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焼成温度の違いによる骨補填材としての
炭酸含有アパタイトの臨床的有用性の検討 
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Evaluation on Clinical Usefulness of the Sinter Temperature Diff erences of 
Carbonate Apatite as Bone substitute

MONNAKA TAKAYOSHI1）, TANABE TOSHIICHIRO1）, YAMADA NAOKO1）, HASEGAWA YUKA1）, 
KONDOU YUZO1）, TAKAHASHI JUN1）, EHARA MICHIKO2）, NAGAYAMA MOTOHIKO2）, 

TANUMA JUN-ICHI2）, NAGAHARA KUNITERU1）

歯科インプラント治療症例における高度の骨吸収や骨欠損に対し，骨再生療法が行われている．
骨再生療法としては骨再生誘導法（Guided Bone Regeneration: GBR）としてメンブレンテクニックが応

用されているが骨造成量が多く必要な場合には，自家骨を始めとする骨補填剤が応用される．自家骨を応用
する場合はその採取のための手術侵襲や，手術時間の延長などの問題があるため，人工骨補填材料が臨床応
用されている3）． 

人工骨補填材としてはハイドロキシアパタイト（HA）やβ-TricalciumPhosphate（β-TCP）等のリン酸
カルシウム系材料が応用されてきた5）しかし，HA は生体親和性に優れるが材料吸収性ではないため , 生体
内に残存する6）．また，β-TCP は生体内で吸収され，骨と置換する材料であるが7-9），含有されている成分の
中には生体親和性において問題が指摘されている．

このような問題点を改善すべく , Doi らと Ellies は生体親和性に優れ，吸収性材料である炭酸含有アパタ
イト（Carbonated Apatite, CA）を開発した12-13）．そして，その優れた特性を活かした生体応用研究がこれ
までに報告されてきた14）．

本研究では , ラット大腿骨を用いた動物実験モデルにおいて焼成温度の異なる（700℃ /500℃）CA 顆粒
を人工骨補填材料として填入し，組織学的に評価し，さらに，吸着徐放性の検討も併せて行った．

実験結果では、500℃焼成と700℃焼成の CA の臨床応用を考慮すると，500℃では生体における材料吸収
性が良い反面，骨形成開始や骨成熟に至る期間や CA 顆粒の臨床的操作性においては700℃の方が良好であっ
た．

以上の結果から臨床応用には700℃焼成の CA 顆粒に，骨吸収や骨欠損部に対する人工骨補填材料として
の期待ができる．また，CA 顆粒と FGF2の併用は，至適濃度等の検討が必要ではあるが，骨形成や骨成熟
を促進させることが示されたことから，同様に他の成長因子の併用による有用性も期待される．

キーワード：骨補填剤，炭酸含有アパタイト，骨造成，GBR，除放材

For severe bone resorption and bone defects at dental implant treatment sites, bone augmentation 
treatment is required. For bone augmentation treatments such as guided bone regeneration （GBR）, the 
membrane technique is most commonly applied, but bone substitute materials including autogenous bone 
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緒 言

歯科インプラント治療はオッセオインテグレーショ
ンタイプのインプラントシステムの確立によって，咬
合回復を目的とする治療効果の予知性が高まり，盛ん
に臨床応用が行われている．一方で高齢社会を迎えた
日本では，歯科インプラント治療対象患者の高齢化も
進み , 加齢や歯周病による骨吸収や外傷による骨欠損
を伴った症例に遭遇することも少なくない．このよう
な骨吸収や骨欠損に対し，骨再生療法には自家骨を用
いた処置が最も有用であるとされてきたが1,2）自家骨
採取のための処置が必要なため，手術侵襲の増大や，
手術時間の延長など，様々な問題が残されている．そ
こで，自家骨にかわる人工骨補填材料を用いた骨増生
処置が臨床応用されている3）．

