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要旨 

中国の山西省で神経管閉鎖障害（NTDs）の発症率は約出生1万対199であった。さらに、この地域はかつで

はヨード欠乏地域でもあったが、ヨード添加食塩の政策で、他の地域のようなヨード過剰摂取の恐れがある。山

西省の山間地域ではNTD児、特に無脳児の妊娠により、繰り返し流産する女性が多かった。今回、これらの女性

を対象に血清中の甲状腺ホルモン（fT3,fT4）、血清甲状腺刺激ホルモンthyroid stimulating hormone (TSH)、

血清総ホモシステイン(total homocysteine; tHCY)及び尿中のヨードの排泄（urine iodine; UI）を測定した。

症例対照研究でヨード代謝を含む甲状腺機能及び葉酸代謝に関する研究を行った。甲状腺機能亢進症と思われる

妊婦がいなかった。甲状腺機能低下症の妊婦を除いて解析を行った。NTD児を妊娠していない妊婦を対照群、NTD

児を妊娠した妊婦を症例群とした。tHCY≤あるいは>13 µmol/Lの割合、UI>250µg/Lの割合及び年齢は対照群と症

例群の間に有意差がなかった。tHCY>13 µmol/Lかつ妊娠20週以下場合は1)症例群より対照群の方は血清甲状腺

ホルモンのレベルが有意に高かった；2)二項ロジスティック回帰分析で、fT3、TSH、UI、年齢と妊娠週数等の因

子の影響を補正した後、fT4のオッズ比は0.60（95%信頼区間：0.42-0.86）であり（P=0.006）、保護作用を示し

た；3)対照群でfT4サージをみられたが、症例群ではみられなかった。さらに今は血清抗甲状腺抗体、血清ｈCG

等を調べているところである。 

 

Key Words 神経管閉鎖障害、高ホモシステイン血症、甲状腺ホルモン、尿中ヨードの濃度、母子保健 

 

緒言: 

中国の山西省で神経管閉鎖障害（NTD）の発症率は約出生1万対199であり、特徴として無脳児が多かった。

主な原因は葉酸欠乏であった。さらに、この地域はかつではヨード欠乏地域でもあったが、1996年からの全国

一斉ヨード添加食塩の政策で、他の地域のようなヨード過剰摂取の恐れがある。NTDの病態を解明するため、流

産した高ホモシステイン血症の妊婦において、血清中の甲状腺ホルモン及び尿中ヨードの濃度について検討する

ことを目的とした。 

 

対象と方法: 

対象は中国の山西省にある山間地域の妊婦計173人、妊娠週数は5-40週、年齢は18-21歳。病理専門医が病

理診断を行った。NTD児ではなく他の原因で人工流産治療を受けた妊婦を対照群（90人）、NTD児を妊娠し、人

工流産をした妊婦を症例群（83人）とし、対照症例研究を行った。検体を冷凍保存した。血清甲状腺ホルモン

とTSHはAbbott社のARCHITECT®アナライザー、血清中tHCYは酵素法、尿中ヨードの濃度はCatalytic 

Spectrophotometryで北京市首都小児科研究所で測定した。2007年に公表された「妊婦甲状腺機能異常ガイドラ

イン」（J Clin Endocrinol Metab 2007;98(8):S1-S47）に基づいて、TSH>2.5mIU/Lの妊婦を甲状腺機能低下症、

TSH<0. 1mIU/Lの妊婦を甲状腺機能亢進症と定義した。匿名のデータを日本で分析した。統計分析はPASW17.0
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を用いて行った。文書でインフォームド・コンセントを得た。研究計画は首都小児科研究所の倫理委員会の承諾

を得た。 

結果: 

1)対象者の基本情報： 

今回の基準では甲状腺機能低下症はみられなかったが、17.8%（16/90）の対照群の妊婦、及び22.9%(19/83)

の症例群の妊婦が甲状腺機能低下症であり、両者の有意差はなかった。これらの妊婦を除いてから解析した。

妊娠週数（20週）とtHCY(13μmol/L)濃度別でグループ分け、解析した。対照群と症例群の間にtHCY≤ある

いは>13µmol/Lの割合、UI>250µg/Lの割合及び年齢には有意差がなかった。他の基本情報は表１で示す。 

2)甲状腺ホルモンがNTDに対する保護作用： 

妊娠週数20週以下かつtHCY>13µmol/Lの妊婦では、症例群より対照群の方は血清甲状腺ホルモンのレベルが

有意に高かった（表1）；二項ロジスティック回帰分析でfT3、TSH、UI、tHCY、年齢と妊娠週数等の因子の影

響を補正した後、fT4のオッズ比は0.60（95%信頼区間：0.42-0.86, P=0.006）であり、保護作用を示した；

対照群でfT4サージをみられたが、症例群ではみられなかった；tHCY≤13 µmol/Lの妊婦と比べて、パターン

が異なった（図1） 

 

考察： 

妊娠週数20週以下かつtHCY>13µmol/Lの妊婦ではNTDに対する保護作用がみられた。詳細なメカニズムはホ

モシステイン代謝関連酵素を介すると思われる。妊婦健診の際に、血中ホモシステインと甲状腺ホルモンのレベ

ルを同時にモニターリングする必要がある。さらに1）抗甲状腺抗体TPOAb、 TGAb、及び既往歴等を調べ、甲状

腺疾患のハイリスク妊婦の割合を比較すること；2）甲状腺疾患のハイリスク妊婦を取り除いて、もう一度検証

すること；3）この地域の妊婦のために妊娠初期、中期と後期に応じた甲状腺機能測定値のそれぞれの正常範囲

を検討することが必要である。 
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－日中医学協会助成事業－ 

