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　Abstract：This　experimental　study　was　designed　to　investigate　the　cytotoxicity　of　pure

titanium，　titanium　nitride，　titanium　alloy　and　stainless　steel　in　vitro　using　an　MC840106　cell　iine

established　from　mouse　calvarial　bones．　The　cytotoxicity　evaluation　in　this　study　was　based　on　the

cell　growth　rate，　incorporation　of　3H－thymidine　and　cell　morphological　changes　by　light　microscop－

ic　and　scanning　electron　microscopic　observations．

　The　results　may　be　summarized　as　follows：1．Pure　titanium，　titanium　nitride，　titanium　alloy　and

stainless　steel　had　no　significant　cytotoxic　action　on　cell　morphologles　and　extensions．2．　In　cell

growth　rates　in　the　presence　of　the　metals，　there　were　no　significant　differences　compared　with　the

control．　However，　titanium　alloy　and　stainless　steel　tended　to　decrease　the　cell　growth　rate．　An

excellent　growth　rate　was　obtained　withtitanium　nitride．3．　Pure　titanium，　titanium　nitride　and　the

control　produced　no　significant　differences　in　incorporation　of　3H－thymidiηβinto　DNA．　However，

the　incorporation　of　3H－thymidine　was　significantly　inhibited　by　titanium　alloy　and　stainless　steel

compared　to　control．4．　On　examining　the　elution　of　metallic　elements　from　the　metal　plates　into　a

culture　medium，　titanium　elements　were　detected　in　the　culture　medium　containing　pure　titanium，

titanium　nitride　or　titanium　alloy．　However，　the　elution　of　titanium　elements　from　titanium　nitride

was　negligible　compared　with　pure　titanium　and　titanium　alloy．　Aluminum　or　a　ferrous　element

was　detected　on　titanium　alloy　and　stainless　steel．　Other　elements　were　less　than　the　limits　of

detection．　The　above　results　may　suggest　that　titanium　nitride　is　a　very　useful　biomaterial．

Key　words　titanium　nitride，　cytotoxicity，　in　vitro，　biomaterial

緒 言

　　口腔外科領域では腫瘍，骨髄炎，骨折，顎変

形症など，種々の疾患によって顎骨の変形や欠

損を後遺することが多い。このような患者に対

し，顔貌の審美的，機能的回復を図り，社会復

帰を容易にする目的で骨片の固定や骨欠損の再

建が施行されている。その術式は，従来よりワ

イヤー固定や自家骨移植が行われてきたが，近

年は生体材料として種々の金属プレートの単独
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使用ないしは骨移植との併用が行われるように

なった。

　歯科領域で使用されている金属材料は，その

金属元素の溶出による毒性，耐蝕性，組織親和

性などの生体適合性が問題となり，これらに関

するin　vitro1～3）およびin　vivo45）での基礎的

追究が行われてきた。その中でも，チタンは組

織親和性や適合性に優れ，かつ金属材料特有の

機械的特性などの点から種々の金属プレートと

して多用されるようになった6～8）。当科において

も，チタン製プレートをこのような目的に使用

してきたが9），純チタンは他の金属材料に比べ

て強度が小さく10），また微量ながらもTi元素

の溶出が確認されている4）。その後，チタン材料

に対する表面窒化処理はその強度を向上さ

せ1L12），かっTi元素の溶出を抑制する13）ことか

ら，窒化処理を施したチタン製プレートの臨床

応用が行われるようになった14）。しかしながら，

なお窒化チタンの細胞毒性に関する詳細な報告

はみられない現状にある。

　そこで，本研究は純チタンおよび窒化チタン

の細胞毒性と細胞親和性にっいて，マウス頭蓋

冠由来の株細胞を用いて，チタン合金，316L

ステンレス鋼，銅鉄合金等を対照例として比較

検討を試みた。

材料および方法

1．金属試験片の調整

　使用した金属試験片はJIS規格2種の純チタ

ン（Ti－0．25％Fe－0．20％O－0．05％N－

0．013％H），純チタンの表面に窒化処理を施し

た窒化チタン，チタン合金：Ti－6Al－4v

（Ti－6．13％Al－4．17％V　－0．16％Fe　－

0．16％O－0．015％C－0．012％N－0．002％

H），ステンレス鋼：SUS　316　L（Fe－18％Cr

－ 12％Ni－2．5％Mo一低C），50　wt％の銅鉄

合金（50％Cu－50％Fe）である。これらの金

属を10×6×1mmの試験片（株式会社オハラ

製）に鋳造作製した。さらに＃120，＃600，

＃800，＃1000の耐水研磨紙で粗研磨を行った

後，0．3ミクロン純アルミナ粉末および琢磨布
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Nα101，Nα751を用いて最終研磨を行い，鏡面に

