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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、インプラント周囲における新生骨のミネラル成分
による骨質評価について明らかにする。新生骨の石灰化は皮質骨に伸展する部位からPO4

3-、CO3
2-、

および Amide I の分布量が経時的に高くなり石灰化が観察された。また皮質骨から離れた新生
骨において、PO4

3-、CO3
2-、および Amide I は経時的に分布量が高くなるが、皮質骨から伸展す

る部位と比較すると分布量は低かった。本研究は骨を構成する元素・分子の化学結合や分布量
から石灰化に関わる骨質の変化が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate changes in bone quality 
associated with the mineralization of new bone forming around implants. This study 
investigated the quality and composition of new bone that formed around implants at 4 
and 8 weeks post-implantation, compared to those of cortical bone. In new bone near 
cortical bone, PO4

3-, CO3
2-, and amide I distributions increased over time, and 

calcification progressed. In new bone more distant from cortical bone, PO4
3-, CO3

2-, and 
amide I distributions also increased over time, but to a lesser extent compared to that 
close to cortical bone. Our findings clearly showed changes in bone quality related to 
the degree of mineralization, based on sequential changes in chemical bonding and the 
distribution of elements and molecules comprising bone. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、インプラント周囲に形成された新
生骨の石灰化に関わる骨質変化を明らかに
す る た め に 、 X-ray Photoelectron 

Spectroscopy (XPS)による元素の定性分析と
定量分析、偏光顕微鏡による組織の観察、お
よび顕微赤外分光法である FTIR Imaging に
よる新生骨と皮質骨の分子分布を行い、イン



プラント周囲における新生骨の生体アパタ
イト結晶がオッセオインテグレーション（骨
結合）に与える影響について明らかにする。 
 
 
 
２．研究の目的 
インプラント周囲の骨質評価に関する研究
において，Nakano や石本らは新生骨の骨密度
や生体アパタイトの配向性について報告し，
また Guptaらは生体アパタイト結晶における
微小サイズでの石灰化器質について報告し
ている。また骨質評価に関連する我々の研究
グループでは，インプラント周囲に形成され
た新生骨と皮質骨の骨質評価として偏光顕
微鏡および走査電子顕微鏡を利用した骨組
織の観察，顕微 FT-Raman 分析で新生骨にお
けるリン酸のピークの分析， PSPC Micro-XRD
でアパタイトのピークの分析，顕微 FTIR 分
析で生体アパタイト結晶の分析，Micro-CT で
新生骨の骨梁形成の観察および骨塩量の測
定，さらにパラメトリック X線による新生骨
の観察などの研究から，新生骨と皮質骨での
骨質評価を行い，両者には異なる骨質である
ことを示唆してきた。特に新生骨に関連する
基礎的研究は極めて少なく，骨の基本構造で
ある生体アパタイトの分子や元素の状態に
おいては今日まで見過ごされているのが現
状である。 

そこで本研究は、インプラント周囲に形成
された新生骨の石灰化に関わる骨質変化を
明らかにするために、偏光顕微鏡による組織
の観察と顕微 FTIR Imaging による新生骨と
皮質骨の分子分布から、以下の知見を得た。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
 本研究の実験プロトコールは，日本大学
松戸歯学部動物実験倫理委員会の承認を受
けて実施された（No.07-0016 号）。実験動物
は，1 週間の予備飼育した 18 週齢の兎，雄，
体重約 3 kg，8 羽を使用した。 
 
(2) 試験材料 

本研究は、直径 3.0 mm，長さ 7.0 mm に成
型したTi-15%Zr-4%Nb-4%Ta (Ti-15-4-4)製イ
ンプラントを用い、エッチング処理と疑似体
液に浸漬した表面処理を施した材料を使用
した。 
 
(3) 埋入方法 

兎はケタラール静注用®を 2.0mg/kg の分量
で投与し，全身麻酔を行った．埋入窩は膝間
接から抹消 20mm の脛骨に，滅菌生理食塩水
による注水下で直径 2.8mmのラウンドバーで

左右両側に一箇所ずつ形成を行い、インプラ
ント試料を埋入した．兎は術後にヨードチン
キによる消毒を 3 日間行い、埋入後 4 週と 8
週で過量の全身麻酔薬の投与により屠殺を
行い、脛骨を摘出した。 
摘出した左右側の脛骨は 10%ホルマリン溶

液にて浸漬固定を行った。脛骨は，70-100％
エタノールと 100％アセトンにより脱水と脱
脂を行い，樹脂に包埋した．標本は，インプ
ラントの長軸に対し平行に，ダイアモンドデ
ィスクを用いて薄切（約 100μm）し，無染色
の非脱灰標本を作製した。 
1)偏光顕微鏡観察 
骨の非脱灰標本は，無機質と有機質のいず

