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Development of Titanium Surface Treatment for Promoting Cell-activation
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Abstract：Thromboembolism events around the cannula and cardiac periventricular were oftenly 
reported after implanting ventricular assist devices. To assist preventing these problems, we have 
studied the surface structural modification, based on the titanium (Ti) micro-porous structure, 
the chemical modification, and the hydro-oxidization treatment. The purpose of this study is the 
fabrication and evaluation of their fundamental modification that would be the factor of the neointimal 
growth in vivo.

Titanium powder was mixed with melted thermoplastic wax as the plastic compound method, 
and with calcium phosphate paste as the ceramics compound method. From each paste, adequate 
specimens were manufactured after sintering. Specimens were measured the porosity and the pore 
size, and were also evaluated in several mechanical properties. Compared to two methods for 
manufacturing the Ti micro-porous materials, the plastic compounds showed the fine characteristics in 
mechanical properties. But for applying as the scaffold for neointimal and blood compatible materials, 
these specimens would be better for promoting the blood vessel neointima.

For the chemical modification of Ti materials surface, bulk Ti specimens were operated with the 
hydroxide treatment for modification. For promoting the cell growth, type I collagen were put on 
as the amino group rich container, and fixed with isocyanate for deriving the urethane bonding on 
the surface. After these treatments, specimens were measured their fixed collagen. Specimens were 
also observed by SEM, and analyzed by X-ray photoelectron spectroscopy. Fibroblast cells were 
also harvested on specimens’ surface for studying the performances as the scaffold. Our hydroxide 
treatment showed the favorable performance for the stability of hydroxyl gel surface and modified 
collagen, and also indicated as the fine scaffold.

Our results indicated the possibility of application for perivascular position and blood contacting 
situation, by promoting the cell-activation depending on micro-porous structure and modified titanium 
surface. Especially by choosing and trying the adequate cell activating factor concerning among the 
multiple organs and implantable devices, these treatment would be widely applicable for them.
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はじめに

　近年，チタンを基材とした生体内埋込材料や埋込型

デバイスは歯科のみに限らず，多くの医療領域におい

て使用されていることは既知であるが，チタンそのも

のの性質を生体反応に有効に活用した最たる事例は，

Osseointegrationによる硬組織再建術と言える 1-3）。チタ

ンの臨床での応用は Osseointegrationに頼る面だけでは
なく，表面の不動態化による強い耐食性から安定性の求

められる多くの用途で用いられており，軟組織や血液と

の接触表面部材にも幅広く応用されている 4, 5）。我々は

これまで，チタンの性質について，生体内環境における

水素や微少通電などによる腐食化現象及び脆性化現象

などについて研究を進めると共に 6-8），上述のようなチ

タンの高い生体親和性という利点を促進する基材の検討

などをおこなってきた。今回，“血液接触表面”として，

また血管内での“細胞賦活化表面”として，チタン製人

工心臓用大口径人工血管の開発を目的とした要素研究に

ついて紹介する。

　本邦では2011年より，補助型人工心臓が保険適用の

もとで使用が開始された。そもそも1997年には臓器移

植法が制定され，重症心疾患患者への治療方法の最適

解である臓器移植を本邦でおこなえることで，臓器移

植対象者への治療効果だけでなく，他国の臓器移植ネッ

トワークでの recipientとしての長期待機や海外渡航等の
経済的負担なども改善されるものと考えられていた。し

かし実数を見てみると，心臓移植例は1997年から2012

年において156件（心肺同時移植も含む）であり，臓

器移植先進国である米国と比較すると総人口の差違を

考慮しても非常に少ない件数である 9, 10）。このような背

景から，従来までは臓器移植までのつなぎ“Bridge to 
transplantation”とされてきた人工心臓の需要は，近年の
補助型人工心臓の性能や耐久性の向上も相まって，長

期生存を期待する治療選択肢“destination therapy”とし
て期待されている 11, 12）。しかし，destination therapyとし
て人工物，人工材料である補助人工心臓の埋込を考慮

