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原 著

インプラント体埋入部に近接する骨欠損への炭酸含有アパタイト
－ bFGF複合体の応用

向 井 景 祐　　金 山 圭 一　　森 永 啓 嗣　　竹 内 浩 子
木 村 洋 子　　長谷川 　 徹　　北 後 光 信　　佐 藤 　 匠

清 水 雄 太　　伊 神 裕 高　　澁 谷 俊 昭

Application of a complex of carbonate-containing apatite and basic fi broblast 
growth factor to bone defects near implant placement sites

KEISUKE MUKAI, KEIICHI KANAYAMA, HIROTSUGU MORINAGA, HIROKO TAKEUCHI, 
YOUKO KIMURA, TORU HASEGAWA, MITSUNOBU KITAGO, TAKUMI SATO, 

YUTA SHIMIZU, HIROTAKA IKAMI, TOSHIAKI SHIBUTANI

本研究では，インプラント周囲の骨造成において，炭酸含有アパタイト（CA）を担体とし bFGF を添加
した複合体の有効性を検討した .

インプラント体は3.0×8.0mm チタン製（integra-CP®：Bicon 社）を用いた．CA は土井らの方法に準じて
合成したものを用いた。CA 粉末と250～500μm 径に調節した顆粒糖とを 1 ： 1 で混合し，円柱状に金型成
形し200Mpa 静水圧処理した．得られた円柱状 CA 多孔体を蒸留水中に 1 時間浸漬して糖を溶出させた．乾
燥後，700℃まで昇温し，この温度で 1 時間保持して焼結 CA 多孔体を作製した．多孔体を破砕し篩にかけ，
600～1000㎛の CA 多孔体を得た .

bFGF（フィブラストスプレー ®：科研製薬）は250㎍を1ml の生理食塩水に溶解し使用した．bFGF-CA
複合体は1mlbFGF 溶液を CA に含浸させ使用した．

雄性ビーグル犬 3 頭を用い，実験部位は下顎両側の第 3 ，第 4 前臼歯部とした．全身麻酔下で 第 3 ，第
4 前臼歯部に歯肉溝内切開を加え剥離後，分割抜歯を行い縫合した．抜歯後12週に，全身麻酔下で第 3 ，第
4 前臼歯部を全層弁で剥離後，インプラント窩を作製した．インプラント窩頬側に横3.0mm 縦7.0mm の骨
欠損を作製した後，インプラント体を埋入した．術後 8 週に屠殺後，試料を採取し4％ PFA で固定した．
マイクロ CT にて骨塩量（BMD）計測後，樹脂切片を作製し組織学的評価及び新生骨量，新生骨高さ，CA
残存率の計測を行った．CA 顆粒の残存は認められたが，FGF+CA 群で著明な骨造成が観察された．CA に
よって骨新生のスペースが確保されたこと，bFGF によって骨新生が促進されたことによると考えられる．
また，FGF+CA 群では CA 群と比較して CA 残存率は有意に低かった．bFGF が CA の吸収，骨への置換
を促進しているものと思われる．

キーワード：炭酸含有アパタイト，bFGF，骨造成

In the study described here, the authors investigated the effi  cacy of a complex in which carbonate-con-
taining apatite (CA) was used as a carrier and basic fi broblast growth factor (bFGF) was added in the aug-
mentation of bone surrounding implants.

The implant body used was a titanium unit measuring 3.0 × 8.0 mm. CA was synthesized as 
described by Doi et al. CA powder and granulated sugar adjusted to diameters of 250‒500 μm were mixed 
at a ratio of 1:1, placed in a metal die to form a cylindrical shape, and processed at a hydrostatic pressure 
of 200 MPa. The resulting cylindrical CA porous substance was immersed in distilled water for one hour 
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緒 言

抜歯後の機能回復処置として，歯科インプラント治
療が選択されるケースが増加している．しかし，十分
な骨量が得られない場合，インプラント体を埋入する
と，その一部が露出することがあるため，骨増生が必
要とされることが少なくない．インプラント体周囲の
骨増生を目的として，各種の骨増生法が考案されてい
る1-3）．

