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研究成果の概要（和文）：ラット頭頂骨規格化骨欠損実験系を用いて、修復骨基質の石灰化を検討することを目的 と
した。全身麻酔下に、生後 12 週齢ラットの頭頂骨に規格化骨欠損 を作製し、術後 1 週、2 週、4 週および 8 週の
段階で形成された修復骨の骨密度とCa, P, Cの元素の分布と相対的な濃度を解析した。骨の修復過程において、修復骨
基質の量的な増大に並行して、有機質が減少しミネラルが 成熟して石灰化が進行することが示された。また、ラット
頭蓋骨発生・成長過程も検討し、同様に石灰化が有機質の減少を伴いながら進行することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The present study was designed to investigate the process of calcification during 
bone healing in a standardized rat calvarial bone defect model. A standard defect with diameter 3.8 mm 
was made on the parietal bone of 12-week-old male Wistar rats under anesthesia. The healing bone was 
analyzed with micro-computed tomography and energy dispersive X-ray spectroscopy in weeks 1,2,4 and 8. 
The bone mineral density and the Ca/P ratio increased, whereas the C/Ca and C/P ratios decreased during 
bone healing. The present study demonstrated that the mineral components increase in density and mature 
in quality while organic components decrease. Our following study revealed the comparable calcification 
process during development of rat calvarial bone development.

研究分野：形態系基礎歯科学・口腔解剖学・組織学・発生学

キーワード： 骨　修復　石灰化　マイクロCT　分析走査電子顕微鏡　頭蓋骨　ラット　発生・成長
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１．研究開始当初の背景 
 
胎生期や生後の骨の発生成長過程では、細
胞外マトリックス分子の集積、ミネラル結
晶の増大と成熟および細胞外マトリックス
分 子の分解などの特徴的な現象が細胞外で
複合して起こることがられている。一方、
骨の修復過程においても、同様な細胞外現
象が重要な役割を担うと考えられるが、そ
の知見は乏しい。成長因子、生体材料や物
理学的刺激など、骨修復を促進する因子や手
段に ついては広範に研究されてきた。一方、
骨修復それ自体の生物学的な理解は乏しい。
骨修復に際して、骨基質を構成するミネラ
ルがどのように集積され、石灰化がどのよ
うに進行するかは不明である。また、修復
骨の石灰化が正常な骨の水準に達するか否
かも知られていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究はラット頭蓋骨規格化骨欠損実験系
を利用し、修復骨における石灰化の進行を検
討することを目的とした。 石灰化状態は、
マイクロ  CT で解析した骨密度および走査
電子顕微鏡によるエネルギー分散型 X 線分
析(SEM-EDX)で得られた骨基質の構成元素
(Ca、P、C) の分布と濃度で評価した。 
 さらに、修復骨の形成過程を深く理解する
ため、ラット頭蓋骨発生・成長過程の試料を
作製し同様に検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)実験動物 
生後  12 週齢  Wistar 系雄性ラット(体重 
250-300g)を用いた。使用ラットは  SLC 
(Kotoh , Shizuoka , Japan)より購入し、実験
期間中はラット用固形飼 料および水にて飼
育した。また実験動物の取り扱いについては、
東北大学にお ける動物実験に関する指針に
則った。 
 
(2)ラット頭蓋骨規格化骨欠損実験系 
ラット頭頂骨に以下の操作で規格化骨欠損
を作製した。イソフルランを吸入麻 酔後、
ペントバルビタール(50mg/kg)を腹腔内に注
射し全身麻酔を施した。両側 側頭線に沿っ
て約 1.5cm の皮膚切開を加え、皮膚、骨膜
の順に剥離・翻転し、 頭頂骨を露出させた。
右側頭頂骨に直径 3.8mm のトレフィンバ
ーを用いて、生理食塩水注水下に、骨を貫通
する円形の規格化骨欠損を作製した。この際、
脳硬膜を損傷しないように留意した。剥離・
翻転した皮膚、骨膜を復位後縫合した。 
 
(3)実験試料作製 
術後一定期間飼育し、骨欠損作製後 1 週、2
週、4 週、8 週の各時点において、イソフル
ラン吸入麻酔後、ペントバルビタール 

(50mg/kg) を腹腔内に注射し全身麻酔を施
し、4%パラホルムアルデヒド-0.1M リン酸
緩衝溶液、pH7.4 で灌流固定した。固定後、
頭蓋骨を摘出し、4°Cで固定液に一昼夜浸漬
後マイクロ CT にて観察した。生後 12 週
齢 Wistar 系雄性ラットを同様の方法にて
固定し、 コントロールとした。 
 
