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研究成果の概要（和文）：本研究では，実験的にAGE架橋の増加がみられる高ホモシステイン血症動物モデルを
用いて，非生理的コラーゲン架橋が骨の脆性破壊強度に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした.大腿骨の3
点曲げ試験の結果，メチオニン投与により，最大荷重と破断力において実験群の方が対照群よりも有意に高い値
を示した.また下顎骨のナノインデンテーション試験の結果，高メチオニン食群の方が通常食群に比ベテ貯蔵弾
性率が低い傾向を示し，また応力の低下を示した．非酵素的コラーゲン架橋が増加したことにより，骨の物性が
変化し，微小破壊(マイクロクラック)が生じやすくなった可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to clarify the loss of bone toughening 
mechanism with aging processes mainly associated with AGEs by means of multi-scale mechanical 
testing, such as three-point bending and nanoindentation tests. A three-point bending test revealed 
a greater reduction in femoral fracture resistance in methionine-rich diet rabbits despite the 
higher maximum and breaking forces than those of normal diet rabbits. The strain-dependent 
stiffening was likely associated with strain-energy transfer to the superior normal diet 
cross-linked bone matrix network, while the reduction in the enzymatic crosslinking matrix in bone 
samples from the methionine-rich diet rabbits likely diminished the intrinsic bone toughening 
mechanism.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
骨密度と骨質から規定される骨強度はイン
プラント治療において極めて重要な因子と
考えられているが，術前 CT検査でのハンス
フィールド値だけで評価することは難しく，
その客観的評価方法は未だ確立されていな
い．近年，骨折しやすい骨としにくい骨の違
いを明らかにする研究が進み，骨強度に影響
を及ぼす因子として骨の微細構造とともに，
コラーゲン架橋が注目されている．コラーゲ
ン架橋は形成機序や機能の差により「生理的
架橋」と酵素反応を介さずに形成される「非
生理的架橋」の二つに分類される．非生理的
架橋は老化や糖尿病などに関わりのある
AGEs (Advanced glycation end products)と
呼ばれるものであり，中でもペントシジンは
代表的な AGEsである．これまでの研究から
「生理的架橋」はコラーゲン線維の強度を高
める「善玉架橋」であるのに対し AGEs架橋
はコラーゲン線維を脆弱化させる「悪玉架
橋」と考えられるようになってきた．また，
骨内ペントシジン含有量は血液中の濃度と
正相関し，閉経後の 2型糖尿病患者では血中
ペントシジン高値が独立した骨折リスクと
なることを報告している. これらのことから，
血中もしくは尿中ペントシジン測定は，骨密
度だけでは評価できない易骨折性を予測で
きる骨質劣化マーカーとなる可能性が高い
と考えられるが，顎骨の骨質にどのような影
響を及ぼしているかについては全く分かっ
ていない．  
２．研究の目的 
そこで本研究は，実験的に AGE 架橋の増加
がみられる高ホモシステイン血症動物モデ
ルを用いて，非生理的コラーゲン架橋が骨
の脆性破壊強度に及ぼす影響を明らかにす
ることを目的とした. 
３．研究の方法 
17-18 週齢ニュージーランド白色種雌性ウサ
ギを用いて，高ホモシステイン血症モデル
の作成を行った.全身麻酔下にて卵巣摘出手
術を行った後，1%L-メチオニン混合固形試料
を 1 日あたり 100g，16 週間給餌させ，高ホ
モシステイン血症を誘発した.一方，対照群
には実験動物用固形試料を給餌した.16 週経
過後に右側大腿骨を採取し，骨強度測定装置
を用いて 3 点曲げ試験を行った. 骨強度計
（MZ-500S，株式会社マルトー，東京都）を
用いて三点曲げ試験（支点間距離：80 mm，
計測速度：5 mm/min）により左右大腿骨の骨
幹部（骨中央）における骨強度（最大荷重，
剛性及び破断エネルギー）を測定した． 
加えられた力に抗して変形する領域を弾性
領域，抗することなく変形する領域を可塑性
領域，弾性領域から可塑性領域への変換点を
降伏点（0.02％オフセット）とした．破断ま
でに加えられた力の最大値を最大荷重（N），
直線部分（弾性領域）の傾きを剛性（N/mm），
破断するまでに加えられた力の積分値（mJ）
を破断エネルギー，降伏点までの破断エネル

ギーを弾性領域のエネルギー，降伏点以降の
破断エネルギーを可塑性領域のエネルギー
とした．統計学的解析には Students t-test
を用いて検定を行った(P<0.05). 
