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Abstract

The　 purpose　 of　 this　 study　 was　 to　 build　 up　 a　 novel

model　 of　 vertical　 bone　 augmentation　 within　 a　 titanium

cap　 in　 rat　 calvaria　 and　 to　 evaluate　 how　 the　 status　 of

the　 inner　 surface　 of　 the　 cap　 effects　 on　 bone

augmentation.　 Thirty-two　 10-week　 old　 male

Sprague-Dawley　 rats　 were　 used.　 In　 the　 animals,　 the

calvarium　 was　 exposed,　 and　 2　 trephine　 grooves(6mm)

without　 marrow　 penetration　 were　 created　 in　 each

parietal　 bone　 bilaterally.　 Three　 types　 of　 titanium

caps　 those　 inner　 surfaces　 were　 differently　 prepared,

i.e.　 machine　 polished,　 sandblast-treated　 and

HA-coated,　 were　 used.　 Two　 titanium　 caps　 from　 the　 3

different　 caps　 were　 randomly　 chosen　 and　 set　 in　 the

grooves　 with　 their　 openends　 facing　 the　 bones　 of　 every

rat.　 At　 4　 or　 8　 weeks　 after　 surgery,　 the　 animals　 were

sacrificed　 to　 obtain　 sections　 for　 histology,

histomorphometry　 and　 immunohistochemistry.　 The

amounts　 of　 the　 both　 newly　 generated　 tissues　 and　 bone

within　 the　 caps　 were　 quantitated　 using　 image　 analyzer.

New　 bone　 formation　 in　 close　 contact　 with　 the　 surface

of　 calvarial　 bone　 was　 observed　 in　 extracalvariaI

experimental　 space　 and　 the　 newly　 generated　 tissue

consisted　 of　 mineralized　 bone　 and　 marrow　 spaces.

High　 magnification　 showed　 osteoblasts　 and　 osteocytes,

while　 few　 osteoclasts　 in　 newly　 generated　 bone.

Osteocalcin　 positive　 cells　 were　 observed　 around　 the

newly　 generated　 bone　 while　 osteopontin　 positive　 cells

were　 done　 around　 and　 into　 the

bone,　 respectively.　 The　 amount　 of　 mineralized　 bone



in　 the　 generated　 tissue　 was　 the　 highest　 in　 the

HA-coated　 surfaces　 compared　 with　 the　 other　 2　 groups

(p<0.05).　 Neither　 the　 volume　 of　 augmented　 tissue

nor　 the　 volume　 of　 mineralized　 bone　 significantly

differed　 between　 the　 sandblast-treated　 and　 the

machine　 polished　 groups.　 In　 this　 rat　 GBR　 model

using　 3　 different　 titanium　 caps,　 vertical　 bone

augmentation　 was　 observed　 in　 the　 all　 groups　 and

HA-coated　 surface　 significantly　 enhance　 bone

augmentation　 into　 the　 cap.

Keywords:HA-coated titanium cap, vertical bone

augmentation, rat calvaria, osteoblasts



和 文 抄 録

本 研 究 の 目 的 は,ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に チ タ ン キ ャ ッ

プ を 設 置 し た 垂 直 的 骨 増 大 術 モ デ ル を 確 立 し,チ タ

ン キ ャ ッ プ に 内 面 処 理 を 施 し た 際 の 骨 増 大 効 果 を

比 較 ・ 検 討 す る こ と で あ る 。32匹 の10週 齢 の 雄

Sprague-Dawleyラ ッ ト を 実 験 に 供 し た。 頭 蓋 骨 を

露 出 し,6mm径 の 溝 を 頭 蓋 骨 の 左 右 側 に1つ ず つ ト

レ フ ィ ン バ ー で 形 成 し た 。 皮 質 骨 穿 孔 は 行 な わ な か

っ た 。 キ ャ ッ プ 内 面 に そ れ ぞ れ 機 械 研 磨,サ ン ド ブ

ラ ス ト 処 理 あ る い は ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 処 理

を 施 し た3種 類 の チ タ ン キ ャ ッ プ を 試 作 し,そ れ ら

3種 の 中 か ら2種 類 の チ タ ン キ ャ ッ プ を 選 ん で キ ャ

ッ プ の 開 い た 面 を 頭 蓋 骨 に 接 す る よ う に 溝 に 設 置

し た 。 設 置 後4あ る い は8週 間 後 に 動 物 を 屠 殺 し,

組 織 学 的,組 織 計 測 学 的 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 検 討

を 行 な っ た 。 イ メ ー ジ 解 析 ソ フ ト を 用 い て キ ャ ッ プ

内 に 新 生 さ れ た 組 織 と 新 生 骨 量 を 定 量 し た 。 頭 蓋 骨

上 に 接 す る 新 生 骨 お よ び 石 灰 化 骨 と 骨 髄 か ら 成 る

新 生 組 織 が 観 察 さ れ た 。 高 倍 率 の 観 察 か ら,骨 芽 細

胞 お よ び 骨 細 胞 を 認 め た が,破 骨 細 胞 は ほ と ん ど 認

め ら れ な か っ た 。 オ ス テ オ カ ル シ ン 陽 性 細 胞 は 新 生

骨 周 辺 に 観 察 さ れ,オ ス テ オ ポ ン チ ン 陽 性 細 胞 は 新

生 骨 周 辺 お よ び 新 生 骨 内 に そ れ ぞ れ 観 察 さ れ た 。 新

生 組 織 中 の 石 灰 化 骨 量 は 他 の2群 に 比 較 し てHA処

理 群 で 最 も 高 か っ た(p〈0.05)。 サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理