Ｃ型肝炎ウイルスコア蛋白変異と発癌および抗ウイルス治療効果 
 

 
日本側研究者氏名  加藤 直也 

所 属 機 関  東京大学医科学研究所 特任准教授 

共同研究者氏名  李 雯雯、胡 中傑、室山良介、古渡礼恵 

中国側研究者氏名  王 岳 

所 属 機 関  中国疾病対策予防センター 研究員 

 

 
要 旨 

C 型肝炎のペグインターフェロン・リバビリン併用治療抵抗性に最も関与しているウイルス側因子は、コ

ア蛋白第 70 番のアミノ酸変異である。われわれはコア蛋白第 70 番目アミノ酸の野生型および変異型 C 型

肝炎ウイルスのリアルタイム PCR アッセイによる個別定量法を確立し、それぞれのダイナミクスを詳細に

検討した。 

まず、1 型高ウイルス量の C 型慢性肝炎患者のシリーズ血清を用いて、治療前・中・後の野生型と変異

型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスを検討した。次に、治療前の野生型および変異型 C 型肝炎ウイルスの

比率と治療効果につき検討した。 

治療前血清においては、36 例中 26 例 72％が野生型と変異型の混在型であった。その比率は治療中も変

化せず、野生型および変異型 C 型肝炎ウイルスの治療に対する初期感受性は同等であった。治療前に野生

型優位であった再燃例では、治療後のウイルス再出現時早期（治療後第 4 週目）には変異型が優位に変化

しており、その後野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は治療前と同様に野生型優位に復した。 また、

変異型 C 型肝炎ウイルスの比率が高くなるほどウイルス学的著効は得られにくかった。 

多くの患者においてコア蛋白アミノ酸第 70 番目の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスが混在しており、変