近い状態にまで仕上げた。調整した各種金属試

験片はアセトン，99％アルコールで各10分間

超音波洗浄器で脱脂，洗浄し，オートクレープ

で高圧滅菌して使用した。

　窒化チタンの金属試験片は純チタンを研磨

後，窒化処理（株式会社オハラ）15）を施し，実験

に供した。

2．培養方法

　培養細胞はMC　840106株細胞を使用した。

このMC　840106株細胞はマウスの胎仔
（BALB／c）の頭蓋冠から分離された株細胞で

ある16）。

　使用培地はダルベッコ変法イーグル培地

（DMEM，ニッスイ）にウシ胎児血清（Fetal

bovine　serum：FBS）を10％の割合で加え，

さらにL－Glutamine（ナカライテスク株）0．584

g／1，硫酸カナマイシン（萬有）60皿g／1を

添加して用いた。

　実験は炭酸ガス培養器で37℃，5％炭酸ガス

の混合気相，湿度飽和状態の条件下に行った。

3．金属試験片との接触部位における細胞増殖

状態の観察

　純チタン，窒化チタン，チタン合金，ステン

レス鋼，銅鉄合金の各種金属試験片をエポキシ

樹脂系接着剤ハイスーパー5（セメダイン株式

会社）で径60mmのプラスチックシャーレ
（CRONING⑱）の底に固定し，樹脂の硬化と滅

菌操作を十分に行わせるために62℃の恒温器

に24時間放置後，エチレンオキサイドガスに

て滅菌を行って用いた。

　上記MC　840106株細胞を0．01％EDTA処理

を行ったのち，ピペッティングを行い，十分に

細胞を分散遊離させた。1，000rpmで10分間遠

沈し，上清を捨て細胞浮遊液に調整した。金属

試験片を固定した上記プラスチックシャーレに

2×105個の細胞を播種し，全量7mlの培養液

を添加して6日間培養を行った。金属試験片に

接触した部位まで細胞が増殖し，confluentな

状態に至るまでをニコン万能培養倒立顕微鏡で

経日的に観察した。対照は同個数の細胞のみを
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播種したものとした。

4．金属試験片上における細胞形態の観察

　プラスチックシャーレ（CRONING⑱）の底に

純チタン，窒化チタン，チタン合金，ステンレ

ス鋼，銅鉄合金の各種金属試験片を静置した。

1×105個の細胞を播種し，全量7mlの培養液

を添加して，24，48時間培養を行った。培養後，

細胞の付着した金属試験片を取り出し，0．1M

Phosphate　Buffer（pH　7．4）で洗浄した。同液

で2．5％に調整したグルタールアルデヒドにて

4℃，3時間前固定し，1％オスミウム酸にて1

時間後固定を行った後，エタノール系列で脱水

を行った。第3ブチルアルコールで置換・凍結

後，凍結乾燥器（Eiko　ID－2）にて試料を乾燥

させ，イオンスパッター（E・1030型）でAu－Pd

の蒸着を施した。走査型電子顕微鏡（日立S－

2300）を用いて金属試験片上で培養された細胞

の形態観察を行った。

　カバーガラス上での細胞の形態を対照として

観察した。

5．細胞増殖度

　実験に供した各種金属試験片の細胞増殖度に

およぼす影響を量的に把握するため，試験片を

浸漬した培養液内で培養した細胞数を算定し

た。金属試験片との接触が細胞数に変動を与え

ることを懸念してindirectな方法を用いた。そ

の方法は6－wellメンブランフィルター式培養

カップ（TranswellTM　COSTAR⑱）を使用し，そ

の膜上部に10×6×1mmの純チタン，窒化チ

タン，チタン合金，ステンレス鋼，銅鉄合金の

各種金属試験片を3枚ずつ静置し，膜下部に1

×105個の細胞を播種し，全量6mlの培養液を

添加し，上記条件下で培養を行った。培養3，

5日目に金属片と培養液を除去した後，0．01％

EDTA溶液で細胞を処理し，ラバーポリスマン

でシャーレの底から細胞を剥離回収し，さらに

ピペットで細胞分散を行った。回収した細胞数

は血球計算版で算出し，培養液1ml中の細胞数

で示した。各金属試験片について5回算定して

その平均値を細胞数とした。また，対照は細胞

のみを播種したものとした。
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6．3H－thymidineの取り込みによるDNA量の