した際に，重要なのが生体反応である。前述の通り，チ

タンの生体親和性はチタンの不動態化によるところが

多く，異物反応という生体反応においては良好と言え

る。その一方，それら生体反応を長期的観点で見た際，

Osseointegrationのような良好な生体と人工物の結合関
係とは異なり，補助人工心臓のような循環器系デバイ

スを想定でチタン表面に介在してくるのは，血液を含む

体液やその血球成分またはそれらの複合体である。これ

らは血液接触表面での血栓形成因子となり，結果的には

大小血管の塞栓や肥大化血栓の形成を引き起こすため，

destination therapy対応を謳う補助人工心臓においては致
命的な問題である。実例でも，本邦企業初の補助人工心

臓である EVA HEART（㈱サンメディカル技術研究所）
においても術後フォローによる血栓塞栓トラブルから脱

血管の改良と医療機器承認の再申請がおこなわれた経緯

がある。

１．血液と大口径人工血管材料の関係と現状

　血液の血栓形成や血液凝固反応は正常な血液と正常な

血管内皮表層では起こりにくく，血液性疾患や循環器系

疾患，もしくは異物のような外乱を起因としてそのリス

クは高まる。補助人工心臓などの脱血管や送血管も人工

材料という異物であり，血栓形成や血液凝固の誘導因子

となるため，何かしらの抗血液凝固対策および抗血栓対

策の必要性が生じる。

　補助人工心臓を含む循環器系外科術において，管理

や処理が容易な方法の一つに抗血液凝固療法が挙げられ

る。抗血液凝固療法は患者への術中ヘパリン注射や術後

ワーファリン投与などで対応し，血液凝固時間などの管

理により任意の抗血液凝固対策がおこなえる。しかし，

抗血液凝固療法の不安要素として脳や皮下末梢などにお

ける出血リスクの増大がある。補助人工心臓適用患者な

どの場合には血液性トラブルを抱えていることも多く，

血管老化や動脈硬化などのいわゆる“血管年齢”が高く，

出血リスクは更に高まる 13）。

　血液接触表面での血栓形成は接触表面に対する異物

反応，また血流流れ場における剪断応力と表面張力バラ

ンス，さらには血液脂質異常などにより血栓形成リスク

は増大する。そのため，血液流れ場における人工材料の

使用においては抗血栓性表面の作成は不可欠である。現

在の臨床と同様に，その対策手段としてはディスポ－サ

ブルなカニューレやチューブなど高分子材料に広く用い

られるヘパリンコーティングがある 14, 15）。その血栓形成

の抑制効果から人工材料表面に対して効果が高いが，ヘ

パリンコーティング層は有限であり，血液流れ場に曝

され続けることによってやがてその性能を失う。それに

対し，材料表層へのタンパク付着抑制効果を備えるコー

ティング法としてMPC（2-Methacryloylethyl Phosphoryl 
Choline）ポリマーコーティングが挙げられる。MPCポ
リマーは生体膜に類似したリン脂質極性基膜を作成する

ことで，タンパク質や脂質の接着を抑制する 16-19）。性質

上，有機材料には非常に友好であり，ヘパリンコーティ

ング同様にディスポーサブルな医療デバイスに広く普及

してきている 20, 21）。この技術も血液接触表面修飾として

非常に優れた面を見せるが，MPCポリマーの長期有効
性については，現状の応用用途はディスポーサブル材料

が大半であるため，destination therapyを目的とした長期
埋込デバイスへの応用については未知な部分が多い。

２．細胞賦活化基材としてのチタン多孔体の作成

　以上のような現状を踏まえ，細胞賦活化による生体

内膜の創生を目的として，任意に作成した“チタン多

孔体表面”に“チタニアゲル化と細胞賦活化因子の固

定処理”，つまりは基材の物理的改質と化学的改質によ

る機能性材料表面について検討した（図１）。現在，金
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属製送血脱血管として臨床でも用いられているものの

