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研究成果の概要（和文）：歯科インプラント治療の成否はインプラント周囲骨組織の状態と密接に関わっている。した
がって、インプラント周囲の骨基質や骨中の細胞活動性に関する情報は、インプラントの臨床適応を判定するために重
要である。そこで本研究では、インプラント周囲骨の細胞とリモデリングに着目して、組織学的手法を中心に、インプ
ラント植立後のインプラント周囲骨組織の治癒過程を観察した。その結果、インプラント周囲に存在する骨細胞を主体
とした細胞は、周囲骨のリモデリングと周囲骨組織の治癒変化に深く関わっていることが裏付けられた。

研究成果の概要（英文）：Since the surrounding bone around an implant should be a crucial component for 
satisfactory implantation, this study aimed to examine a histological alteration of the bone tissue 
around titanium implants in rats. We investigated the bone around the implants by using micro-CT imaging, 
bone labeling, and immunostaining for certain molecules that were associated with the mineralization and 
bone remodeling. The bone remodeling influenced the healing of the bone around the implant judging from 
the micro-CT images and three-dimensional images of the labeled bone using confocal laser-scanning 
microscopy. Moreover, the immunohistochemical data indicated that the condition of the bone matrix around 
the implants had a close relation with osteocytes in the surrounding bone. The osteocytes seem to play an 
important role in the healing process of the bone around the implants as a local regulator of bone 
remodeling, which supports the prognosis of the dental implantation.

研究分野： 医歯薬学（口腔組織学）
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１．研究開始当初の背景	 
	 

	 歯科インプラントは、重要な欠損補綴の選
択肢である。そのために、歯科インプラント
治療では、現在も新しい治療法やインプラン
ト体の開発など、間断なく改良が試みられて
おり、臨床応用を裏付ける基礎的な研究がま
すます必要とされている。歯科インプラント
治療の成功はインプラント周囲骨の状態と
密接に関わるため、研究代表者（辻村）は、
インプラント周囲骨組織に注目した基礎的
な研究を行っている。	 
	 インプラント周囲には窩洞形成により傷
害を受けた骨が長期間にわたって残存する
が、この傷害を受けた既存骨はやがてリモデ
リングにより吸収され消失し、インプラント
周囲骨は成熟していく（Fujii	 et	 al.,	 1998,	 
Haga	 et	 al.,	 2009,	 2011）。このことからも、
歯科インプラント周囲骨組織の状態とイン
プラント治療の成功は関連しているといえ
る。	 
	 一方、骨細胞は骨細管に突起を伸ばし、骨
細管を骨内に張りめぐらせて形成した骨細
胞ネットワークを介して、骨のリモデリング
や骨質の調整を行っている（Knothe	 et	 al.,	 
2004）。研究代表者は骨細胞産生因子をマー
カーとした免疫組織化学的観察を行い、骨細
胞ネットワークとインプラント治癒との関
連を調べた。その結果、治癒過程において、
インプラント周囲骨の骨細胞配列の規則性
と機能に関わる抗体への反応性に変化が認
められ、骨細胞ネットワークの幾何学的構築
とインプラント周囲骨の機能維持の関連性
が推察された（Haga	 et	 al.,	 2011）。インプ
ラント周囲骨の骨細胞など、周囲骨に存在す
る細胞は骨基質の制御を行っていると考え
られているため、インプラント周囲骨中の細
胞に関する情報は、インプラントの臨床にお
いて非常に重要なものとなる。	 
	 インプラント周囲骨において、骨基質およ
び骨細胞の動態を解明することは、生物学的
安定性を考える上で不可欠と考えられる。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 本研究の目的は、インプラント周囲骨の細
胞と骨基質改造との関連に着目して、インプ
ラント治癒過程でのインプラント周囲骨組
織を 2次元的および 3次元的に解析し、イン
プラント周囲骨の生物学的安定性を検証す
ることである。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 
	 本研究は日本歯科大学動物実験倫理委員
会の承認を受けて行った。実験モデルは、以
下のように作製した。	 

（１）4 週齢雄性ウィスター系ラットの上顎
両側第一臼歯を抜歯した。	 

（２）抜歯窩が治癒する抜歯 4週後、エンジ
ンリーマー#90（φ0.9	 mm）とピーソリーマ
ー#3（φ1.1	 mm）にて窩洞形成し、インプラ
ント（φ1.1	 mm、長さ 2〜3	 mm の純チタン棒）
を埋入した。一部はエンジンリーマー#90
（φ0.9	 mm）とゲーツドリル#3（φ1.2	 mm）
にて窩洞形成し、インプラント（φ1.2	 mm、
長さ 2〜3	 mm の純チタン棒）を埋入した。	 