測定

　各種金属片の細胞に与える影響をDNA合成

の指標である3H・thymidineの取り込みによっ

て評価を行った。方法は上述した6－wellメン

ブランフィルター式培養カップを使用し，その

膜上部に各種金属試験片を3枚ずつ，下部に5

×104個の細胞を播種し，全量6mlの培養液を

添加し，上記条件下に5日間培養した。培養後，

金属試験片を除去し，3H’thymidineを2μCi

／wenの濃度で加え，2時間パルスラベルを

行った。次に，培養カップ内で細胞をHandy

sonic（model　UR－20　TOMY精工）を用いて破

砕し，その1／4量（500μ1）を取り出し，氷中

（4℃）で100％Trichloro　acetic　acid（TCA）

263μ1を加え振盟後，12，000rpmで5分間遠

沈した。上清を除去後，5％TCA　1000μ1加え，

再度破砕し，12，000rpmで5分間遠沈した。こ

の操作を2回繰り返し，遊離している
3H－thymidineを十分に除去した。最終濃度5％

TCAにて沈澱させた沈澱物に0．2　N－NaOH

250μ1を加え，沈澱物を溶解させた。これをミ

ニバイアルに移し，ACS－Hシンチレーター

（New　England　Nuclear社製）を加え，液体シ

ンチレーションカウンター（Aloka　LSC－903）

にて放射活性の測定を行った。また，同一well

から等量の1／4量（500μ1）を取り出し同様

に処理を行い，最終濃度5％TCAで沈澱させ

た。　これを0．2N－NaOH　200μ1で溶解し，

DNAサンプルとした。

　ジフェニルアミンによる比色定量法で知られ

るBurtonの変法にしたがって，　DNAサンプ

ルに試薬〔1．5gジフェニルアミンを100　ml氷

酢酸に溶解し，1．5ml　conc．　H2SO4を加え，使用

前に20mlに対し0．1　mlのアセトアルデヒド水

溶液（16㎎／ml）を加える〕を加え，　water

bath内で温度30℃の条件で16時間加温し呈

色させ，600nmの吸光度で測定した。　DNAの

定量はCalf　thymus　DNAの標準曲線から算出

し，単位DNA量（1μg）における3H－thymi－

dineの放射活性（dpm／μg）で表した。なお，
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各金属試験片群について8回の測定を行い，対

照は同数の株細胞のみを播種したものとした。

7．溶出金属元素の測定

　実験は10×6×1mmの純チタン，窒化チタ

ン，チタン合金，ステンレス鋼，銅鉄合金の5

種の金属試験片にっいて行った。これらの金属

試験片は実験に際してヒ述同様に研磨後，超音

波洗浄し，オートクレープで高圧滅菌して使用

した。

　実験方法は6mlのDMEM培養液を15　m｜の

遠沈管内に分注し，その中に各種金属片を3枚

ずつ浸漬した。さらに密栓をして37℃の恒温

器内に純チタン，窒化チタン，チタン合金は

30，60日間，ステンレス鋼は5，10，30日間，

銅鉄合金は5，10日間静置した。金属片を除去

した後，残った培養液をケルダールフラスコに

人れ，原子吸光分析用過塩素酸（Cica－Merk）

を5m｜加えて沸騰させ，有機物を水溶液中で加

熱・灰化した。冷却後，Nα5　Bの濾紙を用いて

濾過し，25mlに定容したものを分析用試料溶液

とした。元素分析には，シーケンシャル形高周

波プラズマ発光分析装置ICPS　1000型（島津社

製）を用い，定量分析を行った。また，未使用

のDMEM培養液を同様に処理しブランクとし

た。

8．統計学的処理

　すべての統計学的処理は，Student’s　nest

を月］いた（p＜0．05）。

実　験　結　果

1，金属試験片との接触部位における細胞増殖

状態の観察

　MC　840106株細胞の純チタン，窒化チタン，

ステンレス鋼，銅鉄合金の金属試験片との接触

部における細胞増殖状態と対照群での増殖状態

を位相差倒立顕微鏡で観察した。培養6日目の

confluentになった状態を確認した後，写真撮

影を行った（Fig．1）。

　銅鉄合金以外の純チタン，窒化チタン，チタ

ン合金，ステンレス鋼の金属試験片において

は，対照群と同様に経LI的な細胞の分裂，増殖
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Fig．l　Phase　corltrast　Illicrographs　of　contact

