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研究成果の概要（和文）：骨伝導性が向上し、比較的早期にセメントが吸収し骨置換され、抗菌薬が持

続的に徐放するような高機能性の非崩壊型アパタイトセメントを開発した。また家兎顎骨骨髄炎モデルを

作製し、試作抗菌薬含有アパタイトセメントの抗菌効果および組織学的検討を行った結果、骨髄炎が完全

に治癒し、また骨形成が良好であった。以上より、抗菌薬含有アパタイトセメントの顎骨骨髄炎において

有用な DDS 材料であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed a high functional apatite cement which have improved 
osteoconduction and release antibiotic continuously. Also, after we fabricated jaw 
osteomyelitis model using adult rabbit, we evaluated antibacterial effect on apatite cement 
containing antibiotic histologically. As a result, jaw osteomyelitis perfectly recovered by 
using apatite cement containing antibiotic. We concluded that apatite cement containing 
antibiotic was a good candidate for potential use as a DDS carrier that may be useful in jaw 
osteomyelitis treatment.  
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１．研究開始当初の背景 
顎骨骨髄炎は、現在においても口腔外科領

域における難治性疾患の1つであり、臨床経過

が長く顎骨の変形や機能障害を残しQOLの低

下が問題となっており未だ絶対的な治療法が

確率されていないのが現状で難治性疾患の1

つにあげられる。 

骨髄炎の治療にあたっては、壊死組織や病

的肉芽組織を切除、掻爬に加え、病巣部への

抗菌薬の局所濃度を上昇させ、ある一定期間

持続的に抗菌薬の効果が発揮されることが重

要であるが、静脈内に投与された抗菌薬の骨

組織への移行性が悪く、健常人でも骨組織へ

の移行は血中濃度の10～30%といわれている。
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また細菌感染した組織は血流が乏しく、外科