多くは，微少血栓の堆積による大血栓の形成の抑制を目

的に表面を鏡面加工している。例えば使用部位近傍に生

体軟組織がある場合には軟組織細胞誘導による生体被覆

が起こるが，チタン多孔体のような粗造な表面では微薄

なフィブリン膜形成が表面積の増大によって強固になる

ため，鏡面加工のような滑沢表面よりも被覆が進行し易

く，その結合力も強固となる。このような効果はとりわ

け，血流下のような剪断応力場において重要となる。こ

の体液由来膜組織は繊維素血栓様組織となり，ほど近い

周囲の宿主動脈壁からの内皮細胞や繊維芽細胞の侵入を

容易にする 22, 23）。このような現象は，人工血管のような

多孔質構造体の開発においても実証されている。また，

作成する多孔体の孔径を操作することにより，初期埋込

時における wedge thrombusをトラップしながら内皮被
覆するような用途を視野に入れている。

　チタン多孔体の表面作成については，チタン微粒子

粉体をカーボンなどの鋳型へ充填した真空プラズマ放電

焼結（SPS：spark plasma sintering）法 24），PMMAやワッ
クスなどの熱可塑性樹脂との混合体の焼結による樹脂

混合法などがある 25, 26）。基材とするチタン微粒子粉体は

球形にアトマイズされたものを用い，またそれらを六方

細密充填構造として格子内充填することを想定し，必要

平均孔径，必要孔率を基準としたチタン微粒子粉の平均

径および充填率を求めた。必要平均孔径は血管内皮細胞

や繊維芽細胞の侵入を想定して50 μm～100 μmに設定
し，また必要孔率は最薄で0.5 mmの多孔体表面の作成
を視野に入れた際の作成手技と強度の関係から30％に

設定した。本研究では焼成におけるコストの点から樹脂

混合法と，新たに新型リン酸三カルシウム（TCP：tri-
calcium phosphate, α-TCP）ペーストを結合材としたセラ
ミクス混合法にて評価試料の作成を試みた。なお，使用

したチタン微粒子粉体の平均粒径は120 μmである。
　樹脂混合法は Naitoら 25, 26）の手法を参考に，適切な加

熱により融解した歯科用インレーワックスをチタン微

粒子粉体と適切な比率で混合し，流動性を保った状態で

モールドへ充填することで，冷却後に硬化体として取り

出せる。これを380℃で1.5時間加熱して余剰なワック
ス体を焼却し，1,100℃に設定した真空焼成炉にてアル
ゴン置換環境で２時間焼成することでチタン多孔体を得

た。

　セラミクス混合法では，平均粒径2 μmに粉砕した α

-TCPを専用練和液で練和し，同じくチタン微粒子との
適切比率での混合体としてモールドへ充填した。結合材

とした TCP成分をアパタイト転換させるためにこれを
37℃，95％の低温転換法環境下にて10日間保持し，そ

の後同じく1,100℃で２時間焼成した。焼成後試料は1N 
HCl水溶液中に浸漬し TCP結合材より転換したアパタ
イトを溶解し，チタン多孔体を得た。

　２種類のチタン多孔体の諸性質については，ほぼ同様

なチタン微粒子間での焼成による neckingを電子顕微鏡
（SEM）像から確認し，また乾式密度計および顕微鏡面
分析の結果からは樹脂混合法，セラミクス混合法の平均

孔率は32～36％の範囲で作成出来ており，目標値に近

似した作成が可能であることがわかった。また，同じく

面分析より，平均孔率はおおよそ50 μm～90 μmの範囲

図１　多孔体および化学的細胞賦活効果による内皮化の模式図
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で作成出来ていることも確認した。圧縮強度については