群 と 機 械 研 磨 群 間 に は 新 生 組 織 量 と 石 灰 化 骨 量 と

に 有 意 差 は 無 か っ た 。 本 研 究 で 確 立 し たGBRモ デ ル

に お い て,垂 直 的 な 骨 増 大 は い ず れ の 実 験 群 で も 観

察 さ れ,HA処 理 が 最 も 骨 新 生 を 促 進 し た 。



諸 言

組 織 再 生 誘 導 法(guided　 tissue　 regeneration)の 概

念 を 利 用 し た 骨 再 生 誘 導 法(guided　 bone

regeneration以 下GBR)の 有 効 性 がDahlinら1)

に よ っ て 報 告 さ れ,遮 蔽 膜 を 用 い た 骨 増 大 術 が 臨 床

応 用 さ れ て い る 。kostopoulosら2)は ラ ッ ト の 下 顎

骨 後 部 に テ フ ロ ン カ プ セ ル を 設 置 し た 実 験 モ デ ル

を 用 い て,骨 膜 の 有 無 に 関 わ ら ず 皮 質 骨 穿 孔 を 行 っ

て い な い 無 傷 の 顎 骨 上 に 骨 隆 起 が 形 成 さ れ た と 報

告 し た 。 臨 床 で も 顎 骨 上 に 新 生 骨 を 誘 導 し て 口 腔 イ

ン プ ラ ン ト 治 療 を 行 う こ と が 可 能 に な っ て き て い

る が,水 平 的 骨 増 大 に 比 較 し て 垂 直 的 骨 増 大 術 の 予

知 性 は 低 く,歯 周 病 に よ っ て 歯 と 歯 槽 骨 を 喪 失 し た

患 者 に 対 し て は 垂 直 的 な 骨 増 大 術 を 効 率 よ く 実 践

す る こ と が 望 ま れ る 。

垂 直 的GBRの 動 物 実 験 に は こ れ ま で 主 に ウ サ ギ

が 使 用 さ れ,頭 蓋 骨 に さ ま ざ ま な 形 態 や 性 状 の 装 置

を 設 置 し た 研 究 が 報 告 さ れ て い る3～6)。Schmidら

3)は
,ウ サ ギ 頭 頂 骨 上 に 設 置 し た デ バ イ ス と の 密 閉

空 間 に 骨 新 生 が 起 こ る こ と か ら,GBRに よ る 骨 誘 導

に は 遮 蔽 膜 の 透 過 性 は 必 須 で は な い と 報 告 し た 。

Yamadaら6)は 穴 の 無 い 密 閉 型 の チ タ ン キ ャ ッ プ が

骨 新 生 に 有 利 で あ る と 報 告 し た 。 上 述 し た 研 究 で は

い ず れ も キ ャ ッ プ あ る い は シ リ ン ダ ー 内 面 を 機 械

研 磨 し た も の が 使 用 さ れ て お り,チ タ ン キ ャ ッ プ の

内 表 面 性 状 が 骨 増 大 に 及 ぼ す 効 果 は 検 討 さ れ て い

な い 。

Lundgrenら7)は 機 械 研 磨 さ れ た チ タ ン 製 シ リ ン

ダ ー 内 面 を サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理 す る こ と に よ っ て

シ リ ン ダ ー 内 の 新 生 骨 量 は 有 意 に は 増 加 し な か っ



た も の の,石 灰 化 骨 が シ リ ン ダ ー 内 面 に 直 接 接 触 し

て い る 面 積 が 増 加 し た こ と を 報 告 し た 。 こ の 研 究 結

果 は チ タ ン 製 シ リ ン ダ ー の 内 表 面 を 物 理 的 あ る い

は 化 学 的 に 処 理 す る こ と に よ っ て,シ リ ン ダ ー 内 表

面 へ の 骨 形 成 関 連 細 胞 群 の 遊 走,増 殖 お よ び 分 化 に

影 響 を 与 え,新 生 骨 の 石 灰 化 が 促 進 さ れ た こ と を 示

唆 し て い る 。 ま た,チ タ ン メ ッ シ ュ 表 面 を

hydroxyapatite(以 下HA)処 理 す る こ と に よ っ て

も 骨 新 生 を 促 進 で き る こ と が 報 告 さ れ て い る8・9)。

チ タ ン 製 材 料 内 表 面 の 改 質 に よ っ てGBRの 効 率 が

高 ま れ ば,人 工 生 体 材 料,シ グ ナ ル あ る い は 幹 細 胞 を

応 用 し た 方 法 に 比 較 し て 安 全 で か つ 安 価 に 骨 増 大

が 可 能 に な る た め,臨 床 的 な 意 義 は 大 き い 。

骨 新 生 時 に は 多 数 の タ ン パ ク 質 が 関 与 し て 細 胞

間 の 情 報 伝 達 が 行 な わ れ る 。 と り わ け,骨 基 質 に 含 ま

れ る 非 コ ラ ー ゲ ン 性 の カ ル シ ウ ム 結 合 性 タ ン パ ク

質 で あ る オ ス テ オ カ ル シ ン(osteocalcin以 下OCN)は

骨 芽 細 胞 で 合 成 さ れ ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 結 合

能 を 有 し て お り,骨 芽 細 胞 に よ る 骨 形 成 マ ー カ ー と

考 え ら れ て い る10)。 一 方,オ ス テ オ ポ ン チ ン

(osteopontin以 下OPN)は 骨 芽 細 胞 お よ び 骨 細 胞 か ら

産 生 さ れ,骨 新 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ

て い る11)。GBRモ デ ル に お け る 骨 新 生 に つ い て は

従 来 の 組 織 学 的 検 討 に 加 え て,新 生 組 織 内 の 細 胞 群

に よ る 骨 関 連 タ ン パ ク 質(OCNお よ びOPN)の 産 生

様 態 の 観 点 か ら 検 討 す る こ と に よ り 垂 直 的GBRの

実 験 モ デ ル に お け る 骨 新 生 機 序 の 分 子 基 盤 を 構 築

す る た め の 情 報 を 得 る こ と が 期 待 さ れ る 。

本 研 究 で は,ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 の 垂 直 的 骨 増 大 術 の