近年，骨補填材としてハイドロキシアパタイト
（HA），β- リン酸三カルシウム（β-TCP）の有効性
が認められている4, 5）．Choo ら1）はインプラント体周
囲骨欠損にβ-TCP と血小板由来増殖因子（PDGF）
の複合材を使用し，β-TCP 単体と比較して骨増生が
促進されたと報告している．HA は骨アパタイトに結
晶性が類似するため生体親和性に優れるが焼結すると
異常に結晶性が高くなるため生体内でほとんど吸収さ
れない6）．骨補填材としては新生骨に置換し，正常な
骨代謝に移行する材料が望まれている7）．β-TCP は
生体内で吸収され，それに伴い新生骨に置換されるた
め，骨補填材として HA より優れるという報告もあ
る8）．しかし，HA に比べ生体親和性は劣るとの報告
もある9）．

炭酸含有アパタイト（CA）は炭酸基を含む骨の組

成に近いアパタイトであり，HA と同様の親和性を持
つ．また，β-TCP と同様に吸収性を持ち，新生骨に
置換していく10）．CA は増殖因子を保持する担体とし
て有効であると考えられる11）．これまでにラットの大
腿骨で CA 担体と塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）
の複合体が骨造成を促進することが報告されている12）．

近年，骨形成タンパク質（BMP），PDGF などの
増殖因子を用いた歯周再生療法が行われている13, 14）．
bFGF も同様に歯周組織再生療法への応用が試みられ
ている15）．bFGF は線維芽細胞，血管内皮細胞，骨芽
細胞，軟骨細胞，血管平滑筋細胞，上皮細胞など多種
類の細胞増殖を誘導することが知られている16-18）．こ
れまでにビーグル犬やカニクイザルを用いた動物実験
で歯槽骨欠損部に bFGF を局所投与することにより，
歯周組織再生が誘導されることが確認されている15, 19）．
また， 2 ， 3 壁性歯槽骨欠損を有する歯周炎患者を対
象とした臨床研究においてもその有効性が報告されて
いる20, 21）．これらの研究では，ヒドロキシプロピルセ
ルロース（HPC）を基材としたゲル状の bFGF が用い
られた．しかし，骨欠損が大きくなると，再生のスペー
スを保持するためのスキャフォールドが必要であり，
bFGFの局所投与のみでは不十分と考えられる．スキャ
フォールドには強度，生体親和性，骨伝導性，吸収性
が求められる．これまでに，β-TCP をスキャフォー

to elute the sugar. After the substance was dried, the temperature was increased to 700  and the substance 
was left at that temperature for one hour to produce a sintered CA porous substance. The porous substance 
was then fragmented and run through a sieve to obtain CA porous substances with pore sizes measuring 
600‒1,000 μm. 

bFGF (Fiblast Spray®, Kaken Pharmaceutical Co., Ltd.) was used by dissolving 250 μg in 1 ml of 
normal saline. The bFGF-CA complex was used by impregnating 1 ml of bFGF into CA. 

Three male beagle dogs were used in the study, with the experiment site being the bilateral mandibular 
third and fourth premolars. Under general anesthesia, an incision was made in the gingival sulcus of the 
third and fourth premolars. After the gingival sulcus was peeled away, the molars were split and extracted, 
and the incision was closed. Twelve weeks post-extraction, a full-thickness fl ap was peeled back from the 
third and fourth premolars under general anesthesia, and an implant fossa was created. A bone defect mea-
suring 3.0 mm across and 7.0 mm high was created on the buccal side of the implant fossa, after which the 
implant body was placed. Eight weeks after surgery, the dogs were sacrifi ced and specimens were extracted 
and fi xed in 4% perfl uoroalkoxy alkane. The bone mineral content was measured using microcomputed 
tomography, resin sections were created, and histological evaluation was carried out. Measurements were 
also taken of the amount of new bone, the height of the new bone, and the rate of residual CA.