　　　surfaces　between　ceUs　and　metals《1rter　6

　　　days　of　cultivation．　Almost　alL　excepし

　　　for　F，　show　an　excellent　growth　of　cells

　　　at　the　contact　surface　as　A（controD．　F

　　　shows　degeneration　of　cells　and　elution

　　　of　metaL

　　　Abbreviations：A：control，

　　　B：Pure　titanium，　C：Titanium　nitride，

　　　D：Titanium　alby，　E：Stainless　steel，

　　　F：Cu－Fe　aUoy

がみられた。金属試験片に隣接した部位におい

ても均一の細胞増殖が認められた。培養6日目

にはmonolayer　cell　sheetをつくり，金属試験

片に張り詰めるまで敷石状に増殖するが，とく

に金属片との接触面では，金属による著しい接

触障害は認められなかった（Fig．1A－E）。対照

群と純チタン，窒化チタン，チタン合金，ステ

ンレス鋼群とを比較すると，金属面における接

触阻1トによる分裂停1ヒが起こるまでの時間的な



岩医大歯誌　18二89－103，1993

差異は特に認められなかった。

　一方，銅鉄合金群の金属試験片の近接部位で

は，第1日目においてすでに細胞は球状化し

て，細胞の伸展は認められなかった。初期には，

金属試験片より遠位部位で，わずかに紡錘形の

細胞の生育がみられたが，培養6日目には全て

の細胞が死滅していた。銅鉄合金からの金属粒

子の溶出も経日的に増大し，肉眼的にも培養液

中に浮遊している状態が確認できるほどであっ

た（Fig．1F）。

2．金属試験片上における細胞形態の観察

　実験に用いた株細胞が，金属試験片上を足場

として付着し，伸展していく様相を経時的に観

察した。

　培養24時間後における純チタン，窒化チタ

ン，チタン合金，ステンレス鋼の金属試験片上

ならびに対照群（カバーガラス）上の細胞は，

いずれも球状に盛り上がり，偽足を出して金属

試料表面あるいはガラス表面に付着していた

（Fig．2A－E）。

　純チタン，窒化チタン，チタン合金，ステン

レス鋼の金属試験片上の細胞は数本の太い細胞

質突起を細胞外に出していたのに対し（Fig．2

B－E），対照群（ガラス上）では太い突起の他に

多数の微細な突起を出しているものが多くみら

れた（Fig．2A）。

　銅鉄合金の金属試験片上の細胞は，腐食した

金属粒子や変性細胞の残渣と思われる粗像な面

に囲まれ，一部に微細な突起が認められるもの

の，不明確な形態を呈していた（Fig．2F）。

　培養48時間後における純チタン，窒化チタ

ン，チタン合金，ステンレス鋼の金属試験片上

ならびに対照群上の株細胞は24時間後に比べ

ると全体的に細胞質を伸展させ扁平に付着して

いる様相を呈していた（Fig．3A－E）。核に相当

する細胞質は大きく膨隆し，その周囲に伸展し

た平滑な細胞体（raffled　membrane）を有し，

先端には多数の微細な突起を出して，細胞が各

種金属試験片上で十分に生着している状態が確

認された。

　一方，銅鉄合金の金属試験片上の細胞は紡錘
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形を呈し，細胞体の伸展は認められず，むしろ

細胞は萎縮して変性に陥っていた。金属試験片

の表面は腐食によると思われる金属様粒子が蓄

積し，粗造な像を呈していた（Fig．3F）。

3．細胞増殖度（Fig．4）

　培養液内で金属試験片が細胞の増殖にどの様

な影響を与えるかをメンブランフィルターを介

したindirectな状態で実験を試みた。実験開始

時に培養カップ内に播種した1×105個／7ml

の細胞は経日的に分裂，増殖を繰り返し，対照

群では培養3日後，5日後にそれぞれ（1．35±

0．22）×105個／ml，（3．55±0．31）×105個／ml

と増殖した。純チタンでは3日後，5日後がそ

れぞれ（1．32±0．11）×105個／ml，（3．51±

0．29）×105個／mlと対照群と類似した増殖傾

向を示した。窒化チタンは培養3日後では

（1．22±0．23）×105個／ml，5日後では（3．72

±0．44）×105個／mlと対照群と比べ，やや高

い増殖傾向がみられた。チタン合金とステンレ

ス鋼の培養3日後，5日後は，それぞれチタン

合金が　（1．09±0．23）×105個／ml，（3．11±

0．44）×105個／ml，ステンレス鋼が（0．97±

0．23）×105個／ml，（3．01±0．42）×105個／ml

と対照群に比べ，やや低い増殖傾向が示され

た。中でも，ステンレス鋼の3日目は対照群と

比較して有意に抑制されていた。培養5日目に

は窒化チタンは増殖の増大傾向がみられるもの

の，上記実験群と対照群の間には有意差は認め

なかった。一方，銅鉄合金では培養3日後，5

日後にそれぞれ（0．05±0．02）×105個／ml，

（0．03±0．01）×105個／mlと増殖が有意に抑制

された。

4．3H－thymidineの取り込みによるDNA量の

測定（Fig．5）

　細胞増殖度実験と同様な手法で行い，DNA

合成の際に実際に取り込まれた3H－thymidine

量を単位DNA量当りの放射活性量として検索

した。実験には細胞の活性が高い状態で

3H－thymidineを取り込ませるために，

confluentな状態になるのを避けるべく，細胞

数を調整して培養カップ内に播種した。また，
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Fig．2 Sc三mr〕ing　elcし・tr〈）n　micrr．）graPhs　o「cclls　grown　oll　mctals壬i「lcr　2・1　hrs　or　cultivatiol1．　All　cells

altachcd　spherica日｝’　ont（）　rnctdls　possess　a　「ew　 filopodilHI1　－　hkc　processes　extellding　in　all