実 験 モ デ ル を 構 築 し,3種 類 の 内 面 処 理,① 機 械 研



磨,② サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理,③HA処 理 を 施 し た チ タ

ン 製 キ ャ ッ プ を 試 作 し,そ れ ぞ れ の チ タ ン キ ャ ッ プ

内 で 起 こ る 骨 新 生 に つ い て 組 織 学 的,組 織 計 測 学 的

お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 に 比 較 ・ 検 討 し た 。

材 料 お よ び 方 法

1.チ タ ン 合 金 キ ャ ッ プ

日 本 メ デ ィ カ ル マ テ リ ア ル 株 式 会 社(以 下JMM,

大 阪)と 共 同 で 開 発 し た チ タ ン 合 金 キ ャ ッ プ(以 下

チ タ ン キ ャ ッ プ)を 実 験 に 使 用 し た 。 予 備 実 験 か ら

ラ ッ ト 頭 蓋 骨 の 矢 状 縫 合 線 左 右 側 の 頭 頂 骨 に 設 置

可 能 な チ タ ン キ ャ ッ プ の 直 径 を6mmに 決 定 し た(図

1a)。 本 研 究 で 使 用 し た チ タ ン キ ャ ッ プ に は サ ン ド

ブ ラ ス ト 処 理 お よ びHA処 理 に 耐 え 得 る 金 属 の 厚 み

が 必 要 で あ っ た た め,チ タ ン 合 金 ブ ロ ッ ク

(Ti-6Al-4V;ア ル ミ6%,バ ナ ジ ウ ム4%を 含 むJMM

の 歯 科 イ ン プ ラ ン ト と 同 じ 材 料)か ら0.5mmの 肉 厚

で 重 さ220mgの チ タ ン キ ャ ッ プ を 作 製 し て 実 験 に

供 し た(図1b)。

機 械 研 磨 さ れ た チ タ ン キ ャ ッ プ 内 面 に ア ル ミ ナ

ビ ー ズ#180を 吹 き 付 け て サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理12)を

行 っ た(図1c)。 こ れ はJMMの フ ィ ク ス チ ャ ー

FINATITEのHA処 理 前 と 同 じ 表 面 性 状 で あ る 。 さ

ら に,サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理 を 施 し た チ タ ン キ ャ ッ プ

