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総 説

分子・細胞学的側面からみたインプラント表面上での骨形成
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　　　　　（受理：2001年6月19日）

　Abstract：Osseointegration　depends　on　the　activity　of　osteoblastic　cells　to　form　and　maintain

bone．　Although　changes　in　ilnplant　design，　surgical　technique，　and　restorative　method　may　be

improved　with　regard　to　osseous　responses，　the　fundamental　aspects　of　bone　cell　biology　and

osseous　physiology　must　be　considered　as　a　source　for　additional　clues　of　improving　implant

success．　Particularly，　molecular　and　cellular　information　concerning　the　process　of　osteogenesis　at

implant　surfaces　is　presently　required．　The　aim　of　this　article　is　to　identify　molecular　and　cellular

determinants　of　bone　formation　that　may　be　used　in　clinical　attempts　to　improve　the　application　of

endosseous　implants　for　dental　and　craniofacial　prosthetics．

　Areview　of　bone　biology，　dental　and　orthoPedic　implant　manuscripts　was　performed　using

published　monographs　and　Medline．

　It　is　indicated　that　molecular　and　cellular　approaches　for　formation　of　bone　mass　may　be　used　to

enhance　or　expand　the　application　of　dental　implants．　The　regulation　of　cellular　activity　should　be

the　guide　to　the　development　of　novel　strategies　for　improving　tissue　integration　of　dental

prostheses．

　Key　words：molecular　and　cellular　analysis，　osseointegration，　osteogenesis，　endosseous　implant，

interface

1．はじめに

　顎骨内へ埋入後のインプラントとその周囲骨

が接する領域に起こる組織界面反応は，インプ

ラントの予後に影響を与える。インプラントと

骨境界面の反応は創傷治癒の中で起こり，骨創

面側からの要因では存在する各種細胞群の機能

や走化性，成長因子，骨質の他，インプラント

表面形状（表面の微細構造：細胞動態や細胞の

表現形質に大きな影響を及ぼす）・性状｛表面

の化学的組成：各種タンパク質の吸着や細胞付

着現象（ぬれ性，電位などが関与）に影響を及

ぼす｝などの幾何学的・生物化学的要因が関与
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している。

　インプラント表面での安定した骨形成は，

Branemarkにより提唱されたosseointegration

（正常な営みを続けている骨と機能中のインプ

ラント表面との形態的，機能的な直接結合）と

いう概念のもとに成り立っている1）。その後

Albrektsson　ら2）やZarbら3）により，　osseo－

integrationは臨床的に機能的負荷をかけられ

ている骨において，異物を形成するような材料

が無症状的に強固な固定を達成し，持続する過

程としてより臨床的に定義された。

　インプラントと骨境界面部での電子顕微鏡レ

ベルによる解析では，両者は直接に接すること

はなく，無定形構造層による間隙（この層の厚

みは文献により，20－50nm4），100nm前後5），

100－500nm6）等と異なるがいずれもこの層は

プロテオグリカン7－9）によるものである）が認

められている。最近では，このプロテオグリカ

ン層は糖としてのグリコサミノグリカンに非コ

ラーゲン性骨基質タンパク質（オステオポンチ

ン，オステオカルシンなど）が結合したもので

あると報告されておりはω，インプラントと骨

境界面領域での組成やそれに関わる骨基質タン

パク質の役割について徐々に解明されつつあ

る。

　近年，インプラントと骨境界面での骨形成を

促進させ，早期にosseointegrationを獲得す’