Remnant CA granules were observed, but obvious bone augmentation was seen in the fi broblast growth 
factor (FGF) + CA group. It is possible that this was because CA assured space for new bone growth and 
bFGF promoted this growth. Moreover, in the FGF + CA group, the rate of residual CA was signifi cantly 
lower than that in the CA group. It is possible that bFGF promotes the absorption of CA and the substitu-
tion of CA for bone.

Key words：carbonate-containing apatite, basic fi broblast growth factor, bone augmentation
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ルドに bFGF を添加する実験が行われ，歯周組織再生
に良好な結果をもたらすと報告されている22）．

CA をスキャフォールドとして bFGF を含浸させた
複合体にすることで，より広範囲の骨増生が期待でき
ることから，インプラント体周囲の骨増生においても
有効であると考えられる．

本研究ではインプラント体周囲の骨増生において，
CA-bFGF 複合体の有効性を検討した．

材料および方法

1 ．実験材料
インプラント体はチタン製3.0×8.0mm（Integra-

CP®, Bicon, Jamaica Plain, MA, USA）を用いた．CA
は土井ら23）の方法に準じて合成したものを用いた．
CA 粉末と250～500μm 径に調節した顆粒糖とを 1 ：
1 で混合し，円柱状に金型成形し，200MPa 静水圧処
理した．得られた円柱状 CA 多孔体を蒸留水中に 1 時
間浸漬して糖を溶出させた．乾燥後，700℃まで昇温
し，この温度で 1 時間保持して焼結 CA 多孔体を作
製した．多孔体を破砕し篩にかけ，600～1000μm の
CA 多孔体を得た．bFGF（フィブラストスプレー ®，
科研製薬，東京）は凍結乾燥体250μg を1ml の生理
食塩水に溶解し使用した．また，CA-bFGF 複合体は
金山ら12）の方法に準じて1mlbFGF 溶液を CA に含浸
させ使用した．

2 ．動物実験
実験動物として雄性ビーグル犬 1 歳 6 か月齢，体重

10~12kg， 3 頭を用いた．本実験は朝日大学動物実験
管理規程に従い，朝日大学動物実験専門委員会の承認

（承認番号11-021）を得て実施した．実験動物は，キ
シラジン塩酸塩（セラクタール2% 注射液 ®，バイエ
ル薬品，大阪）0.1ml/kg の筋肉注射を行い，ペント
バルビタールナトリウム（ソムノペンチル ®，共立製
薬，東京）0.5ml/kg の静脈内注射により全身麻酔を
施した．処置部位である下顎両側第 3 ， 4 前臼歯（以
下 P3，P4）部に1/8万エピネフリン含有2% 塩酸リド
カイン（キシロカイン ® カートリッジ，デンツプライ
三金，東京）1.8ml を局所麻酔後，No.15c の替刃メス
にて歯肉溝内切開を加え粘膜剥離子を用いて全層弁で
歯肉を剥離した．P3，P4の根分岐部中央をゼックリ
アバーで分割し鉗子で抜歯した（図 1 -a）．歯肉弁を
復位しナイロン糸（ソフトレッチ ®，ジーシー，東京）
で縫合を行った．

術後は，飼料を軟食に変更し，セファロチンナトリ
ウム（コアキシン ®，ケミックス，横浜）1g を 1 日 1
回で 3 日間筋肉内注射した．

抜歯後12週に全身麻酔下で P3，P4部を全層弁で剥
離（図 1 -b）後，パイロットドリルで深さ11mm に
なるようにパイロットホールを形成しラッチリーマー
で3.0mm 径に拡大した後に，頬側骨を注水下で近遠
心3.0mm，縦7.0mm になるようにゼックリアバーで
骨欠損を作製した（図 1 -c）．