また 17-18 週齢ニュージーランド白色種雌
性ウサギを用いて，高ホモシステイン血症モ
デルを作製後，下顎骨の脆性破壊強度の検討
を行った．大腿骨とは違い，試料が小さく 3
点曲げ試験を用いることができないため，ナ
ノインデンテーション試験を用いて評価を
行った．三角錐状のダイヤモンドの微小圧子
を用いて皮質骨表面で荷重-除荷試験を行い，
ナノスケール の圧痕から準静的に硬さと弾
性係数を評価した．動的試験として試料表面
に最大荷重 500μN インデンテーションを行
い，ホールディングしながら 0.1,1,10Hz の
振動を与えることで，ひずみ速度(単位時間
あたりの変形量)に対する物性変化を測定し，
貯蔵弾性率および粘弾性を検討した．また，
準静的試験として，圧子の先端が試料表面よ
り深さ 200 nm に到達するまでに 20 nm/s,40 
nm/s と異なる速さでインデントした後 60 秒
間の時間経過に対するエネルギー吸収を測
定した．粘弾性材料では，一定の変形量を維
持するための荷重が時間とともに減少する
応力緩和が起こるかどうかを検討した． 
さ ら に研究に同意の得られたインプラント
埋入予定患者 28 名(男性 15 名，女性 13 名)
に対し，骨質劣化マーカーと考えられる血中
ペントシジン量およびホモシステイン量 の
測定を行った．その後，術中にインプラント
埋入部から得られる骨生検試料の脆性破壊
強度を測定した． 
４．研究成果 
(1)メチオニン投与により，最大荷重と破断
力において実験群（287.26±24.10N, 254.09
±43.88N）の方が対照群（262.23±22.8N, 
208.11±27.74N）よりも有意に高い値を示し
た.一方，破断時間，破断変形はやや低い傾
向を，Stiffness，破断エネルギーに関して
はやや高値の傾向を示したが，有意な差は認
めなかった. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)下顎骨の脆性破壊強度を検討した．最大
荷重 500μN を周期的に皮質骨に対して加え
ることで，下顎骨の貯蔵弾性率を比較したと
ころ，通常食群は周波数を変化した際に貯蔵
弾性率の上昇を認めたのに対して，高メチオ
ニン食群は周波数を変化させても貯蔵弾性



率の上昇は起こらず，さらに 1Hz,10Hz 測定
時に両群間で有意な差を認めた．また，0.1Hz
〜10Hz までの各周波数における動的粘弾性
の大きさ Tanδを検討したところ，通常食群
が高メチオニン食群よりも有意に高い値を
示した．さらに下顎骨の応力緩和を検討する
ため，静的試験としてインデントを 200nm の
深さで変位をコントロールして圧子に生じ
る応力の減少を測定したところ，通常食群は
40nm/s で深さ方向にインデントした際に
20nm/s よりも応力の変化を生じたのに対し
て，高メチオニン食群は深さ方向への速度を
変化させても応力の変化を生じなかった．つ
まり，高メチオニン食群の方が通常食群に比
べて貯蔵弾性率が低い傾向を示し，また，イ
ンデントを200nmの深さで変位をコントロー
ルして圧子に生じる応力の減少を測定した
結果，高メチオニン食群のほうが通常食群に
比べて応力の低下を示した. 
以上より，非酵素的コラーゲン架橋が増加し
たことにより，骨の物性が変化し，微小破壊
(マイクロクラック)が生じやすくなり，コン
トロール側の骨に比べてインデンテーショ
ンにより変形が生じたため，応力の低下を示
した可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ホモシステイン量に関しては男性が平
均 11.6 nmol/ml であったのに対し，女性は
平均 8.1 nmol/ml であった．一方，ペントシ
ジン量に関しては男性が平均 29.5 pmol/ml
であったのに対し，女性は平均 27.1 pmol/ml
であった．いずれも女性の方が若干低い値を
示したものの，両群間で有意な差は認められ
なかった．インプラント埋入時に直径 3mm の
トレフィンバーを用いて骨試料を採取後，レ
ジン包埋しナノインデンテーション検 査 を
行ったところ，ペントシジン量が高値を示し
た被験者の試料では準静的試験におけるク
リープ率が高い傾向が認められた． 
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