的デブリドマン後には組織内の抗菌薬濃度が

十分に上昇しないことが問題とされている。

局所に特異的に抗菌薬濃度を高めるため点滴

注入法、閉鎖式持続洗浄法などが考案されて

いるが、抗菌薬の高い局所濃度を維持し、局

所制御を得るための投与方法について未だ一

定の見解は得られていない。また顎骨骨髄炎

は口腔連鎖球菌だけでなく、メチシリン耐性

黄色ブドウ球菌(MRSA)がその原因菌であるこ

とが多く、現在のMRSAは多剤耐性菌であり、

バンコマイシン，テイコプラニンなど限られ

た抗菌薬でしか除菌できないことがさらに問

題点としてあげられる。 

 近年，ハイドロキシアパタイトやリン酸カ

ルシウムセメントなどを担体とした抗菌薬

の drug delivery system(DDS)における顎骨

骨髄炎への基礎的実験の報告が散見される

ようになってきたが、様々な問題点が残され

ており今後、画期的な DDS 担体の開発が急務

と考えられる。  

 一方、数年前、石膏のように硬化し、硬化

体がアパタイトになるアパタイトセメント

の臨床応用が欧州および北米で認可され、画

期的な骨再建材料として注目されていたた

め、申請者らは以前よりアパタイトセメント

に着目し、同セメントの高機能化研究を進め

てきた。研究過程においては、従来のアパタ

イトセメントの欠点であった長い硬化時間

と崩壊性を改善するために、硬化反応の律速

段階を解除する方法で迅速硬化型アパタイ

トセメントを開発し、さらに同セメントを改

良し練和直後のセメントペーストを血清に

浸漬しても崩壊せず、約６分で硬化する非崩

壊型アパタイトセメントも開発した。申請者

は、さらにこの非崩壊型アパタイトセメント

がスケルトンタイプの薬物徐放担体として

非常に有用であることも報告しており、非崩

壊型アパタイトセメントにバンコマイシン

など抗菌薬を添加すれば、薬物が病巣部など

局所に長時間、持続的に徐放されると予測さ

れる。 

 
２．研究の目的 

非崩壊型アパタイトセメントは、従来型ア

パタイトセメントの問題点をほぼ解決して

いると自負しているが、骨伝導性に関しては

従来型アパタイトセメントと同程度であり、

完全に骨と置換するには長期間を要する。そ

こで、骨伝導性が向上し、さらに比較的早期

にセメントが吸収し骨置換され、それと同時

に抗菌薬が持続的に徐放するようなアパタ

イトセメントを調整・設計し、より高機能性

の非崩壊型アパタイトセメントを開発する

ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
まずアパタイトセメントの粉末部にα

-TCP やβ‐TCP をいろいろな条件で（重量

比など）添加し、各種抗菌薬をセメント内に

含有させ作製する。また、練和液にこれまで

中性リン酸にアルギン酸ナトリウムまたは

キトサンを混合させ、基本的な徐放実験を行

ってきたが、今回、より骨伝導性を高める目

的で、同様の働き（非崩壊性を維持する）を

もつアテロコラーゲンを用いた検討も行う。

なお、以前、申請者がアテロコラーゲンを含

有させた非崩壊型アパタイトセメントにお

ける組織学的検討を行い、従来型と比較して

良好な骨伝導性と新生骨の形成を確認して

いる。それぞれの試作抗菌薬含有アパタイト

セメントの硬化時間、機械的強度などの基本

物性を測定する。続いて in vitro 上で徐放抗

菌薬の有効濃度の持続時間など徐放特性に

ついて検討する。また、実際に顎骨骨髄炎動

物実験モデル（ウサギ）を作製し、試作抗菌

薬含有アパタイトセメントをウサギ顎骨内

に埋入後、その治療効果について X 線学的お

よび組織学的評価（組織親和性、骨伝導性、

骨置換性）で判定し，さらに薬剤血中濃度な

どからその安定性についても検討する。具体

的に下記の方法で行う。 

 
①抗菌薬含有アパタイトセメントの作製・基

本物性および細胞を用いた in vitro 評価 
 
１） 抗菌薬含有アパタイトセメントの調

整・作製 

抗菌薬としては、FMOX（フルマリン）、GM
（ゲンタマイシン）、VCM（バンコマイシン）

を選択する。また、セメント粉末成分をアパ

タイトセメントの成分のTTCPおよびDCPA



の等モル混合物にそれぞれ異なる重量比で

α-TCP またはβ-TCP を混合させる。練和液

には、各種濃度のキトサンまたはアテロコラ

ーゲンと中性リン酸の混合液を用いる。 
２）試作抗菌薬含有アパタイトセメントの基

本物性の検討 
各種抗菌薬の添加がアパタイトセメントの

硬化特性などに及ぼす影響を検討する。具体

的には、硬化時間（ビカー針法）、機械的強

さ（間接引張強さ、圧縮強さ）を小型万能試

験機（現有設備）で行うとともに、硬化体の

組成分析（粉末Ｘ線回析）および走査型電子

顕微鏡（SEM）にて観察を行う。 
３）抗菌薬含有アパタイトセメントからの抗

菌薬の徐放特性の検討  
抗菌薬含有アパタイトセメントをそれぞれ

バイアル瓶に入れ、5ml の無菌水を加えて、

37℃でインキュベートして溶出させ、測定日

ごとに一定量を採取して抗菌薬溶出試験を

行う。各試料の抗菌薬濃度は、日本抗生物質

医薬品基準の力価試験法である寒天平板調

整法(Agar Well 法)で行う。また別の方法と

して、37℃の蒸留水を環流させた２重底ビカ

ー内に一定量の生理食塩水を入れ、その中に

抗菌薬含有アパタイトセメントを浸漬させ

た後、生理食塩水中に放出された抗菌薬の濃

度を経時的に分光光度計で測定する。 

４）疑似ラッフルボーダー実験（試作抗菌薬

含有アパタイトセメント硬化体溶解性

試験） 
試作抗菌薬含有アパタイトセメント硬化体

の破骨細胞に対する吸収活性の指標として、

試作抗菌薬含有アパタイトセメントの弱酸

溶液に対する溶解性を定量化する。破骨細胞

が形成するラッフルボーダー内のｐＨが４

～５と報告されているので、アパタイトセメ

ント硬化体を３７℃の緩衝液(pH=4)に浸漬

し、一定速度で緩衝液を攪拌する。ｐＨスタ