人工骨補填材の骨欠損部への臨床応用にあたり，材
料に具備される条件には，生体親和性と材料吸収性が
ある4）．これまで臨床では，ハイドロキシアパタイト

（HA）やβ-TricalciumPhosphate（β-TCP）等のリン
酸カルシウム系材料が応用されてきた5）．しかし，HA
は生体親和性に優れるが材料吸収性ではないため , 生
体内に残存する6）．β-TCP は生体内で吸収され，骨と
置換する材料であるが7～9），含有されている成分の中
には生体には存在しない物質が含まれているため，異
物反応を示したという報告もあり10），生体親和性にお
いて問題がある．さらにβ-TCP は , 最終的に骨に置

換するとされているが，生体へ填入された後， 6 ～ 9
か月で27～39％が残留するという報告もあり11），完全
に吸収されるまでには長期間を要することから，イン
プラント体を埋入して正常なオッセオインテグレー
ションを得るには早期の骨への置換が求められる．

このような問題点を改善すべく，Doi らと Ellies は
生体親和性に優れ , 吸収性材料である炭酸含有アパタ
イト（Carbonated Apatite，CA）を開発した12-13）．そ
して，その優れた特性を活かした生体応用研究がこれ
までに報告されてきた14）．

本研究では，CA の臨床応用の可能性と，その人工
骨補填材としての有用性を検討する目的にラット大腿
骨を用いた動物実験モデルにおいて焼成温度の異なる

（700℃ /500℃）CA 顆粒を人工骨補填材料として填入
し，組織学的に評価し，さらに，吸着徐放性の検討も
併せて行った．使用した CA は渡辺らの報告をもとに
500℃および700℃の温度で焼成した5）．

材料および方法

1 ．実験動物
実験動物は 8 週齢近交系 Wistar/Slc 雄性ラット（平

均体重190.0±20.0g　中部科学資材，名古屋）64匹を
室温22±2℃，湿度55±5％，12時間の照明サイクルで，
各ケージは自由運動可能な環境とし，固形飼料（MF®，
オリエンタル酵母工業，日本）や飲用水を自由摂取で
きる飼育環境とした．なお , 動物実験は，朝日大学歯

are used when large quantities of bone are required. However, the collection of autogenous bone requires 
increased surgical invasiveness, and artifi cial bone substitute materials have therefore been applied clini-
cally.

Calcium phosphate-based materials such as hydroxyapatite （HA） or β-tricalcium phosphate （β-TCP） 
have been applied as artificial bone substitute materials. Although HA has superior biocompatibility, it 
remains in the living bone because it is not resorbable. In contrast, β-TCP is resorbable in vivo, as it is 
replaced with bone, but it has lower biocompatibility.

Doi and Ellies reportedly developed Carbonated Apatite （CA）, which shows superior biocompatibility 
and is resorbable, and preliminary studies have reported superior characteristics in the living.

In the present animal experiment using rat femur to evaluate differences in sintered temperature 
（700℃ /500℃）, CA granules were used as an artifi cial bone substitute material, and were observed histo-
logically for their absorption and controlled release characteristics.

The resorbability in the living body was good at 500°C, which we considered to be suitable for clinical 
application of CA, but 700°C was apparently better for early bone formation and maturity, as well as the 
clinical maneuverability of CA granules.

Based on these results, we concluded that for clinical application of CA granules, preparation at 700℃ 
is optimal for severe bone resorption and bone defects at the dental implant treatment sites. In addition, the 
combination of CA granules and FGF-2 requires further study to determine optimal concentrations, and 
their usefulness in combination with other growth factors is expected because CA granules were shown to 
promote bone formation and bone maturity.