に フ レ ー ム 溶 射 法 に よ りHAコ ー テ ィ ン グ を 行 っ た

13)(図1d)
。 こ れ はJMMの フ ィ ク ス チ ャ ー

FINATITＥ と 同 じ 表 面 性 状 で あ る 。 上 述 し た3種 類

(機 械 研 磨,サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理,HA処 理)の チ タ

ン キ ャ ッ プ を 超 音 波 洗 浄 し,オ ー ト ク レ ー プ 滅 菌 を

施 し て 実 験 に 供 し た 。



2.実 験 動 物

Sprague　 Dawley系 雄 性 ラ ッ ト(10週 齢300～350g

日 本 ク レ ア 社,東 京)32匹 を 実 験 に 用 い た 。 実 験 開

始 に 先 立 ち1～2週 間 予 備 飼 育 し,ラ ッ ト が 健 康 で

あ る こ と を 確 認 し た 。 飼 育 期 間 中 に は 固 形 飼 料(オ

リ エ ン タ ル 酵 母 工 業,東 京)お よ び 水 を 与 え,奥 羽 大

学 動 物 実 験 研 究 施 設(室 温24℃,湿 度65%)で 飼 育

し た 。 な お,本 研 究 は 奥 羽 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認

(承 認 番 号No.42)を 得 て 奥 羽 大 学 動 物 実 験 規 定 を

遵 守 し て 行 っ た 。

3.実 験 方 法

Itoら の 報 告5)に 準 じ て 行 な っ た 。 す な わ ち,ラ ッ

ト 腹 腔 に ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム

(Somnopenty1共 立 製 薬,東 京)を ラ ッ ト 体 重1kg

あ た り50mg投 与 し 全 身 麻 酔 を 行 な っ た 。 さ ら に エ

ピ ネ フ リ ン1/80,000添 加2%塩 酸 リ ド カ イ ン(歯

科 用 キ シ ロ カ イ ン　 カ ー ト リ ッ ジ,昭 和 薬 品 化 工 業

株 式 会 社,東 京)を 用 い て 局 所 麻 酔 を 行 っ た 。 次 い

で#15c替 刃 式 外 科 用 メ ス を 用 い て 両 耳 を 結 ぶ よ う

に 皮 膚 を 横 切 開 し,骨 膜 を 剥 離 し た(図2a)。 中 央 の

縫 合 線 を 挟 ん で 左 右 の 頭 頂 骨 部 に 滅 菌 生 理 食 塩 水

(大 塚 製 薬,東 京)の 注 水 下 で 直 径5mmの ト レ フ ィ

ン バ ー(GC社,東 京)を 用 い て 頭 蓋 骨 に 輪 状 の 溝 を

形 成 し た 後(図2b)フ ィ ッ シ ャ ー バ ー(#700)を

用 い て チ タ ン キ ャ ッ プ が 安 定 す る よ う に 溝 の 幅 を

0.5mmま で 拡 大 し,直 径6mmの 円 形 の 輪 状 の 溝 を 形

成 し,形 成 し た 溝 に3種 の チ タ ン キ ャ ッ プ の い ず れ

か1つ を 設 置 し た(図2c)。 チ タ ン キ ャ ッ プ が 動 か



な い よ う に 先 ず 手 術 用 縫 合 糸(D8106エ チ コ ンJ&J,

USA)を 用 い て 骨 膜 縫 合 し(図2d),そ の 後 に 手 術

用 縫 合 糸(789Gエ チ コ ンJ&J)を 用 い て 皮 膚 縫 合 し

た(図2e)。 ま た,術 後 の 感 染 予 防 と し て ペ ニ シ リ ン

G(60,0001E/0.02ml,明 治 製 菓,東 京)lm1を 皮 下 注 射

し た 。

4.組 織 学 的 研 究

術 後4週 間 お よ び8週 間 飼 育 後 に,ジ エ チ ル エ ー

テ ル 吸 引 に よ り 苦 痛 な く 死 亡 さ せ た 後,直 ち に 頭 蓋

骨 と 周 囲 組 織 を 一 塊 と し て 摘 出 し,4℃ の10%中 性

緩 衝 ホ ル マ リ ン 液 で24時 間 固 定 後 に10%EDTA

(ethylendiamine　 tetra　 acetic　 acid)溶 液 に 浸 漬 し て 脱

灰 し(4℃,4週 間),チ タ ン キ ャ ッ プ を 除 去 後 に 通 法

に 従 っ て パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 。 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ

た 左 右 の 新 生 組 織 を 同 一 切 片 上 で 観 察 で き る よ う

に 厚 さ5μmの 前 頭 断 切 片 を 作 成 し て,ヘ マ ト キ シ リ

ン エ オ ジ ン 染 色(以 下H・E染 色)を 行 い 形 態 学 的

な 観 察 を 行 っ た 。

5.TRAP染 色

破 骨 細 胞 の 存 在 を 確 認 す る た め に 酒 石 酸 抵 抗 性

酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色(以 下TRAP染 色)を 行 っ た 。

す な わ ち,脱 パ ラ フ ィ ン 後 の 切 片 を10mMリ ン 酸 緩

衝 生 理 食 塩 水(以 下PBS,pH7.4)で 洗 浄 し,ナ フ ト ー

ルAS-MXp　 hosphate(Sigma,USA)を 基 質 と し て0.2M

酢 酸 緩 衝 液 で50mM酒 石 酸 に 浸 漬 し てTRAP染 色 を

行 っ た14)。PBS洗 浄 後 に マ イ ヤ ー の ヘ マ ト キ シ リ ン

液 に3分 間 浸 漬 し,乾 燥,キ シ レ ン 透 徹 ・ 封 入 後 に

TRAP陽 性 細 胞 を 観 察 し た 。



6.免 疫 組 織 化 学

免 疫 染 色 はMoriyaら の 報 告16)に 従 っ て 行 な っ た 。

キ シ レ ン に よ る 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 後,切 片 を

3%過 酸 化 水 素 水 に 室 温 で20分 浸 漬 し て 内 因 性 ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ を 除 去 し た 。 一 次 抗 体 と し て,PBSで

1,000倍 希 釈 し た マ ウ ス 抗 ラ ッ トOCN抗 体(タ カ ラ

バ イ オ,大 津)ま た はPBSで100倍 希 釈 し た マ ウ ス

抗 ラ ッ トOPN抗 体(ARP,USA)を 使 用 し,い ず れ も

切 片 と30分 間 室 温 で 反 応 さ せ た 。PBS洗 浄 後,二

次 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ア ミ ノ 酸 ポ リ

マ ー を 結 合 し た 抗 マ ウ ス 抗 体(ニ チ レ イ バ イ オ サ イ

エ ン ス,東 京)と 室 温 で30分 間 反 応 さ せ た 。PBS洗

浄 後,ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 発 色 はDABキ ッ ト(ニ チ

レ イ バ イ オ サ イ エ ン ス,東 京)に よ り 行 い,ヘ マ ト キ

シ リ ン で 核 染 色 し て 光 学 顕 微 鏡 を 用 い て 組 織 学 的

観 察 を 行 な っ た 。 陰 性 対 照 と し て 一 次 抗 体 に 換 え て

PBSで 反 応 を 行 っ た 切 片 を 用 い た が,そ れ ら 対 照 切

片 の 全 て に お い て 陽 性 反 応 は 認 め ら れ な か っ た。

7.組 織 計 測 学 的 研 究

チ タ ン キ ャ ッ プ 内 部 の 新 生 組 織 お よ び 新 生 骨 面

積 の 定 量 は,H・E染 色 を 行 っ た 組 織 切 片 の 画 像 に っ

い て,画 像 解 析 ソ フ ト(WinRoof,三 谷 商 事,福 井)

15)を 用 い て 計 測 範 囲ROI(Region　 of　 Interest)を 確

定 し,新 生 組 織 面 積 に 対 す る 新 生 骨 面 積 の 割 合(%)