(4)マイクロ CT 解析 
術後 1 週、2 週、4 週、8 週の各時点とコン
トロール各 7 匹、計 35 匹のラット 頭蓋骨
を用い、マイクロ CT (Scan Xmate-E090 , 
Comscan , Kanagawa , Japan)を利用した解
析を一定の条件下にて行った。撮影条件は管
電圧 80kv、 管電流 120μA、管電力 10W、
倍率 1.8、分解能 27.3μm/pixel とした。撮
影後、3 次元解析ソフト (TRI3D Bon64、
Ratoc、Tokyo、Japan) にて撮影画像の解析
を行った。閾値は、胎生 18 日ラットの軟組
織と骨組織を分離する値を視覚的に検討し、
決定した。欠損部に相当する部位をコントロ
ール頭蓋骨において同様に測定し、石灰化の
指標として用いた。3 次元解析ソフトにて、
骨欠損領域に認められた修復骨の骨体積 
(BV ,cm3)と骨塩量 (BMC , mg)を直接的に
計測し、骨密度 (BMD=BMC/BV , mg/cm3) 
を算出した。 
 
(5)組織学的検討 
頭蓋骨を、ヘキサンとドライアイスを用 い
4%CMC (Carboxymethyl cellulose sodium 
salt)(Leica Microsystems, Japan)で凍結包
埋し、切片を作製した。  非脱灰で Cryo 
transfer kit を利用し、欠損中央部まで連続
凍結切片(20μm 厚) を作製した。得られた組
織切片 にトルイジンブルー染色を施し検討
した。 
 
(6)走査電子顕微鏡によるエネルギー分 散 型 
X 線分析(SEM-EDX) 
非脱灰連続切片を作製し残った試料は、0.1M 
リン酸緩衝液により洗浄し、エタノールによ
る脱水を施した。脱水後、t-ブチルアルコール
にて凍結包埋し、 凍結乾燥した。得られた
試料を走査電子顕微鏡 (JSM-6390 LA, 
EX-2300, JEOL, TOKYO, Japan)の試料台
に切片作製断面を上として炭素テープで直
立させ、保持した。測定部位は欠損中央部の
断面とした。断面を対象にミネラルを構成す
る元素 (Ca, P, C)の分布と濃度を元素マッピ
ング、線分析および点分 析で検討した。さ
らに、点分析の結果から元素の濃度比 Ca/P、
C/Ca および C/Pを算出した。解析対象は各
時点において 7個体とした。 
 
(7)統計処理 
頭蓋骨規格化骨欠損作製後 1週、2週、4週、
8 週の各時点、及びコントロー ルの各 7 個
体 (n=7)を解析した。統計解析には SPSS 
16.0 J for Windows (SPSS Japan inc, Tokyo, 



Japan)を用いた。マイクロ CT 解析で得ら
れた骨密度 (BMD) については、一元配置分
散分析を施行後 Bonferroni 法を用い、また 
SEM-EDX から得られた元素の濃度比 
Ca/P、C/Ca および C/P については、一元
配置分散分析を施行後 Games-Howell 法を
用いて多重比較検定を行った。有意水準は
5% 未満(p<0.05)で検討した。 
 
(8) 頭蓋骨発生・成長過程の検討 
胎生 16、18、20日齢、生後 1、6週齢のラッ
トを固定し、頭部を試料とした。その後、試
料を非脱灰で上記(6)と同様に凍結包埋して
頭蓋骨前方部まで前頭方向に切片を作製し、
組織学的に検討した。また、切片を得た凍結
包埋試料を凍結乾燥し、断面を対象に分析走
査電子顕微鏡(SEM-EDX)を用いて構成元素 
(Ca，P，C)の分布と相対的な濃度を解析した。
さらに、X 線回折 (XRD)および赤外分光法
（FT-IR）により、各発生・成長段階のラッ
ト頭蓋骨基質の結晶を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(結果) 
 
頭蓋骨規格化骨欠損作製後 1週、2週、4週、
8週の各時点、及びコントロールの各7 個体、
計 35 個体を分析検討した。 
 
(1)マイクロ CT 画像 
術後 1週の段階で、骨欠損部に形成された修
復骨が確認された。修復骨は、周囲の 既存骨
より伸長していたが、ときに欠損部内に島状
に孤立して観察された。術後 8 週 の段階で
は、欠損部は修復骨によりほぼ覆われた状
態であった。修復骨は既存骨と接する周辺
部において厚みがあり、欠損中央部で薄い
形状であった。 
 
(2)走査電子顕微鏡(SEM)観察 
術後 1週の段階で、骨欠損部に形成された修
復骨が認められた。術後 1週、2週、4週、 8
週と術後週齢が増すに伴い、修復骨は伸長し
厚みを増した。また、術後 1週で粗造 であっ
た骨基質は術後8週で密な構造となり、コン
トロールの構造に近づいた。 
 