Key words：Bone Substitute, Carbonated Apatite, Bone Augmentation, GBR, Sustained Release Materials
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学部動物実験倫理委員会（承認番号12－004）の指針
に基づいて行い，実験操作に用いる器具は高圧蒸気滅
菌処理後に使用した．

2 ．CA（Carbonate Apatite）顆粒の作製
実験に際し，CA 顆粒は土井らの方法に準じて13），

6Mの炭酸二ナトリウムを含む1.2Mのリン酸二ナトリ
ウム水溶液4ℓ中に2M の硝酸カルシウム水溶液1ℓを 2
時間にわたり滴下し，㏗ 9.0±0.1を100℃（沸騰状態）
で 3 日間維持しながら合成した．合成後の試料は沈殿，
水洗を10回以上繰り返し，一昼夜乾燥させた．その後，
炭酸ガス量を熱重量測定（TG）（Thermo plus，TMA-
8120，Rigaku）で，炭酸イオン含有率が約12.5wt％の
試料を予備加熱した後，500℃と700℃で 1 時間焼成処
理した．焼成後，各試料を乳棒と乳鉢で粉砕し，メッ
シュサイズ300～500㎛の篩にかけ，500℃焼成 CA

（CA500）あるいは700℃焼成 CA（CA700）の CA 実
験試料とした（図 1 ）． 

a  

b

図 1 　CA 実験材料
a：焼成後の精製された CA
b：粉砕後，300～500㎛顆粒に整粒された CA

3 ．Fibroblast Growth Factor 2（FGF-2）の添加
FGF-2を CA500と CA700に そ れ ぞ れ 含 有 さ せ

た CA 顆粒を作製した．Human FGF-basic（Pepro 
Tech,Rocky Hill，NJ,US）50㎍粉末を滅菌生理食塩
水1㎖に溶解し，濃度50㎍ /㎖の FGF-2溶液10㎖を
CA20㎎に滴下し，氷上で1時間浸漬させてそれぞれ
CA500FGF，CA700FGF とした（図 2 ）．

図 2 　CA 顆粒への FGF2の吸着操作

4 ．CA 顆粒の填入処置
ペントバルビタール（ソムノペンチル ®，共立製薬，

東京）を腹腔内（1㎖ /kg）へ投与し，全身麻酔下で，
両側大腿部を除毛後，クロルヘキシジンで消毒し，大
腿部皮膚に切開を加え，筋組織を避けながら大腿骨を
露出させた．骨膜を剝離した後，大腿骨近位骨幹部で
直径2.4㎜の歯科インプラント用トレフィンバー（㈱
デンテック，東京）で熱を加えないよう注水下で骨髄
腔に達する骨欠損を形成した（図 3 －A）．鋭匙鉗子
で骨髄を掻爬し，止血確認後，アマルガム充填器を用
いて各種実験材料を，それぞれ，CA 群ならびに FGF
群の各個体に加圧填入した（図 3 －B）．

CA 顆粒填入後，速やかに筋組織および皮膚を4－0
ナイロン糸で縫合し，表面をヨードで消毒した後，デ
ンタルエックス線写真で CA 顆粒の填入を確認後，抗
菌薬（セファゾリン注 ®　明治製薬，5㎍/㎖）の筋注
投与を 3 日間行った． 

5 ．標本採取
填入処置後 1 ， 2 ならびに 4 週経過までを実験期間

として，それぞれの実験期間後のラットを全身麻酔下
で10％ホルマリンによる灌流固定を行い，大腿骨を摘
出し，同固定液に 4 ℃で 1 晩浸漬して採取試料とした．

6 ．観察方法
1 ）　マイクロ CT（µCT）による材料吸収性
骨欠損部に填入した CA 顆粒の経時的材料吸収性を

評価するため，CA500群と CA 700群の填入処置直後
を含めた各実験期間経過後の摘出した大腿骨をパラ
フィルム（富士理科工業，大阪）で覆い，乾燥を防止
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しながら，管電圧90.5kV，管電流87.5µA，幾何学的
拡大率9.00倍，解像度11.1㎛ /pixel で µCT（Scanmate-
RB090SS150，コムスキャンテクノ，横浜）断層撮影を
行った．なお，骨塩量計測ファントムも同一条件のも
と撮影を行った．

