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Abstract

The　 aim　 of　 this　 study　 was　 to　 investigate　 the　 effect　 of

beta-tricalcium　 phosphate(β-TCP)on　 vertical　 guided

bone　 regeneration　 (GBR)　 in　 rat　 calvaria.　 Forty

10-week　 old　 male　 Sprague-Dawley　 rats　 were　 used.　 In

the　 all　 animals,　 the　 calvaria　 were　 exposed,　 and　 2

circular　 grooves(5.5　 mm　 in　 diameter)were　 prepared

bilaterally.　 Two　 titanium　 caps　 were　 randomly

allocated　 from　 four　 groups:(1)β-TCP,(2)calcium

sulfates　 (CaSO4),　 (3)　 β-TCP+CaSO4,　 (4)　 gelatin

sponge　 (negative　 control)　 and　 placed　 on　 the　 parietal

bone.　 At　 8　 weeks　 after　 surgery,　 the　 animals　 were

euthanized　 and　 the　 skulls　 were　 removed　 to　 obtain

sections　 for　 histology,　 histomorphometry　 and

immunohistochemistry.　 The　 amount　 of　 the　 newly

generated　 tissue　 and　 newly　 formed　 bone　 within　 the

caps　 were　 microscopically　 observed　 and　 quantitated

using　 image　 analyzer.　 In　 addition,　 sclerostin

(SOST)positive　 cells　 were　 immunochemically　 stained.

In　 the　 β-TCP　 group,　 new　 bone　 formation　 in　 close

contact　 with　 the　 surface　 of　 β －TCP　 was　 observed　 and

the　 newly　 generated　 tissue　 consisted　 of　 mineralized

bone　 and　 marrow　 spaces.　 High　 magnification　 showed

osteoblast-like　 cells　 and　 osteocytes,　 while　 few

osteoclasts.　 There　 was　 no　 additive　 effect　 of β-TCP

and　 CaSO4.　 Osteocytes　 into　 newly　 generated　 bone



were　 strongly　 stained　 with　 anti-SOST　 antibody,　 while

osteocytes　 close　 to　 the　 interface　 between　 β－TCP　 and

newly　 generated　 bone　 were　 weakly　 or　 negatively

stained.　 The　 amount　 ofnewly　 generated　 tissue　 ofthe

β-TCP　 groups　 was　 significantly　 higher　 than　 that　 of

control　 groups.　 There　 was　 no　 additive　 effect　 ofboth

β －TCP　 and　 CaSO4.　 This　 study　 indicates　 that　 β－TCP　 is

superior　 material　 compared　 with　 CaSO4　 to　 enhance

vertical　 bone　 augmentation.
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和 文 抄 録

ラ ッ ト 頭 蓋 骨 上 の 垂 直GBRモ デ ル に お い て β-TCP

が 垂 直 的 骨 増 大 に 及 ぼ す 効 果 を 調 べ る こ と を 目 的

と し た 。40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,直 径5.5mmの

輪 状 溝 を 頭 蓋 の 左 右 側 に1つ ず つ 形 成 し た 。(1)

β-TCP,(2)CaSO4,(3)β-TCP十CaSO4,(4)ス ポ ン

ゼ ル(陰 性 対 照)の い ず れ か を 入 れ た チ タ ン キ ャ ッ

プ か ら2つ 選 ん で 頭 蓋 骨 上 の 溝 に 設 置 し た 。 実 験 の

8週 後 に 動 物 を 安 楽 死 さ せ,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 。 キ ャ ッ プ

