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　　The aim of this study was to investigate the effects of beta-tricalcium phosphate 
(β-TCP) on vertical guided bone regeneration (GBR) on rat calvaria.  Forty 10-week 
-old male Sprague-Dawley rats were used. The calvaria were exteriorized, and two 
circular grooves (5.5 mm in diameter) were prepared bilaterally. Two titanium caps were 
randomly chosen from four groups： (1) β-TCP, (2) calcium sulfate (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 extirpated to 
obtain sections for histology, histomorphometry and immunohistochemistry. The amount 
of the newly generated tissue and newly formed bone within the caps was microscopi-
cally observed and quantitated using an image analyzer. In addition, sclerostin (SOST) 
positive cells were immunohistochemically 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 osteoblast-like cells and os-
teocytes, while it contained few osteoclasts. Osteocytes in newly generated bone were 
strongly stained with anti-SOST antibody, while those close to the interface between 
β-TCP and newly generated bone were weakly or negatively stained. The amount of 
newly generated tissue of the β-TCP groups was significantly higher than that of con-
trol groups. There was no additive effect between β-TCP and CaSO4.  
　　This study indicates that β-TCP is superior material compared with CaSO4 to en-
hance vertical bone augmentation.
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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
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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-
OSSʀ）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14)。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
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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ʀ 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）
30 mg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・2H2O（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）をチタンキャッ
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（Somnopentylʀ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ʀ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。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。次にβ-TCP，CaSO4，β-TCP
＋ 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。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&J，USA）を用いて骨膜
縫合し，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。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

図１

a b

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5.0mmで最小肉厚が0.25mm 
ｂ　本実験に使用したチタンキャップの内面
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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℃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：

図３
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図２　H・E染色の光学顕微鏡像
ａ　 β-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）。

ｂ　 CaSO4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）。
ｃ　 β-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）。

ｅ　ａの高倍率像　
ｆ　ｂの高倍率像
ｇ　ｃの高倍率像
ｈ　ｄ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
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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 
Interest)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２a, 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２b, 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２c, g）。β-TCP群に比較して
β-TCP＋ 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２d, 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３a～

図４
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図３　H・E染色の光学顕微鏡像
β-TCP群（a, b）およびβ-TCP＋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
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図５
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図４　TRAP 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，BT；β-TCP顆粒

図６
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図５　SOST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, b　CaSO4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, d　β-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，BT；β-TCP顆粒
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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３c, 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４a, b），新生骨中に観察され
たのは稀であった（図４c, 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５a, 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５c, 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５c, 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
６）。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７）。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が貪食
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貪食作用
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３），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
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図６　 ４つ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７　４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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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３a, 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６）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７）。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２，
３），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-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５）。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５）。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。

　本論文の要旨は，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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