（３）一定の治癒期間後、観察方法に合わせ
た試料作製を進めた。治癒期間は、本研究と
同様のモデルを用いたインプラント周囲骨
組織変化をもとに設定した。	 
	 インプラント周囲骨の特性を検証するた
めに、以下のような①〜③の観察方法を用い
て検索を行った。	 

①インプラント周囲骨の 3次元的観察	 
	 一部の試料は 10％中性ホルマリン固定液
による浸漬固定後、マイクロ CT 撮影し、周
囲骨の骨結合の状態などを観察した。	 

②骨ラベリングによる 3次元的観察	 
	 モデルラットの一部に 2種類の蛍光剤（ア
リザリンレッドとカルセイン）による骨ラベ
リングを施した。アリザリンレッドは安楽死
させる 3週間前、カルセインは１週間前に投
与した。（治癒期間 7 日のラットはカルセイ
ンのみ投与した。）試料を採取し、マイクロ
CT 撮影後、脱灰せずに樹脂に包埋し、研磨切
片を作製した。樹脂包埋切片において骨ラベ
リング像が観察可能であることを確認し、イ
ンプラント周囲骨を共焦点レーザー顕微鏡
（LSM	 710,	 Carl	 Zeiss）により、2 次元的お
よび 3次元的に撮影した。	 

③インプラント周囲骨の組織学的観察	 

・インプラント周囲骨組織全体の観察	 
	 研磨切片を用いて骨ラベリング像を撮影
した後、同切片をトルイジンブルー・塩基性
フクシンにより染色し、タイリング画像取得
システムによって、インプラント周囲骨組織
を広範囲に撮影した。	 

・インプラント周囲骨細胞の免疫組織化学的
検討	 
	 4％パラホルムアルデヒド固定液にて灌流
固定した後、脱灰した試料を凍結包埋し、切
片を作製した。この切片において骨細胞の機
能と関連した以下の 2種類の抗体を用いて免
疫組織化学的観察を行った。骨の石灰化に関
与する dentin	 matrix	 protein（DMP）1 に対
する蛍光免疫染色を行い、3 次元的に観察し
た。また、DMP1 と骨形成の抑制に関わる
sclerostin の蛍光二重染色を行い、染色を施
した切片を共焦点レーザー顕微鏡で 2次元的
および 3次元的に観察した。	 

・ Matrix	 metalloproteinases	 (MMPs) と
tissue	 inhibitor	 of	 metalloproteinase の
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免疫染色	 
	 4％パラホルムアルデヒド固定液にて灌流
固定した後、脱灰した試料をパラフィン包埋
および凍結包埋し、それぞれの薄切切片を作
製した。組織のリモデリングに重要な働きを
する matrix	 metalloproteinase（MMP）-2、
MMP-9、 MMP-13、 MMP を阻害する tissue	 
inhibitor	 of	 metalloproteinase	 （TIMP）
-1 の免疫染色を施し，光学顕微鏡および共焦
点レーザー顕微鏡にて観察した。また、パラ
フィン切片および凍結切片を用いて MMP-2 と
MMP-9、MMP-13 と TIMP-1 の蛍光二重免疫染色
を施した切片を共焦点レーザー顕微鏡で観
察した。	 	 
	 
４．研究成果	 
	 
主な成果	 
	 以上の実験を行い、（１）—（４）の成果を
得た。	 

（１）組織学的観察により、インプラントを
植立した直後のインプラント周囲骨には窩
洞形成面が明瞭に認められた。インプラント
囲骨組織の変化とともに、マイクロ CT 像か
らは経時的なインプラント周囲骨の治癒が
観察された（図１）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

（２）	 2 種類の骨ラベリング剤により、時期
を異にして形成された新生骨が確認された。
蛍光標識された新生骨は、インプラント周囲
骨、とくにインプラント-骨界面にみられた
（図 2）。	 

図 2．骨ラベリング像	 	 	 	 
共焦点レーザー顕微鏡による 3D 画像	 
（右：拡大）インプラント植立後１ヵ月	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 赤：アリザリンレッド	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 緑：カルセイン	 

	 

	 

	 

	 
（３）基質の石灰化に関与する DMP1 の蛍光
免疫染色により、すべての骨小腔がインプラ

ント周囲骨全体に明示され、DAPI による核染
色とともに観察することにより、インプラン
ト植立後早期の周囲骨に、骨細胞の変性・消
失した骨小腔が存在することが 2次元的およ
び 3 次元的に確認された(図 3)。DMP1 と
sclerostin の蛍光二重免疫染色の結果、イン
プラント周囲骨がリモデリングにより新生
骨に置換される過程で、DMP1 と sclerostin
のいずれにも陽性反応を示す骨細胞が多く
存在することが明らかになった(図 4)。	 