内 に 新 生 さ れ た 組 織 と 新 生 骨 量 は イ メ ー ジ 解 析 ソ

フ ト を 用 い て 定 量 し た 。sclerostin(SOST)陽 性 骨 細 胞

を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 出 し た 。 β-TCP群 で は,

β-TCP顆 粒 の 周 囲 を 新 生 骨 が 取 り 囲 み,骨 芽 細 胞 お

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

な か っ た 。 骨 細 胞 のSOST染 色 性 は 部 位 に よ っ て 異

な り,新 生 骨 内 方 の 骨 細 胞 が 強 陽 性 で あ っ た 。 一 方,

β-TCPと 新 生 骨 と の 境 界 領 域 に 散 在 す る 骨 細 胞 は 弱

陽 性 か 陰 性 で あ っ た 。 β-TCP添 加 群 で は 対 照 群 に 比

較 し て 新 生 組 織 量 の 占 め る 割 合 が 有 意 に 高 か っ た

(p<0.05)。 β-TCPとCaSO4の 相 加 効 果 は み ら れ な か

っ た 。 本 研 究 は β-TCPがCaSO4に 比 較 し て 垂 直 的 骨

増 大 を 促 進 す る た め の 優 れ た 基 材 で あ る こ と を 示

し た 。



諸 言

歯 周 組 織 再 生 療 法 お よ び 口 腔 イ ン プ ラ ン ト 治 療

の 普 及 に 伴 い,顎 骨 や 歯 槽 骨 の 再 生 が 基 礎 的 お よ び

臨 床 的 に 研 究 さ れ て い る 。 骨 増 大 を 目 的 と し た 骨 移

植 材 は 自 家 骨 が 最 適 で あ る が,採 取 す る 骨 量 が 制 限

さ れ る こ と と 生 体 に 余 分 な 侵 襲 を 加 え る こ と が 欠

点 に な る1,2)。 自 家 骨 以 外 の 移 植 材 料 に は 同 種 他 家

骨 で あ る 凍 結 乾 燥 骨,異 種 骨 お よ び ハ イ ド ロ キ シ ア

パ タ イ ト が 用 い ら れ て い る が,未 知 の 感 染 症 の リ ス

ク や 移 植 材 料 の 残 留 が 指 摘 さ れ て お り,安 全 性 の 面

で 不 確 実 性 が 残 る 。

実 験 動 物 を 用 い た 垂 直 的 骨 誘 導 法(guided　 bone

regeneration以 下GBR)モ デ ル 研 究 に お い て 数 種 類 の

人 工 生 体 材 料 の 効 果 が 検 討 さ れ て い る 。 す な わ ち,

β-リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム(beta-tricalcium　 phosphate

以 下 β－TcP)3,4),牛 骨 ミ ネ ラ ル(Bio-oss)5-7)

あ る い は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム セ メ ン ト8)を チ タ ン シ リ