direclions．　Th℃19〔・al1い110　sigl）i∫klant　ch《mges　in

c（．）arse　surface　or　nletal〔1nd　ccll　dcgener三ltion．

AbbreviatiOIls：refer　to　Fig．1．

their　gro“’th　Pこltt（．・rns（．・xcept　for　F．　F　shows　a
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Fig．3　Scanrling　electron　rnicrogrξiphs　of　cells　grown（）rl　metalsξlrter・18　hrs　of　cuhivation．　Compared

　　　　　　with　Fig．2、　all　cells　are　m（．）re　flattelled　wilh　a　prominent　Iluclear　area　and　exlend　to　many

　　　　　　fHopodium－hke　processes　and　rufned　membrane　on　all　sides．　F　shows　a　coarse　surrace　and　cell

　　　　　　destructiOI1．

　　　　　　Abbrevialions：rerer　t（）Fig．1．
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cont．

Ti

TiN

Ti－6Al＿4v　i

SUS316L

Cu－Fe

0 1 2 3 4

Number　of　cell／ml（×105）

5 O 1 2 3 4

Number　of　cell／ml（×105）

5

Fig．4　A（after　3　days　of　cultivation）and　B（after　5　days　of　cultivation）show　cell　growth　rates　on

　　　　metals．　All　cells　are　proliferated　about　threefold　from　3　to　5　days　of　cultivation　except　for　Cu－Fe

　　　　alloy．　Titanium　nitride　shows　excellent　growth　rate　compared　with　control　and　pure　titanium．

　　　　There　are　no　significant　differences　between　all　experiments　except　for　Cu－Fe　alloy．

　　　　（＊　：student’s　t　p〈0．05）

　　　　Abbreviations：cont．：Glass，　Ti：Pure　titanium，　TiN：Titanium　nitride，

　　　　Ti－6Al－4V：Titanium　alloy，　SUS316L：Stainless　steel，　Cu－Fe：Cu－Fe　alloy

cont．

Ti

TiN

Ti－6Al－4V

SUS316L

0 1 2 3 4

dpm／μg　DNA（×103）

Fig．5　3H－thymidine　incorporation　in　DNA　after

　　　　5　days　of　cultivation．　There　are　no

　　　　significant　differences　in　incorporation

　　　　of　3H－thymidine　between　control，　pure

　　　　titanium　and　titanium　nitride．　However，

　　　　titanium　alloy　and　stainless　steel

　　　　indicate　significant　decreases　compared

　　　　with　control．

　　　　（＊　：student’s　t　p〈0．05）

　　　　Abbreviations：refer　to　Fig．4．

5

この実験では，細胞増殖の認められなかった銅

鉄合金は除外した。

　培養5日目に3H・thymidine　2μCi／dishで

2時間パルスラベルを行ったところ，細胞のみ

を播種した対照群の3H－thymidineの放射活性

は（3．41±0．31）×103dpm／μgDNAであっ

た。これに対し，純チタンは（3．06±0．51）×

103dpm／μgDNAとやや低く，窒化チタンは

（3．23±0．77）×103dpm／μg　DNAとSD値

にややばらっきがあったものの，対照群と比較

してこれら2つの金属試験片との間には有意差

は認められなかった。チタン合金とステンレス

鋼の放射活性はそれぞれ（2．76±0．34）×103

dpm／μgDNA，（2．52±0．16）×103　dpm／

μg　DNAと低く，　対照群と比較して有意に

3H－thymidineの取り込みが抑制されていた
（Fig．5）。

5．溶出金属元素の測定（Table　1）

　純チタン：30日後では3群中2群に，60日

後では3群すべてに，微量のTi元素が検出さ



岩医大歯誌　18：89－103，1993 97

elements　detected
　　Ti　　　Al　　　V　　　　Fe　　　Ni　　　Cr　　　Mo　　　Cu
（㎎／1）（㎎／D　（㎎／1）（㎎／1）（㎎／1）（㎎／1）（㎎／1）（㎎／1）

30days

60days

30days

60days

30days

60days

5days

10days

30days

5days

10days

limits　of　detection

0．013

0．030

0．013

0．008

0．009

0．005

0．018

0．012

0．012

0．020

0．010

0．020

0、005

0．40

0．19

0．24

0．46

0．52

0．44

0．02 0．01

0．25

0．19

0．23

0．20

0．47

0．22

0．22

0．16

0．20

35．7

125、6

132．5

49．7

250．1

264．2

0．05 0．2 0．02 0．05

0．32

0．16

0．07

0．48

0．02

0．13

0．02

Table　1 Dissolution　of　metallic　elements　into　culture　medium．　Titanium　elements　were　detected　in

culture　media　with　pure　titanium（Ti），　titanium　nitride（TiN），　and　titanium　alloy（Ti－6A1－4

V）．Dissolution　of　titanium　elements　did　not　increase　with　the　passage　of　time．　Titanium

nitride　indicated　the　least　dissolution　of　titanium　elements　among　the　above　three　metals．

