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　　　　When 　NiTi　alloys 　are 　thought 　as　candidates 　for　use 　hi　implantable　medical 　de−

　　　vices ，　they　must 　be　able　to・fulfi11　functional　requirements 　related　not 　only 　with 　their

　　　mechanical 　reliability 　but　also 　with 　their　corrosion 　resistance　and 　biolo，gical　safety ．

　　　 The　authors 　carried 　out　an　electrochernical　test　under 　friction　and 　some 　kinds　of 　in

　　　 vivo ！in　vitro 　toxicity　tests　to　・evaluate 　the　biocompatibility　ofNiTi ．bone　fracture

　　　fixation　devices　with 　reference 　to　FDA 　guideline（ISO　lO993）．　 As 　the　result ，　NiTi

　　　alloy　showed 　the　excellent　corrosion 　resistance ，　wear 　proo£ and 　biocompatibility

　　　 compared 　with 　that　ofTi −6A14V　alloy 　and ！or 　SUS3 　16L　S．Stee1．

Kay 〃brdS’　ISOlO993，NiTi　allo》〜Orthopedics，　Impiant，　Biocompatibility

1 ．は じ め に

　NiTi は 形状記憶 ， 超弾 性，高い 耐摩耗性 など

優れた機 械的特徴 を有し，主 に胸部外科，歯科領

域 で 医療用機器 と し て の 使用実績が あ る．し か

し，整 形外科用機器 と して の 臨床使 用例は稀有

で あ る．使用が躊躇 され る最大 の 原因 は ， NiTi合

金に は 多量 の Ni が含まれ ，　 Niイオ ン 溶出による

生体刺激 ， 毒性反 応 が 懸 念 され る ためで ある．

　NiTi が 整 形 外 科材料 と し て の 適正 に 欠 け る か

否か を骨折固定器 具を例に ，ISOIO993試験法 を

参考に 生物学的安全性評価 を試行 した ．ま た ， 摩

擦下 で の 電 気化学 的試験 と金属溶出 が 生 体に 与

え る影響等の 整形外科独 自の 試験項 目を追加 し，

NiTi 合金安全性 にっ い て検討 した ，

皿 ．生 物 学的安 全 評価 と試 験 方 法

　医療用具 の製造 又 は輸入 の 承認 申請 に は 生物

学的試験 ガ イ ドラ イ ン 1） （ISO10993に 準拠 ） に

沿 っ た評価が必要 で ある．Table　1 は医療用具の

安全性評価 に関す る米国 FDA の 指針で あ る ．我

国の 評価基 準も こ れ に ほ ぼ等 し く ， 医療用 具 の

接触部位と接触時間に よっ て 必要な試験項 目が

定 め られ て い る．

Table　l　FDA 　guideline　of　biocompatibility　evaluation 　for　medical 　devices　in　I995
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1 ．細胞毒性試験　ISO　IO993−5
　（1）培 地抽出 コ ロ ニ ー法

　（2＞間接／直接接触 コ ロ ニ
ー法

2．感作 （ア レ ル ギー
反応）試験 ISO　10993−10

　 抽出物 0．lmlを皮内注射及び体表皮膚閉塞貼

　 付

　（1＞Maximization　test

　（2）　A （ljuvant　and 　Patch　test

3 ．遺伝毒性試験 ISO　lO993−3
　（1） DNA 障害性 を検出（エ ーム ス 法）

　（2）染色体異常を検出

　（3）細胞悪性化 （ガ ン 化）を検出

4 ．埋植試験　ISO　10993−6
　（D 短期筋 肉内埋植試験
5 ．刺激 性 試 験 ISO　10993−IO

　（D 皮内反応試験

　（2）皮膚刺激性試験 （口腔 ，

’
膣粘膜刺激を含む）

6 ．全身毒性試験 ISO　10993−11

　（1）急性毒性

　（2）亜急性毒性

7 ．発熱性物質試験 ISO　lO993−11
※投与後 に，体温 上昇 0．6℃ 以上 で 陽性 と判断

8，血液適合性試験 ISO　lO993−10
　検 査項 目 ：血栓，1血小板 数，溶血性，免役検査

皿 ．NiTi 合金 の 生物 学的適合性 試 験

　NiTi 合金 は 毒性 の強い Ni を多く含み，生物学

的安全 性 （Table　2参照）が 危惧 され る た め に ，我
が 国 で は整形外科 的使用 は ない ．そ こ で ，実際 に

整形外科領域で の 使用を想定 し，骨折固定用具

の 生物 学的安全性 に つ い て 検討 した ．
1 ，整形外科用生体材料 （骨折固定器 具 ：体内埋

め込 み 用 具 ） と して の NiTi合金 を Table　1の FDA
指針に 沿 っ て 評価 を試 み た．

　生物学的評価と して ，接触期 間カテ ゴ リ
ー

は

C， 必要な試験項目は 以下 の 如くで ある．試験方

　 Table　2　Toxicity　ofNi

　　　　　　ESunderrhan，　New 　toxicicology，工970
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　 Subcu伽 θous 幡 ，　Iabbit
Oraladmti，　　 　　 瓶