ン ダ ー あ る い は チ タ ン キ ャ ッ プ 内 部 に 添 入 し た 際

の 骨 新 生 の 様 態 や 有 用 性 が 検 討 さ れ て い る 。 β－TCP

は 生 体 親 和 性 と 骨 伝 導 性 に 優 れ た 生 体 材 料 で,移 植

後 は 完 全 に 骨 に 置 換 さ れ る 生 体 吸 収 性 の 骨 補 填 材

と し て 開 発 さ れ,整 形 外 科 領 域 や 歯 科 領 域 で 人 工 骨

補 填 材 と し て 臨 床 応 用 さ れ て い る9)。 リ ン 酸 カ ル シ

ウ ム は リ ン 酸(H3PO4)と カ ル シ ウ ム と が 化 学 的 に

結 合 し た 物 質 で,骨 基 質 の 主 成 分 で あ る 。 そ の た め,

β－TCPは 骨 内 に お い て 経 時 的 に 吸 収 さ れ て 骨 に 置 換



さ れ,最 終 的 に 全 て 骨 へ 置 換 さ れ る 。

硫 酸 カ ル シ ウ ム(CaSO4)は 高 い 生 体 親 和 性,骨

伝 導 能 お よ び 生 体 内 で の 良 好 な 吸 収 性 と 安 全 性 に

よ り100年 以 上 前 か ら 骨 補 填 材 料 と し て 使 用 さ れ て

き た11,12)。CaSO4は 安 価 で 生 産 が 容 易 で あ り,多

血 小 板 血 漿 と 併 用 す る こ と で サ イ ナ ス リ フ ト13)や

ソ ケ ッ ト プ リ ザ ベ ー シ ョ ン 後 の 新 生 骨 量 を 有 意 に

増 加 す る こ と が 報 告 さ れ て い るi4)。 ま た,歯 周 組 織

再 生 療 法15)や 外 科 的 歯 内 療 法16)に も 臨 床 応 用 さ れ

て い る 。 さ ら に,生 体 内 で 炎 症 反 応 を 惹 起 せ ず に 短

期 間 に 生 体 内 で 吸 収 さ れ る た め,ス タ チ ン や サ イ ト

カ イ ン を 局 所 で 徐 放 性 に 作 用 さ せ る 基 材 と し て の

効 果 が 検 討 さ れ て い る17)。 し か し,現 在 ま でGBR

の 動 物 実 験 モ デ ル に お い てCaSO4の 骨 増 大 効 果 は 検

討 さ れ て は い な い 。 ま た,β-TCPとCaSO4を 混 合 し

て 使 用 し た 場 合 の 効 果 に つ い て も 報 告 は な い 。

骨 新 生 時 に お け る 骨 細 胞 の 役 割 が 近 年 注 目 さ れ

て い る18)。 骨 細 胞 は 骨 組 織 内 の 細 胞 の90～95%を 占

め,骨 芽 細 胞 や 破 骨 細 胞 に 比 較 し て 数 の 上 で は 圧 倒

的 に 多 い 。 ま た 骨 表 面 に 存 在 す る 骨 芽 細 胞 や 破 骨 細

胞 と は 異 な り 石 灰 化 し た 骨 基 質 内 部 に 埋 没 し て 一

定 間 隔 に 規 則 正 し く 細 胞 が 配 列 し て い る と い う 特

徴 が あ る 。 ウ サ ギ 頭 蓋 骨 上 に お け る 新 生 骨 量 が 頭 蓋

骨 の 厚 み と 正 の 相 関 を 示 す と い う 報 告19)で は 骨 の

新 生 に 骨 膜 が 関 与 し て い な い た め,頭 蓋 骨 中 の 骨 細

胞 が 頭 蓋 骨 上 の 骨 新 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い



る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

骨 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 と し て

sclerostin(SOST)20'21)が あ る 。sclerostinは 骨 芽 細

胞 に よ る 骨 形 成 を 促 進 す るwingless+int-1(Wnt)や

bone　 morphogenetic　 proteins(BMPs)な ど の 骨 形 成 促

進 シ グ ナ ル に 拮 抗 し て 骨 形 成 を 抑 制 す る 分 子 で あ

り,骨 代 謝 の 負 の 制 御 に 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ

れ て お り22・23),骨 細 胞 の 成 熟 度 を 示 す マ ー カ ー に

な り 得 る 。垂 直GBRモ デ ル で 頭 蓋 骨 と キ ャ ッ プ 内 新

生 骨 梁 に お け る 骨 細 胞 のsclerostin発 現 様 態 を 調 べ

る こ と で 骨 細 胞 の 成 熟 度 を 評 価 す る こ と が 可 能 で

あ る 。 し た が っ て,骨 増 大 の 実 験 系 に お い て 新 生 骨

の 様 態 を 評 価 す る 際 に は,組 織 学 的 検 討 に 加 え て 骨

細 胞 の 成 熟 度 を 検 討 す る こ と に よ り 骨 新 生 に お け

る 骨 細 胞 の 働 き を よ り 詳 細 に 考 察 で き る 。

本 研 究 で は,ラ ッ ト 頭 蓋 冠 上 に 設 置 し た 垂 直 的 骨

増 大 術 の 実 験 モ デ ル に お い て,β －TCPお よ びCaSO4

の 骨 増 大 効 果 を,組 織 学 的,組 織 計 測 学 的 お よ び 免

疫 組 織 化 学 的 に 解 析 し た 。

材 料 お よ び 方 法

1.実 験 動 物

10週 齢 で 体 重320～400gの 雄 性Sprague-Dawley

系 ラ ッ ト(日 本 ク レ ア 社,東 京)40匹 を 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 て 実 験 に 使 用 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

23℃,湿 度65%)で 飼 育 し た 。 本 研 究 は 奥 羽 大 学

動 物 実 験 委 員 会 の 承 認(受 付No.42)を 得 て 奥 羽 大

学 動 物 実 験 規 定 を 遵 守 し て 行 っ た 。

2.チ タ ン 合 金 キ ャ ッ プ

実 験 に 使 用 し た チ タ ン 合 金 キ ャ ッ プ(以 下 チ タ ン

キ ャ ッ プ)(図1)は 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 。 す な

わ ち,チ タ ン 合 金(ア ル ミ6%,バ ナ ジ ウ ム4%を

含 むJMM社 製 の 歯 科 イ ン プ ラ ン ト 用)を 加 工 し て 作

製 し た0.25mmの 肉 厚 の チ タ ン キ ャ ッ プ(重 量140mg)