るために，種々の表面形状・性状を有するイン

プラントが臨床へ導入されてきた。そして，イ

ンプラントの表面デザイン選択のための臨床的

ガイドラインを確立する目的で，インプラント

周囲の骨形成への表面形状の影響に関する仇

仇の12－14）や‘η　〃仇015－2°）による研究が行われて

きた。これらは，インプラント表面形状・性状

が骨の形成過程に影響を与えていることを示す

ものである。

　インプラントと骨境界面部に存在する骨芽細

胞は，骨の形成過程で活発に反応することで，

osseointegrationへと導く2D。したがって骨形

成・維持の調節に関与する骨芽細胞の分化とそ

れに関連した細胞外基質の生成へのインプラン

トの影響を分子・細胞学的側面より分析してお

くことは重要なことである22）。さらに，分子・

細胞学的アプローチによりインプラント周囲を

支持する骨組織形成量のコントロールが可能と

なれば，インプラント表面の改良や治療の補

助・適応範囲拡大に貢献できると考える。

　そこで本論文は，osseointegration獲得まで

の過程と現象にっいて，osseointegrationを導

く基礎となる分子・細胞学的な側面から文献を

もとに詳述する。さらに，インプラントを用い

た治療範囲の拡大を目的として，インプラント

と骨境界面部での骨誘導，骨形成促進へ向けて

の組織工学的技術を応用した将来性にっいても

考察を加えてみた。

2．インプラント周囲での骨形成

（D　創傷治癒に関わる分子・細胞の役割

　インプラントと骨境界面で起こる骨の形成

は，インプラント埋入後から始まる創傷治癒の

一連の流れに沿った過程の中で行われていく。

インプラント埋入後から起こる創傷治癒を円滑

に行わせることは，インプラント周囲での骨組

織形成への条件となる。創傷治癒の中で起こる

インプラント周囲での骨形成過程
（osseointegration獲得まで）を時間軸に沿っ

てみてみると，次の（a）一（c）に示す経過をとっ

ている24　25）。

　（a）創傷部での出血・凝固により血餅形成が

起こる。血餅中のフィブリン（fibrin：血液凝固

に関わるタンパク質）一フィプロネクチン

（fibronectin：細胞接着性糖タンパク質）は細

胞が移動・増殖するための足場となる基質の役

割を果たす。血小板からは，血小板内のα頼粒

に含まれる成長因子（growth　factor）が分泌

され，これは種々の細胞を骨の修復へと誘導・

増殖・分化させるためのシグナルとなる。

PDGF（血小板由来成長因子）は，再生に関与

する細胞の増殖，血管形成の促進，他の成長因

子や細胞の上向き調節をする働きがある。

TGF一β（トランスフォーミングβ成長因子）

は，骨芽細胞前駆細胞の走化性や分裂の促進，
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Table　1，　A　principle　source　of　growth　factors　at　wound　sites22’26）