骨欠損部の CA 体積は三次元画像解析ソフトウェア
（TRI/3D-BONE　RATOC System Engineering，東
京）を使用し，骨塩量計測ファントムと大腿骨試料の
CT 値から大腿骨試料の骨密度（BMD 値）を算出し，
BMD 画像を作成した．なお，骨塩量計測ファントム
は合成アパタイト / 合成樹脂の複合物：200～800㎎
HA/㎤，アルミ箔：2437㎎ HA/㎤，ヒトエナメル質：
3100㎎ HA/㎤を標準物質とした．画像解析は BMD 画
像上における骨欠損部の CA，新生骨を含む領域を計
測領域とし，計測領域のマニュアルトレースを行い，
CA，新生骨を含む全組織量（計測組織量，TV）を抽
出した．TV の中で BMD 値が445以上943㎎ /㎤未満
の部位を新生骨とみなし，TV から新生骨を差し引い
た BMD 値943㎎ /㎤以上のものを CA とみなし，CA
群の填入処置直後から各実験期間経過時点までの残存
CA の体積を算出した．なお，CA500群と CA700群に
おける経時的減少率の有意差はStudent t test（P<0.05）
で評価した．

2 ）　組織標本の作製と観察
固定後の大腿骨試料は10%EDTA で 4 週間中性脱

灰し，通法に従い，アルコール上昇系列にて脱水後，
キシレンで置換，パラフィン包埋後，4㎛の連続切片
を作製した．
3 ）　HE 染色による観察
CA 填入後の骨欠損部の修復過程を経時的に観察す

るため，各実験群の実験期間のパラフィン切片を通法
に従って HE 染色後，光学顕微鏡で観察した．
4 ）　TRAP 染色による観察
脱パラフィンした薄切切片を，下降アルコールで

水和し，10 mM PBS で 1 時間洗浄した．続いて0.1M
酢酸緩衝液㏗ 5.0に浸漬した後，Tartrate-Resistant 
Acid Phosphatase，（TRAP）溶液を滴下して常温 1
～ 2 時間の発色反応後，0.01N 水酸化ナトリウム水溶
液で反応を停止させ，水洗後，ヘマトキシリンによる
対比染色を行った．
5 ）　免疫組織学的検索
脱パラフィン後に下降アルコールで水和し，PBS

で洗浄した切片を，0.3％過酸化水素水にて組織中の
内因性ペルオキシダーゼ活性を除去した．次に 1 ％ウ
シアルブミン血清で30分間のブロッキング後に，骨
芽細胞分化マーカーとする Osterix 抗体（以下 OSX
抗体 ,rabbit polyclonal，抗体濃度1.8㎍ /㎖ ,　Abcam 
Inc.Cambridge，UK）ならびに形成された骨細胞と
骨小腔に存在するタンパクを骨成熟マーカーとして
Dentin Matrix Protein-1（ 以 下 DMP-1抗 体 ,rabbit 
polyclonal，抗体濃度2.0㎍ /㎖ ,　TAKARA,Otsu）を
それぞれ室温で 2 時間反応させた．なお，DMP-1抗
体反応前に，0.1％ trypsin 処理（37℃，15分）による
抗原賦活化を行った．1次抗体反応後，PBS 洗浄を行
い，ヒストファインシンプルステイン MAX-PO®（ニ
チレイバイオサイエンス，東京）を HRP 標識 2 次抗
体として常温で30分間反応させた．PBS 洗浄後，0.03%
過酸化水素水を活性化剤として含ませた濃度0.05％の
3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride（Dako， 東
京）を発色基質として5分間基質発色させ，ヘマトキ
シリンによる対比染色を行い，光学顕微鏡で組織を
観察した．さらに，OSX については OSX 抗体陽性細
胞数を高倍率 3 視野で計測し，CA500群と CA700群，
CA500FGF 群と CA700FGF 群における OSX 抗体陽
性細胞の有意差を Student t test（P<0.05）で評価した．