を 機 械 研 磨 し て 実 験 に 供 し た 。

3.生 体 材 料

β－TCP(オ ス フ ェ リ オ ン　 G1-1粒 径500～

1,500μm,気 孔 率75%,気 孔 径100～400μmオ リ ン

パ ス テ ル モ バ イ オ マ テ リ ア ル 株 式 会 社 ,東 京)30mg

を 生 理 食 塩 水 に 浸 漬 し た 後 に チ タ ン キ ャ ッ プ 内 に

添 入 し た(β-TCP群)。 硫 酸 カ ル シ ウ ム は,医 療 用

bioabsorbable　 CaSO4・2H20(Wako,大 阪)を 生 理 食

塩 水 に 溶 解 し,ペ ー ス ト 状 に し た も の を チ タ ン キ ャ

ッ プ 内 に 添 入 し て 使 用 し た(CaSO4群)。 ま た,β －TCP

と ペ ー ス ト 状 に し たCaSO4と を 体 積 比 と し て 等 量 混

和 し た 混 和 物 を チ タ ン キ ャ ッ プ 内 に 添 入 し た も の

を β-TCP+CaSO4群 と し,止 血 用 ゼ ラ チ ン ス ポ ン ジ

(ス ポ ン ゼ ルR,Astellas製 薬,東 京)を チ タ ン キ



ヤ ッ プ 内 に 添 入 し た も の を 陰 性 対 照(ス ポ ン ゼ ル 群)

と し た 。

4.チ タ ン キ ャ ッ プ の 設 置

Muraiら の 方 法4)を 参 考 に チ タ ン キ ャ ッ プ を 設 置

し 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(Somnopentyl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 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)に よ る 注 水 下 で 直 径4.8mm

(内 径)の ト レ フ ィ ン バ ー(GC社,東 京)を 用 い

て 頭 蓋 骨 上 に 輪 状 の 溝 を2個 形 成 し た(図2b)。 次

に β－TCP,CaSO4,β-TCP十CaSO4ま た は ス ポ ン ゼ ル

の い ず れ か を 上 述 し た チ タ ン キ ャ ッ プ 内 に 入 れ,そ

れ ら チ タ ン キ ャ ッ プ か ら ラ ッ ト1匹 あ た り2個 を

無 作 為 に 選 び,頭 蓋 骨 上 に 形 成 し た 輪 状 の 溝 に 設 置

し た(図2c)。 設 置 後 に 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&」,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(60,000IE/0.02ml,明 治 製 菓,東 京)1mlを 皮 下 注

射 し た 。

5.組 織 学 的 研 究

チ タ ン キ ャ ッ プ 設 置 の8週 間 後 に,実 験 動 物 を 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 冠 と 周 囲 組 織 を 一 塊 と し て 摘 出 し,10%

中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 液 で 固 定 後10%EDTA

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

灰(4℃)し,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 。 厚 さ5μmの 前 頭 断 切 片 を

作 製 し,ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色(以 下H・

E染 色)を 行 い,光 学 顕 微 鏡 観 察 し た 。

6.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50mM酒 石 酸 水

溶 液 に 浸 漬 し て,次 に10mMリ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

(以 下PBS)に 浸 漬 し た 後,ナ フ ト ー ルAS-MX

phosphate(Sigma,USA)を 基 質 と し て0.2M酢 酸 緩

衝 液 でTRAP染 色 を 行 っ た24)。 切 片 を 水 洗 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 。

7.免 疫 組 織 化 学 染 色

免 疫 染 色 は パ ラ フ ィ ン 切 片 を 用 い て 酵 素 標 識 ポ

リ マ ー 間 接 法25)に よ り 行 っ た 。切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン

後 に 抗 原 賦 活 化 液(pH6.1,ダ コ ・ ジ ャ パ ン,東 京)

に 浸 漬 し て90°Cで60分 間 加 熱 し た 。 内 因 性 ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ 除 去 後 に,切 片 に 一 次 抗 体 と し て ヤ ギ 抗

マ ウ スsclerostin(SOST)抗 体(1:15,R&D　 systems,

USA)を 室 温 で60分 反 応 さ せ た 。PBSに よ る 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 ヤ ギ 抗 体(ニ チ レ イ バ イ オ サ

イ エ ン ス,東 京)を 室 温 で30分 反 応 さ せ て か らDAB

基 質 キ ッ ト(ニ チ レ イ バ イ オ サ イ エ ン ス,東 京)を

用 い て 発 色 を 行 っ た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン で 細 胞 核 を 染

色 し た 。 そ の 後 通 法 に よ り 切 片 処 理 を 行 な い 光 学 顕

微 鏡 を 用 い て 観 察 し た 。 一 次 抗 体 に 換 え てPBSと 反

応 さ せ た 切 片 を 陰 性 対 照 と し,陽 性 反 応 が 全 く 見 ら

れ な い こ と を 確 認 し た 。

8.形 態 計 測 に よ る 分 析

チ タ ン キ ャ ッ プ 内 部 の 新 生 組 織 面 積 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 つ い て,画 像 解 析 ソ フ ト(winRoof,三 谷 商 事,

