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研究成果の概要（和文）：骨再生に重要なWntシグナルは、グリコーゲン合成酵素キナーゼ-3 (GSK3) により調節され
ている。我々はGSK-3阻害薬であるリチウムに着目し、骨再生促進を試みた。動物実験では、リチウムは新生骨を形成
促進することが分かった。臨床試験では炭酸リチウムをインプラント埋入の為の抜歯窩に投与し、安全性および骨形成
促進能の有無について評価を行った。炭酸リチウムの抜歯窩投与は、有害事象を生じなかった。血中のリチウム濃度も
すべての症例において検出限界以下の量であり、炭酸リチウム局所投与における安全性が確認された。しかし、炭酸リ
チウムの骨形成促進効果の判定は被験者数を重ね、さらなる研究が必要と考えている。

研究成果の概要（英文）：Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) is known to be a key enzyme for regulating Wnt 
signaling pathway which is an important role of bone regeneration. We focused on “lithium”, GSK-3 
inhibitor, and attempted to accelerate bone regeneration by local application of lithium. In in vivo 
experiment using rodents, our results demonstrated that lithium could facilitate bone formation. 
Subsequently, we evaluated whether lithium application into extraction sites of teeth would be safe and 
effective on bone healing in a clinical trial. Local application of lithium carbonate did not cause 
adverse events in the process of bone healing. Serum lithium concentrations also were lower than a 
detection limit in all research subjects. These result suggested that safety of local lithium application 
was confirmed. However, further study would be necessary to evaluate an effectiveness of local lithium 
application for facilitating bone regeneration.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 

骨形成に関わる細胞内シグナル経路で、骨の
恒常性維持に不可欠とされている Wnt/ 

β-catenin シグナル伝達経路は、グリコーゲン
合成酵素キナーゼ-3（GSK3）により細胞内の 

β-catenin 量が調節されていることで、このシ
グナルは活性化される。そこでわれわれは
GSK-3 阻害薬であるリチウムに着目し、骨再
生促進を試みた。骨再生は厳密に調節されて
いる生物学的プロセスであり、高度に組織化
された物理的および一連の細胞経路が関与
している。骨を形成する骨芽細胞と骨を吸収
する破骨細胞の２種類の細胞が新生骨形成
に不可欠である。GSK-3 阻害薬であるリチウ
ム（LiCl: lithium chloride)（ナカライテスク, 京
都 , 日本）は、マウス前骨芽細胞株 

C3H10T1/2 細胞を用いた実験において、骨芽
細胞の分化を誘導し von kossa 染色にて石灰
化が亢進されていることが分かった。また、
マウス前破骨細胞株 RAW-D 細胞を用いた
実験では、TRAP 染色にて破骨細胞の分化を
抑制することがわかった。こうした結果より、
GSK-3 阻害薬であるリチウムは骨形成促進
作用が見られることがこれまでの研究で明
らかになってきた。そこで、Wnt/ β-catenin シ
グナル伝達経路を活性化する炭酸リチウム
の局所投与による骨再生効果を明らかにす
るため、動物実験モデルと臨床試験において
骨形成に及ぼす影響の解析を行った。 

 

２．研究の目的 

口腔外科領域における様々な疾患では、その
治癒過程において骨再生が大変重要である。
Wnt/β-catenin経路は骨形成に関与しているこ
とが知られており、様々な骨形成促進を試み
る臨床試験が行われているが、現在局所的に
Wnt/β-catenin経路を活性化させ骨形成を促進
させる試みは行われていない。本研究では、
Wnt/β-catenin経路を活性化しうる炭酸リチウ
ムを、1）動物実験モデルの人為的骨欠損部
への局所投与、2）歯科インプラント埋入の
ための抜歯窩へ局所投与し（臨床試験承認済
み）、炭酸リチウムによる骨形成促進効果に
ついて解析を行っていく。本研究の結果をも
とに、骨再生を期待する様々な口腔外科疾患
に対して、炭酸リチウムの臨床応用を最終目
標としている。 