結 果

1 ．µCT による CA 顆粒の経時的材料吸収性
CA500と CA700を填入直後から 4 週までの各実験

期間における骨欠損部の一定範囲単位面積当たりの

b

a  

図 3 　ラット大腿骨 CA 顆粒填入処置
a：トレフィンバーにて形成した骨欠損
b：CA 顆粒填入後の状態
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CA 量を填入直後の CA 体積量を100％として算出し，
その経時的減少率を求めた（図 4 ）．

CA500群では填入直後から 4 週までほぼ一定の割合
で CA 顆粒が吸収され， 4 週では60％の吸収（残存
CA 体積40％）を示した．一方，CA700群では CA500
群よりも緩徐な CA 顆粒吸収を示し， 2 週以降，わず
かに吸収量増加を認めたが， 4 週では28％の吸収（残
存 CA 体積72％）であった． 

2 ．HE 染色の組織像
1 ）CA 群
填入処置後1週では，CA500群，CA700群の両群で

CA 顆粒が線維芽細胞を主とする肉芽組織によって被
包されており，この CA 顆粒周囲の肉芽組織と CA 顆
粒との間隙に紡錘形，多角形あるいは多核を示す巨細
胞の集族を認めた（図 5 c，d）． 

填入処置後， 2 週では，CA 顆粒の吸収に伴い，
CA 顆粒周囲ならびに間隙に増生し始めた肉芽組織に
接する CA 表面に未熟な新生骨の形成を認めた（図
6 c, d）．CA 顆粒の吸収は CA500群で大きく，一方，
新生骨の骨梁は CA700 群で太く，CA 表面における
骨芽細胞の分化も旺盛であった（図 6 d）． 

填入処置後 4 週を経過すると，CA 顆粒は填入処置
時と比べ，明らかな CA 顆粒の吸収を認め，その傾向
は CA500群で顕著であった，（図 7 a，b）．

一方，CA500群，CA700 群の両群で，成熟骨の特
徴である骨層板や骨細胞を容れた骨小腔を認めた．
2 ）FGF 群
填入処置後1週における FGF 群では CA 群と同様

に CA 顆粒の肉芽組織のよる被包や紡錘形，多角形あ
るいは多核を示す巨細胞の集族を認めたが， 1 週にお
ける CA 群と FGF 群間にその細胞数や形態に特異な
差はみられなかった（図 8 c，d）．

dc  

a  b

 

C A  

 

図 4 　CA の経時的吸収率± SD（※ P<0.05 student t test）

図 5 　填入処置後 1 週の組織像（黒矢印：肉芽組織）
a：CA500の弱拡大，b：CA700の弱拡大，c：CA500の強拡大，d：CA700の強拡大．
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図 6 　填入処置後 2 週の組織像（NB：新生骨）
a：CA500の弱拡大，b：CA700の弱拡大，c：CA500の強拡大，d：CA700の強拡大．

図 7 　填入処置後 4 週の組織像（黒矢印：骨小腔）
a：CA500の弱拡大，b：CA700の弱拡大，c：CA500の強拡大，d：CA700の強拡大．
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填入処置後 2 週では CA 群と同様に CA 顆粒周囲お
よびその間隙に未熟な骨形成がみられたが，その骨梁
は CA 群に比較して太く，骨小腔も多い傾向を示した．
しかし，CA500FGF と CA700FGF 間にはその差は認
めなかった（図 9 c, d）．

填入処置後 4 週を経過すると，明らかな骨層板や多
数の骨小腔が観察され，それらは CA 群よりも多くみ
られた（図10 b，d）．

さらに，CA700FGF では骨のリモデリングにおけ
る改造線もみられた（図10d）． 

3 ．TRAP 染色の組織像
µCT 解析結果から CA500で吸収傾向が強く，さら

に，填入処置後 1 週の HE 染色所見において CA 顆粒
と肉芽組織との境界部に多核を示す破骨細胞様細胞の
集族を認めたため，これを TRAP 染色で確認した結
果（図11），多核の細胞は TRAP 陽性を示し，CA500
群ならびに CA500FGF（図11 a, c でその数は多く，
CA500FGF 群（図11 a）でその傾向は顕著であった．