樹脂混合法のほうが約10％高い結果となった。これは，

セラミクス混合法ではアパタイト溶解に用いた HClに
よるチタンの水素脆性類似の影響であると考えている。

これらは予想される結果であったが，チタン表層にあえ

てアパタイト層を残すことにより，新規生体内埋込材料

としての応用とその効果を検討しており，今後も継続し

ていく予定である。

３．チタン表面処理による細胞賦活効果の試み

　チタンの生体適合性については不動態化による不活性

寄りの性質から，表面での腐食耐性が向上している。し

かし，生体内という体液潤沢な環境においては表面粗さ

性状に依存して脂質やタンパク質などの付着が起こり，

特に血管内では，これらを起因とした塞栓症や末梢血管

梗塞が destination therapyの妨げとなっている。これら
はチタン表面の鏡面加工でも解決出来ておらず，新たな

機能性材料の応用が望まれる。我々の機能性材料表面と

しての試みは，チタン表面を水酸基リッチなチタニアゲ

ルとした後，水酸基と結合が容易なアミノ基を付与し，

これをさらにカルボキシル基を介すことで安定なウレタ

ン結合を備えた，血液接触表面の作成をおこなう。本報

告においては，チタン材を適切な過酸化水素処理により

チタニアゲル化し，タイプⅠコラーゲン溶液を細胞誘導

因子となるタンパク質製剤として塗布し，さらにイソシ

アネート処理によりウレタン化をおこなった。過酸化水

素処理，およびコラーゲン付与とウレタン化をおこなっ

たチタン試料の SEM像を図２に示す。過酸化水素処理
後の SEMに関わる脱水処理により，試料表面に多くの
クラックが確認出来た。これらは OH基潤沢な表面の脱
水処理後に非常に類似している。また，試料表面の X
線光電子分光分析結果の波形分解により，Ti-OHと帰属
されるピークも確認出来たことから，チタン表面へのチ

タニアゲル層生成が証明された。また，洗浄後ウレタン

化表面の SEM像より，イソシアネート処理試料では試
料表面への広いコラーゲン固定が確認できた。また，細

胞誘導因子としたコラーゲン塗布の後に緩衝液にて洗浄

ののち，固定されたコラーゲン量を遊離脱離定量したと

ころ，未処理チタンと比較して処理試料では10倍以上

のコラーゲンを固定出来ていることが確認出来たため，

イソシアネートまでの処理を経た試料では充分なコラー

ゲン修飾がおこなえることが確認出来た。さらに，未

処理チタン，および各処理過程を踏んだチタン試料の各

試料上でのヒト繊維芽細胞WI38の１週間培養において
は，未処理チタンと全ての処理をおこなったチタンでは

約３倍の細胞密度となり，各処理による細胞毒性などを

考慮しても細胞賦活効果が有意であったことが確認出来

る結果であった（図３）。

図２　乾燥および固定化処理後の Ti試料 SEM像
（a）未処理 Ti
（b）水酸化表面処理 Ti
矢印で示す部分に典型的な乾燥後の水酸化物亀裂
が確認できる。

図３ 各試料上へのヒト繊維芽細胞WI38 播種後，１週
間培養後の細胞濃度
Collagen：type-Iコラーゲン塗布，mod.Ti：水酸
化表面処理，TDI：イソシアネート表面処理
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４．チタン多孔体への表面処理法の応用と効果

　以上のチタン多孔体，および過酸化水素処理から誘

導因子修飾を経たイソシアネート表面処理の両機能を

複合的要素として試料作成をおこなった。バルクチタン

への表面処理の有無，またチタン多孔体への表面処理の

有無の計４種類の試料について，コラーゲン修飾処理と

洗浄後の固定コラーゲン量を試料体積あたりで換算した

結果を図４に示す。試料構造上，チタン多孔体は試料表

面積が広いため，バルクチタンと比較して高い値を示す

一方，バルクチタンでも表面処理によって固定されるコ

ラーゲン量が増大していることがわかった。チタン多孔

体の表面処理試料で最も高い値を示し，チタン多孔体お

よび表面処理による固定化が非常に有効であることが示

される結果となった。以上の結果より，細胞賦活化を目

的としたチタン多孔体とチタニアゲル化表面処理法は複

合的に用いることで相乗効果を示し，チタン製血液接触

表面材料としての応用に充分な可能性を示すと考えてい

る。現在，小型動物の大血管内への埋込実験をおこなっ

ており，今後の成果報告の場において報告したい。

　また，本研究の応用用途，とりわけチタニアゲル化表

面処理法は血液接触表面だけでなく，例えば人工透析患

者のブラッドアクセス皮膚端子，胃瘻患者など皮膚貫通

型デバイスの皮膚ボタンなど，結合組織による早期癒着

が望まれるチタン製材料にも幅広く応用できる可能性が

ある。歯科領域においても歯科用インプラントのフィク

スチャーや顎顔面用の各プレートなどにおいて，早期の

骨結合を期待した誘導因子の付与なども応用範囲として

考えられる。チタンの医療分野での応用は多岐におよぶ

ため，今後も幅広い領域での応用を視野に入れた検討を

おこなっていく。
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