（253.7 nm） 紫外線放射強度の条件にて照射し，処理
を行った．チタンに対する GD 処理は 20，40，80，
120，180，240 秒間行い，紫外線照射 6，12，24，48
時間行ってその効果を確認した．非処理のチタン板を
対照群（CON）とした．

2. 表面評価
GD 処理後のチタン表面の化学状態を検討するため

に，エックス線光電子分光（XPS）分析による評価を
行った．GD 処理は 120 秒，UV 照射は 48 時間行った
チタン板（各 5 枚）を用いた．XPS 分析は，XPS 分
析装置（KRATOS AXIS-His，島津製作所，京都）を
用いて，エックス線源に Mg-Ka線（120 W）を用い，
分析エリア 1×1 mm，分析深さ 3 nm で測定を行っ
た．帯電補正は C1s ピークトップの結合エネルギー
値を 284.6eV とみなして行った．

GD 処理後のチタン表面の親水性を調べるために，
各処理を行ったチタン板に 5 nL の水滴を滴下し，水
滴の広がりを観察した（各 5 枚）．また，GD 処理後
にチタンへの処理効果についての性状変化を調べるた
めに，GD 処理を 120 秒行った後，室温で大気中に 0，
10，30，60 分放置し，処理効果の性状変化を観察し
た．水滴の広がりの計測には光学顕微鏡（Handy 
Scope 130 s，Science-Eye，埼玉）を使用した．水滴
の広がりの領域のデジタル写真（×5）は，Photo-
shop CS software（Adobe，Mountain View，CA，
USA）を使用し，領域分析を行った．水滴の広がり
の領域の大きさは，NIH Image（http://rsb.info.nih.
gov/nih-image）を使用し，計測を行った．

3. 細胞培養
培養細胞として hGF 細胞を用いた．hGF 細胞は九

州歯科大学附属病院を受診した患者で歯科矯正治療の
ため便宜抜去時の抜歯窩周囲の歯肉部分から分離培養
した．なお，hGF 細胞の使用に関しては九州歯科大
学倫理委員会の承認を受け，個々の患者に関しては同
意書をもって承諾を受けた．培地は，aMEM（Gibco，
Grand Island，NY，USA） に 10%FBS（Gibco）， 抗
生物質（100 ng／mL penicillin G （和光，大阪）， 50 ng／
mL gentamicin（Gibco），0.3 ng／mL Fungizone（Gib-

co）を添加し用いた．細胞は CO2 インキュベータに
て 37℃，5% CO2 下で培養し，0.25%tripsin （Gibco）
で分離，継代を行い，実験に使用した．

4. 細胞接着，伸展，ビンキュリン発現
GD 処理を 120 秒，UV 照射を 48 時間行ったチタン

板（各 5 枚）に細胞を 5×104 個播種を行った．培養
6 時間後に，各試験板に接着した細胞は，3 回 cyto-
skeleton-stabilizing（以下 CS）バッファーで 3 回洗浄
後，4% ホルマリンで固定した．続いて，再度 CS バッ
ファーにて 3 回洗浄後，TRITC ファロイジン（1：40
希 釈 ）（Molecular Probes，Eugene，OR，USA） に
て 30 分間，37℃でインキュベートした．0.1 M PBS

（－）にて洗浄後，細胞を蛍光封入剤として 1,4-diaz-
abicyclo（2, 2, 2）octane 4-diazabicyclo（2, 2, 2）（100 
mg／mL）（Sigma，St.Louis，USA）を含むグリセロー
ル─PBS にて封入した．

また，培養 24 時間後に，ビンキュリン発現と局在，
細胞伸展を蛍光顕微鏡の観察にて分析した．蛍光染色
はマウス抗ビンキュリン一次抗体（AnaSpec，San 
Jose，USA），抗マウス二次抗体に結合した FITC

（Molecular Probes，Eugene，OR，USA）によって
行った．0.1 MPBS 洗浄後に，細胞は蛍光封入剤とし
て 1,4-diazabicyclo（2, 2, 2）octane 4-diazabicyclo（2, 
2, 2）（100 mg／mL）（Sigma）を含むグリセロール─
PBS にて封入した．蛍光顕微鏡（Olympus Optical，
Tokyo）にて細胞を無作為に 10 カ所（各計測範囲は
350×450 nm）選択し，細胞数の計測を行い，Photo-
shop CS softwareにて伸展面積，形態の解析を行った．