を 算 出 し た 。

8.統 計 処 理

有 意 差 検 定 はMann-Whitney　 U-testに よ っ て 行 っ た 。



p<0.05の と き 有 意 差 あ り と 判 定 し た 。

結 果

1.組 織 学 的 観 察

4週 後:チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面 性 状 に 関 わ ら ず 新

生 骨 組 織 が チ タ ン キ ャ ッ プ 内 で 増 生 し て い た 。 頭 蓋

骨 外 表 面 と 平 行 に 層 板 状 に 新 生 骨 が 形 成 さ れ て い

る(図3a)の が 観 察 さ れ た 。 ま た,石 灰 化 骨 が チ タ

ン キ ヤ ッ プ 内 面 に 沿 う よ う に 上 方 に 向 か っ て 形 成

さ れ て い た(図3a)。 新 生 組 織 頂 上 部 の 新 生 骨 梁 は

疎 に 分 布 し,線 維 性 結 合 組 織 が 骨 梁 間 に 介 在 し て い

た(図3a)。 新 生 骨 梁 の 表 面 に は,類 円 状 の 形 態 を し

た 骨 芽 細 胞 が 整 然 と 配 列 し て い た(矢 印 図3b)。

8週 後:4週 後 に 比 較 し て,チ タ ン キ ャ ッ プ の 内

面 性 状 に 関 わ ら ず よ り 多 く の 新 生 骨 が 形 成 さ れ て

お り,チ タ ン キ ャ ッ プ 内 を 新 生 組 織 が 完 全 に 満 た し

て い る こ と が あ っ た(図3c,図4a-f)。 頭 蓋 骨 上 に

平 行 し て 形 成 さ れ た 層 板 状 の 新 生 骨 は 頭 蓋 骨 に 類

似 し て お り 骨 細 胞 を 認 め た 。 術 後8週 間 で は 骨 芽 細

胞 は 紡 錘 形 を 呈 し て い た(図3d)。 新 生 骨 組 織 内 に

は 造 血 性 細 胞 を 含 む 骨 髄 組 織 が 観 察 さ れ た(図3c,

図4a-f)。

HA処 理 チ タ ン キ ャ ッ プ 使 用 例 で は 石 灰 化 骨 がHA

処 理 チ タ ン キ ャ ッ プ 内 面 に 沿 う よ う に 上 方 に 形 成

さ れ,完 全 な 半 円 状 に な っ て い る こ と が あ っ た(図4

c)。

2.TRAP染 色

チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 表 面 性 状 に 関 わ ら ずTRAP陽

性 細 胞 は 既 存 の 頭 蓋 骨 中 に 散 在 し て い た が,新 生 骨



に は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た(図5a,b)。

3.免 疫 組 織 化 学 的 所 見

チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面 性 状 に 関 わ ら ず 新 生 骨 表

面 に お け る 骨 芽 細 胞 に お い て,ほ と ん ど 全 て の 細 胞

がOCN陽 性 を 示 し て い た(図6a,b)。

新 生 骨 表 面 の 骨 芽 細 胞 と 新 生 骨 梁 内 の 骨 細 胞 の

い ず れ に もOPN陽 性 細 胞 の 局 在 を 認 め た(図6c,d)

4．組 織 計 測 学 的 結 果

新 生 骨 の 定 量 は8週 間 後 の 試 料 で 行 っ た 。HA処

理 群 は 新 生 骨 面 積 が 最 も 高 か っ た(p<0.05)。 サ ン ド

ブ ラ ス ト 処 理 群 と 機 械 研 磨 群 と の 間 に は 有 意 差 は

無 か っ た(図7)。

HA処 理 群 は 機 械 研 磨 群 に 比 較 し て 新 生 骨 面 積/新

生 組 織 面 積(%)が 統 計 学 的 に 有 意 に 高 か っ た

(p<0.05)(図8)。

考 察

本 研 究 か ら 以 下 の 結 果 を 得 た 。1)HA処 理 群 で 新

生 骨 量 が 最 大 で あ っ た,2)骨 芽 細 胞 は 術 後4週 間

で は ま だ 類 円 形 を 呈 し て お り 高 い 活 動 性 が 推 測 さ

れ た が,術 後8週 間 で は 紡 錘 形 を 呈 し 成 熟 し て い る

と み な さ れ た,3)OCNは 新 生 骨 組 織 周 辺 の 骨 芽 細 胞

に,OPNは 新 生 骨 組 織 中 の 骨 細 胞 お よ び 骨 芽 細 胞 に

高 頻 度 に 発 現 し て い た,4)破 骨 細 胞 は ほ と ん ど 観 察

さ れ な か っ た 。

こ れ ま で 報 告 さ れ た ウ サ ギ 頭 蓋 骨 を 用 い た 垂 直

GBRモ デ ル の 研 究 で は,表 面 の 滑 沢 な チ タ ン キ ャ ッ

プ が 使 用 さ れ て き た3，4,6)。 本 研 究 で は,ラ ッ ト 頭



蓋 骨 に 設 置 可 能 で な お か つHA処 理 が 可 能 な チ タ ン

キ ャ ッ プ を 試 作 し て 実 験 を 行 っ た 。具 体 的 に は,チ タ

ン 合 金 ブ ロ ッ ク か ら 内 面 が 直 径5mmの 半 球 形 ド ー

ム 状 で,3,000°Cの 熱 処 理 に 耐 え ら れ る よ う に 最 薄 部

の 厚 み が0．5mmの チ タ ン キ ャ ッ プ(図1a)を 試 作

し た 。 本 研 究 で 使 用 し た チ タ ン キ ャ ッ プ 内 面 のHA

コ ー テ ィ ン グ に は 溶 射 温 度 が3 ,000°Cと 比 較 的 低 い

フ レ ー ム 溶 射 法 を 使 用 し た 。HAコ ー テ ィ ン グ 法 に

は フ レ ー ム 溶 射 法 の 他 に も プ ラ ズ マ 溶 射 法,熱 分 解

法 お よ び ス パ ッ タ リ ン グ 法 が あ り,イ ン プ ラ ン ト 体

の 表 面 構 造,コ ー テ ィ ン グ 層 の 厚 み,多 孔 率 お よ び 膜

密 着 性 が 異 な る た め17),HAコ ー テ ィ ン グ 法 の 違 い

に よ っ て も 骨 新 生 効 果 が 異 な る か も し れ な い 。

機 械 研 磨 し た チ タ ン キ ャ ッ プ を 設 置 し た 場 合 に

も 骨 新 生 が 確 認 さ れ た(図3,4)。 こ の 結 果 は,

サ ル な ど の 大 型 動 物 に 比 較 し て ラ ッ ト で は 骨 新 生

が 生 じ 易 い 可 能 性 を 示 唆 し たAspenbergら の 結 果18)