Abbreviations：a，　b，　c，：Samples，

↓：Less　than　the　limit　of　detection、　Ti二Pure　titanium，　TiN：Titanium　nitride，

Ti－6Al－4V：Titanium　alloy，　SUS316L：Stainless　stee1，　Cu－Fe：Cu－Fe　alloy
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れた。しかし，溶出元素の経日的増大傾向は認

められなかった。

　窒化チタン：30日後では3群すべてが検出

限界値以下であり，60日後では1群のみに検出

限界値ぎりぎりのTi元素の検出がみられた

が，他の2群の溶出Ti元素は検出限界値以下

であった。純チタンに比較して窒化チタンの

Ti元素の溶出は明らかに抑制されていた。

　チタン合金：純チタンと同程度のTi元素の

溶出が検出された。Al元素も検出され，経日的

に溶出量の増大がみられた。V元素は検出限界

値以下であった。

　ステンレス鋼：Fe元素の溶出は明らかで

あったが，経日的な増大傾向は認められなかっ

た。Ni，　Cr，　Mo元素は検出限界値以下であっ

た。

　銅鉄合金：Fe元素の溶出が多量に検出され，

溶出は経日的に増大していた。Cu元素の溶出

も検出されたが，経日的増大傾向は認められな

かった。

考 察

　窒化処理は金属材料の表面処理法の一法であ

り，純チタンにこの方法を用いると表面の硬化

が得られ，材料全体の物性，強度が向上するこ

とがすでに知られている1u2）。また，金属元素の

溶出を抑制するとの報告13）もあり，金属プレー

トとして有用であると考えられてきた。しかし

ながら，窒化チタンに関する組織ならびに細胞

親和性についての実験報告は，いまだ不十分な

のが現状である。

　そこで本実験では，現在，多くの口腔外科領

域でミニプレートや下顎骨再建用プレートとし

て臨床応用されている純チタン，チタン合金，

ステンレス鋼の他に，当科で臨床応用を始めた

窒化チタンを取り入れ，培養細胞への毒性と親

和性にっいて検討を試みたものである。従来よ

り，細胞毒性が強いといわれているCu，　Feを

重量比50％の合金として作製し，負の対照と

して実験に取り入れた。

　金属試験片の接触面における培養細胞の発育
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増殖の観察では，純金属に関してはL株細胞を

用いた川原ら1），松前mの研究，歯科金属材料と

して使用されている合金に関しては，L株細胞

と銀合金の毒性にっいての水谷18），L株細胞と

金・銅合金にっいての高橋19，L株細胞と

Cu・Alについての山上ら2°），　Ni－Ta系合金とヒ

ト歯肉線維芽細胞の毒性についての加我ら21）の

報告がみられ，金属材料の培養細胞毒性の評価

の手段の一つとして用いられている。

　今回実験に用いた純チタン，窒化チタン，チ

タン合金，ステンレス鋼との接触面における細

胞の分裂，増殖には大きな差異は認められな

かった。一方，銅鉄合金の接触面では著しい細

胞の分裂，増殖の阻害がみられた。

　これまでの報告の中で，純チタン，窒化チタ

ン，チタン合金，ステンレス鋼からの構成金属

の金属元素の溶出が確認されている砲23）。なか

でも，チタン合金やステンレス鋼にはV，Fe，

Ni元素などのように細胞毒性があるといわれ

ている金属元素が含まれている。川原ら1），武田

ら2）が純金属が細胞に与える毒性をin　vitro実

験において検討している。川原ら1）はTi，　Al，

CrおよびMo元素は毒性が認められないか，

あっても弱く，Ni，　V，　CuおよびFe元素は強

度ないし中程度の毒性が認められることを報告

している。しかし，武田ら2）はCr元素の溶出は

わずかであったにもかかわらず強い毒性を示し

たと報告しており，一部異なった実験結果もみ

られる。

　本実験に使用した金属試験片間では銅鉄合金

のみが強力な毒性を示した。銅鉄合金（50wt

％）においては1日目から腐蝕によると思われ

る金属粒子の溶出，浮遊が肉眼的にも観察さ

れ，培養液の着色がみられた。試験片周囲の培

養細胞は伸展することなく球形のままで，空胞

化するなど強い毒性が示された。また，細胞質

内に溶出した金属粒子が蓄積しているような像

も観察された。川原と西田24）はCu元素が細胞

質内や核質内に多数蓄積することを報告してお

り，この所見と類似した像を呈していた。また，

培養液中などのタンパク質存在下においては，
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Cuの溶出が促進されることが知られている25）。