福 井)26)を 用 い て 計 測 範 囲ROI(Region　 of　 lnterest)

を 確 定 し,新 生 組 織 面 積 お よ び 新 生 組 織 面 積 に 対 す

る 新 生 骨 面 積 の 割 合(%)を 算 出 し た 。

9.統 計 処 理

各 実 験 群 の 有 意 差 検 定 はANOVAに よ っ て 行 い,

p〈0.05を 有 意 差 あ り と 判 定 し た 。

結 果

1.組 織 学 的 観 察

β－TCP群 で は 新 生 組 織 中 に β－TCP顆 粒 が 残 存 し

て お り,新 生 骨 が β-TCP顆 粒 を 取 り 囲 ん で い た(図

3a,e)。CaSO4群 で はCaSO4の 残 存 は 見 ら れ ず,新

生 組 織 中 に 新 生 骨,骨 髄 お よ び 線 維 性 結 合 組 織 を 認



め た(図3b,f)。

β－TCP+CaSO4群 で は β－TCP群 と 同 様 に 新 生 組 織 中

に β－TCP顆 粒 が 残 存 し て お り,新 生 骨 が β－TCP顆 粒

を 取 り 囲 み,新 生 骨 中 に は 骨 細 胞 が 観 察 さ れ た(図

3c,g)。 β-TCP群 に 比 較 し て β－TCP十CaSO4群 で は

骨 髄 組 織 の 占 め る 割 合 が 高 い 傾 向 が 見 ら れ た 。

ス ポ ン ゼ ル(陰 性 対 照)群 で は 新 生 組 織 中 に 骨 新

生 が 見 ら れ た が,骨 髄 お よ び 線 維 性 結 合 組 織 の 割 合

が 高 い 傾 向 に あ っ た(図3d,h)。

β－TCP群 お よ び β-TCP+CaSO4群 で は,β －TCP顆 粒

外 側 に 好 塩 基 性 領 域 が 観 察 さ れ た(図4a～c)。

β－TCP群 で,β －TCP周 囲 に 多 核 巨 細 胞 は 見 ら れ ず,

β-TCP+CaSO4群 で も β－TCP群 と 同 様 に β－TCP周 囲 に

多 核 巨 細 胞 は 認 め ら れ な か っ た(図4c,d)。

2.TRAP染 色

い ず れ の 実 験 群 で もTRAP陽 性 細 胞 は 母 床 骨 に 散

在 し た が(図5a,b),新 生 骨 中 に 観 察 さ れ た の は

稀 で あ っ た(図5c,d)。

3.免 疫 組 織 化 学 的 所 見

い ず れ の 群 で も 母 床 頭 蓋 骨 中 の 骨 細 胞 は

sclerostin強 陽 性 で あ っ た(図6a,b)。 新 生 骨 中 に

も 同 様 にsclerostin強 陽 性 骨 細 胞 を 多 数 認 め た が,

β-TCP群 お よ び β－TCP+CaSO4群 で は,新 生 骨 表 面 付

近 の 骨 細 胞 はsclerostin陰 性 あ る い は 弱 陽 性 で あ っ



た(図6c,d)。sclerostinの 染 色 性 に は 局 在 が 見 ら

れ,新 生 骨 内 部 にsclerostin強 陽 性 の 骨 細 胞 を 認 め

た(図6c,d)。

4.組 織 学 的 計 測 結 果

β－TCP群 で は ス ポ ン ゼ ル 群(対 照 群)と 比 較 し て

新 生 組 織 量 が 有 意 に 高 か っ た(p<0.05)(図7)。 逆

に,β －TCP群 で は ス ポ ン ゼ ル 群(対 照 群)と 比 較 し

て 新 生 骨 面 積/新 生 組 織 面 積(%)が 有 意 に 低 か っ

た(p<0.05)(図8)。 β－TCPとCaSO4を 併 用 す る こ と

に よ る 骨 新 生 の 相 加 効 果 は 認 め ら れ な か っ た 。

考 察

垂 直 的 骨 増 大 術 の ラ ッ ト 実 験 モ デ ル に お い て,

β-TCPは 垂 直 的 な 新 生 組 織 形 成 を 有 意 に 促 進 し た 。

一 方 ,CaSO4に よ る 有 意 な 新 生 組 織 形 成 作 用 は 見 ら

れ な か っ た 。 ま た,β－TCPとCaSO4を 混 合 し た こ と

に よ る 骨 新 生 の 相 加 的 な 促 進 効 果 も 認 め な か っ た 。

本 研 究 か ら 骨 新 生 に お け る 「足 場 」 と し て β－TCPは

CaSO4よ り 有 効 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