 

３．研究の方法 

炭酸リチウムの局所投与による骨形成促進
効果を明らかにすることを目的とし、動物実
験モデルと臨床試験において炭酸リチウム
の局所投与による骨形成状態の解析を以下
の方法にて行った。 

（１）動物実験モデルにおいて、炭酸リチウ
ム局所投与の骨形成作用における影響の評
価を、以下のように行った。Wister ラット雄
11週齢の脛骨に、人為的に歯科用のバーで φ5

㎜×1 ㎜×1.5 ㎜の骨欠損を作製し、同部に炭酸
リ チ ウ ム （ Li2CO3: lithium carbonate ） 

（West-Ward Pharmaceutical Corp, Eatontown, 

New Jersey）10 ｍM を含有したマトリゲル
を局所投与し、吸収性のコラーゲン膜（コー
ケンティッシュガイド：高研, 東京, 日本）
で被覆した。コントロール群では PBS 含有し
たマトリゲルを局所投与した（図 1）。石灰化
速度算出のため屠殺  5 日前と  1 日前に 

2 ％炭酸水素ナトリウムで溶解したカルセ
イン（10 mg/kg）を皮下注射した。ラットは
14 日後に安楽死させて、脛骨を摘出しマイク
ロ CT 解析と非脱灰標本（Villanueva Bone 

staining）による骨形態計測を行った。 

 

 

（２）臨床試験では、九州大学病院インプラ
ントセンターにて臼歯抜歯後にインプラン
ト埋入術を施行する 20 歳以上 70 歳未満の日
本人を対象として、申請者らがすでに申請、
承認を得た臨床試験「歯科インプラント埋入
のための抜歯窩への炭酸リチウム局所単回
投与の安全性および骨形成促進作用を評価
する日本人成人を対象とした用量漸増比較
試験」を行い、炭酸リチウムの骨形成への関
与について解析を行っていった。 

用量漸増試験として以下に示すステップに
沿って、安全性を確認しながら行う（表 1）。 

成人を対象とし、ステップ 0（プラセボ投与
群）、ステップ 1～3（炭酸リチウム投与群）
各ステップ 3 名計 12 名で試験を行う。 

 



実施手順は以下の通りである（表 2）。 

1）抜歯当日、約 30 ml 採血を行う。うち約
20 mlを自己フィブリンゲルの作成に使用し、
10 ml を腎機能・肝機能検査に使用する。ま
た、表 2 に示すように、再来時採血を行い、
リチウム血中濃度測定および腎機能・肝機能
検査を行い、安全性を評価する。 

2）インプラント埋入予定部位の抜歯を局所
麻酔下に行い、抜歯窩に生理食塩水に溶解し、
滅菌処理を行った炭酸リチウム（プラセボ群
では生理食塩水のみ）を混合させた自己フィ
ブリンゲルを填入して縫合を行う。 

3）単純 X 線写真を経時的に撮影し、骨形成
状態を評価する。抜歯部位の CT 撮影を 12

週後に行い、インプラント体埋入部位の骨の
CT 値（HU:ハンスフィールド値）とインプラ
ント体外周 1mm の領域の CT 値を測定し、
その平均値を算出した。 

4）インプラント埋入時にトレフィンバーで
骨組織を採取し、病理組織学的評価を行った。
4％パラホルムアルデヒド溶液で固定し、PBS

で洗浄後、10％EDTA 溶液で脱灰を施行。パ
ラフィン包埋し、厚さ 5 mの切片を作製し、
Hematoxylin-Eosin（H-E）染色にて組織学的
評価を行い、さらに非脱灰標本を Villanueva 

bone staining して骨形態計測を施行した。 

5）埋入後 8 週で 2 次手術を施行し，共振
周波数測定器を用いて、ISQ 値（インプラン
ト安定指数）を測定し、埋入時に測定した ISQ

値との比較検討を行った。 

 