その後，インプラント体を 1 頭につき片顎 3 本，計
6 本を埋入（図 1 -d）し，ヒーリングプラグ ®（Bicon, 
Jamaica Plain, MA, USA）を骨縁で除去後，歯肉弁を
復位しナイロン糸で縫合を行った．実験群は，CA に
bFGFを含浸させた群（CA+FGF群），bFGFのみ（FGF
群），CA のみ（CA 群）を使用した群の 3 群とした．
欠損のみをコントロール群とした．また，CA+FGF群，
FGF 群，CA 群（図 1 -e）は各材料を填入し完全に
歯肉で被覆できるように縫合を行った（図 1 -f）．

術後は，飼料を軟食に変更し，セファロチンナトリ
ウム1g を 1 日 1 回で 3 日間筋肉内注射した． 8 週間
後にペントバルビタールナトリウムの過量投与により
安楽死させた．下顎骨を軟組織と共に切断して試料を
採取し4% パラホルムアルデヒドにて固定を行った．

3 ．μ-CT 撮影
試料は4% パラホルムアルデヒドにて固定後に，

μ-CT 装 置（Scanmate-RB090SS150, Comscan， 横
浜）を使用し，管電圧90kV，管電流89μA，倍率2.5
倍の設定で断層撮影を行った．三次元画像解析ソフト
ウェア（3D-BON, RATOC，大阪）にて骨塩量（bone 
mineral density: BMD）の計測を行った．μ-CT 上
で CA 顆粒と周囲の新生骨との識別はインプラント体
のアーチファクトもあり困難なため残存した CA を含
め BMD の計測を行った．BMD 計測範囲として高さ
は歯槽骨頂から欠損底，横はインプラント体の直径，
奥行きは欠損底の外側の骨からインプラント体までと
した（図 2 ）．

4 ．組織標本作製および観察
採取した試料は4% パラホルムアルデヒドにて固定

後，樹脂包埋を行いインプラント体中央で頬舌的に厚
さ30μm の研磨切片を作製した．切片はトルイジン
ブルーで染色し光学顕微鏡（BX60，オリンパス，東京）
で観察を行った．

5 ．新生骨量，新生骨高さおよび CA 残存率の計測
コントロール群，FGF 群，CA 群，CA+FGF 群の

染色された切片を各 3 枚抽出し画像処理ソフトウェ
ア（ImageJ, National Institutes of Health, Maryland, 
USA）を用いて組織形態計測を行った．横は欠損底
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図 1 　術中の口腔内写真
a：抜歯窩，b：12週後剥離時，c：頬側骨欠損，d：インプラント埋入時，e：CA 填入時，f：縫合時

図 2 　BMD 計測範囲（ の範囲を計測）
a：近遠心面観，b：上面観，c：頬舌面観

の頬側骨外側の骨からインプラント体外側，縦は欠損
底からインプラント体第 1 スレッドの範囲（図 3 -a）
で新生された骨の割合を求め，新生骨高さは欠損底か
らインプラント体に近接する新生骨の高さを計測した

（図 3 -b）．また CA 群と CA+FGF 群において新生骨
量を計測した範囲で CA 残存率を計測した（図 3 -c）．

6 ．統計学的分析
BMD，新生骨量，新生骨高さ，CA 残存率の統計

学的有意差の検定は，Bonferroni-Dunn 法により多重
比較検定を行った．P<0.05を有意水準とした．実験
結果は平均±標準誤差で表示した．

結 果

1 ．臨床的観察結果
実験動物は全研究期間を通じて変化は認められな

かった．また，インプラント体の脱離も認められなかっ
た．術後 1 週は発赤，若干の腫脹が認められたが，そ
の後，症状は軽減し 8 週ではほぼ正常な歯肉の形態を
示し，肉眼的には各群に明瞭な差は認められなかった．

2 ．μ-CT 所見
埋入 8 週後のμ-CT画像によりCA群及びCA+FGF

群において CA 顆粒の残存が認められた（図 4 ）．
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BMD は，コントロール群186.2±24.9mg/cm3，FGF
群209.3±9.8mg/cm3，CA 群385.6±38.6mg/cm3，
CA+FGF 群402.1±22.6mg/cm3であった．各群で比
較を行ったところ，コントロール群に対して CA 群，
CA+FGF 群に有意差を認めた（P<0.05）．CA 群，
CA+FGF 群間に有意差は認められなかった（図 5 ）．