Wadaら27)は 巨 核 細 胞 に よ っ て β-TCPが 食 食 さ れ

る と 報 告 し て い る 。 本 研 究 で はTRAP陽 性 細 胞(破

骨 細 胞)は 新 生 骨 周 辺 に は あ ま り 見 ら れ な か っ た が,

追 加 実 験 に お い て β－TCP周 辺 にCD68陽 性 多 核 細 胞

を 認 め た(未 発 表)こ と か ら β-TCP顆 粒 が 生 体 内 で

多 核 細 胞 に よ る 食 食 作 用 を あ る 程 度 は 受 け て い る



可 能 性 は あ る 。 一 方,β-TCP顆 粒 周 囲 が 隙 間 な く 新

生 骨 に 囲 ま れ て い る こ と か ら(図4),β－TCP顆 粒 自

体 が 分 解 さ れ て 周 囲 の カ ル シ ウ ム 濃 度 を 高 め,未 分

化 骨 芽 細 胞 の 活 性 化 お よ び 骨 細 胞 へ の 分 化 を 促 進

し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

Subaら28)は ビ ー グ ル 犬 の 抜 歯 窩 に β－TCP顆 粒 を

移 植 し て 骨 形 成 能 を 評 価 し,β －TCPの 骨 形 成 能 は 骨

伝 導 能 で あ る と 報 告 し た 。小 澤 ら29)は ウ サ ギ 大 腿 骨

の 骨 欠 損 部 に β－TCP顆 粒 を 移 植 し た6週 間 後 に は す

べ て 骨 と 置 換 す る こ と を 報 告 し た 。 し か し,こ の 研

究 で は 平 均 粒 径750μmの β－TCP顆 粒 でporous　 type

とdense　 typeの 重 量 比 が3:2の 材 料 が 使 用 さ れ て お

り,骨 欠 損 部 周 囲 が 骨 に 囲 ま れ て お り,骨 形 成 細 胞

の 侵 入 が 容 易 な 環 境 に お け る 骨 形 成 と 解 釈 で き る

た め,本 研 究 の よ う に 頭 蓋 骨 と チ タ ン キ ャ ッ プ と で

形 成 さ れ た 空 間 に お い て 誘 導 さ れ た 骨 新 生 と は 実

験 条 件 が 大 き く 異 な っ て い る 。

β－TCP顆 粒 の 粒 径 と 微 細 構 造 も 骨 新 生 に 大 き く 影

響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る 。Muraiら4)は β－TCP顆 粒

の 粒 径 の 違 い に よ り 骨 増 大 効 果 が 異 な り,100～

250μmの 小 さ い 顆 粒 よ り も250～500μm粒 径 の 顆 粒

の ほ う が 骨 新 生 量 が 高 い こ と を 報 告 し た ℃ 高 岡 の 報

告3)で は β－TCP顆 粒 の 粒 径 は250～500μmで あ っ た

が 実 験 開 始3カ 月 後 に も β－TCP顆 粒 が 残 存 し て い る 。

一 方 ,本 研 究 で は 粒 径500～1,500μmの β－TCP顆 粒 を

使 用 し て お り,8週 間 後 に も β-TCP顆 粒 が 残 存 し て



い た 本 研 究 結 果 と 高 岡 の 結 果 と は 矛 盾 し な い 。 ま た

β-TCP顆 粒 の 外 側 周 辺 に は 特 徴 的 な 好 塩 基 性 領 域 が

見 ら れ た(図4a,b,c)。 こ の 結 果 はFujitaら の

報 告30)と 同 様 の 所 見 で あ っ た 。 組 織 学 的 に は β－TCP

顆 粒 が 分 解 し て い る と 推 察 さ れ,β －TCP顆 粒 の 足 場

効 果 の 他 に 分 解 速 度 と 局 所 的 に 生 じ るCa2+とPO43-

濃 度 の 上 昇 が 骨 新 生 を 促 進 し て い る 可 能 性 が 考 え

ら れ る 。 し か し,β-TCP顆 粒 の 分 解 ・ 吸 収 機 序 の 詳

細 は ま だ 不 明 で,今 後 の 研 究 が 必 要 で あ る 。

β－TCP群 で はCaSO4群 よ り も 新 生 組 織 量 が 多 か っ

た(図7)こ と か ら β－TCP顆 粒 がCaSO4よ り も 垂 直

骨 増 大 に お け る 足 場 と し て 優 れ て い る と 解 釈 で き