４．研究成果 

（１）動物実験モデルによる解析 

CT解析において、炭酸リチウム投与群では、
新生骨量がコントロール群と比較して有意
に多いことが分かった（図 2）。 

非脱灰標本（Villanueva bone staining）による
形態計測の結果を図 3 に示す。 

欠損部の新生骨形成では、まず骨芽細胞によ
り仮骨を形成する。外側性の仮骨は、自然光
で骨面のほとんどが吸収面で、偏光では線維
状骨が層板骨に全く置換されておらず、蛍光
から石灰化が非常に幼弱であった。骨髄側へ
の内膜骨形成（endosteal bone formation)は、
層板骨に置換しており、皮質骨の再生を認め
た。リチウムを投与している群ではコントロ
ールに比べて骨が緻密に再生していた
（BV/TV) 。さらに、類骨形成が多く、骨形
成が活発な部位（Endo Cortical Area ）と、構
造的に元の皮質骨におおよそ再生されてい

る部位（Intra Cortical Area)に分けて、層板
骨と線維状骨の割合を計測した。 Endo 

Cortical Area、Intra Cortical Area いずれに
おいても炭酸リチウムを投与した群で層板
骨の割合が多かった。また、カルセインによ
る二重標識を行い、蛍光で石灰化速度（MAR)

を測定したところ、Endo Cortical Area、Intra 
Cortical Area いずれにおいても炭酸リチウ
ムを投与した群で石灰化速度が遅かった。強
度のある層板骨を形成するときは石灰化速
度が遅くなる。これらのことから、リチウム
を投与することで、強度のある骨再生が可能
であることが示唆された。さらに、骨欠損周
囲の海綿骨においても、炭酸リチウム局所投
与で炎症反応による骨吸収が抑制されてい
ることが示唆された。 

 

（２）臨床試験では、非投与群（3 人）と炭
酸リチウム投与群（7 人）がエントリーして
いたが、いずれの群も抜歯後に感染症を起こ
した症例はなく、治癒経過良好であった。そ
の後、炭酸リチウム投与群の 1 ｍM 群で 1

人と 3 ｍM で 1 人が、歯周炎病態の悪化およ
び治療計画変更によりドロップアウトした
ため、炭酸リチウム投与群の 1 ｍM が 2 人、
3 ｍM が 2 人、10 ｍM が 1 人の計 5 人とな
った。代表例の臨床試験の流れとその結果を
図 4～図 9 に示す。 



 

 

 

 

下表に示すようにインプラント埋入直前の
CT より解析した歯槽骨の CT 値は、炭酸リチ
ウム 3 mM の群ででやや高い傾向を示したが、
炭酸リチウム 1 ｍMおよび 10 ｍMの群では
コントロール群よりも低い結果となった。イ
ンプラント埋入時の ISQ値や埋入トルク値は
いずれの群においても大差なく、十分な初期
固定を得ることができた。抜歯から埋入まで
の日数は、炭酸リチウム投与群の 3 ｍM およ
び 10 ｍM で短縮する傾向がみられた。 

 

非脱灰標本を Villanueva bone staining し、骨
形態計測を施行したデータを下表に示す。 

炭酸リチウム投与が高濃度になるにつれ、骨
芽細胞数が増加し、類骨量が増加し、骨梁数
が増えることで、海綿骨が密になり、骨梁間
隙が減少していた。破骨細胞数には明らかな

影響は認めなかった。骨強度の指標となる層
板骨量に関しては、炭酸リチウム投与により
むしろ減少する傾向となった。 

 

炭酸リチウムを抜歯窩に投与することで、抜
歯窩治癒不全、肝機能および腎機能障害など
の有害事象を生じることはなかった。血中の
リチウム濃度もすべての症例において検出
限界以下の量であり、炭酸リチウム局所投与
における安全性が確認された。しかしながら、
本研究は個体差の非常に大きな実験となる
ため、炭酸リチウムの骨形成促進効果の判定
は被験者数を今後重ねていかなければ、明ら
かにはできないと考えている。 
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