を 支 持 し て い た 。 動 物 種 の 違 い に よ っ て 骨 増 大 の 程

度 が 異 な る の か も し れ な い 。

実 験 の4週 後 に は 骨 芽 細 胞 の 形 態 が 類 円 形 で あ

っ た こ と(図3b)か ら4週 後 で は ま だ キ ャ ッ プ 内

で 骨 形 成 が 活 発 に 行 な わ れ て い る と 判 断 し,8週 後

の 新 生 骨 量 を 定 量 し た 。HA処 理 群 で は 機 械 研 磨 群

に 比 較 し て 新 生 骨 面 積 が 有 意 に 増 加 し て い た が(図

8),サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理 群 で は 有 意 差 は 見 ら れ な

か っ た 。 こ の 結 果 は チ タ ン 表 面 を サ ン ド ブ ラ ス ト 処

理 し て も 骨 新 生 の 増 大 効 果 が 見 ら れ な か っ た と す

る 報 告7)と 矛 盾 し な い 。HA処 理 群 の 骨 新 生 が 有 意

に 促 進 さ れ た の は,サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理 に よ っ て チ

タ ン 内 面 の 表 面 積 が 増 加 し た こ と に よ り 細 胞 接 触



面 積 が 増 え た こ と に 加 え てHA処 理 に よ る 骨 新 生 の

促 進 作 用 が 働 い た 結 果 と 考 え ら れ る 。 今 回 の 実 験 で

使 用 し た い ず れ の チ タ ン キ ャ ッ プ に お い て も 骨 新

生 が 頭 蓋 骨 表 面 に 平 行 し て 形 成 さ れ る 場 合 と チ タ

ン キ ャ ッ プ 内 面 に 沿 っ て 上 方 へ と 形 成 さ れ る 場 合

が あ り(図4),新 生 骨 組 織 の 内 部 に は 脂 肪 細 胞 や 造

血 細 胞 を 含 ん だ 骨 髄 組 織 が 観 察 さ れ た 。 骨 の 石 灰 化

程 度 に つ い て は 今 回 検 討 し て い な い が,新 生 骨 組 織

内 部 の 石 灰 化 度 は 概 し て 十 分 で は な い と 思 わ れ た 。

こ の 傾 向 は マ イ ク ロCTを 用 い た 観 察 結 果19，20)と

一 致 し て い た
。

本 研 究 の 骨 増 大 モ デ ル で は 規 格 化 さ れ た チ タ ン

キ ャ ッ プ(図1)を 使 用 し,ラ ッ ト 頭 蓋 骨 と チ タ ン キ

ャ ッ プ と で 囲 ま れ た 閉 鎖 空 間 に 新 生 さ れ た 組 織 を

評 価 対 象 に し た 。 本 実 験 系 で は 骨 膜 由 来 細 胞 の 遊 走

を 期 待 で き な い た め,母 床 骨 由 来 の 細 胞 群,す な わ ち

骨 細 胞 お よ び 骨 髄 由 来 の 未 分 化 間 葉 系 細 胞 が 骨 新

生 に 関 わ っ た と 考 え ら れ る 。Yamadaら6)は ウ サ ギ

頭 蓋 骨 に チ タ ン キ ャ ッ プ を 設 置 し て 完 全 密 閉 さ れ

た キ ャ ッ プ と 穴 を 開 け た も の と の 比 較 か ら,3ヶ 月

後 の 新 生 組 織 量 は 「穴 な し 」 は 「穴 あ り 」 よ り 骨 再

生 量 が 有 意 に 高 い こ と を 報 告 し た 。 穴 あ き 群 で は,

軟 組 織 由 来 の 線 維 性 結 合 組 織 が キ ャ ッ プ 内 に 入 り

込 ん で 増 殖 す る こ と で 新 生 組 織 の 形 成 を 阻 害 す る

こ と が 示 さ れ た 。 こ の 結 果 は,骨 膜 の 効 果 が キ ャ ッ

プ 内 部 の 骨 増 大 に さ ほ ど 大 き く 影 響 し な い 可 能 性

を 示 唆 し て い る が,穴 の 大 き さ を 小 さ く す れ ば,骨

膜 由 来 因 子 の 効 果 が 加 わ っ て 骨 新 生 を よ り 促 進 で

き る 可 能 性 も 考 え ら れ,小 さ な 穴 を 開 け る マ イ ク ロ

ピ ア ス 法 な ど の 技 術 的 な 工 夫 が 期 待 さ れ る 。



Miyamotoら21)は 骨 膜 由 来 細 胞 を 移 植 す る こ と で 骨

増 大 効 果 が あ っ た と 報 告 し て お り,骨 細 胞 と 骨 膜 由

来 細 胞 の 相 互 作 用 に よ っ て 骨 新 生 を 促 進 出 来 る 可

能 性 も 考 え ら れ る 。

こ れ ま で の 骨 増 大 の 動 物 実 験 モ デ ル に は 主 に ウ

サ ギ が 使 用 さ れ て き た が,本 研 究 で は ラ ッ ト を 使 用

し た 。 経 済 面 や 飼 育 面 の 優 位 性 に 加 え て,細 胞 生 物

学 的 お よ び 分 子 生 物 学 的 ア プ ロ ー チ が 容 易 に な り,

骨 新 生 機 序 の 分 子 基 盤 を 構 築 す る こ と が 期 待 さ れ

る 。市 販 さ れ た 抗 体 は 主 に ヒ ト,マ ウ ス お よ び ラ ッ ト

に 対 し て 作 製 さ れ て い る た め,実 験 動 物 を ウ サ ギ か

ら ラ ッ ト に 変 え た こ と に よ り 免 疫 組 織 化 学 的 研 究

が 詳 細 に 行 な え る と 共 に,in　 situ　 hybridization法 を

用 い て 骨 新 生 部 位 に お け る 骨 芽 細 胞 お よ び 骨 細 胞

の 遺 伝 子 発 現 様 態 に つ い て も 研 究 を 進 展 さ せ る こ

と が 可 能 に な る 。

新 生 骨 表 面 の 骨 芽 細 胞 は ほ と ん ど 全 て がOCN陽

性 で あ っ た(図6a,b)。 一 方,新 生 骨 の 骨 芽 細 胞 お

よ び 骨 細 胞 はOPN陽 性 で あ っ た(図6c,d)。 本 結 果

は こ れ ら 骨 関 連 タ ン パ ク 質 がGBRモ デ ル で 新 生 さ