異型C型肝炎ウイルスの比率が高い患者ほどペグインターフェロン・リバビリン併用療法に抵抗性である。

変異型 C 型肝炎ウイルスは排除されにくいと考えられた。 

 
Key Words C 型肝炎ウイルス、コア蛋白、アミノ酸置換、ペグインターフェロン・リバビリン併用療法、

治療効果 

 
緒 言： 

 世界中には実に 1 億 7 千万人もの C 型肝炎ウイルス感染者がいるとされる。日本の国民の約 2％、また、

中国の国民の約 3％が C 型肝炎ウイルスに感染している。C 型肝炎ウイルスは、急性・慢性肝炎のみなら

ず、肝硬変・肝癌の主要な原因である。したがって、日中両国にとって、C 型肝炎は健康上の大いなる脅威

となっている。C 型慢性肝炎に対しては、ペグインターフェロン・リバビリン併用療法が標準治療として行

われているが、その奏功率は最も多い遺伝子型 1 型の C 型肝炎ウイルスに対しては、たかだか 50％に過ぎ

ず、より治療効果を上げる方策が必要である。 

 最近になり、治療抵抗例では C 型肝炎ウイルスコア蛋白の第 70 番目アミノ酸が変異していることが多い

ことが報告された。また、このコア蛋白アミノ酸変異は治療抵抗性のみならず、肝発癌とも関連している

ことが報告された。実際に、われわれは本アミノ酸変異が肝癌と関連していることをグローバルデータベ

ースを用いた解析で確認した。 

 そこで、まず、コアアミノ酸第 70 番目変異の高感度検出法を開発し、ペグインターフェロン・リバビリ
-33-



ン併用療法

変異の機能

 
研究対象と

1) Taqm

定量する高

2) イン

前、治療経

3) 野生

4) 野生

ンシグナル

5) 野生

 
結 果： 

1) 野

変

ウ

2) 治療

例（17％）

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
変異株の

ス学的著効

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

1

法との関連を

能解析を行い

と方法： 

man MGB pr

高感度リアル

フォームドコ

経過中、治療

型優勢型の変

型および変異

ル伝達系およ

型および変異

生型および変

異型 C 型肝炎

イルスを検出

前血清におい

）で変異株が

の割合が高い

効（sustaine

2 3 4 5 6

を明らかにす

い、それらの

robe を用いて

ルタイム PCR

コンセントが

療後の野生型

変異型コア領

異型 C 型肝炎

よびインター

異型 C 型肝炎

変異型 C 型肝

炎ウイルスを

出可能であり

いて、36 例中

が野生株より

いほど、有意

ed virologica

6 7 8 9 10

る必要がある

メカニズムを

て、コアアミ

R アッセイを

が得られた 36

と変異型 C 型

領域と変異型優

炎ウイルスコ

ロイキン 28B

炎ウイルスコ

肝炎ウイルス

を検出可能、

、高感度かつ

中 26 例（72

優位であった

に早期抗ウイ

al response: S

11 12 13 14 1

る。また、治

を明らかにす

ノ酸第 70 番

を確立する。

6 例の遺伝子

型肝炎ウイル

優勢型の変異

ア蛋白が、肝

B シグナル伝

ア蛋白が、ア

用プローブは

また、50 コ

つ特異的な個

2％）が野生

た。 

イルス効果（

SVR）が得ら

15 16 17 18 19

療抵抗性と発

する必要がある

番目の野生型

子型 1 型の C

ルスの個別の

異型コア領域

肝癌細胞（H

伝達系に及ぼ

アポトーシス

は、それぞれ

ピー中の 10

個別定量系が

生型と変異型の

（early virolo

られにくかっ

9 20 21 22 23

発癌に関わる

る。 

と変異型 C 型

型慢性肝炎患

量的推移を検

域を比較検討し

Huh7 細胞）に

ぼす影響を検討

スに及ぼす影

5 コピー中の

％の野生型あ

確立された。

の混在型であ

gical respon

った。 

24 25 26 27 2

るコアアミノ酸

型肝炎ウイル

患者血清を用

検討する。 

した。 

においてイン

討する。 

響を検討する

の 50％の野生

あるいは変異

 

あった。また

nse: EVR）お

28 29 30 31 32

酸第 70 番目

ルスを個別に

用いて、治療

ンターフェロ

る。 

生型あるいは

異型 C 型肝炎

、36 例中 6

およびウイル

2 33 34 35 36

に

療

は

炎

6

ル

-34-



しかしながら、治療経過中の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスを検討すると、治療経過

中の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は変化せず、野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのペグインタ

ーフェロン・リバビリン併用療法に対する感受性は少なくとも治療初期には同等であることが判明した。 

 
しかしながら、治療前に野生型優位であった再燃例では、治療後のウイルス再出現時早期（治療後第 4

週目）には変異型が優位に変化しており、その後野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は治療前と同様

に野生型優位に復していた。 

3) 変異型が優位な場合と野生型が優位な場合では変異型 C 型肝炎ウイルスに 2 塩基の有意な違いがあり、

これらはウイルス増殖能に関連している可能性が考えられた。 

4) 野生型および変異型C型肝炎ウイルスコア蛋白はインターフェロンシグナル伝達系を活性化する傾向

にあったが、両者の及ぼす影響には差がなかった。また、同様に、インターロイキン 28B シグナル伝達系

に野生型および変異型コア蛋白が及ぼす影響には差がなかった。 
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5) 野生型および変異型コア蛋白がアポトーシスに及ぼす影響には差がなかった。  

 

考 察： 

ほとんどの患者においては、C 型肝炎ウイルスコア蛋白第 70 番目アミノ酸の野生型と変異型が混在して

いた。変異型優位の症例ではペグインターフェロン・リバビリン併用療法に治療抵抗性であるにもかかわ

らず、同一患者内における野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスには違いがなかった。しかし

ながら、再燃時には一時的に変異型が優位となり、変異型 C 型肝炎ウイルスは排除されにくいことが明ら

かとなった。 

なぜある患者では変異型が優位になるのかについては、コア領域の変異と関連している可能性が示唆さ

れた。 

しかしながら、変異型コア蛋白のペグインターフェロン・リバビリン併用量に対する治療抵抗性を生ず

るメカニズム、あるいは肝発癌に関わるメカニズムについては、なお検討の必要がある。 

 
参考文献： 

1. Hu Z, Muroyama R, Kowatari N, Chang J, Omata M, Kato N: Characteristic mutations in 
hepatitis C virus core gene related to the occurrence of hepatocellular carcinoma. Cancer Sci 
Vol 100, 2465-2468 (2009) 

 
注：本研究は、2010 年 5 月 27 日『46 回日本肝臓学会総会』にて口演発表、2010 年 8 月 1

日『BIT’s 1st Annual Inaugurate Symposium of Hepatitis (SHV-2010)』にて口演発表、

2010 年 9 月 10-14 日『17th International Meeting on Hepatitis C Virus and Related 

Viruses』にてポスター発表、2010 年 10 月 28 日『第 1 回疾患医科学ミニシンポジウム』

にて口演発表、2010 年 12 月 17 日『The APASL 7th Single Topic Conference “Hepatitis 

C Virus”』にてポスター発表、2011 年 2 月 18 日『The 21st Conference of the Asian 

Pacific Association for the Study of the Liver (APASL)』にて口演発表。  

 

 
作成日：2011 年 3 月 14 日 
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―日中医学協会助成事業― 

 
プロテオーム解析による肝細胞癌の病態解明に基づく 

個別化医療実現のための新規診断技術の開発および創薬シーズの探索 

 
研究者氏名：近藤格 
所属機関：国立がん研究センター 創薬プロテオーム研究分野 
研究者氏名：樊 嘉 
所属機関：復旦大学中山医院外科 
共同研究者：黄成、バイオマトリックス研究所 
 