(3)組織学的検討 
術後 1週の段階で既存骨から伸長した修復骨
が観察された。骨表面には骨芽細胞が 見ら
れ、骨基質内に骨細胞が認められた。術後 1
週、2 週、4 週、8 週と術後週齢が増 すに伴
い、修復骨は伸長し厚みを増した。また、術
後週齢とともに、骨基質は密な構造となった。 
 
(4)骨密度 
修復骨の体積 (BV)は術後 8 週で術後 1 週の
約 11 倍となり、骨塩量(BMC)は約 30 倍 とな
った。BV と BMC から算出した骨密度(BMD)

は術後 8 週で術後 1 週の約 3 倍 だった。術
後 8週の BMD は術後 1週、2週および 4週よ
り有意に高く、術後 4週の BMD は術後 1週お
よび 2 週より有意に高かった。術後 2 週の 
BMD は術後 1週より有意に高 かった。一方、
術後 1週、2週、4週及び 8週の BMD は、コ
ントロールより有意に低かっ た。 
 
(5)エネルギー分散型 X 線分析(EDX) 
①元素マッピング  
修復骨における元素マッピングの結 果 、 Ca 
は骨基質に特異的に集積していた。P の元素
分布は Ca の元素分布にほぼ対応していた。
一方、C は Ca と P が集積していな い領域
に集積し、C の元素分布は Ca と P の元素
分布と相補的であった。術後 1週から 8 週に
かけて、修復骨の増大に伴い Ca および P 
の分布領域は拡大し、C の分布領域 は縮小
した。 
 
②線分析  
線分析の結果、Ca と P の線分析値は類似し
た。一方、C の値は Ca と P が低い値を示 
す部位で高く、Ca と P が高い値を示す部位
で低かった。Ca、P、C の線分析値 は術後 1
週で大きく変動していたが、術後週齢に伴い
変動は小さくなった。 
 
③点分析  
各術後週齢の修復骨およびコントロールの
それぞれ 7個体の観察面において、Ca 濃 度
が高い点を任意に 7点抽出し点分析した。Ca 
の P に対する濃度比(Ca/P)は術後 4 週、8週
およびコントロールで術後1週より有意に高
かった。一方、C の Ca と P それぞれに対
する濃度比(C/Ca、C/P)はいずれも術後1週、
2週および4週で コントロールより有意に高
かった。 
 
(6)頭蓋骨発生・成長過程 
組織切片上で、胎生 16 日に頭蓋骨の形成が
認められた。SEM-EDX による分析では、Ca と
P の元素分布は骨組織に一致して見られ、C
の元素分布とは相補的であった。骨基質にお
ける元素濃度比 Ca/P は胎生 16 日で低く、発
生・成長に伴い上昇する傾向が見られた。ま
た、C/Ca、C/P は胎生 16 日で高く、胎生 18
日以降は低下した。さらに、XRD と FTIR によ
る解析では、胎生 16 日以降生後 6 週に至る
過程で骨基質の結晶構造が成熟することが
示された。 
 
(考察) 
 
骨の成長に伴い骨体積が増加し、かつ骨密
度が上昇することが知られている。骨欠損の
修復過程でも、修復骨の伸長と厚みの増大
の結果として骨体積の増加が認められる
が、この体積増加に骨密度の上昇が伴うか
否かは不明であった。そこで本研究では、ラ



ット頭蓋骨規格化骨欠損実験系を利用し、修
復骨における骨密度(BMD)の動態を検討した。
BMD は術後週齢に伴い漸次上昇し、術後 8 
週で術後 1 週の約 3 倍に達した。本研究は
骨欠損部に自己修復の機転で形成される修
復骨の骨密度が、時間経過とともに上昇す
ることを実験的に初めて示した。修復が進
み修復骨の体積 が増すに伴い、含まれるミ
ネラルの密度が漸次上昇することが考 え ら
れる。こ れはミネラルに乏しい未熟な修復
骨が欠損を埋めた後でミネラルが増大し密
度が上昇するのではなく、ミネラル密度の
上昇が修復骨の量としての増大と並行 して
進行することを示している。 

骨 の  Ca/P 比は増齢で上昇する
が、これに関連して、骨に含まれるミネラ
ルは成熟するに伴い理想的なヒドロキシア
パタイト結晶の化学分子量比(Ca/P = 1,67)
に近づき、未熟な骨で認められる低い Ca/P 
比は HA の前駆体に起因する ことが示唆さ
れている。本研究では、修復骨の Ca/P 比が 
術後、漸次上昇する傾向を示した。骨の成
長過程で報告されているように、骨 の修復
過程においても、骨に含まれるミネラルが
経時的に成熟し、HA の結晶構造に近づくこ
とが示唆される。ミネラルの成熟もミネラ
ル密度の上昇と同様に、修復骨の量として
の増大と並行することが考えられる。 