れ た 骨 形 成 機 序 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と を

示 唆 す る 。OPNは 硬 組 織 以 外 に も 腎 臓,皮 膚,マ ク ロフ ァ

ー ジ な ど に も 分 布 し て お り,カ ル シ ウ ム との 高 い 結 合 能 を 示 す

が リン 酸 カ ル シ ウム の 結 晶 成 長 を 阻 害 す る 役 割 も 果 た して い

るとされ る22)。 ま た,OPNは 分 子 内 に イ ン テ グ リン 結 合 部 位

を 有 して お り,こ れ を 介 した 細 胞 ・基 質 問 接 着 を 通 じて 細 胞

分 化 誘 導 に 関 与 す ることが 知 られ て い る。またOPNは,骨 芽

細 胞 の イ ン テ グ リン と結 合 し,骨 芽 細 胞 の 初 期 分 化 を 促 進

す る23)。 本 研 究 に お い て,骨 芽 細 胞 の 骨 形 成 マ ー カ ー で あ

るOCNが 新 生 骨 周 辺 の 骨 芽 細 胞 の ほ とん どで 認 め られ た こ



とと,新 生 骨 に お け る 骨 芽 細 胞 の 分 化 お よ び 誘 導 因 子 で あ

るOPNが 認 め ら れ た こ と か ら,新 生 骨 の 形 成 がOCNと

OPNに よ っ て 促 進 され て い る こ とが 示 唆 され た 。

こ れ ま で の 研 究 か ら はGBRに お け る 皮 質 骨 穿 孔

の 必 要 性 に つ い て 支 持 す る 研 究24～27)と そ う で な い

研 究7・28・29)と が 報 告 さ れ て お り,統 一 見 解 は 得 ら

れ て い な い 。 皮 質 骨 穿 孔 が 必 須 の 治 療 ス テ ッ プ で は

な い と す る 考 え も あ る30)。 予 備 実 験 の 段 階 で ラ ッ ト

頭 蓋 骨 に 皮 質 骨 穿 孔 を 行 な わ な く と も 骨 薪 生 を 観

察 出 来 た た め,本 研 究 で は チ タ ン キ ャ ッ プ 内 面 の 処

理 効 果 を 評 価 す る 上 で 生 じ 得 る 人 為 的 な 作 業 誤 差

を 減 ら す こ と を 考 慮 し て 皮 質 骨 穿 孔 を 行 わ な か っ

た 。 臨 床 で も 上 顎 臼 歯 部 の 垂 直 骨 増 大 術 を 行 う 際 に

は,顎 骨 の 厚 み が1～2mm程 度 の 場 合 に は 皮 質 骨 穿 孔

は 出 来 な い 。Rompenら27)は ラ ッ ト 頭 蓋 骨 に 中 空 の

平 行 六 面 体 の チ タ ン チ ェ ン バ ー を 設 置 し て 骨 増 大

の 実 験 を 行 っ て お り,皮 質 骨 穿 孔 と 血 液 を 添 加 し た

場 合 に 骨 増 大 が 促 進 さ れ た と 報 告 し て い る が,対 照

群 に お い て も 骨 新 生 が 観 察 さ れ て お り,下 顎 枝 上 で

骨 新 生 を 観 察 し たKostopoulosら の 報 告2)と 類 似 し

た 結 果 で あ っ た 。 も っ と も,本 研 究 で は ト レ フ ィ ン バ

ー で6mmの 輪 状 の 溝 を 形 成 し て お り(図2b)
,厳 密

に は 皮 質 骨 に 侵 襲 を 加 え て い な い と は い え ず,ト レ

フ ィ ン バ ー で 形 成 し た 溝 周 辺 の 骨 髄 か ら 未 分 化 間

葉 系 細 胞 が 頭 蓋 骨 と チ タ ン キ ャ ッ プ で 密 閉 さ れ た

空 間 に 遊 走 し て 骨 増 大 に 関 与 し た 可 能 性 は 残 る 。

本 研 究 で は,ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に チ タ ン キ ャ ッ プ を

設 置 し て 垂 直 的GBRモ デ ル を 構 築 し,チ タ ン キ ャ ッ

プ 内 をHA処 理 す る こ と で 垂 直 的 骨 増 大 が 促 進 さ れ

る こ と を 明 ら か に し た 。 遺 伝 子 治 療 や 幹 細 胞 治 療 は



萌 芽 的 で 先 進 的 で は あ る が,コ ス ト と 安 全 性 に 多 く

の 問 題 を 抱 え て い る 。 一 方,本 研 究 で は 材 料 学 的 な

工 夫 に よ っ て 骨 増 大 を 効 率 的 に 促 進 す る こ と が 可

能 で あ っ た こ と か ら,垂 直 的 骨 増 大 術 に 適 す る チ タ

ン メ ッ シ ュ あ る い は 遮 蔽 膜 の 開 発 へ 繋 が る 。

結 論

ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に チ タ ン キ ャ ッ プ を 設 置 し た 垂

直 的GBRモ デ ル に お い て,チ タ ン キ ャ ッ プ 内 表 面 を

HA処 理 す る こ と に よ り 新 生 骨 形 成 を 促 進 し た 。

本 論 文 の 要 旨 は,第30回 日 本 顎 咬 合 学 会 学 術 大

会(平 成24年6月10日,東 京)お よ び 第55回 奥

羽 大 学 歯 学 会(平 成25年6月15日,郡 山 市)に お

い て 発 表 し た 。
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図 表 の 解 説

図1実 験 に 使 用 し た チ タ ン キ ャ ッ プ の 形 状

a　 外 形 φ6mm,内 径 φ5.Omm,高 さ3mmで 肉 厚 が

厚 さ0.5mm,内 面 の 高 さ3mmの 半 球 ド ー ム 状 で あ

る｡　 b　 機 械 研 磨 し た チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面 性 状

c　 サ ン ド ブ ラ ス ト 処 理 し た チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面 性