要旨 
肝細胞癌は本邦でも中国でも悪性腫瘍による死亡原因としては主要な位置を占めている。肝

細胞癌の患者の予後は一般にきわめて不良であり、新しい予防、診断、治療法の開発が求められ

ている。遺伝背景を共有する日本と中国とが協力し、肝細胞癌の治療成績の向上を目指した研究

にあたることは、国民の健康福祉の向上のみならず、両国の将来をともに形作ることにもつなが

るため重要な課題である。国立がん研究センターでは、かねてから復旦大学中山医院と共同で肝

細胞癌の治療成績の向上を目指した基礎研究を行ってきた。臨床的には肝細胞癌では手術後の再

発が大きな問題となっている。再発する臓器としては肝臓がもっとも多く、早期に肝内再発（転

移）を来す症例の予後はきわめて不良である。肝内再発の分子機構を解明し、肝内再発を予測し

て未然に防いだり、肝内再発を見越した治療戦略を立てることによって、肝細胞癌の治療成績の

向上が見込まれると考えられている。 

国立がん研究センター研究所では、悪性腫瘍を対象とした大規模なプロテオーム解析が行わ

れてきた。大型の二次元電気泳動装置や質量分析装置を用いた一般的なプロテオーム解析に加え、

多数の抗体を用いた解析を行っていることが特色である。具体的には、転写因子やアポトーシス

構成因子など、悪性腫瘍の発生や進展に関わることがわかっている分子経路に含まれているタン

パク質について抗体を入手し、ウェスタンブロッティングを行うことで発現解析を行うというも

のである。一般的なプロテオーム解析では微量なタンパク質（たとえば転写因子など）を観察す

ることはきわめて困難であり、しかも特定の分子パスウェイに含まれるタンパク質に的を絞って

解析することはほぼ不可能である。しかしながら、抗体を用いた解析であれば可能である。たと

えば、目的とする分子バスウェイに含まれるタンパク質すべてについて一つずつ抗体を使って調

べることでパスウェイワイドな解析が可能になる。国立がん研究センター研究所ではいくつかの

学術機関や民間企業との共同研究によって多数の抗体が使用できる環境にあり、このたびの研究

ではその抗体を用いた解析を実施した。具体的には約６００種類の核内因子に対する抗体を用い

たウェスタンブロッティングを実施した。 

復旦大学中山医院は、中国でもっとも肝細胞癌の切除術が多く行われている医療機関であり、
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年間約２０００症例が肝細胞癌の手術を受けている。臨床のみならず手術検体を用いた基礎研究

でも実績をあげている。術後の追跡調査も十分に行われており、臨床情報を用いた研究が可能で

ある。 

本研究では、国立がん研究センターのユニークなプロテオーム解析システムと復旦大学の臨

床検体を用いて、肝細胞癌の早期再発に関わる核内因子を網羅的に調べた。結果的に、早期再発

に関わると考えられる核内因子２４種類、発癌に関わると考えられる核内因子１４８種類と特定

した。免疫染色は中国国内でしかできないため、現在復旦大学にて組織アレイを用いた解析を実

施中である。 

 
Key Words: hepatocellular carcinoma, proteomics, western blotting, early intrahepatic 

recurrence, nuclear factors 

 

緒言 

肝細胞癌の治療成績の向上のための基礎研究として、早期の肝内再発に着目した研究はきわ

めて重要である。肝細胞癌は予後不良な疾患であるが、早期に再発を来す症例の予後はきわめて

不良であること、さらに早期に再発を来す症例が多いこと、などからである。本研究では、国立

がん研究センターのプロテオーム解析技術と、復旦大学中山医院の手術検体および臨床情報を用

いた解析を実施した。 

 

対象と方法 

対象としたのは、復旦大学中山医院において肝細胞癌の根治切除術を施工された症例であり、

手術検体を用いた解析を行った。手術検体としては、腫瘍組織５０検体および非腫瘍組織５０検

体を使用した。手術検体はかならずしも同一の症例に由来するものだけではない。臨床検体を医

学研究の目的に使用することについて文書による同意を提供者から得ている場合にのみ、検体を

使用した。また、本研究は、復旦大学の倫理委員会の承認および国立がん研究センターの倫理委

員会の承認を得て実施した。 

発現解析の目的で、579 種類の市販モノクロナール抗体を使用したウェスタンブロッティン

グを行った。国立がん研究センターと共同研究契約を締結しているバイオマトリックス研究所の

抗体を使用した。手術検体より高濃度のウレアを含むバッファー（7M urea, 2M thiourea, 3% 

CHAPS, 1% Triton X-100）にてタンパク質を抽出した。SDS-PAGE によってタンパク質を分子量

にしたがって分離した。分離はディスポーザブルの市販のゲル（ATTO 社製）を使用した。予測

される分子量にしたがってゲルの濃度を決定した。次に、分離されたタンパク質を電気的に膜に

転写した。転写されたタンパク質に対して上記の抗体を反応させ、化学発光（ECL-Plus、GE）に

よって抗原抗体複合体を検出した。検出系には LAS-3000（富士フィルム）を使用した。検出さ

れたシグナルの定量を画像解析ソフトを用いて行った。発現の有意性の基準は、ｐ値が 0.05 よ

り小さく、しかもグループ間の平均の差が２倍より大きいこととした。 
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組織アレイは復旦大学中山医院で作成されたものを使用した。上記のウェスタンブロッティ

ングに使用した抗体を用いて組織アレイを対象に免疫染色を行った。免疫染色の判定は復旦大学

中山医院の病理医および外科医が行い、その結果の確認を国立がん研究センターの共同研究者と

ともに行った。 

 

