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研究成果の概要（和文）：本研究は，骨強度を判定する指標として骨内に存在するコラーゲン架

橋に着目した．動物モデルとなる 10週齢 Sprague-Dawley 系雄性ラットの大腿骨を摘出，粉砕

し，HPLC 法によるコラーゲンの分離，同定を行うことで定量化を図った。また，その値と比較

するために，マイクロ CT撮影から骨密度を算出した． 

 
研究成果の概要（英文）：It has been recognized that bone strength is due primarily to bone 
density. However, it has been reported that bone quality is important factor for bone 
strength, especially the collagen cross-link formation in bone affect bone strength. 
 In this study, I focused attention on the collagen cross-link formation in bone, to 
evaluate of bone quality for dental implant treatments. We planted to develop HPLC method 
to measure pyridinoline and pentosidine in bones, and to examine a correlate of the degree 
of initial fixation of implants. 
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１．研究開始当初の背景 

歯科用インプラント治療の成否のカギを
握る第一歩であるオッセオインテグレーシ
ョン獲得には，インプラント体の周囲骨によ
る初期固定が重要であり，その初期固定の獲
得のための重要な因子の１つにインプラン
ト体周囲骨の骨強度が挙げられている．これ
まで骨強度は骨密度に依存するものと考え
られていたが，最近では骨密度と骨強度との
直接的な関連を否定する報告がなされ，骨強

度には骨内のコラーゲン架橋構造の変化が
関与していることが報告されている． 

しかしながら，歯科において，オッセオイ
ンテグレーションに関する研究は多数報告
されているが，それらのほとんどは骨代謝，
骨強度などの観点からの報告であり，骨質の
観点からの研究はほとんど報告されていな
いのが現状である． 

また高齢化社会の到来を迎えている日本
において，骨粗鬆患者は約 1,000 万人・糖尿
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病患者は 600 万人とされており，これら全身
疾患を有する患者では，オッセオインテグレ
ーション獲得が困難な場合が多数報告され
ている．さらに，良好な予後が得られるには
至っていないため歯科用インプラント治療
は適応外となることが多い． 

このようにコラーゲン架橋構造に着目し
骨質を評価することは，全身疾患とオッセオ
インテグレーション獲得との因果関係との
解明の一助となり，歯科用インプラント治療
の適用症を拡大させ，患者の QOL 向上を飛
躍的に高めることが可能と考えられた． 

骨質に関与するコラーゲンとしてピリジ
ノリン，およびペントシジンが同定され，こ
れらの因子は骨密度とは独立した骨強度の
パラメータであるコラーゲン架橋構造の指
標となり，骨質を評価することが可能となっ
た．ピリジノリンは，生理的架橋（善玉架橋）
と呼ばれ，酵素（リジルオキシダーゼ）の作
用を介してコラーゲン分子間に規律的に形
成される．一方，ペントシジンは，非生理的
架橋（悪玉架橋）であり，非酵素的な反応（糖
化・酸化反応）によって形成された advanced 
glycation end product (AGEs:最終糖化反応
物)により，コラーゲン分子間を不規則に形成
される．ピリジノリンはコラーゲン線維の適
度な弾性獲得（骨強度上昇）に寄与し，ペン
トシジンは過度に架橋することによって骨
を脆弱化することが明らかになっている．骨
内ではこれらのコラーゲン架橋構造が混在
しており，骨質を評価する上でこれらの架橋
構造のバランスが重要であると考えられた． 

また，最近では，血中，尿中ペントシジン
濃度が骨強度低下と密接な関連性があると
いう報告もあり，実際の骨内のコラーゲン架
橋構造と血中，尿中ペントシジン濃度のかん
れんが解析できれば，血液，尿検査により骨
質を判定できる可能性がある． 

 

 

２．研究の目的 

 コラーゲン架橋構造を指標とする骨質が
インプラント体の初期固定，オッセオインテ
グレーション強度に影響を与えている，との
仮説をたて，本研究では，コラーゲン架橋構
造とオッセオインテグレーションとの関連
性を解析することを目的とする． 