　 om　1　admi 　　　　 c欲

Ni　calbOnyl （Ni（co）4　 v翻 ）
　趣 P薊  　 　 　 　 　 　 　 　 m （nlse

Aspiration 幟

intravenous軻   ．
LDI

．

‘
　10〜2Qmgtkg

O 旧 1　admi ．　 proof
　　　 l 〜 394（9

LDIco＝10〜20inglkg
LD

，co
＝1・39 

LD
バ 2・伽 習 
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PoSitive

法 の詳細は ISO ・10993シ リー
ズを参照 されたV．

・，

　1 ）細胞毒性試験・）
、

　　 珍2り綜維芽細胞，

’
　U937 マ クp フ ァ

ージを用

　　い た mH 活性測定 に よう細胞OP損傷壌判定
　2 ）感 作試験 3）

　　 U937 マ ク ロ フ ァ
ージを用いだサイ トカ イ ン

　 IL−1 βの 産出量 の 測定

　3 ）遺伝毒性試験 4 ）（＊未 評価 の ため文献参照）

　　サル モ ネ ラ菌を用 い た変異 原 性 ，染 色 体異常

　 試験

4 ）埋植試験

　　ラ ッ ト大腿骨骨膜 ・筋肉内埋植 に よ る組織学

　 的評価

　5 ）慢性 （亜急性）毒性試験 5・6 ）

　　 金属抽 出液をラ ッ ト腹腔内投与 に よ る臓器

　 内残留 と尿
・
糞 か らの 排泄量 の 測定 とそれ に

　 伴 う組織学的，全身毒性反応 の 生化学的評価

6 ）臨床評価

　　 膝蓋骨骨折の 治療 3 例 ， 鎖骨骨折 1 例

　 運動器系代用臓器に は更に 以下 の 機 械的作用

　 の 生物学的評価に与 える影響を検討する必要

　 があ る と思 わ れた の で ， 次 の 試 験項 目を追加

　 した ．
7 ）摩擦環境下 に おける電気化学的評価

　　 イ ン プ ラ ン ト金属 の多 くは体内で 不動態化

　 し て 電気化学的安定を得 る，絶えず金属表面

　 が摩擦 され る 環境 で は 不 動態膜 が損傷 され ，

　 耐食性 が 低 下 しす る．擬似体内環境下 で の ア

　 ノー ド腐食試験を実施 し，耐食性の 維持能に

　 つ い て 評価 した ．
8 ）摩耗毒性試験

　　 摺動作用，フ レ ッ チ ン グ，等 の 摩擦 現 象 は

　 表面不動態膜を損傷し、 摩耗 粉，腐食化合物

　 （金 属酸化 ・水酸化物 ， そ の 他 L 金属イオ ン

　 を産生す る．こ の よ うな摩耗産物 に対す る細

　胞毒性，全身毒性試験 を総合 して 摩耗毒性試

　 験 と呼ん で い る．試験方法は上記 の 1 〜 5 に

　 準拠 した ．

2 ．NiTi合金製骨折固定用具 の 評価の 実際
1 ）NiTi 形状記憶骨折固定用具

　 Fig．　 1 に示 す骨折治療用固定具 につ い て 生物
学的安全性を ガ イ ドラ イ ン に 沿 っ て 評 価 した ．
使用方法は骨折部 を切開し，0 〜4℃ の 滅菌 した

冷生理食堪水 中で 装着 し易 い 形 に変形 し，装着
後 は 体 温 近 い 35℃ で 形状回復 し ， 骨折面 を 引き

寄せ て圧迫 固定 させ る ．（Fig．18参照）拔去 の 際
は装着部を Af 点以下に冷や し，軟らか く して 骨

か らはずす ．

2 ）摩擦によ る耐食性低下に対する評価

　Fig．2 の Pin−on −Disk摩擦試験機 で 金属 Pin試験

片 を同種金属また は UHMWPE 　Disk試験片 で 4時
間摩擦 ・摩耗し た ，試験期間中 Pin試験片に定電

位ま た は 走査 電位 （ア ノ
ー

ド分極電位〉を負荷す

る 3 電極法 ， お よ び 自然分極電位 状態 で 電流密
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ClaVicle　fヤadtUre
patella　fractUre