結果 

手術後２年以内に再発を来した２５症例と、２年以上の観察期間中に再発を来していない２

５症例の比較を行った。腫瘍組織どうしの比較においては、２１種類の核内因子が有意な発現差

を示していた。同様の比較を非腫瘍組織どうしにおいて行うと、３種類の核内因子が有意な発現

差を示していた。 

非腫瘍組織（５０検体）と腫瘍組織（５０検体）の比較を同様にウェスタンブロッティング

で行い、１４８種類の核内因子が有意な発現差を示していることがわかった。 

次に、同定された核内因子が肝細胞癌および非腫瘍組織のどの細胞に発現しているかを確認

する目的で、組織アレイを用いた解析を行った。まず、再発に関わるとして同定された上気の２

４種類の核内因子、腫瘍組織と非腫瘍組織の間で発現差が認められた２６種類の核内因子につい

て免疫染色を実施した。すべての抗体が免疫染色にて反応性を示したわけではないが、ウェスタ

ンブロッティングと同様な発現差を示す核内因子が同定された。さらに興味深いことに、ウェス

タンブロッティングにおいて腫瘍組織で発現が高いとして同定された核内因子に中には、腫瘍内

の血管内皮細胞に特異的に発現するものが含まれていることが分かった。 

 

考察 

本研究において、肝細胞癌の再発に関わる核内因子、発癌に関わると考えられる核内因子を

同定することができた。核内因子はヒトゲノム上には約２０００種類がコードされていると考え

られている。我々は今回、その約３分の１を調べたことになる。このような解析は抗体を用いて

のみ可能であるが、同様の解析が実施できる研究室は国立がん研究センター以外には国内外に存

在しない。また、今回は臨床情報が付随した１００検体の手術検体を使用したが、国内では肝細

胞癌の手術数は減っており、再発の情報が付加されたこれだけの数の手術検体を研究に使用する

ことはかなり困難である。したがって、本研究は日本と中国のそれぞれの長所を活かした研究で

あると言える。 

核内因子の異常がどのような遺伝子発現の異常を引き起こし、ひいては腫瘍細胞の形質に影

響を与えているのかを調べることが今後の課題である。その目的では、siRNA を用いて対象とす

る核内因子の発現を低下される実験を肝細胞癌の培養細胞を用いて実施しているところである。

また、同定された核内因子がどのように臨床上有用であるのかを調べることが最終的な目的であ

り、そのためには上記の機能解析の実験に加え、さらに多数症例にあたることが必要である。 

今回の研究成果をもとにして、現在、復旦大学において組織アレイを用いた大規模な検証実

験を行っているところである。対象とする核内因子は上記の５０種類だけでなく、今回の解析で
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発現差があると認められたものすべてである。 

日本と中国との共同研究が、本研究助成金をもとにさらに発展し、両国の共同研究の成果と

して肝細胞癌の治療成績の向上を宣言できる日を目指してこれからも研究に励みたいと考えて

いる。 

２０１１年３月１５日 
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―日中医学協会助成事業― 

  妊婦および乳幼児歯科保健に関する研究 

 

                                    研 究 者 氏 名    下野 勉 

                                    日本研究機関   岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

                                    中国研究機関     北京大学口腔医学院 小児歯科 

                                    共同研究者名     教授  葛 立宏 

要旨 

「暮らしの病」と呼ばれるがごとく、齲蝕症の発病に至るまでの過程に、日々の生活習慣が大きく影響を及

ぼしている。従って、齲蝕予防対策を講じるためには、生活リズムの基礎が形成される乳幼児期における養育

者と子供の行動科学的要因を分析する必要がある。また、細菌学的要因としての齲蝕原性細菌が伝播し、発病

に至る過程を解明することは公衆衛生学的にもきわめて重要である。 

他の先進国と比べて少子化傾向の著しい日本と、一人っ子政策の進む中国においては、小児期から成人期に

かけてのライフサイクルの中でも乳幼児期に齲蝕が急増しており、その発生に関与する様々な要因を早期に発

見し、適切な歯科的アプローチを行うことが望まれる。 

そこで本研究では 2010 年度に大阪府交野市保健センターと中国北京市海淀区婦幼保健院で行われた妊婦歯

科保健指導において妊婦の齲蝕細菌学的要因を齲蝕活性度試験により調べ、母親の齲蝕発生に関する生活習慣

をアンケート調査により調べ、両国の結果を比較検討したところ、齲蝕活動性試験カリオスタットで調べた齲

蝕活性度は、ハイリスク者の割合が日本人妊婦が中国人妊婦と比べて約 2 倍大であり、、自分は虫歯が多いと

いう自覚症状を有する割合は、日本人妊婦が中国人妊婦はと比べて 3 倍以上も大であった。しかし未処置の虫

歯の存在に関する意識は中国、日本の間で差が認められなかった。齲蝕原性細菌の伝播に関係すると思われる

噛み与えをする危険性に関しては、中国人妊婦のほうが少ない傾向がみられた 

                          

Key Words  妊婦、歯科保健、カリオスタット、齲蝕活動性、アンケート 

 