 得られた知見は，インプラント体への即時
荷重の可否や免苛期間を決定させるエビデ
ンスとなり，骨質判定のプロトコールの確立
することができれば，従来の骨密度評価に加
え，骨質判定プロトコールを用いて，インプ
ラントの種類，荷重開始のタイミング等，患
者個人の骨状態に合わせたオーダーメイド
治療が可能となり，その意義は大である． 

 

 

３．研究の方法 

健常ラットと，糖尿病および骨粗鬆症疾患
モデルラットを用いて，その初期固定強度と
コラーゲン架橋構造の比較を行う． 
実験系の確立を目標に，健常ラットを用い

て，初期固定強度の計測と，マイクロ CT に
よる骨密度の算出，高速液体クロマトグラフ
ィーを用いた HPLC 法による，コラーゲン架
橋構造（ピリジノリン，ペントシジン）の定
量化を図った． 
 
(1)実験系の確立 
①初期固定強度の計測 

10 週齢 Sprague-Dawley 系雄性ラットの
大腿骨遠心端より 10mm の位置とし，純チ
タン製ミニインプラント（シリンダー型φ
1×2mm）を埋入する．初期固定期間は２週
とした． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：インプラント試料 

 
図２：インプラント埋入時 

 
②骨密度の算出 
 ミニインプラント埋入時の骨密度をマ
イクロ CT 撮影から算出する．ミニインプ
ラント埋入前のラットを過剰麻酔によっ
て安楽死させ，大腿骨を摘出する．大腿骨
遠心端より 10mm の位置の骨密度を算出． 
 
③骨質の評価 

  安楽死後のラット大腿骨を摘出し，大腿
骨遠心端より10mmの位置を中心線とし4mm
の幅にて切断，採取する．血液等の汚染物
を除去したのち，液体窒素を用いて骨を粉
末化し，密度勾配分画法を施し，骨単位を
新・旧に分画する．分画した粉末に HPLC



 

 

法を用いてピリジノリンとペントシジン
の分離定量を行い，割合の評価を行う． 

 
 ④血中ペントシジン濃度の測定 
  ラット尾静脈より血液を採取し血中ペ
ントシジン濃度の計測を行う． 

 
(2)実験動物  
16 週齢 Wister 系雌性ラット，16週齢骨粗

鬆症モデル雌性ラット（OVX ラット），16 週
齢糖尿病モデル雌性ラット（GK ラット），各
40匹を用いて，予備実験にて確立された評価
方法を施行し，疾患間の評価を行う． 
本実験ではインプラント埋入後の飼育期

間を０，２，４，８週とし，埋入前と埋入初
期，中期間における骨密度とピリジノリン，
およびペントシジンの定量を行い，さらに
Push-in Testによるオッセオインテグレーシ
ョン強度を算出する．これらの指標とオッセ
オインテグレーション強度の経時的な変化
との関連性を分析し，予知性の高いインプラ
ント治療のための骨評価指標の確立を行う． 
 
 
４．研究成果 
(1)初期固定強度の測定 
打ち抜き試験（push-in test）を採用した．
万能試験機(EZ-L-500N, Shimadzu Co., Kyoto, 
Japan)を用いた Push-in test は、インプラ
ント体の長軸方向からクロスヘッド速度 1 
mm/min で垂直に荷重を加え、拮抗力が消失し
た荷重値を初期固定強度として算出した.２
週における初期固定強度は 10.26N±1.89 で
あった． 

図３：Push-in test 
 
(2)骨密度の算出 
X線マイクロ CT（ScanXmate‐E090:コムス

キャンテクノ社製）撮影を行い，それらを画
像解析ソフト（TRI/3D‐BON;ラトックシステ
ム社製）を用いて解析し，骨密度を算出した
ところ，6.6mg/cm3であった． 

 
 
 
 

図４：X線マイクロ CTによる骨密度分析 
 

 (3)骨質の評価 
 高速液体クロマトグラフィーを用いた
HPLC 法による，ピリジノリン，ペントシジン
の定量化を図った． 
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