状　 d　 HA処 理 し た チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面 性 状

図2チ タ ン キ ャ ッ プ の 設 置 方 法

a　 皮 膚 お よ び 骨 膜 の 切 開 お よ び 剥 離　 b　 溝 の 形 成

　c　キ ャ ッ プ 設 置　 d　骨 膜 縫 合　 e　皮 膚 縫 合

図3H・E染 色 の 光 学 顕 微 鏡 像

a実 験 開 始4週 後 に ラ ッ ト頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ た

新 生 組 織 の 前 頭 断 面 像(機 械 研 磨 群)(低 倍 率 像)。

母 床 骨 上 に 層 板 状 の 骨 新 生(矢 印)を,ま た チ タ ン キ

ヤ ッ プ 内 面 に 沿 っ て 骨 新 生(矢 頭)が 生 じ て い る が,

上 方 の 組 織 新 生 は 不 十 分 で あ る 。b新 生 骨 上 に 類

円 形 を 呈 し た 骨 芽 細 胞 が 骨 表 面 に 並 ん で い た(矢 印,

高 倍 率 像)。

c実 験 開 始8週 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ た 新

生 組 織 の 前 頭 断 面 像(機 械 研 磨 群)(低 倍 率 像)。 チ

タ ン キ ャ ッ プ に 沿 っ て 骨 新 生(矢 印)が 生 じ て い る

が,上 方 に は 線 維 性 結 合 組 織(矢 頭)が 形 成 さ れ て

い る 。d新 生 骨 上 に 紡 錘 形 を 呈 し た 骨 芽 細 胞 が 骨

表 面 に 並 ん で い た(矢 印,高 倍 率 像)。

図4H・E染 色 の 光 学 顕 微 鏡 像

a実 験 開 始8週 間 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ

た 新 生 組 織 の 前 頭 断 面(機 械 研 磨 群)(低 倍 率 像)。



頭 蓋 骨 上 お よ び チ タ ン キ ャ ッ プ に 沿 っ て 上 方 に 新

生 骨 お よ び 新 生 組 織 が 形 成 さ れ て い る(矢 印)。 ま

た,骨 髄 組 織 が 豊 富 で あ る(矢 頭)。

b実 験 開 始8週 間 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ

た 新 生 組 織 の 前 頭 断 面(ブ ラ ス ト 群)(低 倍 率 像)。

機 械 研 磨 群 と 同 様 に 頭 蓋 骨 上 お よ び キ ャ ッ プ に 沿

っ て 上 方 に 新 生 骨 お よ び 新 生 組 織 が 形 成 さ れ て い

る(矢 印)。 ま た,骨 髄 組 織 が 豊 富 で あ る(矢 頭)。

c実 験 開 始8週 間 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ た

新 生 組 織 の 前 頭 断 面(HA処 理 群)(低 倍 率 像)。 頭

蓋 骨 上 お よ び キ ャ ッ プ に 沿 っ て 上 方 に 新 生 骨 お よ

び 新 生 組 織 が 形 成 さ れ て い る(矢 印)。 新 生 組 織 量

お よ び 骨 量 が 共 に 多 い 傾 向 が あ っ た 。

daの 高 倍 率 像

ebの 高 倍 率 像

fcの 高 倍 率 像

NB;新 生 骨,BM;骨 髄,CO;線 維 性 結 合 組 織

図5TRAP染 色 の 光 学 顕 微 鏡 像

a実 験 開 始8週 間 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ た

新 生 組 織(HA処 理 群)(低 倍 率 像)。TRAP陽 性 細 胞

は ほ と ん ど 確 認 で き な か っ た 。

b実 験 開 始8週 間 後 に ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 に 形 成 さ れ た

新 生 組 織(機 械 研 磨 群)(中 倍 率 像)。TRAP陽 性 細

胞(矢 印)は 母 床 骨 に 散 在 し た が,新 生 骨 中 に は ほ と

ん ど 確 認 で き な か っ た 。

NB;新 生 骨,BM;骨 髄,B;頭 蓋 骨

図60CNお よ びOPNの 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 像

a,b:OCN陽 性 細 胞(矢 印,a;中 倍 率b;高 倍 率 像)



新 生 骨 骨 膜 に お け る 骨 芽 細 胞 の ほ と ん ど がOCN陽

性 を 示 し た 。c,d:OPN陽 性 細 胞(矢 印,c;中 倍

率 像d;高 倍 率 像)新 生 骨 骨 膜 に お け る 骨 芽 細 胞 お

よ び 骨 梁 内 の 骨 細 胞 がOPN陽 性 を 示 し た 。

NB;新 生 骨,BM;骨 髄,CO;線 維 性 結 合 組 織

図73実 験 群 間 の 新 生 骨 量 の 比 較(ROI値)

HA処 理 群 は 機 械 研 磨 処 理 群 に 比 較 し て 有 意 に 新

生 骨 量 が 増 大 し て い た 。*:p<0.05

図83実 験 群 間 の 新 生 骨 量/新 生 組 織 量(%)の

比 較

HA処 理 群 は 機 械 研 磨 処 理 群 に 比 較 し て 有 意 に 新

生 骨 量/新 生 組 織 量(%)が 高 か っ た 。*:p<0 .05
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