る 。 一 方,β －TCP群 は8週 後 の(新 生 骨 量/新 生 組 織

量(%))が コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 較 し て 有 意 に 低 か っ

た(図8)。 本 研 究 で 定 量 に 使 用 し たWin　 Roofシ

ス テ ム で は β－TCP顆 粒 と 骨 髄 の 色 を 判 別 で き な か っ

た た め,残 存 す る β－TCP顆 粒 量 を 測 定 出 来 て い な い

が,8週 後 の 新 生 組 織 中 に は β－TCP顆 粒 が か な り 残

存 し て お り(図3,4),β-TCP顆 粒 周 辺 で 骨 へ の

置 換 が 観 察 さ れ た こ と を 勘 案 す れ ば,β-TCP顆 粒 が

完 全 に 新 生 骨 へ と 置 換 さ れ た 時 点 で は β一TCP群 の 骨

新 生 量 が 今 回 の 実 験 群 の 中 で 最 も 多 く な る と 予 測

さ れ る 。 一 方,本 実 験 条 件 下 に お い てCaSO4は 早 期

に 吸 収 さ れ る た め,骨 伝 導 能 を 有 す る も の の 「足 場 」

と し て の 役 割 を 十 分 に 発 揮 出 来 て い な い の か も し

れ な い 。 垂 直 的 な 骨 増 大 に お い て は,骨 伝 導 能 に 加

え て 足 場 と し て の 役 割 が 骨 新 生 に 大 き く 影 響 す る

と 考 え ら れ る 。



β－TCP顆 粒 と 新 生 骨 の 境 界 で 骨 細 胞 が 多 様 な 形 態

変 化 を 起 こ し て い る こ と が 報 告30)さ れ て い る 。 こ れ

は,骨 芽 細 胞 が 骨 細 胞 へ と 分 化 し,新 生 骨 中 に 定 着

す る 過 程 が 急 速 に 進 ん で い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。 本

研 究 で は こ の 骨 細 胞 の 分 化 を 評 価 す る マ ー カ ー と

し てsclerostinに 注 目 し 免 疫 組 織 化 学 的 検 討 を 行 な

っ た 。 免 疫 染 色 の 結 果 か ら,新 生 骨 梁 中 の 骨 細 胞 に

お け るsclerostin染 色 性 の 強 弱 に は 部 位 に よ る 違 い

が 見 ら れ た(図6)。 す な わ ち,新 生 骨 辺 縁 部 に は

sclerostin陰 性 あ る い は 弱 陽 性 骨 細 胞 を 認 め,新 生

骨 内 部 に はsclerostin強 陽 性 骨 細 胞 が 観 察 さ れ た

(図6)。 こ の こ と は,β－TCPに よ る 骨 形 成 で も,

骨 細 胞 の 成 熟 過 程 が 順 調 に な さ れ て い る と み な さ

れ る 。 β－TCPが 骨 形 成 を 促 進 す る 機 序 に イ ン ス リ ン

様 増 殖 因 子 受 容 体 遺 伝 子 発 現 お よ び そ の リ ン 酸 化

の 促 進 作 用 の 関 与 が 示 唆 さ れ て お り31),β－TCPに よ

る 骨 新 生 の 促 進 効 果 は 今 後 は シ グ ナ ル 伝 達 レ ベ ル

か ら 解 析 が 進 め ら れ る で あ ろ う 。

結 論

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

増 大 モ デ ル に お い て β－TCPはCaSO4よ り も 骨 増 大 効

果 に 優 れ る と み な さ れ た 。 ま た β－TCPに よ り 形 成 さ

れ た 新 生 骨 梁 の 内 部 に お け る 骨 細 胞 はsclerostin強

陽 性 で あ る こ と か ら 骨 細 胞 の 成 熟 が 確 認 さ れ た 。



本 論 文 の 一 部 は,第55回 秋 季 日 本 歯 周 病 学 会 学

術 大 会(平 成24年9月23日,つ く ば 市)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 て 発 表 し た 。
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図 表 の 解 説