3 ．組織学的観察
1 ）コントロール群
炎症性細胞は認められなかった．既存骨から連続し

た新生骨が認められた．インプラント体との接触も認
められた（図 6 -a）．
2 ）FGF 群
炎症性細胞は認められなかった．既存骨から連続し

た新生骨が認められた．インプラント体との接触も認
められた．第 2 スレッドの高さまで新生骨が認められ
た（図 6 -b）．
3 ）CA 群
残存した CA 顆粒が多数認められた．新生骨はイン

プラント体上端付近まで認められたが骨梁間が広かっ
た．インプラント体側に著明な骨の造成を認め頬側で
多くの CA 顆粒の残存が認められた（図 6 -c）．
4 ）CA+FGF 群
著明な新生骨の造成を認めた．新生骨はインプラン

ト体上端まで造成を認め骨梁間の狭い緻密な骨が観察
された．CA 顆粒の残存が認められたが，著明な炎症
性細胞は認められなかった（図 6 -d）．

 

 

 

 

 

 

 

図 3 　計測範囲
a：新生骨量計測範囲（インプラント体から の範囲で新生された骨を測定）

b：新生骨高さ計測範囲（ の長さを計測）
c：CA 残存率計測範囲（インプラント体から の範囲の面積に対する残存 CA の面積の割合を測定）

図 4 　3D イメージ画像
a：コントロール群，b：FGF 群，c：CA 群，d：CA+FGF 群

CA 群，CA+FGF 群に CA 顆粒の残存が認められる．
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4 ．新生骨量
新生骨量は，コントロール群は26.4±11.3%，FGF

群は21.1±6.5%，CA 群は24.8±2.9%，CA+FGF 群は
48.8±7.8% であった．各群間で比較すると CA+FGF
群に対してコントロール群，FGF 群，CA 群間に有
意差が認められた（P<0.05）（図 7 ）．

5 ．新生骨高さ
新生骨高さは，コントロール群は3.5±0.7mm，FGF

群は3.1±0.9mm，CA 群は5.4±0.8mm，CA+FGF 群は

5.9±0.3mm であった．各群間で比較するとコントロー
ル群に対して CA 群，CA+FGF 群間に有意差が認め
られた（P<0.05）．FGF 群に対して CA 群，CA+FGF
群間にも有意差が認められた（P<0.05）（図 8 ）．

6 ．CA 残存率
CA 残 存 率 は，CA 群 は21.1±2.7%，CA+FGF 群

は11.1±4.1% であった．CA+FGF 群の CA 残存率は
CA 群と比較して有意に低い値を示した（P<0.05）（図
9 ）．
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図 5 　BMD（（新生骨 +CA の質量）/ 欠損部体積）

図 6 　各群の組織像
a： コントロール群の組織像．新生骨が欠損底部でインプ

ラント体に接触している．NB：新生骨，OB：既存骨
b： FGF 群の組織像．第 2 スレッドの高さまで新生骨が認

められる．NB: 新生骨，OB：既存骨
c： CA 群，d：CA+FGF 群
CA 群，CA+FGF 群に CA 顆粒の残存が認められる．

図 7 　新生骨量（新生骨の面積 / 欠損部の面積）

図 8 　新生骨高さ（母床骨縁 - 新生骨縁までの距離）

図 9 　CA 残存率（残存 CA の面積 / 欠損部の面積）
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考 察

インプラント体周囲骨欠損における増殖因子と骨補
填材を組み合わせた各種の骨造成法が考案されてお
り，Choo ら1）はβ-TCP と血小板由来増殖因子（PDGF）
の複合材を使用し，β-TCP 単体と比較して骨再生が
増強されたと報告している．また，Meraw ら2）はリン
酸カルシウムセメントと BMP-2，TGF-β，PDGF，
bFGF を組み合わせて使用し，リン酸カルシウムセメ
ント単体より有意にインプラントに接する骨量が増加
したと報告している．本実験では CA-bFGF 複合体を
インプラント体周囲骨欠損に使用した．BMD は CA
群と CA+FGF 群で有意に高い値が認められた．CA
を含む硬組織が形成され，インプラント体を支持する
硬組織が多く増生されたと考えられる．