諸言： 

近年、“80 歳まで自分の歯を 20 本以上持とう“という 8020 運動のスローガンのもと、各地で運動歯科保健事

業への取り組みが展開されている。しかし、80 歳で平均残存歯数 5.1 本の現状を考えると、より早期からの

継続的な歯科健診体制の確立が望まれる。そこで、出生前からの歯科的アプローチに着目し、大阪府交野市に

おいて妊婦歯科教室を実施し、妊婦自身の口腔内状況の改善と出生した乳幼児の齲蝕発生の抑制に著しい成果

を上げてきた。今回、一人っ子政策が進み、乳幼児の養育方法の変化に伴い、乳幼児の重症齲蝕が散見される

中国において、その予防策の一つとして、中国北京市で日本と同じ形式の妊婦教室を行い、妊婦の保健指導に

用いたアンケートとカリオスタット検査結果を分析し、日本と中国の比較検討を行った。 

対象と方法： 

2010 年 4 月から 2011 年 3 月までに日本、大阪府交野市保健センターと中国、北京市海淀区婦幼保健院で

行われた妊婦歯科保健教室を受講した妊婦、日本側 62 名、中国側 53 名にたいしてビデオやスライドを用いて

集団指導を実施し、初回の産科教室の時に行ったカリオスタット検査と生活習慣に関するアンケートの結果に

基づき、間食や生活習慣の改善、歯磨き指導を行い、妊婦自身の口腔健康観の向上を図った。 
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結果： 
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－日中医学協会助成事業－ 

チタン表面改質による即時荷重インプラントシステムの開発 

 
研究者氏名 魏 建華 
中国所属機関 第四軍医大学口腔医学院 
日本研究機関 東京歯科大学 口腔科学研究センター 
指導責任者 教授 吉成正雄 
共同研究者名 三浦 直，田辺耕士，江黒 徹 
 

要 旨 
即時荷重インプラントは，治療期間を短縮し患者の QOL の向上に貢献することから，チタンに生体活性を向

上させる表面改質法により本試ステムを実現する試みがなされているが，最適な表面改質法は未だ明らかにな

っていない．本研究は，インプラント表面の濡れ性が細胞の初期接着及びその後の細胞動態に重要な役割を果

たすことから，チタン表面の濡れ性に及ぼす表面形状と表面性状を変化させた表面処理，ならびに保存条件の

影響を明らかにすることを目的とした．粒度の異なるアルミナブラスト処理および酸処理を行った後，酸素プ

ラズマ処理(O2plasma)，紫外線照射処理 (UV), 過酸化水素処理(H2O2)が施され，濡れ性（水に対する接触角）

を計測した．その後，保存条件が表面親水性の持続性に及ぼす影響を調査した．さらに，それらの表面処理が

骨芽細胞の動態に及ぼす影響を調査した． 
表面形状に関し，ブラスト処理後に酸処理を施した条件で接触角がほぼゼロである超親水性を示した．表面

性状に関し，O2plasma 処理，UV 処理を施した試料は全ての表面形状で超親水性を示した．この親水性は大気

中保存で急速に失われたが，水中保存では超親水性を維持した．また，超親水性表面は骨芽細胞の増殖，分化

を促進することが明らかとなった．以上より，早期骨形成に寄与するべく親水性を得るための表面形状と表面

性状を制御する処理法，また親水性を持続する保存法が明らかとなった． 
Key Words：歯科インプラント，チタン，酸素プラズマ，紫外線照射，骨芽細胞 
 
緒 言： 
インプラント骨接触部へ骨芽細胞の早期接着・増殖あるいは分化を促す環境を作り出すことは，オッセオイ

ンテグレーションを早期に実現するための重要な因子の一つである．細胞のインプラントへの接着，増殖，分

化はインプラント表面の性質，すなわち表面形状（surface topography）および表面性状（surface physicochemistry）
に影響される．表面形状は細胞の接着，伸展，配列，集簇に大きく影響するばかりではなく，細胞の分化・発

現形態に重要な役割を与えることはよく知られている．一方，表面性状は，インプラントとタンパクや細胞の

吸着や接着に影響を与える．表面の性状を決定する物理化学的な因子は表面エネルギー（濡れ性，接触角など

で評価）と表面荷電（ゼータ電位，等電点などで評価）であり，これらの性質は表面官能基の形成情況に支配

される． 
近年，表面濡れ性が骨芽細胞の動態，ひいてはオッセオインテグレーションに影響を及ぼすことが指摘され，

親水性を付与したインプラントも市販されている．親水性と細胞接着の関係では，親水性が大きな表面で細胞

接着性が増大傾向にあることが報告されている．さらには，チタン表面への低温プラズマ処理（グロー放電）

による親水性処理によって，各種細胞の初期接着性や分化特性が向上することが報告されている．我々は，酸

素プラズマ処理により創製された超親水性表面は骨芽細胞，線維芽細胞の初期接着の促進に有効であることを

報告した 1, 2)． 
親水性を付与する方法として，低温プラズマ法（グロー放電処理），紫外線（UV）照射法，過酸化水素水（H2O2）

浸漬法などが提案されている．低温プラズマ法は，低温でプラズマ（電離状態）をつくりだす処理法であり，
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表面に官能基を導入し表面エネルギーや表面荷電などの表面性状が制御できることから，生体材料への応用が

拡大している．UV 照射法は，チタン酸化物の光触媒効果によりチタン表面に親水性を付与し，骨芽細胞の増殖，

分化に有効に働くことが報告されている．H2O2 浸漬法は，主に整形外科領域で提案されてきた処理法であり，

表面に水酸基を導入することにより親水性を付与すると云われている． 
一方，各種処理により得られた親水性はその後の大気中保存により急速に親水性が失われて疎水化に転じる