Growth　factor Major　sources　at　the　wound　site Function

Platele－Derived　Growth　Factor（PDGF）

Fibroblast　Growth　Factor（b－FGF）

Transforming　Growth　Factor一β（TGF・β｝

Insulin－like　Growth　Factor（IGF）

Bone　Morphogenetic　Proteins（BMPs）

Plateletes，　macrophage，　bone　matrix，

epitheUal　cells，　endothelial　cells，

smooth　muscle　cells

Macrophage，　endothelial　cells，　osteoblasts，

bone　matrix

Platelets，　macrophages，　osteoblasts，

bone　matrix

Serum，　osteoblasts，　platelets，　bone

matrix，　epithelial　cells，　endothelial

cells，　smooth　muscle　cells

Osteoblasts，　bone　matrix

Mitogenesis，　angiogenesis，　up－regulation

of　other　growth　factors　and　cells

Mitogenesis，　angiogenesis

Chemotaxis　and　mitogenesis　of　osteoblast

precursors，　stimulate　their　deposition　of

the　collagen　matrix　for　connective　tissue

wound　healing　and　bone　formation

Mitogenic　to　osteoblast　lineage　cells，

stimulators　of　bone　forrnation　from
existing　differentiated　osteoblasts

Osteoinductive，　regulates　osteogenesis

コラーゲン基質の合成を刺激することによる創

傷治癒および骨形成の促進，破骨細胞の形成や

骨吸収を抑制することで骨吸収よりも骨形成を

助長する働きがある。IGF（インスリン様成長

因子）は，骨芽細胞へ分化する細胞の分裂を促

進させ，既存の骨芽細胞の骨形成能を活性化さ

せる働きがあり，血小板にも含まれている22’26）

（Table　1）。

　（b）血小板から分泌されていた成長因子はシ

グナル分子として線維芽細胞や血管内皮細胞な

どに作用し，これらの細胞をインプラントと骨

境界面部（創傷部）へと誘導する。線維芽細胞

からはコラーゲン線維やプロテオグリカンのよ

うな結合組織における細胞外基質が産生され

る。これにより血餅という暫間的足場からより

しっかりとした足場へ変わっていく。この時期

は血小板に替わってマクロファージの働きが主

体となり，マクロファージから分泌される成長

因子は骨再生へのシグナルとなる。マクロ

ファージの分泌する成長因子としては，PDGF

やTGF’β，　IGFのような血小板にも含まれる

ものもあれば，FGF（線維芽細胞成長因子）の

ような線維芽細胞の増殖や，血管の新生や内皮

細胞の増殖に関わるVEGF（Vascular
Endothelial　Growth　Factor：血管内皮細胞増

殖因子）があり，骨再生にとって重要な成長因

子となる22・26）（Table　l）。インプラントと骨境

界面における創傷部では，血餅の器質化が始ま

り，同時に血管内皮細胞による新性血管の豊富

な幼弱な線維性結合組織（肉芽組織）が形成さ

れて組織修復への足掛かりをつける。

　（c）結合組織の線維芽細胞の一部は骨芽細胞

に分化し，インプラント周囲の既存骨表面には

骨芽細胞が配列される。この時期は骨の形成が

盛んとなり，骨芽細胞から活発にBMP（骨形

成タンパク）やFGF，　TGF一β，　IGFなどの成

長因子が分泌され，インプラント表面側へ骨形

成が行なわれていく22・26）（Table　1）。新生骨が

インプラント表面に接触すると，インプラント

表面上には骨芽細胞がリクルートメント（動

員）され，付着・増殖・分化するにつれて基質

タンパク質を合成・分泌して骨基質を形成して

いく。

　osseointegrationを達成した新生骨梁は，イ

ンプラントと骨境界面部における骨のリモデリ

ングによって成熟した層板骨へと移行しインプ

ラントを強固に保持する。骨がインプラント表

面で恒常性を維持していくためには，骨の継続

的なリモデリングのバランス（骨芽細胞／破骨

細胞間での情報伝達）を崩さぬようにしていく

必要がある27－29）。

（2）骨形成メカニズム

　インプラント周囲での骨形成過程に関わる因

子としては，未分化間葉系幹細胞から骨芽細胞

への分化形質獲得への度合い，骨芽細胞の分化

に伴う骨基質タンパク質の合成・分泌量，成熟

骨芽細胞により形成された骨基質の石灰化の程

度や速度などが挙げられる。また，インプラント
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表面形状・性状の違いが周囲骨組織や細胞増