組織学所見では CA 群および CA+FGF 群で著明な
新生骨の増生が認められ，CA 顆粒の残存が認められ
た．炎症性細胞は認められず，欠損は新生骨と CA 顆
粒で満たされていた．CA の生体親和性，高い骨伝導
性が示された．

新生骨量が CA+FGF 群で有意に高い値が認められ
たのは bFGF を添加したことで骨新生が促進したこ
とによると考えられる．CA は HA，β-TCP に比べ
極めて微細な結晶でできていることに加え，低温で焼
結できる24）．このため焼結 CA の多孔壁は微細な焼結
粒で構成され，裂溝，凹部などが多数存在する12）．そ
のため，多孔体 CA は効率よく成長因子，骨芽細胞な
どを保持する優れた担体となると考えられる．添加さ
れた bFGF の放出速度は不明であるが，骨芽細胞の
分化を促進し，CA がスキャフォールドとして機能し
た結果，それぞれを単体で使用した場合よりも骨の新
生が促進されたと考えられる．また，bFGF は血管新
生を促進することが知られており18），栄養血管の増加
が早期の骨増生を促進したと考えられる．

新生骨高さが CA 群，CA+FGF 群で有意に高い値
を示したのは CA がスキャフォールドとして骨再生の
スペースを保持し，良好な骨伝導能を有したことによ
ると考えられる．bFGF 群では新生骨量，新生骨高さ
共にコントロール群と有意差が認められなかった．こ
れは bFGF を生理食塩水に溶解し液状で使用したた
め，欠損内に停滞する期間が短かかったこと，スキャ
フォールドがないため欠損内が軟組織で修復され骨再
生のスペースが得られなかったことに起因すると考え
られる．

CA 残存率は CA 群に対して CA+FGF 群で有意に
低い値を認めた．ウサギ由来の破骨細胞培養系におい
て，CA は骨片とほぼ同程度に吸収されることが明ら

かになっている25）．CA，HA，βTCP，チタン基盤上
で破骨細胞を培養し破骨細胞のマーカー遺伝子の産生
量を測定した研究でも V-ATPase，カテプシン K お
よび TRAP-mRNA の産生量は CA で有意に高いこと
が報告されており，CA が破骨細胞性吸収性に富むこ
とが確認されている26）．CA をウサギの膝骨に埋入し
た実験においても，CA は破骨細胞によって吸収され
ることが確認された27）．bFGF によって骨芽細胞，破
骨細胞が活性化されることが知られており28），これら
のことにより，本研究においても CA の吸収，骨への
置換を促進したと考えられる．

以上よりインプラント体周囲骨欠損に対して，CA-
bFGF 複合体は早期の骨新生を促すことが示唆され
た．

結 論

イヌ下顎第 3 ， 4 前臼歯部に骨欠損を作製しインプ
ラント体を埋入後，欠損部に CA-bFGF 複合体を填
入して骨増生を試み，その有用性を検討した．その結
果以下の結論を得た．
1  ．填入後 8 週では CA 群，CA+FGF 群に CA 顆粒
の残存が認められた．

2  ．インプラント体周囲ではBMDはコントロール群，
FGF 群に対して CA 群，CA+FGF 群で高い値を示
した．

3  ．インプラント体周囲では新生骨量は CA+FGF 群
が最も高かった．

4  ．インプラント体周囲では新生骨高さはコントロー
ル群，FGF 群に対して CA 群 CA+FGF 群で高い値
を示した．

5  ．インプラント体周囲では CA 残存率は CA 群に対
して CA+FGF 群で低い値を示した．
以上の結果から，CA-bFGF 複合体はインプラント

体周囲骨欠損部の骨増生に有用であることが示唆され
た．
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