5. 統計的分析
データは，StatView（Abacus Concepts，Berkeley，

CA，USA）を使用し分析した．分散分析（ANOVA）
にて GD 群，UV 群，CON 群の細胞数，ビンキュリ
ン発現，伸展面積を評価した．有意差を多重比較検定

（Post-hoc test，Scheffe）によって行った．

結　　果

1. 細胞接着試験
培養 6 時間後の細胞接着のアクチン蛍光顕微鏡像を

図 1a～c に示す．各試験片上で，hGF 細胞を 6 時間
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培養した細胞接着数は，CON 群と比較し，GD 群に
おいて 1.7 倍，UV 群は 2.3 倍の細胞数接着数の増大
を認めた（p＜0.05，0.01；図 1d）．GD 群は，UV 群
の細胞接着数と有意差は認められなかった． 

2. ビンキュリンの発現と細胞伸展 
抗ビンキュリン免疫染色後の hGF の蛍光顕微鏡画

像を図 2 a～c に示す．24 時間培養後，細胞の大きさ
と形が CON 群と比較し明らかな違いが認められた．
ビンキュリン発現は，CON 群，GD 群，UV 群の細胞
に認められた．CON 群のチタン表面の hGF は先端に
ビンキュリンの特定の局在を伴う細胞骨格が認められ
た．GD 群と UV 群は細胞骨格先端のビンキュリンの
より広範囲で細胞の輪郭に沿ってより隣接しているこ
とが確認された．ビンキュリン発現は CON 群と比較
して GD 群にて 1.8 倍，UV 群にて 1.6 倍の発現の有

意的な増加を認めた（p＜0.01；図 2d）．細胞伸展に関
しては，CON 群と比較し GD 群にて 1.4 倍，UV 群に
て 1.3 倍の発現の増加を認めたが有意差は認められな
かった（図 2 e）．

3. GD処理後のぬれ性への効果
それぞれの UV 処理，GD 処理後に 5 nL の水を滴

下した広がりの画像を比較にてぬれ性を評価した（図
3a）．UV 群は 48 時間処理したもので平均 92.9 mm2，
GD 群は 240 秒処理したもので平均 107.6 mm2 であり，
CON 群は平均約 9.3 mm2 であった（図 3b）．これら
の結果は，CON 群の疎水性状態が GD 処理と UV 処
理にて親水性状態に変化したことが示された．なお，
ぬれ性は UV 処理 48 時間と GD 処理 120 秒はほぼ同
程度を示したため，UV 処理と GD 処理の比較の実験
ではこれら処理時間の試料を用いた．

図 2　GD もしくは UV 処理後の培養歯肉線維芽細胞
の接着斑の発現

120 秒 GD 処理（a），24 時間 UV 処理（b），未処理
（c）の試料上で 6 時間，歯肉線維芽細胞を培養したと
きのビンキュリン免疫蛍光顕微鏡像．1 細胞あたりの
ビンキュリン免疫陽性接着斑数（d），および細胞伸
展面積（e）．グラフは平均値±標準偏差を示す．＊p
＜0.05，＊＊p＜0.01，スケールバー＝10 nm.

図 1　GD もしくは UV 処理後の培養歯肉線維芽細胞
の初期接着

120 秒 GD 処理（a），24 時間 UV 処理（b），未処理
（c）の試料上で 6 時間，歯肉線維芽細胞を培養したと
きのアクチン蛍光顕微鏡像．（d）単位面積（350×
450 nm）あたりの接着細胞数．グラフは平均値±標
準偏差を示す．＊p＜0.05，＊＊p＜0.01，スケールバー
＝20 nm．
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4. エックス線光電子分光（XPS）分析
120 秒 GD 処理（図 4a）および 48 時間 UV 処理（図

4b）直後のチタン板表面の O1s スペクトルの例を示
す．O1s スペクトルのピークを分離すると，530 eV
付近に TiO2 の 531.8 eV 付近にブリッジ（酸性）水酸
基 OH（a）が，533 eV 付近にターミナル（塩基性）
水酸基 OH（b）のピークが UV，GD ともに認められ
た．江黒らの報告をもとに19），スペクトルの全体の面
積に対する OH（a）と OH（b）の面積比（図 4c）と
存在比（図 4d）を求めたところ，GD 処理は UV 処理
と比較し面積比では同程度の存在比では UV よりも高
い水酸基量を認めた．

5. GD処理後のぬれ性の変化
次に，120 秒 GD 処理後の 1 時間大気中に放置した

場合の変化について評価を行った．実体顕微鏡像では，
ぬれ性は処理直後と比較して 10 分後にはすでに有意
に減少し，1 時間後にはほぼ 3 分の 1 に減少していた