殖・分化に影響を与えていると報告されている
12－14’3°－3’） 。骨の形成過程については，1）骨伝導

（osteoconduction），2）骨形成（osteogenesis），

3）骨誘導（osteoinduction）の3つについて考

えておく必要があり36），この章では，インプラ

ント表面の化学的性状が骨形成過程に与える影

響を含めて分析する。

　1）骨伝導は，生物学的あるいは人工的な部

位や表面に沿って，宿主もしくは移植された骨

原性細胞から起こる新生骨形成と定義すること

ができる。ハイドロキシアパタイト（Hap：

Hydroxyapatite）をコーティングしたインプ

ラントやHapなどの骨補填材料のような生体

活性の強い組成からなるインプラントの骨再生

は骨伝導によるものである。Hap周囲の既存骨

表面に骨の形成と添加が起こると同時にインプ

ラント表面にも直接骨形成が起こる。そして既

存骨から増生する骨組織とインプラント側から

同時に増生する骨組織が一塊となって，インプ

ラント周囲の骨となり，インプラント表面と新

生骨は癒合した様な結合をする3°ノ。また，補填

材料としてのHapは，細胞増殖の活発な骨芽

細胞前駆細胞を組み込んだ足場材料（scaffold）

として利用することができる3D。動物実験によ

る基礎的報告から，未処理チタンインプラント

に比較してHapをコーティングしたインプラ

ント，あるいはチタン表面を改質してHapを

析出させたインプラント表面では，早期の骨形

成が認められている3㌧さらに，遺伝子発現レ

ベルにおいてもHapインプラント表面上では

骨芽細胞の分化マーカーが優位に高いとの報

告33）がある。Hapインプラント表面に直接骨形

成が起こる理由としては，材料表面に付着した

骨芽細胞から合成・分泌された骨基質タンパク

質がbiological　conditioningの役割を果たし

ている可能性が考えられる。骨組織には特異的

な細胞外基質タンパク質が多く存在しており，

これらの多くは細胞接着機構に関与してい

る〕9）。Hapインプラント上に付着した細胞外基

質タンパク質の骨芽細胞への機能調節にっいて

は，接着機構に関わる細胞接着レセプターであ

るインテグリン（lntegrin：細胞膜貫通タンパ

ク質）によりシグナルが細胞内へ伝達さ
れ19，3314°一42），細胞からの特異的な形質発現により

骨誘導が促進されていく。

　2）骨形成は，未分化間葉系幹細胞から分化

した骨芽細胞前駆細胞からの新生骨の形成と定

義することができる。自家骨による移植例で

は，移植骨中に骨原性細胞や骨基質タンパク

質，成長因子が含まれているため，これらの因

子が新生骨形成に大きく関わっている43）。イン

プラント臨床において，骨形成を促進させるた

めには，骨芽細胞数の増加や骨芽細胞からの骨

基質タンパク質の合成・分泌により形成される

骨基質の形成量の促進が求められる。多くの成

長因子の役割としては，骨芽細胞を活性化させ

ることで骨基質タンパク質の合成・分泌を促進

させ，骨形成へと誘導させることが報告されて

いる4刷。したがって，インプラントと骨境界面

部における既存骨側に存在する成長因子や骨基

質タンパク質をコントロールすることが可能と

なれば，インプラント周囲での骨形成促進のた

めの一手段として臨床に取り入れることができ

るであろう。

　3）骨誘導は骨を誘導するタンパク質により

未分化間葉系幹細胞から骨芽細胞に分化を誘導

された新生骨形成と定義することができる。こ

の骨誘導物質としてBMPが重要な役割を担っ

ており，BMPは異所性に骨の形成を誘導させ

る働きのあるタンパク質であることが知られて

いる脳〕。遺伝子工学の手法を用いた遺伝子組

み替え骨形成タンパク（rhBMP：
Recombinant　Human　Bone　Morphogenetic

Protein）48）や自家骨移植法などは，この骨誘導

の分類に含まれる。

3．osseointegration獲得までの骨形成に関わ

　る骨芽細胞の役割

　骨が再生されるためには，骨を作る細胞，細

胞の足場となる細胞外基質，細胞へのシグナル

の3つが有効に作用しなければならない。骨組
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織中に存在する細胞の中で，骨形成の中心的役