　 Fig．1Bone   cture 　fixing　devices

度 を測定する 2 電極 法 を用 い た．腐食環境は

Table　3の 如 くであ っ た，

　 　 　 　 　 　 　 　 Weight

Powersupply

Pt　wire

（CE ）

圜

Hg1HgCl

（RE ）

Pin

（WE ）

　 DiskMetal

　Pin　t
UHMWPE 　Disk

Fig．2　Pin−on・Disk
Friction　test　device

Table　3　Experimental　conditions 　fbr　Pin

on 　Disk　Friction　Test

  連続摩擦 に おけ る腐食電流密度の 変化

摩擦開始直後の初期摩耗期は腐食電流密度が 高値

を示すが ， 時間 の 経過 と伴に 電流密度は減少 し た

．、（Fig．4参照）NiTi は摩擦開始後 30分で ほ ぼ 電流

密度は O、5uAXcm2以 下とな り摩擦の 影響は軽減 さ

れ た ．64Ar よ りその 傾向は顕著で あっ た．

Environmental　liquid：PBS （・）70ml
Sliding　speed ：3．S，8．S，10．8　crn！scc

Weight：50N

一

  NiTi 合金 の ア ノード分極特性 （Fig．3参照）

摩擦 を伴な う環境（Table　3）で ， 64ATは5V，　 NiTi

合金 は 0．8V （vs 　SCE ）で 過 不 動態域 に 達 した ．タ

ー
フ ェ ル 外挿法 に よ る腐食電位 と電流密度は，

64AT が O．13V（vsSCE ），　 O．08uAfcm2，　NiTi が

0．12V（vsSCE ），0．06uA！cm2 ，で あ っ た．従 っ て 自

然分極電位 下 の 腐食速度 （腐食電流密度）は，現

在 ， 整形外科領域で 臨床使用経験 の ある64Ar に

匹敵す る耐食性 を 示 した．
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  繰 り返 し摩擦 と腐食電流密度 の 変化

240

　30分ごとに摩擦荷重の on／off を繰 り返 し，2電

極法 で 自然電位 下 の 腐食電流を測定 した．（Fig．5−

1参照）64AT は摩擦時に は 4〜8μA！cm2 ，
　 NiTi は

0．7〜1．　3μAfcm2で あ り ， 金属溶 出が 64Ar に 比 べ

て 少 ない こ とが示 唆された ．また ，摩擦速度 の 増

加 と共 に 腐 食 電 流 密度 の 積 算値 は 上 昇 し た ．

（Fig，5−2参 照）以上 の 摩擦試験の結果か ら，摩擦

環境 にお い て も，NiTi合金は 64AT と比 べ て優れ た

耐食性を維持する こ とが確認された ，
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3 ．細胞毒性試験　　　　　　　　　　　　　　　　3）細胞 接 着 の 耐食性 に 与える影響

　1 ）LDH 活性 によ る細胞損傷度　　　　　　　　細胞毒性評価 の 際 ， 抽出液 を試料 に 用 い る か ま

　擬似体液 PBS ←）中 で 金属 を溶解 し た抽出液 ・ま　た は直接接触法 を用 い る こ と に な っ て い る．後者
た は 金 属 片 を Fig・6の 培養細胞 に 投与 し た・2 日間　は 細胞 の 何 らか の 作用 に よ り金属 イ オ ン の 溶 出を
培養後に培地 中の LDH 濃度を分光光度計で 測定 し　加速する ．NiTi の 耐食 性低 下 に つ い て 検討 し た．
た・試薬は LDH ワ コ

ーテ ス トキ ・ トを用 V ’た ・結 4 日間鋸 板 の 上 で xuvaを鱶 し ， 培asueを回収
果 を Fig・7 に 示 す・64A 「は 30PPm 濃度 で 細胞 は 完　し て 金属溶出量を ICP 分析 し た，培養後 の 試験 片
全 に 死滅 したが・NiTiは 同黻 で細胞損獺 は 2・ 緬 の 写真 とNi溶 臚 を Fig．9，1。 に 示す．　N 俵 面
％程度 で あ っ た．