（図 5）．XPS 分析において O1s スペクトルのピーク
を分離すると，530 eV 付近に TiO2 の 531.8 eV 付近に
ブリッジ（酸性）水酸基 OH（a）が，533 eV 付近に
ターミナル（塩基性）水酸基 OH（b）のピークが認
められた（図 6a）．120 秒の GD 処理直後（図 4a）と
比べ，GD 処理後に 1 時間放置した試料では OH（a），
OH（b）のピーク値の低下が認められた．これらの

図 3　GD もしくは UV 処理時間によるぬれ性の変化
a）チタン表面の水滴の実体顕微鏡像．未処理（CON），GD 処理

（GD）20 秒，40 秒，および 80 秒，UV 処理（UV）6 時間，12 時間，
および 24 時間を示す．b） 各処理時間において 5 nL の水を滴下した
ときの水滴の面積．グラフは平均値±標準偏差を示す．
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スペクトルの全体の面積に対する OH（a）と OH（b）
の面積比から算出した OH 基の存在比は，GD 直後と
比較して放置により減少を認め，親水性の低下を認め
た（図 6c，d）．

考　　察

本研究にて，われわれは GD 処理によるチタンの表
面性状の変化を，hGF 細胞の接着，ぬれ性の変化，
および XPS 解析にて示した．すなわち 2 分間の GD
処理にて 48 時間の UV 処理と同様の良好な親水性を
引き起こすが，その効果は短時間で減弱することが明
らかとなった．

われわれは，3 つの異なった処理表面（GD 群，UV
群，CON 群）に対して hGF 細胞の接着を評価し，試
料基質と細胞動態の間において相関を調べた．細胞増
殖と分化のためには細胞基質接着が重要であることは
広く認識されている．今回の研究では，GD 群と UV
群の細胞接着数が高く，CON 群では低いことが示さ
れた．また，多くの研究者がグロー放電5，6，20～25）と UV

処理16，17，26）したチタン上でより多くの細胞接着数が増
加したと報告されている．これらの結果より，GD 処
理によって処理されていないチタンより hGF 細胞の
接着性が上昇することが示された．

ビンキュリンはインテグリンを介した細胞骨格分子
類の階層構造の接続分子類の 1 つである．いくつかの
結合部位（タリン，パキシリン，a-アクチニン，アク
チン結合部位）をもち13～15，27，28），インテグリンの細胞
内ドメインに結合するタリンと細胞骨格であるアクチ
ンの結合の両方に関与する29）．すなわちビンキュリン
の発現の増加はインテグリンを介して細胞接着を強め
るタリンが活性化されているとともに，その活性化し
タリンと細胞骨格であるアクチンフィラメントの増加
を示すものである．今回の研究では，ビンキュリン陽
性の接着斑数は CON と比較し GD 群と UV 群では有
意に増加した．この結果は，GD 処理や UV 処理に
よってチタン表面に細胞接着の足場となる細胞外マト
リックスの付着が増加し，細胞のインテグリンが結合
するとともに，細胞内でもビンキュリンを介したタリ
ンの活性化と細胞内骨格の形成が生じたものと推測さ

図 4　XPS 分析による GD 処理および UV 処理後の試料表面の O1s スペクトル分析
120 秒 GD 処理（a）および 48 時間 UV 処理（b）直後のチタン板表面の O1s のピ
ーク分離例．GD，UV 処理後の OH（a）と OH（b）の面積比（c），GD と UV の
OH（a）と OH（b）の存在比（d）を示す．
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れる．また，GD 群，UV 群のほうが CON 群よりビ
ンキュリンの蛍光染色が明瞭であることは，接着斑を
構成する分子であるビンキュリンが多く存在すること
を示し，より強固な接着が生じていることを示すもの
である． 

TRITC ラベルされたファロイジンによって染色さ
れたアクチンは細胞伸展，細胞形態を評価することに
使用した13～15）．今回の実験では有意差は認められな
かったが，GD 群，UV 群では CON 群に比べ細胞面
積の増加が認められた．また，GD 群，UV 群の細胞
においては接着斑構造をもつラメリポディア構造が認
められたことは，細胞が伸展もしくは遊走状態にある
ことを示している．さらに GD 群の細胞は，より明瞭
なストレスファイバー形成が認められた．このような
細胞，分子レベルでの GD 処理の影響は，結果として
GD 処理チタン周囲における細胞の運動性が上昇し，
早期にチタン周囲を細胞が覆い，組織修復が迅速化す