図 3．DMP1 の蛍光免疫染色像（DAPI 核染色）	 	 	 
インプラント植立後 7日	 
共焦点レーザー顕微鏡による 3D 画像	 
*：インプラント窩洞	 矢頭：空虚な骨小腔	 
	 

	 

	 	 

	 

	 
図 4．DMP1 と sclerostin の蛍光二重染色像	 	 
インプラント植立後 25 日	 
共焦点レーザー顕微鏡による 3D 画像	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 赤：DMP1	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 緑：sclerostin	 

	 

（４）組織リモデリングに関わる MMP-2、
MMP-9、MMP-13、MMP を阻害する TIMP-1 の免
疫染色の結果、いずれもインプラント周囲骨
組織、とくにリモデリングが活発に行われて
いる治癒過程の周囲骨細胞などに陽性反応
がみられた(図 5-8)。また、MMP-2 と MMP-9、
MMP-13 と TIMP-1 の蛍光二重染色を施した切
片を共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果、
いずれも活発なリモデリングが行われてい
る段階において、インプラント周囲骨に共陽
性反応が認められた。	 

図 5．MMP-2 の免疫染色像	 	 	 
インプラント植立後 10 日（10D）および 20
日（20D）	 *：インプラント窩洞	 

	 

	 

	 

図 6．MMP-9	 の免疫染色像	 	 	 	 
インプラント植立後 10 日（10D）および 20
日（20D）	 *：インプラント窩洞	 
	 	 

	 

	 

図 1.  
インプラント周囲骨の 
マイクロ CT像  
 
植立後 1ヵ月 
 

	 
a：矢状断
b：前頭断	 
c：水平断 
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図 7．MMP-13 の免疫染色像	 	 	 
�インプラント植立後 10 日（10D）および	 1 ヵ
月（1M）	 *：インプラント窩洞	 
	 	 

	 
	 
	 
	 

図 8．TIMP-1 の免疫染色像	 	 	 	 
�インプラント植立後 10 日（10D）および	 1 ヵ
月（1M）	 	 *：インプラント窩洞	 

�	 

	 

	 

（１）より、インプラント周囲骨の全体的な
治癒過程を 3次元的に確認することができた。	 

（２）より、治癒過程のインプラント周囲骨
組織における活発な骨リモデリングが、2 次
元的および 3次元的に確認された。また、イ
ンプラント周囲を広範囲に観察することで、
インプラント周囲の治癒変化が観察され、治
癒への骨リモデリングの役割が裏付けられ
た。	 

（３）より、インプラント植立後早期に空虚
な骨小腔がみられたことにより、窩洞形成が
周囲骨細胞に影響を与えることが強く示唆
された。インプラント周囲骨において、骨細
胞を中心とした骨内の細胞が窩洞形成やそ
の後の骨リモデリングと関連して変化する
こと、これらの細胞がインプラント周囲骨の
治癒に影響する可能性があることが示され
た。	 

（４）より、インプラント周囲骨の細胞は骨
基質の合成と分解にも関わり、骨リモデリン
グを局所的に調整している可能性が示され
た。	 
	 
（３）（４）より、インプラント周囲骨にお
いて、骨細胞などの骨中の細胞は、窩洞形成
後の骨リモデリングに深く関与し、インプラ
ント植立後の治癒に関連していることが推
察された。	 

	 本研究により、インプラント周囲組織が経
時的に変化することが確認され、骨細胞をは
じめとしたインプラント周囲骨中の細胞は
窩洞形成の影響を受けるとともに、インプラ
ント植立後の周囲組織の治癒、すなわちイン
プラントの成功に深く関わることが推測さ
れた。	 

	 
得られた成果の位置づけと今後の展望	 
	 	 本研究において、インプラント植立後の治
癒変化を 3次元的に観察することで、生物学

的安定にいたる骨組織の詳細な変化の一部
を明らかにできたと考えている。臨床でのイ
ンプラントの脱落と骨の状態の関連を考え
る上でも、本研究は有用な情報を与えると思
われる。	 
	 今後は、インプラント周囲の吸収変化や組
織変化を定量化するために、マイクロ CT に
よる解析や、組織形態計測などを試みたい。
また、本研究で用いた蛍光ラベリング法や組
織染色法において、インプラント周囲の広い
範囲に対して、さらに詳細な検索を深めてい
きたい。それにより、インプラント周囲組織
の治癒に関わる範囲、周囲組織が変化する重
要時期など、臨床に寄与する情報が得られる
と考えている。	 
	 今後さらに、インプラント周囲骨の傷害か
ら治癒する経時的変化と生物学的安定性獲
得にいたるメカニズムの検証を進める予定
である。	 
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