割を果たしているのは骨芽細胞である。

　骨芽細胞の生理的機能は，osseointegration

獲得へ影響を与えている。このことから，イン

プラント周囲での骨芽細胞の活性をコントロー

ルするには，（1滑芽細胞のリクルートメント

（動員），②骨芽細胞の付着，（3）骨芽細胞の増殖，

（4）骨芽細胞の分化について考えておく必要があ

る。また，骨のリモデリング時に認められる骨

芽細胞と破骨細胞との細胞間でのシグナル分子

の伝達による細胞応答についても考慮しておく

必要性がある。分子細胞生物学・生化学的側面

からの解析は，インプラント周囲での細胞生物

学・生化学的反応をより明らかにするものと考

える。

　（1）骨芽細胞のリクルートメント（動員）

　骨芽細胞は軟骨細胞筋肉，骨髄間質細胞

（骨髄中の脂肪細胞を含む）などと共通の多分

化能を有する未分化間葉系幹細胞に由来すると

考えられている49）。未分化間葉系幹細胞は，

BMPやレチノイン酸，デキサメタゾンの作用

により骨芽細胞系細胞への分化能を獲得するこ

とで骨原性細胞となり，骨芽細胞前駆細胞へと

分化していく。骨原性細胞の性状は十分に解析

されていないが，それらが骨髄内や骨内膜，骨

膜の形成層に存在することが報告されてい

る5°）。骨芽細胞は，細胞質が豊富な円形または

立方形を呈する骨芽細胞（活性型骨芽細胞芽）

と扁平化した骨芽細胞（Bone　lining　cell：休

止期骨芽細胞芽）の2種類の細胞に大別され，

骨内膜や骨膜に存在している5°）。骨芽細胞のリ

クルートメントには，骨芽細胞表面に存在する

細胞内ヘシグナルを伝達するレセプターと細胞

を誘導させる性質の備わった成長因子との結合

が必要である。さらに，細胞が移動してくるた

めの足場となる細胞外基質の存在が必要とな

る。

　（2）骨芽細胞の付着

　骨形成を担う骨芽細胞は，細胞表面のインテ

グリンレセプターを介して，骨芽細胞から産生

された骨基質タンパク質あるいは細胞外マト

65

リックス（Extracellular　Matrix；ECM）に存

在する細胞接着性糖タンパク質と接着すること

により，その成熟および機能発現が制御されて

いる。生体内においてECMには，細胞の接

着・伸展・増殖に必要な足場形成や細胞の形質

発現など，細胞の活動に直接に関与する重要な

働きがある51）。ECMは（a）細胞接着に関係す

るフィプロネクチンやラミニンなどの糖タンパ

ク質や骨芽細胞から産生される骨基質タンパク

質，（b）基質の網目骨格を作る線維性のコラー

ゲンやエラスチンの構造タンパク質，および

（c）プロテオグリカン，グリコサミノグリカン

などの複合糖質により構成されている52）。この

現象によりECMから細胞へ情報伝達が行なわ

れ，ECM中の細胞認識部位（リガンド；細胞接

着に必須の最小のアミノ酸配列である
Arg・Gly－Asp（RGD）peptide）とそれに対する

細胞表面レセプターのリガンド・レセプター相

互作用により接着している52）。つまり，ECMの

構成成分である骨基質タンパク質や細胞接着性

糖タンパク質と結合する細胞表面には，特異な

糖タンパク質である細胞接着レセプターの働き

をするインテグリンが存在している。細胞が伸

展・移動する際には，インテグリンにより細胞

内の細胞骨格形態を担っている細胞骨格系タン

パク質（アクチンフィラメント）にシグナルが

伝達され，細胞形態の動的変化や運動への機能

を発揮するのである。さらにインテグリンは，

細胞付着・増殖・分化・形態形成・組織修復・

炎症・癌転移，最近ではアポトーシスなど，さ

まざまな現象において重要な働きをしているこ

とがわかっている52）。インプラント表面への骨

芽細胞の付着現象に関しては，インプラント表

面上にてインテグリンを介して骨基質タンパク

質やECMが骨芽細胞と接着することにより，

細胞分化シグナルが細胞内へ伝達され，骨基質

の石灰化，骨形成へと導かれる54）（Fig．1）。骨

基質タンパク質は細胞接着機構への関与の他

に，骨基質の石灰化に関与していることが報告

されている5㌔このことは，インプラントと骨

組織との界面にて起こる骨の再生や，インプラ
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Fig，1．　Scanning　electron　microscopy　of　osteoblast　cell　morphology　on（a）treated　commercially　pure

　　　　　titanium〔cpTi）disk　and（b｝non－treated　cpTi　disk　of　cell　culture．　Confocal　Iasel’scanning

　　　　　microscopic（ハf　osteoblast　cell　cytoskeletal　organization　on（c）treated　commercially　pllre　titanium