ット（現有設備）をもちいて、アパタイトの

溶解に伴う溶液のｐＨ増大を酸溶液滴下に

より補正し、酸滴定速度から試料の溶解速度

を定量化する。 
５）試作抗菌薬含有アパタイトセメントの破

骨細胞吸収活性の in vitro 評価 
試作した各種抗菌薬含有アパタイトセメン

ト硬化体のディスク上に破骨細胞を播種し、

一定期間培養する。破骨細胞の吸収活性をセ

メント表面の吸収窩数および吸収窩面積よ

り定量化する。破骨細胞による吸収活性の評

価と疑似ラッフルボーダー実験によるセメ

ント硬化体の溶解速度の結果から、アパタイ

トセメント硬化体の溶解性が破骨細胞によ

るアパタイトセメント硬化体の吸収に及ぼ

す影響を検討する。 
６）骨芽細胞を用いた試作抗菌薬含有アパタ

イトセメントの in vitro 評価 
試作抗菌薬含有アパタイトセメントを disk
状に作製し、同上に培養骨芽細胞を播種する。

作製した disk 上での骨芽細胞の細胞増殖を

MTT 法と細胞カウントにて計測する。さら

に、骨芽細胞の分化マーカーであるタイプ１

コラーゲンの産生量、アルカリフォスファタ

ーゼ活性、オステオカルシン産生量を測定す

る。また、それぞれの mRNA を回収し、

RT-PCR 法を用いて、遺伝子の発現量につい

ても検討する。 
 

②家兎顎骨骨髄炎モデルを作製し、試作抗菌

薬含有アパタイトセメントの抗菌効果およ

び骨伝導能・骨形成能など組織学的検討を行

う。 

１）顎骨骨髄炎動物モデルの作製 
2.5～3Kg 日本白色家兎をネンブタール静脈

麻酔下、歯科用マイクロモーターであるを用

いて顎骨髄腔に穿孔させる。18G 注射針を挿

入し臨床分離 MRSA 培養液を 1ml（3×
106CFU）注入する。創部を縫合して閉鎖し、

経日的にX線検査および血液一般検査にて顎

骨骨髄炎を判定する。 
２）抗菌薬含有アパタイトセメントの抗菌効

果および組織親和性と骨伝導性の検討 
顎骨骨髄炎を発症した顎骨を掻爬し、死腔の

まま閉創した contorol 群、抗菌薬の含まない

アパタイトセメント、各種抗菌薬含有アパタ

イトセメントをそれぞれ埋入する。埋入手術

後、一定期間ごとにラベリング剤（カルセイ

ン、テトラサイクリン）を投与する。体重測

定、臨床所見（腫脹など）、X 線検査を経時的

に行い効果を判定する。また血液検査を行い、

薬剤の血中濃度を測定し、その安定性を判定

する。その後、屠殺し顎骨を摘出して脱灰お

よび非脱灰組織切片を作製し、病巣部位を組



織学的に観察する。また、試作抗菌薬含有ア

パタイトセメントの骨および軟組織に対す

る組織親和性および骨伝導性・骨形成速度に

ついて組織学的に検討する。さらに顎骨から

の骨髄液を抽出して高濃度β-ラクタム剤添

加培地で培養し、MRSA の有無を測定する。 
３）抗菌薬含有アパタイトセメントの骨置換

性の検討 
上記実験と同様に試料を実験動物に埋入し、

この吸収状態、骨置換状態を組織学的に観察

する。組織学的検討として、酒石酸抵抗性酸

フォスファターゼ（TRAP）染色を行い、破

骨細胞による試作抗菌薬含有アパタイトセ

メントの吸収状態および破骨細胞数を観察

する。さらに、マイクロ CT と３Ｄ骨梁構造

解析ソフトを用いて骨置換量を定量化する。 
 

４．研究成果 

まず各種抗菌薬の添加がアパタイトセメ

ントの硬化特性などに及ぼす影響を検討し

た。その結果、抗菌薬の添加量が多くなるに

つれて硬化時間はやや延長し、機械的強さも

軽度低下したが、硬化体のアパタイトへの変

換に影響なかった。次に抗菌薬含有アパタイ

トセメントからの抗菌薬の徐放特性の検討

を寒天平板調整法(Agar Well 法)で行った。

その結果、抗菌薬含有量が多くなるほど細菌

に対する阻止円も大きくなった。また別の方

法として、37℃の蒸留水を環流させた２重底

ビカー内に一定量の生理食塩水を入れ、その

中に抗菌薬含有アパタイトセメントを浸漬

させた後、生理食塩水中に放出された抗菌薬

の濃度を経時的に分光光度計で測定した場

合においても良好な徐放効果が認められた。

次に試作した各種抗菌薬含有アパタイトセ

メント硬化体のディスク上に破骨細胞を播

種し、一定期間培養し、破骨細胞の吸収活性

をセメント表面の吸収窩数および吸収窩面

積より定量化した。さらに骨芽細胞を用いた

試作抗菌薬含有アパタイトセメントの in 

vitro 評価も検討した。その結果、抗菌薬の

添加による破骨細胞の吸収活性の抑制はほ

とんどみられず、抗菌薬含有アパタイトセメ

ントにおける分化能および石灰化能が確認

され優れた骨形成誘導能が認められた。続い

て家兎顎骨骨髄炎モデルを作製し、試作抗菌

薬含有アパタイトセメントの抗菌効果およ

び骨伝導能・骨形成能など組織学的検討を行

った。 

まず、家兎顎骨骨髄炎モデル作製のため、

18G 注射針を挿入し臨床分離 MRSA 培養液

を 1ml（3×106CFU）注入後、創部を縫合し

て閉鎖した。経日的に X 線検査および血液一

般検査にて顎骨骨髄炎の所見が認められた。 
続いて、抗菌薬含有アパタイトセメントの抗

菌効果および組織親和性と骨伝導性の検討

を行った。顎骨骨髄炎を発症した顎骨を掻爬

し、死腔のまま閉創した contorol 群、抗菌薬

の含まないアパタイトセメント、各種抗菌薬

含有アパタイトセメントをそれぞれ埋入後、

脱灰および非脱灰組織切片を作製し、病巣部

位を組織学的に観察した。その結果、contorol
群、抗菌薬の含まないアパタイトセメントで

は、骨髄炎の所見が残ったままで治癒しなか

ったが、抗菌薬含有アパタイトセメントの場

合、徐々に炎症が軽減し、さらに骨形成も進

行する所見が得られた。最終的には骨髄炎が

完全に治癒し抗菌薬含有アパタイトセメン

トの顎骨骨髄炎において有用な材料である

ことが明らかになった。 
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