るものと考えられる． 
GD 処理は，有機物の除去による形態変化とイオン

組成を変えることで親水性を増加させることが知られ
ている 9，10）．GD 処理は，チタン表面に OH 基が豊富
な親水性の状態を作りだし，それによってチタン表面
は水分が吸着しやすい状態になったと考えられる．今
回の研究において，ぬれ性をぬれ面積で評価を行った
が，GD 処理によって親水性を示す結果が得られた．
ぬれ性を接触角で評価している報告は多いが30，31），今
回の結果では接触角とぬれ面積には，親水性を示す指
標として相関関係があることを示唆している．ただ
し，同様に GD 処理を試みた Itahashi らの報告32）に
よると，GD 処理後においても 532 eV のピークは処
理前に比べてさほど増大していなかった．この報告で
は，GD 処理から XPS への導入まですべて不活性ガ
ス中で行っており，一方本研究では，XPS 装置の測
定チャンバーへの輸送やサンプル導入作業などで数分

図 5　GD 処理後大気中に放置した試料のぬれ性の経時的変化
a）チタン表面の水滴の実体顕微鏡像．未処理（CON），GD 処理

（GD）後 0 分，10 分，30 分および 80 分を示す．b） 各時間において
5 nL の水を滴下したときの水滴の面積の経時的変化 . グラフは平均
値±標準偏差を示す．＊p＜0.05．
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空気中を通っているために，空気中の水分の吸着など
により，このような違いが生じているものと推測され
る．

GD 処理における TiO2 膜表面の親水性の増大は，
プラズマ内の酸素ラジカルによって TiO2 表面上に誘
導された非化学量論的 TiOx のような親水性官能基の
構成に関係している可能性があると報告されてい
る22）．GD 処理は Ti3＋と OH 基を TiO2 表面に形成し，
TiO2 膜（TiO2→［Ti3＋－O－］＋OH＋H）を構成する生
体親和性と光触媒活性の両方の利点に寄与すると考え
られた．また，波長 250 nm 以下の UV 照射で有機化
合物を分解する酸化チタン（アナターゼ型）では，波
長が 387 nm 以下（UVA）での光触媒反応により，
OH ラジカルおよび空気中の水分子が解離吸着して水
酸基を形成すると報告されている17，18）．今回の実験で
は XPS 解析により GD 処理後の親水性の低下が示さ
れた．過去の報告では，Kummer ら33）が GD 処理は
接触角に対してすぐに親水性を示したが，48 時間後
ではコントロール値へ戻ったと報告した．今回の結果
では，GD 処理の効果は大気中では 10 分で減弱し，6

時間で消失することが明らかとなった．GD 処理後の
XPS 解析により，532.5 eV 付近の OH 基によると推
測されるピークが 1 時間後には顕著に減少していた．
このことは，GD 処理後 1 時間ではプラズマ処理によ
る活性状態はかなり失われていると考えられた．これ
は，2 つの Ti-OH 基の再結合により Ti-O-Ti 基が生成
したか，あるいは Ti-OH 基にカルボキシル基を有す
る空気中の有機物が結合して親水性が損なわれたため
と考えられる． 

まとめると，GD 処理は短時間でチタン表面を親水
性にし，細胞接着を増加させたが，その効果は大気中
では 1 時間で半減し，6 時間で消失した．これらの結
果は，チタンインプラントの表面処理に GD 処理を行
う場合は，効果が失われる前のインプラント埋入直前
10 分以内に処理を行うことが望ましいことを示唆す
るものである．

結　　論

本研究により，2 分間の GD 処理は 48 時間の UV

図 6　XPS 分析による，120 秒 GD 処理後 60 分大気中に放置した場合の試
料表面の O1s スペクトル分析

a）GD 処理の 1 時間放置後の O1s のピーク分離例，b）GD 処理直後と GD
処理後 1 時間放置後の OH（a）と OH（b）の面積比，c）GD 処理直後と
GD 処理後 1 時間放置後の OH（a）と OH（b）の存在比を示す．
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処理と同様のチタン表面に対して水酸基の増加による
親水性増加によって，ぬれ効果の増大を示し，接着斑
数の増加を伴う細胞接着の増加をもたらすことを示し
た．しかしながら，この GD 処理の効果は，処理後
10 分で減弱し，6 時間放置すると消失することが明ら
かとなった．
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