れも含有している複雑な組織である．PMは骨
に偏光を照射し，複屈折特性による偏光像と
干渉像を呈示させる性質を利用した観察法
である．偏光顕微鏡（Optiphoto2-POL： Nikon 
Co., Ltd, Japan）は、新生骨と皮質骨にお
ける骨質変化をクロスニコル法(cross nicol 
method)と検板法(gypsum Plate method)で観
察を行った。 
2)FTIR Imaging 測定 
本研究では、新生骨と皮質骨に含有される分
子分布測定の為に，FTIR Imaging (Spotlight 
400: PerkinElmer, Inc., MA, USA)を用いて
反射イメージング測定を行った．測定部位は、
XPS 測定と同じ箇所とした．測定条件は、測
定波数範囲：4000-680cm-1, 積算回数：2回, 
分解能：4cm-1, データ変換：K-K 変換, PCA
解析, イメージ画像のピクセルサイズ：25μ
mとした。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 偏光顕微鏡観察 
Fig.1 (A and B)と Fig.2 (A and B)は，コ

ラーゲン線維の配向性が特徴的に表れるク
ロスニコル法と検板法の観察結果を示す．新
生骨と皮質骨の境界は Fig. 4 に示す。4週の
新生骨は、皮質骨からインプラントへ伸展し，
クロスニコル法の観察像で消光位と対角位
が索状で不規則な配列を示し，層板構造を形
成していないために皮質骨との境界が明瞭
であった．索状の部分はインプラント埋入後
に形成された新生骨であり，4 週の新生骨は
未成熟な線維性骨であることを観察した．8
週の新生骨は皮質骨と平行して数層の縦走
層板、つまり第 1 次 Havers 層板と管状構造
を観察し(Fig. 3)，皮質骨との境界が不明瞭
であった．しかし層板数はまだ少なく，各層
板内におけるコラーゲン線維の走行の規則
性が不十分なことから，8 週の新生骨はフェ
ルト状層板または最小層板系の骨質である
ことを観察した．検板法において、4 週の新
生骨は散在性に強い偏光特性を示す部分が



4週の新生骨(Fig. 1)は，皮質骨に比べPO4
3-

と CO3
2-共に分布量が少なかった．皮質骨は、

主に赤・黄色（分布量：High）を示し、新生
骨では緑・青色（分布量：Middle から Low）
を示した。皮質骨と新生骨は、吸収の異なる
明瞭な境界が認められた。一方、CO3

2-/PO4
3-

比の分布(Fig.6-F)において，新生骨と皮質
骨の違いは観察されなかった． 

観察された。8 週の新生骨は皮質骨に接する
部分では規則的に強い偏光特性を観察し、皮
質骨から離れた部位では散在性に示す偏光
特性が観察された． 
 
(2) FTIR Imaging 測定 
Fig.1-C と Fig.2-C に示すスペクトルは，

骨の主要成分である PO4
3-（HA 由来），CO3

2-（HA
中の PO4

3-や OH-に置換した CO3
2-），および

Amide I-Ⅲ（骨を構成する蛋白質，主に Type 
I コラーゲン由来）の存在を示す。Fig.1 と
Fig.2 のイメージ像（D,E,F）は PO4

3-，CO3
2-，

および CO3
2-/PO4

3-比の分布量を示す。 

8 週の新生骨(Fig. 2)において PO4
3-と CO3

2-

共に皮質骨から伸展する部位では、緑・黄色
で一部赤色（分布量：Middle から High）を
示し皮質骨に近い石灰化となるが、離れた部
位は緑・青色（分布量：Middle から Low）
を示し、石灰化が低い結果となった。 
 Fig.4 は 4 週と 8 週における PO4

3-/Amide I
比の分布量を示す．4 週の新生骨において、
皮質骨と接する大部分は緑色（分布量：
Middle）を示し境界は明瞭であるが、皮質骨
から離れた部位では青色（分布量：Low）を
示し PO4

3-が少ない骨であった。8 週の新生骨
は 4週と比較すると、皮質骨と接する部位で
は赤・黄色（分布量:High）を示し、皮質骨
から離れた部位では黄・緑色（分布量：Middle
から High）を示した。FTIR Imaging におい
て 4週よりも 8週の新生骨は PO4

3-、CO3
2-、お

よび Amide I の分布量が多くなり，新生骨と
皮質骨の境界は 8週で不明瞭となった． 
 
本研究は助成金交付 3年間で，本研究は新

生骨と皮質骨の境界部において、新生骨の石
灰化は皮質骨に接する部位から PO4

3-、CO3
2-、

および Amide I の分布量が高くなり、4 週か
ら 8週にかけて経時的な石灰化が観察された。
皮質骨から離れた新生骨において、PO4

3-、CO3
2-、

および Amide I は経時的に分布量が高くなる
が、皮質骨に接する部位と比較すると分布量
は低かった。8週の偏光顕微鏡観察において、
皮質骨から伸展する新生骨は Havers 層板が
観察され、インプラント埋入時の外科的侵襲
で血管の断端から派生した微細血管構築よ
り、石灰化の進行が考えられた。そこで新生
骨の石灰化は皮質骨に接する部位から微細
血管構築により、4 週から 8 週において XPS
で Ca と P の経時的な上昇や、FTIR Imaging
で PO4

3-、CO3
2-、および Amide I の分布量が高

くなり、生体アパタイト結晶がオッセオイン
テグレーションに与える骨質変化が明らか
となった。そこで今日まで明らかにできなか
った元素・分子レベルの経時的変化について
研究が行えたことは、大きな成果といえるで
あろう。 
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