特にCu元素はタンパク質とのキレート化によ

り，有機金属化合物を作るといわれ，このこと

が培養細胞に強い影響をあたえ，破壊的に働く

と考えられている。

　細胞接触実験では，銅鉄合金以外の金属試験

片間に明確な差が確認されなかった理由の一っ

として，チタン合金やステンレス鋼などの合金

は有害とされる金属元素が毒性のない金属と合

金化することによりマスクされ，かつ安定した

不動態膜が形成されることによって毒性が発現

され難くなることが考えられる19～2L26）。

　本実験の溶出金属元素の測定においてもチタ

ン合金からはTi，　Al元素が，ステンレス鋼か

らはFe元素のみが検出されただけで，他のV，

Ni，　Cr，　Moなどの構成元素の溶出は検出限界

値以下であり，これらの金属元素が合金化する

ことによってマスクされている可能性が考えら

れる。一方，本実験にみられるようにv，Ni，

Cr，　Moなどの合金金属元素は短期間で溶出す

ることはないので，本実験のような短期間の毒

性実験ではその効果は現れずにいるものと思わ

れる。したがって，さらに長期間の実験が必要

と考えられる。

　窒化チタンは純チタンと比較して，Ti元素

の溶出は抑制的で，ほとんどが検出限界値以下

であった。これは窒化処理がチタン表面の安定

した不動態膜を維持し，さらに母体金属からの

Ti元素の溶出を抑制し，培養細胞や培養環境

に及ぼす影響の少ないことを示している。

　光顕的には純チタン，窒化チタン，チタン合

金，ステンレス鋼間の優劣の傾向を把握できな

かったので，細胞の機能面に与える影響を細胞

増殖度と3H－thymidineの取り込みによって検

討した。その結果，純チタンと窒化チタンは対

照群と同様の増殖傾向を示し，細胞の増殖には

差異は認められなかった。これまでも純チタン

は生体内で，非常に安定性の高い材料とされて

おり，in　vitro実験においても細胞毒性のない

ことが報告されている1）。また，in　vivo実験で

も周囲組織に対する親和性が非常に良好である
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ことが示されており527），純チタン金属材料は単

材で臨床応用されている。しかしながら，純チ

タン単体ではその物理的強度が小さく，この欠

点を補うための一方法として窒化処理の応用が

試験的に行われてきたが11・12），細胞増殖度から

みると窒化チタンは純チタンに劣ることなく良

好な結果が得られた。

　チタン合金とステンレス鋼では，対照群との

間に有意差は認められなかったが，細胞の増殖

は対照群，純チタン，窒化チタンに比較して若

干抑制的な傾向が示された。このことは合金の

構成成分であり，有害とされているV，Fe，　Ni

元素などや，毒性がないといわれているTi，　Al

元素の溶出が間接的に細胞に影響を与えた可能

性も考えられる。これらの合金からの金属元素

の溶出は，Merrittら28），　Arbertら四），栗田田）ら

が行った実験では，チタン合金からはTi，　Al，

V元素が，ステンレス鋼からはFe，　Ni，　Cr元

素の溶出が確認されている。本実験ではV，

Ni，　Cr，　Mo元素の溶出はいずれも検出限界値

以下であった。この結果は検出方法の相違によ

るのかどうかは明らかでないが，実験期間が長

くなれば金属元素溶出の可能性も十分に考えら

れる。また本実験の細胞増殖度からみれば，チ

タン合金とステンレス鋼を長期間処理すると有

意に細胞増殖が抑制される可能性が示唆され

る。

　一方，金属試験片存在下での培養細胞の機能

評価の一指標として，DNAの合成能について

比較検討がなされた。細胞増殖度実験と同様

に，純チタンは窒化チタンよりも減少の傾向が

みられるものの，純チタン，窒化チタンはとも

に対照群と比較して有意の差がなく，DNA合

成の抑制は認められなかった。しかしながら，

チタン合金とステンレス鋼は対照群に比べ，

3H－thymidineの取り込みが減少しており，

DNAの合成が有意に抑制されていた。

　対照群，純チタン，窒化チタンとチタン合金，

ステンレス鋼とを比較すると，細胞増殖度実験

および3H－thymidine取り込みの実験結果は相

同の傾向を示し，対照群，純チタン，窒化チタ
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ンには有意差はみられず，チタン合金とステン