4 ．免疫染色の病理組織像
1 ）OSX の発現と解析
填入処置後 2 週の CA 表面における肉芽組織からの

骨芽細胞への分化を OSX 抗体免疫染色で検索した．
CA 群，FGF 群ともに焼成温度500℃よりも700℃で
CA 顆粒周囲の細胞核に陽性を示し，FGF 群で多く
の陽性細胞を認めた（図12）． 

OSX 抗体陽性細胞数を高倍率 3 視野で計測したと
ころ，CA700群が CA500群よりも，また，FGF 2 群
が CA 群よりも有意にその発現を認めた．しかし，
FGF 2 群では CA500と CA700間に有意な差は認めな
かった（図13）． 
2 ）DMP-1の発現
成熟した骨細胞，骨小腔や骨基質に発現を示す

DMP-1は CA500群よりも CA700群で免疫染色による
タンパクの高発現を認めた．また，FGF 群において
も700℃で陽性発現が多く，CA700FGF 群で最も多い
陽性細胞を認めた（図14）． 

考 察

骨再生による骨欠損部の創傷治癒には，一般的な組
織の再生要素と同様，スキャフォールド，成長因子な
らびに幹細胞という 3 要素が必要とされている15,16）．
この場合のスキャフォールドとなる人工骨補填材には
良好な骨伝導能とともに生体親和性，さらには臨床的
操作性と材料吸収性を有していることが求められる9）．
現在，臨床においては HA やβ-TCP 等のリン酸カル

d

a  

c  

b

図 8 　FGF 群填入処置後 1 週の組織像（黒矢印：多核巨細胞）
a：CA500FGF の弱拡大，b：CA700FGF の弱拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF 強拡大．
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a  b

c  d

c  d

a  b

図 9 　FGF 群填入処置後 2 週の組織像（NB：新生骨）
a：CA500FGF の弱拡大，b：CA700FGF の弱拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF 強拡大．

図10　FGF 群填入処置後4週の組織像（黒矢印：改造線）
a：CA500FGF の弱拡大，b：CA700FGF の弱拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF 強拡大．
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dc  

ba  

ba

c  d

図11　填入処置後 1 週の TRAP 染色組織像
a：CA500の強拡大，b：CA700の強拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF 強拡大．

図12　填入処置後 1 週の OSX 免疫染色組織像
a：CA500の強拡大，b：CA700の強拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF 強拡大．
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シウム系材料が応用されているが5），上記のような人
工骨補填材料に求められるすべての要件を具備してい
るものは少ない．

土井らは，これらの要件を可能な限り満たすこと
を目的に CA を開発してきた13）．CA は，その構成要
素に炭酸基（CO3

2-）を含有したリン酸カルシウム結
晶であり，単純なリン酸カルシウム構造を有する HA

よりもその構造は生体の骨アパタイトのリン酸カルシ
ウム結晶に類似している17）．また，HA の作製には大
気圧で1100～1200℃の焼成が必要で18,19），この条件で
焼成されたアパタイトは骨アパタイトよりも高結晶と
なり生体ではほとんど吸収されなくなる．一方，炭酸
基イオン含有量約9wt％以上の CA は結晶が極めて微
細となるため従来のアパタイトに比べて500～700℃の