　Cells　were 　cultured 　in　RPMI1640 　in　an 　 incubater　at
　5％ CO2 ，37℃，

L929 　Fibroblast

U937Macrophage

Cells　density

O，2，11，31xlO40ells ！well

TeSt　Specimeri
PureNi：10  × 10  X1  

NiTi ：12  × 12  × 3 

Fig．6　Cell　culture 　ancl　Cytotoxicity　test　methods
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　 2 ） IL−1 βの 産生量

　試 験 方法は 3 と同様 で あ る．培地中の IL−1 β

をエ ライザ法で 測 定した一．64AT が 30ppm 以 上

で 下降する の は細胞 が 死 滅し た た め で あ る と解

され る．、（Fig．8参照）

　以上 ， NiTiの 細胞毒性試験 と感作試験 の 結果

は 現在 臨床使用 され て い る 64AT よ り も優れ て

い た．
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臼
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Fig．8　IL−1β　production　by　U937　macrephage

→ −64AT4
トーMTi

に は 黒 い 斑点状 の 腐蝕痕 が現れ た が ，NiTi は変化

は見 られなか っ た．以上 の 結果か ら，生 きた細胞

の 存在や生体内 で は 金属 の 耐食性 は署 し く損なわ

れ る恐れがあ り ，　in　 vi ・tro の 実験 で は接着細胞の

影響 に 配慮す る 必 要 が あ る こ とが示唆 され た ，
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Fig，10Ni　iQn　release 　depending　on 　cell　density

　 3 ）遺伝 子 毒性試験

　 遺伝 子 毒性試験 に は，遺伝子 障害，染色体異

常，発癌性試験 が あ る．D．J．Weberらの 文献 を参照

する．Table　4は S．Steel316Lを対照に NiTi の 抽出

液 （腐食液）を細胞に投与し て 培養 し，細胞 の 染

色体異常 を生 化 学的 に検 出 した結 果 で あ る ．
S．Steel　316L に 比 べ て遺伝子毒性は低 い ，
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Table　4　Chronic　toxicity
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4 ，動物毒性試験

1 ）金属腐蝕物 の 腹腔 内投与試験

　ラ ッ ト腹腔 内に 1．　Omg の Ni，Ti，NiTi腐食化合物

を注入 し ，代謝ケ
ージ内で 17 日間通常飼育して ，

定期的 に 尿 ，糞，血液を採取 し た ．それ ぞ れ の 検

体に対 し て ，

　1） 尿 検査 （ウロ ペ ーパ ー
；栄研 化学）

　　肝 機能検査 ；総 ビ リル ビ ン （基準但O．2−

　　1．2mg／m1 ），尿蛋 白 （基準値 75−15Qmg／m1 ）

　2 ）血液検奪 （フ ジ トライケ ム V55 ：15．　1）

　　肝
・腎機能検査 ；GPT （基準値 5：40UIL ），

　　BUN　（基準値 10−20mg／d工）

　 3 ）尿 中お よび臓器 内金 属含有 量

を施行
・測定 した，

1 ）尿検査所見 二両金属腐食物 を投与 した後 に，
一

時 的 な ビ リル ビ ン ，蛋 白濃度上 昇 が 見 られ る

が ，時間経過 と共 に基準値 の 範囲 に 収 ま っ た tt

2 ）血 液検 査 所見 ：GPTはやや高値 ttあり ，時間

経過 と共に増加傾向を示 した ，BUNは正 常範囲 で

あっ た ，

　以 上 の 生化学検査 の 結果 で は，Ni，　 NiTi共 に

GPT 肝機能に障害を認 め た ．しか し ，
　 Table2の コ

書　
2s5
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注の際の LD匸 。。−10 〜 20

〜 kg を参照 す る と，投与量 4 ．Omg ／ kg は 致 死

に は至 ら ない が ， 小動 物にと っ て は かなり

過 剰 投与であり ， 金 属の 生 体 適合 性の評価

す るに は 更 なる検討が

K要で あ る と思 われた． 3）金

の臓器内残留 と尿・糞排泄
　

腹腔内投 与し

金属 腐食 物 は 一旦 腸間膜を 介 して 血中に 取
り

ま
れ，肝 ・腎 を 経由して糞・尿

と
一緒 に体外

排除 さ れる ．ま た，一 部 は毛 髪， 皮膚の代

と共に体外へ排出 される ．体内 残 留 と排泄

は腸間 膜 に吸収され易いか否か で決ま る．ラット

腔 に
各金 属 腐 食 物 を0 ．5mg 投与，代 謝 ケ

ジ内で 7 目間普通 食飼育 し ，24 時間 お き に

尿，採糞した．最終Hに屠殺し， 肝，腎，小 Table 　6　Strage 　and　e

retio
　of　Niand

　Ti （
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回収検体に含 　 　 ま れ る

，Ti を ICP 分 析 　　し

，Ni は 投 与直後 か ら

　尿排 泄 が 盛 んで あっ た ，

　　一方

Ti は
ほ
とん ど 排 泄 ＊ 　さ れず，腹 腔 内 に 残留 　 　 する の
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2）金属試験片埋植試験