図1本 実 験 に 使 用 し た チ タ ン キ ャ ッ プ

aチ タ ン キ ャ ッ プ の 設 計 図 外 径5.5mm,内 径

5.Ommで 最 小 肉 厚 が0.25mmb本 実験 に 使 用 し た

チ タ ン キ ャ ッ プ の 内 面

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輪 状 の

溝 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

aβ －TCP群 の 新 生 組 織 前 頭 断 面 。 頭 蓋 骨 上 に キ

ャ ッ プ に 沿 っ て 骨 新 生 を 伴 う 新 生 組 織 が 形 成 さ れ

て い る 。 β-TCP顆 粒 が 残 存 し て お り 、 β-TCP顆 粒 周

囲 に 新 生 骨 を 認 め た 。 ま た,骨 髄 組 織 が 見 ら れ た(低

倍 率 像)。

bCaSO4群 の 新 生 組 織 前 頭 断 面 。 新 生 骨 ,骨 髄

お よ び 線 維 性 結 合 組 織 が 観 察 さ れ た(低 倍 率 像)。

cβ-TCP+CaSO4群 の 新 生 組 織 前 頭 断 面 。 頭 蓋

骨 上 に キ ャ ッ プ に 沿 っ て 骨 新 生 を 伴 う 新 生 組 織 が

形 成 さ れ て い る 。β-TCP顆 粒 が 残 存 し て お り 、β-TCP

顆 粒 周 囲 に 新 生 骨 を 認 め た(低 倍 率 像)。 ま た,骨

髄 組 織 が 見 ら れ た(低 倍 率 像)

dス ポ ン ゼ ル 群 の 新 生 組 織 前 頭 断 面 。 頭 蓋 骨 上

に キ ャ ッ プ に 沿 っ て 骨 形 成 を 伴 う 新 生 組 織 お よ び

骨 新 生 が 形 成 さ れ て い る 。 上 方 は 線 維 性 結 合 組 織 で



満 た さ れ て お り,骨 新 生 は や や 不 十 分 で あ っ た(低

倍 率 像)。

eaの 高 倍 率 像

fbの 高 倍 率 像

gcの 高 倍 率 像

hdの 高 倍 率 像

NB;新 生 骨,BM;骨 髄,CO;線 維 性 結 合 組 織,

BT;β-TCP顆 粒

図4H・E染 色 の 光 学 顕 微 鏡 像

β-TCP群(a,b)お よ び β-TCP十CaSO4群(c)で

は,残 存 す る β-TCP顆 粒 辺 縁 部 に 好 塩 基 性 領 域 が 観

察 さ れ た(矢 印)。 β-TCP顆 粒 周 囲 に 新 生 骨 を 認 め,

新 生 骨 に は 骨 細 胞 が 存 在 し た(b,d;矢 頭)(a～d;

高 倍 率 像)。

NB;新 生 骨,BM;骨 髄,CO;線 維 性 結 合 組 織,

BT;β-TCP顆 粒

図5TRAP染 色 の 光 学 顕 微 鏡 像

TRAP陽 性 細 胞 は 母 床 骨 に 散 在 し(矢 印),新 生 骨

に は ほ と ん ど 観 察 で き な か っ た(a,b)。 稀 に 新 生 骨

梁 周 囲 にTRAP陽 性 細 胞 を 認 め た(矢 頭)(c)。(a,c;

中 倍 率 像:b;高 倍 率 像)

B;母 床 骨,NB;新 生 骨,BM;骨 髄

図6SOST陽 性 細 胞



4群 と も にSOST陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 新 生 骨

中 の 骨 細 胞 は,頭 蓋 骨 内 の そ れ と 同 様 にSOST陽 性

反 応 を 示 し た(a,bCaSO4群)(矢 印)(中 倍 率 像)。

新 生 骨 内 方 の 骨 細 胞 は,sosT抗 体 に 対 し 強 陽 性 反

応 を 示 し た 。(c,dβ-TCP群)(矢 印)(c中 倍 率 像 、

d高 倍 率 像)。

B;母 床 骨,NB;新 生 骨,BM;骨 髄

図74っ の 実 験 群 間 の 新 生 組 織 の 占 め る 面 積 の 比

較(ROI値)

β-TCP群 は ス ポ ン ゼ ル 群(対 照)に 比 較 し て 有 意

に 新 生 組 織 が 占 め る 面 積 が 大 で あ っ た 。*:p<0.05

図84実 験 群 間 の 新 生 骨 量/新 生 組 織 量(%)の 比

較

β-TCP群 は ス ポ ン ゼ ル 群(対 照)に 比 較 し て 有 意

に 新 生 骨 量/新 生 組 織 量(%)が 低 か っ た 。*:p<0.05

有 意 差 は 無 か っ た が,β-TCP+CaSO4群 とCaSO4群

も ス ポ ン ゼ ル 群 に 比 べ て 低 い 傾 向 を 示 し た
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