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3)ラ ッ ト脛 骨 に お け る炭 酸 ガ ス レー ザ ー 骨 誘

導 初 期 変 化 に つ い て
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【研 究 目的 】 炭 酸 ガ ス レー ザ ー は高 出 力 レ ー ザ ー

に 分 類 され,現 在 歯 科 治 療 に お い て そ の 多様 性 は

注 目 を集 め て い る。 そ の生 物 学 的 な作 用 は,レ ー

ザ ー 照 射 時 に 起 こ る表 面 組 織 の 蒸 散 な ど のhigh

levellasertreatment(HLLT)作 用 と,照 射 部
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周 囲 に お こ る細 胞 増 殖,創 傷 治 癒 促 進 な ど のlow

levellasertreatment(LLLT)作 用 に 分 け られ,

最 近 で は レー ザ ー照 射 な ど の メ カニ カル フ ォ ー ス

を骨 細 胞 が 認 識 し,骨 誘 導 を促 進 す る こ と も明 ら

か に な っ て い る。 そ こで 骨 誘 導 時,骨 細 胞 や 骨 芽

細 胞 で どの よ うな初 期 変 化 が起 こ っ て い るの か 調

べ る た め,ラ ッ ト脛 骨 を用 い て 形 態 学 的 な らび に

分 子 生 物 学 的 に 解 析 を行 っ た の で 報 告 す る。

【材 料 と方 法 】8週 齢 の ラ ッ ト脛 骨 に 観 血 的 な処

置 を 行 い,骨 表 面 に 直 接 炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー

(OPERASERLiteYOSHIDA)を 照 射 した 。 右

側 脛 骨 に歯 科 用 ラ ウ ン ドバ ー に て 骨 欠 損 をつ く り,

左 側 脛 骨 に は 出 力3.OW,照 射 距 離 は 約5.Ocmで

SP1,照 射 時 間900sに て4shot照 射 し た。 照 射 後3,

6hours,3d,5d,10d,15d,お よび20d後 にエ ー

テ ル に て 屠殺 後,そ れ ぞ れ 左 右 脛 骨 を摘 出 し,4℃,

10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 液 で20時 間 固 定 後,脱

灰 液(EDTAmethod)に て 約20日 間 脱 灰 し,エ

タ ノ ー ル脱 水 処 理 後,パ ラ フ ィ ン に包 埋 し た。 解

析 法 と し て 吉 木 法,DEXA,免 疫 組 織 化 学 染 色

(Lef-i),insituhybridaization(Ostseopontin,

Type1collagen,Osteocalcin)を 行 っ た 。 さ ら

に 骨 髄 細 胞 の 培 養 に よ りALP陽 性CFU-F数 を 調

べ た 。

【結 果 】H-E染 色 で は炭 酸 ガ ス レ ーザ ー照 射 後,

5日 目 に は 炭 化 層 を 伴 っ た 皮 質 骨 の 骨 髄 側 に 新 生

骨 を認 め た。 新 生 骨 形 成 中 骨 髄 側 の 幼 弱 な骨 芽 細

胞 に はOsteopontinの 発 現 が 認 め られ た。 ま た10

日 目か ら新 生 骨 が 既 存 の 骨 に取 り込 まれ る20日

目 ま で に はBGPの 発 現 が 見 られ た。 さ らに 培 養1

日 目の 骨 髄 細 胞 で は,レ ー ザ ー照 射 群 の 方 がALP

陽 性CFU-F数 が 多 く見 ら れ た 。 骨 細 胞 に 注 目 し

て み る と,5日 目 で レ ー ザ ー 照 射 直 下HLLT作 用

部 位 の骨 細 胞 に は 空 砲 化 が み られ,そ れ よ り少 し

離 れ たLLLT作 用 部 位 で は 骨 細 胞 はactiveな 状 態

で あ っ た。 ま た 骨 髄 側 に 形 成 さ れ た 新 生 骨 量 は

LLLT作 用 部 位 の 方 が 明 ら か に 多 か っ た 。 免 疫 組

織 学 染 色 で は3時 間 後 か ら6時 間 後 ま で レ ー ザ ー

照 射 部 位 の 骨 細 胞 にLef-1が 強 く発 現 し,5日 目

か ら新 生 骨 形 成 が 起 き始 め る とLef-1の 発 現 は 弱

ま っ た 。

【考 察 】 今 回 の 実 験 で,炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー 照 射
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により骨細胞がなんらかの刺激 を受けると骨髄中

の骨芽細胞が活性化し,新 生骨が形成 され るとが

わかった。骨細胞はメカニカルス トレスのシグナ

ル を 骨 表 面 の 細 胞 へ 伝 え る た め にWnt/

β-catenin経 路 を使用す ることが明らかになって

いる。新生骨形成 までの間FLEF1の 発現が見 られ

ることか ら,Wnt/β-catenin経 路 の活 性化 が示

唆される。よって,レ ーザーによるメカニカルス

トレスは通常の機械的負荷 と同様,骨 細胞に働き

かけWnt/β-catenin経 路 を刺激 し,骨 形成 に関

与することが示唆 された。
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