ことから，本法を臨床へ応用するためには親水性を持続させる方法を開発することも重要な課題である． 
そこで本研究は，表面形状と表面性状を変化させた表面処理がチタンの濡れ性に与える影響，および親水性

を維持する保存条件の影響を明らかにすることを目的とした．同時にこれらの表面処理が骨芽細胞の動態に与

える影響を調査した． 
 
材料と方法： 
１．試験片の作製および表面処理 
使用したチタンは直径 13mm，厚さ 1mm の JIS2 種チタン板（Kobe steel, Japan）である．表面形状に関し，鏡

面（MS），各々の粒度のアルミナブラスト処理を施した表面（SB25，SB50 および SB150），および SB150 に酸

エッチングを施した表面（SB150E）を調製した．表面性状に関し，表面形状調製直後（大気中で 10 分間保存）

の試料をコントロールとして用いた（As）．さらに，酸素プラズマ処理を 10 分間施した試料（O2Plasma），紫外

線照射（励起波長 254 および 365nm）を 2 時間施した試料（UV），および酸性 H2O2溶液(pH4.0，60°C)に 1 日間

浸漬した試料（H2O2）を作製した． 
２．表面形状観察および表面粗さ測定 
表面形状観察は走査型電子顕微鏡（SEM）を用いた．また，表面粗さの測定は表面形状測定器を用い算術平

均粗さ（Ra）および最大高さ（Rmax）を算出した． 
３．接触角の測定，接触角の経時的変化 
各処理表面の純水に対する濡れ性（接触角）を表面形状および表面性状の調製 10 分後に測定した．処理面を

純窒素でブローした後，水滴量 4μL の条件で液滴 15 秒後に接触角を計測した．また，接触角の経時的変化は

SB150E を用い，大気中（Air），純水中（DW）およびエタノール中（Eth）と保存条件を変化させて測定した． 
４．骨芽細胞の培養試験 
表面形状をSB150Eに調製後，大気中（As-Air），蒸留水中（As-DW）また，SB150EをO2処理後蒸留水中（O2-DW），

UV 処理後蒸留水中（UV-DW），H2O2 処理後蒸留水中（H2O2-DW）に 1 週間保存した．これらの試料表面上で，

マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 を通法にしたがった培養した．細胞播種後 1,3,5,7 日後の増殖を WST-1 法によ

り評価した．また，播種後 7，14 日後の ALP 活性を測定した． 
 
結 果： 
１．表面形状および表面粗さ 

MS は表面が平滑であり，表面粗さも Ra=0.08±0.02µm と鏡面を呈していた．SB 処理は，ブラスト粒子が大き

くなるに従って凹凸が激しくなり，表面粗さも大きくなった．SB150E は，SB150 と比較してエッチピットによ

る微細な凹凸が多くなった．また，表面粗さは，Rmax が顕著に大きくならなかったのに対して Ra は顕著な増

大を示し，SB150E は大きなうねりを持つ山に微細な凹凸が付与されている様相を呈していた． 
２．表面処理 10 分後の接触角 
表面形状および表面性状を変化させたチタン表面の調製 10 分後の接触角を図 3 に示す． 
表面形状の違いについて，大気中保存 10 分の試料（As，コントロール）についてみてみると，MS が約 70゜

の接触角であったのに対し，表面粗さが大きい条件では接触角が小さくなった．特に，SB150E においては接触

角がほぼ 0゜と超親水性を示した．それ以外の表面性状を変化させた試料（O2，UV, H2O2）に関しては，表面

形状の違いによる顕著な差が見られなかった． 
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表面性状の違いについて，特に O2，UV 処理を行

った試料は全ての表面形状で超親水性を示した．

H2O2 試料は MS において As より接触角が小さくな

ったものの，SB150E では逆に接触角が大きくなった． 
３．接触角の経時的変化（SB150E） 
保存条件の違いよる接触角の経時的変化は，As 試

料（調製直後の接触角 0゜）において，大気中保存

（Air）では急速に接触角が大きくなり 7 日後で約

100゜と疎水性表面となり，その後は一定となった．

Eth保存においては 7日後でAsより小さい約 80゜を

示した．一方，純水中保存（DW）では保存後 21 日

においても接触角 3゜と超親水性を維持した．O2 お

よび UV 試料（調製直後の接触角 0゜）では，As 試
料より全体的に小さな接触角で推移しているものの，

保存条件の違いにおいては As 試料と同様な傾向を示した．H2O2 試料（調製直後 17.5゜）は他の試料と同様に

Air，Eth 保存では経時的に接触角が大きくなるもの

の DW 保存では小さくなった． 
３．骨芽細胞の培養結果（SB150E） 
 表面形状 SB150E 上における骨芽細胞の増殖傾向

を図 2 に示す．水中に保存した As-DW（未処理）に

比較し，特に O2-DW，UV-DW 試料上では，培養 3
日後に増殖が増加し，増加傾向は 5 日後で顕著にな

った．ALP 活性は，As-DW に比較し，O2-DW，UV-DW，

H2O2-DW は 7 日後から有意に増加した． 
 
考 察： 
本研究は，先ず処理直後（10 分）の表面形状がチ

タンの濡れ性に与える影響（As）を検討した．その結果，ブラスト処理面は鏡面に較べ親水性を示した．特に，

ブラスト処理に酸エッチングを施した表面（SB150E）においては接触角がほぼ 0゜と超親水性を示した．この

結果は，Wenzel model3)により説明できる．表面形状が異なるときの接触角 cosθr は，cosθr =r cosθで表せる（r：
表面構造因子，cosθ：平坦表面の接触角）．この model は，平坦面で接触角が 90°未満の親水性表面では，表面