図13　各種材料の OSX 陽性細胞数± SD（※ P<0.05 student t test）

図14　填入処置後 4 週の DMP-1免疫染色組織像
a：CA500の強拡大，b：CA700の強拡大，c：CA500FGF の強拡大，d：CA700FGF の強拡大．
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温度で焼成が可能であり19），また，焼成処理温度によ
り炭酸含有量が変化することも分かっている．今回使
用した焼成温度500℃と700℃の CA では約6wt％で19），
生体の骨アパタイトと近似し , 生体親和性と材料吸収
性を兼ね備えるといえる．また CA に関する研究報告
により，これらの条件を具備するだけでなく , 骨伝導
能も有する CA の人工骨補填材としての臨床的有用性
を，材料の焼成温度の違いによる材料吸収性，ならび
に骨形成能で比較し，臨床応用への可能性を探った．
さらに，CA はタンパク吸着性にも優れることから，
成長因子の徐放性基材としての有用性も検討した．本
研究では血管新生や創傷治癒などに関与し，骨芽細胞
に対して増殖と分化を制御することが示されている20）

FGF2を成長因子とし，骨形成促進を目的に CA との
併用を試みた．最近の研究ではコラーゲンを基材とし
て局所投与した FGF2がウサギの骨折治癒を促進した
と報告され21），FGF2は骨再生を促進させる可能性が
示唆されている21）．また金山らは bFGF5ng 含有 CA
による骨形成促進作用を報告している22）.

填入処置後の材料吸収性については 4 週までの実
験期間で CA500と CA700の材料填入部における経時
的材料吸収性を填入直後100％として追跡したところ，
CA700では 2 週以降でやや材料吸収が増加したものの，
全体では比較的緩やかな材料吸収を示したのに対し，
4 週経過時の CA500では填入直後から CA700を上回
る材料吸収性を示し，吸収率では 4 週でそれぞれ60％
と28％で，逆に CA 残存率はそれぞれ CA500で40％，
CA700で72％となった．生体内でのリン酸カルシウム
系基材の吸収は，2 つの異なる機序が考えられており，
組織液による溶解や崩壊によるものである．今回使用
した CA500と CA700の生体内での吸収動態の違いは
上記の材料吸収性の違いが反映しているものと思われ
る．すなわち CA500は CA700よりも物理的に非常に
脆く，僅かな外力が加わることで崩れてしまう．また，
焼成温度が CA700よりも低く，結晶度も低いために
CA500は生体内で崩壊性を示し，その結晶性もまた破
骨細胞による吸収を受けやすいため，材料の吸収性が
進んだと考えられる．さらに，1 週において材料の吸
収に関する検索で TRAP 染色を行ったが，CA500群で
CA700群よりも多く，CA 周囲の多核の巨細胞に陽性を
示した．これは溶解による材料吸収に加え，細かく崩
壊した材料が細胞により吸収されることを裏付けてお
り，その性質が焼成温度条件により最終的な材料吸収
状態を示した本研究結果を反映するものであった23,24）．

骨補填材としての骨形成を目的とする骨伝導能につ
いて，一般的な骨形成の概念を基に考察を加えた．一
般に骨の形成は間葉系幹細胞から前駆細胞，前骨芽細

胞，骨芽細胞へと分化した後，最終的に骨細胞へと
変化すると考えられている25,26）．間葉系幹細胞から骨
芽細胞への分化過程は，BMP シグナルや Wnt シグナ
ルが重要な役割を果たしており，これまでに BMP に
よって発現誘導が認められる転写因子としての遺伝子
には Runx2，OSX が報告されている27,28）．Runx2は骨
芽細胞分化に必須の転写因子であるが，骨芽細胞分
化の初期では促進的に，一方で後期には抑制的に作
用すると報告されている29,30）．OSX は Nakashima ら
によって同定された Zinc-fi nger タンパクファミリー
に属する転写因子であり31），骨芽細胞分化の比較的初
期に発現し，Runx2と同様に骨形成に必須の転写因子
であると考えられているが，OSX ノックアウトマウ
スで，頭蓋骨形成予定部位と長管骨の一次石灰化軟骨
周囲の間葉系細胞に，Runx2遺伝子の発現を認め，一
方，Runx2ノックアウトマウスでは OSX の発現が認
めなかったことから，OSX は Runx2の下流で発現す
ることが示されている．本研究では， 2 週における骨
形成状態および骨芽細胞への分化の評価を行うため，
OSX の免疫染色を行ったところ，新生骨と材料周囲
との境界部でみられた OSX 陽性細胞は，CA 群では
CA500群よりもCA700群で有意にその発現を認めた．　　　　　