レス鋼ではいずれも抑制的な傾向が示された。

　一方，本実験に用いたMC　840106株培養細

胞は付着依存性であり，培養瓶底に付着して分

裂，増殖を行う。この培養細胞に対する金属表

面の親和性，安定性について検討した結果，カ

バーガラス上の対照群と純チタン，窒化チタ

ン，チタン合金，ステンレス鋼の金属試験片上

の細胞伸展形態の間には，著しい差異は認めら

れなかった。

　金属材料と細胞の直接接触における評価につ

いて，工藤3），松前17），Nakamuraら3°），斉藤

ら3D，　Inoueら32）は純チタンが細胞の接着性，安

定性に優れていることを報告している。しかし

ながら，細胞の接着性が金属材料の材質のみな

らず，他の因子も関与していることが知られて

いる。Jansenら33）は材料表面の性状と細胞機能

との間には，その相関関係は証明されなかった

と述べているが，Schakenraadら詞）は血清タン

パク存在下，あるいは非存在下での各種ポリ

マー表面におけるヒト線維芽細胞の伸展を評価

し，細胞の伸展と増殖には血清が重要な作用を

もたらしていることを示唆した。Sukenikら35）

はチタン表面のchemical　endgroupが細胞の

接着に働くfibronectinをコントロールしてい

るとし，金属表面処理の重要性を指摘してい

る。細胞は金属材料にinterspaceを介して接

着していることが知られている3a37）。この

interspaceは主として血清由来の蛋白質と多

糖類が水を媒質とした粘性の高い親水コロイド

層からなり，これが細胞の接着効果を高めてい

ると考えられている3＆39＞。このように，血清は材

料と細胞の付着や伸展に重要な役割を果たすも

のと考えられる。

　柳澤゜）は生体材料の水に対する接触角をもっ

て材料の“ぬれ性”をあらわし，この接触角が

小さいほど細胞の接着率や細胞の伸展率が良好

であることを明らかにした。“ぬれ性”は材料の

組織親和性をあらわす細胞レベルでの一つの指

標と考えられるが，本実験で用いた純チタン，

窒化チタン，チタン合金，ステンレス鋼の金属
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試験片間では，この特性に関しては細胞の伸展

性からみて大きな差異はなかったものと推察さ

れる。

　しかしながら，Johanssonら4Dのin　vivo実

験によるとチタン合金は純チタンに比較してイ

ンプラント体と骨基質との間に広い
interspaceを形成し，不定形の骨組織が認めら

れると述べている。また，チタン合金からの

Ti，　Al，　v元素の溶出が水酸化ハイドロキシア

パタイト結晶の構築を阻害するとの報告もあ

り42），さらにV元素の溶出による生体組織への

影響が懸念されている。また，ステンレス鋼か

らのFe，　Ni，　Cr元素の溶出はすでに報告され

ており4’2璃），ステンレス鋼がまったく安全であ

るとの根拠はなく，ステンレス鋼によるアレル

ギー症43）や，さらにはステンレス鋼のスク

リューインプラントによる発癌例44）なども報告

されている。したがって，これら合金の生体へ

の長期の埋入は避けるべきであろうと思われ

る。

　窒化チタンにっいてはin　vitroでの溶出試験

や細胞増殖試験がわずかにみられ，その中で窒

化処理を行わなかった対照群との間に著しい差

は認められなかったことが報告されてい
る45～47）。また，関4）の家兎を使用したin　vivo実

験では，純チタンと同等の生体反応を示したと

いう報告がみられる。一方，窒化処理が金属表

面の生物学的特性を変え，炎症性細胞であるマ

クロファージの遊走が多くなり，窒化処理の有

用性は認められなかったとする報告もある48）。

　しかしながら，チタン金属材料には少なから

ずTi元素の溶出が認められ，また長期使用に

際しては機械的強度に問題のあることなどが指

摘されるようになり，その弱点を補強する意味

でチタンの窒化処理が考えられてきた。本実験

では，チタン金属に窒化処理を施した窒化チタ

ンはTi元素の溶出が抑制され，細胞に及ぼす

影響は純Tiと比較して有意の差は認められ

ず，しかも細胞の親和性に関しては勝るとも劣

らない結果が得られ，金属プレートとして生体

内使用が可能であることが示された。
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結 論

　純チタン，窒化チタン，チタン合金，ステン

レス鋼，銅鉄合金が培養細胞に及ぼす毒性につ

いて比較検討し，次のような結論が得られた。

　1）光顕的には細胞の増殖はほとんどの金属

間では著しい差異が認あられなかったものの，

銅鉄合金のみは著明な腐食とこれに伴う強い毒

性が示された。

　2）純チタン，窒化チタン，チタン合金，ス

テンレス鋼上で培養された細胞は走査電顕的観

察では良好な付着，伸展が観察され，また細胞

の形態的変化や生育状態はこれら金属間で差異

が認められなかった。しかし銅鉄合金の細胞は

球形に萎縮し，著しい変性を示した。

　3）純チタン，窒化チタンの細胞増殖度，

3H－thymidineの取り込みは対照群との間に有

意差は認められなかったが，純チタンは窒化チ

タンに比較していずれも低い傾向がみられた。

一方，チタン合金，ステンレス鋼における

3H－thymidineの取り込みは対照群に比べて有

意に低く，DNA合成の抑制を示した。

　4）Ti元素の溶出は純チタンからは微量に，

また窒化チタンからはほとんど検出されなかっ

た。Ti，　Al元素はチタン合金から，　Fe元素は

ステンレス鋼から検出され，その他の成分元素

は検出限界値以下であった。Fe，　Cu元素は銅

鉄合金から多量に検出された。

　5）窒化チタンは純チタンに比較して，Ti元

素の溶出が抑制され，より良好な細胞親和性の

あることが示唆された。
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