が粗造化するとより親水性に，疎水性表面ではより疎水性になることを意味している．表面構造因子 r には表面

積が大きく関与し，表面積が無限大になるような表面（フラクタル表面）は超親水性や超疎水性表面になりう

る． 
本研究における SB150E 表面は，SB150 と比較し微細な凹凸が多くなり，表面粗さ計測では Rmax が顕著に大

きくならなかったのに対して Ra が顕著な増大を示し，大きなうねりを持つ山に微細な凹凸が付与されている様

相を呈していた．したがって，SB150E 表面では表面積が極端に大きくなり，超親水性に転じたと考えられる． 
本研究では次に，表面性状を変化させる各種表面処理がチタンの濡れ性に与える影響を検討した．その結果，

特に O2，UV 処理を行った試料は全ての表面形状で超親水性を示した． 
チタンに酸素プラズマ照射や紫外線照射を施すと，表面は親水性に変化する．酸素プラズマ照射に関しては，

高エネルギー分子の衝突によって有機物質が分解される，また酸化チタンがプラズマ状態酸素により励起され

同時に雰囲気中の水分子が反応し水酸基が形成されると報告されている．UV 照射に関しては，250nm 付近以下

で有機化合物を分解する，酸化チタン（アナターゼ型）は波長が 387nm 以下で光触媒反応により OH ラジカル

図 1 表面形状および表面性状を変化させたチタン表面

の接触角（調製 10 分後） 
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図 2 各種表面処理チタン上での細胞増殖（SB150E）
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および空気中の水分子の解離吸着により水酸基を形成すると報告されている．以上の如く，酸素プラズマ処理

と UV 照射では本質的に差はなく，量的な違いこそあれ，表面に吸着した疎水性有機物（ハイドロカーボン）

が分解される効果と，表面に水酸基が導入される効果が相まって，超親水性を発揮するものと考えられる．な

お本研究では，処理時間を O2Plasma では 10 分に，UV 処理では 120 分としたが，文献も参考にすれば処理効率

は O2Plasma が有利と考えられる． 
本研究において，過酸化水素（H2O2）処理は，水酸基が生じやすくチタンを腐食しない濃度と pH に設定した．

その結果，MS において As より接触角が小さくなったものの，SB150E では逆に接触角が大きくなった．この

理由は判然としないが，疎水性有機物の分解が不十分だったことが一因として考えられる． 
以上の処理による親水性（接触角）の評価は，処理直後（10 分）に行った．しかし，本法の臨床応用を考慮

すると，処理後に親水性を安定的に持続する方法を見いだすことが重要になると考えられる．そこで，本研究

は親水性を維持する保存条件の影響を調査した．その結果，SB150E 試料において，全ての表面性状を変化させ

た条件（コントロールを含む）で，大気中保存では急速に接触角が大きく親水性は退行したが，純水中保存で

は親水性を持続した．また，エタノール中保存では純水中ほどの効果はなかった．  
一般に O2Plasma および UV 処理表面は，大気中保存により，処理により活性化された表面へ大気中の表面汚

染物質が吸着する，活性種により分解した親水性の低分子物質が離散してしまう，などの理由で親水性が退行

するとされ，この現象は Aging などと呼ばれている．本研究において，O2Plasma および UV 処理は極性溶媒中

に浸漬することで親水性が持続するものと推定される．また，純水中保存でより有効であった理由は，水分子

が水酸基の保持に有効に働いた結果と考えられる． 
本研究の結果，ブラスト後の酸エッチング処理（SB150E）を行い，水中に保存すれば，特別な処理を施さな

くてもチタン表面は超親水性が持続することが判り，本処理は臨床的に簡便で有効な方法であると判断される．

しかし，この接触角の計測は，処理面を純窒素でブローしてから行ってはいるが，吸着した水分子が一層残存

していたとも考えられ，さらなる検討が必要であろう．事実，細胞培養試験の結果，同様な親水性を有してい

る As-DW と O2-DW，UV-DW，H2O2-DW は増殖，分化とも後者が有意に増加した．この結果は，接触角の測

定のみでは細胞の動態を評価できないことを示している．すなわち，親水性をもたらす要因（表面エネルギー

や表面水酸基）についても検討する必要がある．特に生体のように水環境においては，表面エネルギーの極性

成分や水酸基チタン上に存在する塩基性水酸基が骨芽細胞の増殖と分化に重要な役割を演ずることが考えられ

る．以上より，本実験で得られた親水化処理の有効性を検証するためには，表面エネルギーや表面水酸基の生

成状態を評価することが必要であると考えられる 4)．  
本研究では，親水性を付与するための表面形状と表面性状を制御する処理法，また親水性を持続する保存法

について明らかになった．本結果が骨形成に寄与するかは今後の in vitro および in vivo 試験を待たねばならない

が，臨床により近いチタンの親水性表面処理技術が提供できたと考える． 
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