今回用いた人工骨補填材周囲での骨形成では材料が
スキャフォールドとしての役割を果たし，細胞が定着
し，分化，増殖する必要がある．CA500は顆粒の結晶
が生体内で崩壊することで細胞の定着が CA700と比
較して悪いことから，細胞の分化，増殖も遅れると考
えれば，OSX 陽性細胞は少なく，逆に，CA700では
安定した場としての材料環境のため，OSX 陽性細胞
が数多く観察されたと考えられた．

本研究における形成された骨の成熟については，そ
の指標に骨細胞や骨小腔内内面，あるいは骨基質に沈
着するDMP-1に着目した . 歯の象牙質や骨の非コラー
ゲン性タンパクである DMP-1は，George らによって
ラット象牙質から分離されたリンタンパクで，その後，
骨基質にも存在することが知られている32）．また，分
化した骨細胞でも産生され，骨基質に沈着することか
らカルシウムイオン結合を介して骨の石灰化に関与す
る33-35）．HE 染色による観察では，処置後4週を経過す
ると，すべての群で新生骨部に骨成熟の指標となるハ
バース管や，骨層板が認められた．そこで，4週の標
本で DMP-1による免疫染色を観察した結果，材料周
囲の新生骨部で発現を認めたが，その数は CA500群
よりも CA700群で多かった．この結果は OSX の各群
発現状況と近似しており，骨芽細胞分化が早期に起こ
れば骨細胞への分化も速やかとなり，骨成熟も進んだ
と考えられた．
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さらに本研究では CA が人工骨補填材として優れた
成長因子のスキャフォールドでもあることを検討し
た．

金山らは，bFGF 含有 CA は有さない CA と比較し
て，術後 2 週目および12週目において，新生骨形成量
の著しい増加があり，CA が骨増強の成長因子キャリ
アおよび足場として有用であると報告されている22）．
本研究では FGF2に浸漬した CA を用いて，填入部
における骨再生の動態を CA 群と同様に比較検討し
たところ，塡入1週後の TRAP 染色では，CA 群と同
様，CA500FGF 群が CA700FGF 群よりも陽性細胞を
数多く認めた．FGF2の添加の有無による TRAP 陽性
細胞数の差は CA500群と CA700群間でみられなかっ
たため，FGF2は破骨細胞活性には影響を及ぼさない
ことが考えられた．一方，塡入後2週における OSX
陽性細胞数と4週における DMP-1陽性細胞数を CA 群
と FGF 群で比較したところ，CA500群よりも CA700
群で陽性発現を数多く認めたが，CA500FGF 群と
CA700FGF 群の間には有意な差を認めなかった．ま
た FGF 含有 CA の骨形成においては，金山らの報告
と類似する結果となった22）. これは CA の焼成温度条
件の影響を受けるよりも，FGF2との併用が骨形成な
らびに骨成熟に促進的に働いていることが示唆され
た．

結 論

500℃焼成と700℃焼成の CA の臨床応用を考慮する
と，生体における材料吸収性は500℃が良いが，骨形
成開始や骨成熟に至る期間や CA 顆粒の臨床的操作性
においては700℃の方が良好であった．

以上の結果から臨床応用には700℃焼成の CA 顆粒
に，骨吸収や骨欠損部に対する人工骨補填材料として
の期待ができる．また，CA顆粒とFGF2の併用は今後，
至適濃度等の検討が必要ではあるが，骨形成や骨成熟
を促進させることが示されたことから，同様に他の成
長因子の併用による有用性も期待される．

本論文に関する，開示すべき利益相反状態はない．
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