術後 8 週の BMD は、コントロー
ルの値に達しなかった。修復骨がコント ロ
ールすなわち既存骨と同等の BMD を獲得す
るためには、さらに時間を要するのかもしれ
ない。修復骨の機械的特性に関しても、既存
骨と同等に達するためには時間を要すると
考えられる。 

従来の研究は、胎生 18 日ラット頭
蓋冠器官培養系を用い、ラット頭蓋骨の 成
長過程において骨基質を構成する元素であ
る Ca、P、C の分布と濃度を走査 電子顕微鏡
によるエネルギー分 散 型  X 線 分 析
(SEM-EDX)で検討し、Ca と P が集積する領
域がほぼ共通するのに対して、C は Ca と P 
が集積する領域でほとんど検出されず、 Ca 
と P が認められない領域に集積すると報告
している。これは、骨が成長する過程で、Ca 
と P からなるミネラルが C を主体とする
有機質と置き換わる可能性を示唆している。
一方、骨の修 復過程において、同様の現象
が認められるか否かは不明であった。本研
究では、骨の修復過程において、骨基質を
構成する元素である Ca、P、C 元素の分布と 
濃度に関して元素マッピングと線分析を利
用して検討した。その結果、修復過程におけ
る Ca と P の集積はほぼ同様で骨基質に限
られ、術後時間の経過に伴 い拡大すること
が示された。一方、C の集積は、骨中の結合
組織等、Ca と P が 検出されない領域に限
られ、C の分布が Ca と P の分布と相反
し、相補的である ことが示された。また、C 
の集積領域が術後時間の経過に伴い縮小す

ることから、骨修復の過程で、骨成長過程と
同様に、Ca と P からなるミネラルが C を
主  体とする有機質と置き換わる可能性が示
唆された。 

骨の成長過程においては、ミネラ
ルが増加し、有機質が減少することが報 告
されている。本研究における SEM-EDX を用
いた分析で、骨修復の過程において骨基質の 
C/Ca 比および C/P 比が低下する傾向が示
された。前述の Ca と P の集積する領域が
拡大し C の集 積領域が縮小する現象と同
様に、C/Ca 比および C/P 比の低下は、骨修
復の進行 に伴う Ca、P の増加と C の減少
を反映しているのかもしれない。修復骨に
おいてミネラルが増大して石灰化が進行す
るのに伴い、有機質が分解され減少する こ
とも考えられる。 

従来の研究は、骨の発生成長過程
において、骨芽細胞と骨細胞がメタロプ ロ
テイナーゼ(MMPs)2,8,13 を発現することを
報告した。また MMP-2 欠損マウスは長管骨
において骨密度の低下と骨粗鬆 症を示すと
報告されている。MMPs は、 骨発生成長にお
いて石灰化に関与する可能性が示されてい
る。また、ラット頭蓋骨規格化骨欠損部にお
ける骨修復を検討した研究は、 オステオカ
ルシンや I 型コラーゲンのような骨基質タ
ンパクとともに、骨芽細胞 と骨細胞が MMPs 
2,8,13 を発現することを報告している。 本
研究で示唆された骨修復過程における有機
質の減少の一因として、骨芽細胞 と骨細胞
による MMPs を利用した有機質の分解が考
えられる。 

骨の修復過程を対象とした本研究
では、修復骨基質の量の増大に並行して、 ミ
ネラルの増大と成熟および有機質の減少が
進行することが示された。これは 石灰化に
乏しい未熟な修復骨が欠損を埋めた後で石
灰化が本格的に始まるでは なく、修復骨の
量的増大に伴い、石灰化が進行することを
示している。すなわ ち、骨修復の過程では、
骨の量の増大と質の成熟が並行することが
考えられる。 骨修復における石灰化のプロ
セスのさらなる検討は、骨修復の臨床に有用
な知 見を提供することが期待される。 

また、修復骨の形成過程をより深く
理解するため検討したラット頭蓋骨発生・成
長過程の検討では、組織切片上で、胎生 16
日に頭蓋骨の形成が認められた。エネルギー
分散型 X 線分析(SEM-EDX)による分析では、
CaとPの元素分布は骨組織に一致して見られ、
C の元素分布とは相補的であった。骨基質に
おける元素濃度比 Ca/P は胎生 16 日で低く、
発生・成長に伴い上昇する傾向が見られた。
また、C/Ca、C/P は胎生 16 日で高く、胎生
18 日以降は低下した。さらに発生・成長に伴
い、XRD と FTIR による解析では、骨の結晶構
造の成熟とミネラルに対するタンパク質の
割合の低下が、また、アルシアン・ブルー染
色ではプロテオグリカンの減少が示された。



修復過程と同様に骨の発生・成長過程で、有
機質の減少を伴いながら石灰化が進行する
ことが明らかとなった。成果は論文にまとめ
Journal of Bone and Mineral Metabolism に
投稿し、受理された。 
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