　 医療用具また は材料を軟部組織に 埋植 し た場合

に 埋植材 が どの よ うな組織反応を惹起す る か，そ

の 強 さを評価す るの が本試験 の 目的で あ る ．

　 評価 の 方法は埋植後，マ ク ロ フ ァ
ージ系の炎症

細胞の 浸潤に始ま り， 多核化 し た異物巨細胞に よ

る 埋植材料 の 取 り囲みや，更に は材料 の 周辺に肉

芽 ・被包 を 形成するなどの
一

連 の 生体反応 が 現れ

る ．そ の 反応 の 程度に よっ て 生体適合性 が 評価 さ

れ る ．

　 肉眼的所見 としては ，

　a）埋植材料周辺組織 に お け る出血，被包形成 ，変
色 の 有無 とそ の 程度

　b）埋 植材料自身 の 変色お よび 変質の有無 ．例 え

ば，色，ひ び割れ ， 硬 さ ， 等 ．
c）そ の 他 に 認 め られ た 異常所見 ，

　 Table　8は被包化 した炎症性被膜 の 厚 さによる評

価 を示す
一

方法 で あ る ．

　Fig．16は φ 1mm × 15mm の 純 Ni
，
NiTi合金製 ワ イ

ヤ
ー

を ラ ッ ト大腿骨骨幹軸に 沿 っ て 骨膜上に 8 週

間埋植 し た後の 脱 灰 HE 標本 で あ る ．純 Ni を取 り

囲む炎症性被包形成は 1，5mmであり評点は 3 ， NiTi
の 周囲 に は顕著な被包化 は認 められず評点 は 0 と

判定され た ．整形外科 医用材料は 上記の筋肉内埋

植 試 験以外 に 骨 と の 親和性 も評価する 必 要 が ある

．Fig．17は ，　SUS316L 　S．SteelとNiTi合金製 ワイヤ
ー

を骨膜を 剥 が して 直に 骨組織 と試験材料 を接触 さ

せた ．骨組 織反応 を ビ ラ ヌ エ バ 骨染色とテ トラサ

イ ク リン 取込 み に よ り評価 した ．埋植 後 8 週 で は

炎症反応 は終息 し ，両金属 で わずか に線維性膜 の

形成があ る が，取 り 囲む ように試験材料 と直接接
触 し ，良好な親和性 を示 した ．

Table　8　Eva賎ation 　ofinflamed 　menbrane

Menbrane 　thickness Score

not 　observed

O．5  跏 dless

O，6throu帥 1．0 

L1血rough 　2．0 

2．0  。rmore

01234

5 ．臨床試験　吉林大学 中日聯誼病院 （中国）

　上記施設 に お い て 新鮮膝蓋骨骨折3 例，新鮮

鎖骨骨折 1例に対 して Fig．1に示すNiTi形状記憶
合金製固定器 によ る骨折固定術を施行 した，埋

植期間申 に ア レ ル ギー症状 ，金属 が 原 因 と思わ

れ る 発熱 急性 ・亜急性 の 金属毒性反応 はな く ，

全 例 3 〜6 ヶ 月 で 骨癒合 した ．従来 の 固定方法 に

比 べ て ，手術時間 が 大幅 に 短縮 され た ．

Fig．16Comparision　ofthe 　historogical　change　by　HE 　stain　images．
NiTi　or　Pure　Ni　wire 　was 量mplanted 　along ‡he且ongitudinal 　axis　efRat

「
s　femur．

Pure　Ni　Wire　was 　enveloped 　in　the　thick　infiamed　menbrane ，
But，　nQ 　historogical　changes 　were 　oecured 　in　the　per童feral　tissue　contacted
with 　the　NiTi 　wire ，

Fig．18X −ray　photographes　ofbone 　fracture
fixing　devices　made 　by　NiTi　shape 　memory

alloy
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