　　　　　（cpTD　disk　and（d｝non－treated　cpTi　disk　of　cell　culture．　Cytoskeletal　organization　is　related　to　cell

　　　　　adhesion、　mot川tv　states　of　differentiation，　and　gene　expressioll　on　implant　sllbstrates．　The

　　　　　cytoskeletal　organization　is　important　for　initial　attachment　as　well　as　at　ability　of　attachment

　　　　　on　implar〕t　sllbstrates．　Focal　contacts　have　been　described　as　the　primal’y　structures　for　cells　t〔〕

　　　　　implant　substrate　adhesion．　Regulation　of　cellular　differentiation　and　growth　may　be　mediated

　　　　　by　the　Inolecules　involved　in　focal　contact　or　focal　adhesion　formation，　which　in　turn　is

　　　　　determined　by　the　nature　of　the　implant　substrate．　Osteoblast　use　integrin　receptors　to　bind

　　　　　proteins　adsorbed　ommpiant　substrate．1．’

ント周囲骨組織の恒常性の維持に働くリモデリ

ングにも関わりがある（Fig．2）。

　③　骨芽細胞の増殖

　基質表面に接着・伸展した細胞は移動・増殖

を繰り返して組織化を行う。一般に高い接着性

を白’する基質トでは，細胞の伸展性はよく，ま

た，高い細胞増殖を示す。細胞／基質問，細胞

／細胞間の接着情報が細胞の増殖や分化を規制

する重要な因子である｛細胞増殖の基質依存性

（anchorage　dependency）｝。多くの細胞は細

胞外基質に接着すると，細胞骨格装置
（Adherents　Junction：インテグリンからアク

チンフィラメントへのシグナル伝達の分子構築

のことで，複数のタンパク質が関lj・している）．12：

が細胞周期の増殖シグナルをスイッチ・オンし

ているのではないかと考えられている．．「．。

　創傷治癒の中で起こる骨再生の過程におい

て，細胞外基質の存在は骨形成に関わる骨芽細

胞群の足場となり，その後の細胞増殖には欠か

すことができない。骨を形成していくためには
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Fig，2．　Cell　attachment　to　implant　surfaces　is　adhesive　extracellular　matrix（ECM）proteins（eg，

　　　osteopontin，　fibronectin）．　The　transmembrane　receptors（integrins）that　transduce　important

　　　signals　to　the　adherent　cells　and　inform　the　cell　of　its　structural　environment（cell　motility，

　　　proliferation，　protein　biosynthesis，　and　differentiation）．　Cell　attachment　ushers　intracellular

　　　changes　through　shape　transduction　mechanisms　mediated　by　the　ce11’s　intracellular
　　　cytoskeleton．　Shape　transduction　triggers　DNA　transcriptional　events　within　the　nucleus，　mRNA

　　　translational　activites　in　the　cytoplasm，　and　protein　forrnation．　Protein　expressed　by　the　cell

　　　either　can　influence　the　activities　of　other　cells（by　paracrine　pathways）or　can　influence　the　cell

　　　of　origin（by　autocrine　pathways）．　Shape　transduction　following　cell・ECM　adhesion　can　promote
　　　configurational　arrangement　of　cell　receptors，　priming　them　for　growth　factor　binding．5154）

数多くの骨芽細胞が必要であり，骨芽細胞の増

殖には細胞周囲に存在する細胞外基質の他に自

らが分泌する骨基質タンパク質，成長因子，ホ

ルモンそしてサイトカインなどが関係してく

る5η。細胞の増殖・分化に関わるこのような分

泌物は，シグナル分子としてシグナル細胞（分

泌する細胞側）から分泌されて標的細胞（相手

側の細胞）表面に存在するレセプターに結合す

ることで情報が伝わる（細胞間でのシグナリン

グにっいては他にも伝達様式がある）。インプ

ラント周囲骨組織での骨芽細胞への分化調節機

構においては，成長因子がシグナル分子として

作用し，分化した骨芽細胞の増殖にも成長因子

が関与していく。骨芽細胞は活発に増殖しなが

らシグナル分子を分泌し，さらに細胞の分化に

ともない骨基質を形成しインプラント周囲の骨

形成を高めていく。

　（4）骨芽細胞の分化

　創傷治癒の中で起こるosseointegrationは，

インプラントと骨境界面での骨基質の石灰化の

促進により獲得されていく。既存骨表面あるい

はインプラント表面では，骨芽細胞前駆細胞が

リクルートメントされて増殖し，未熟な骨芽細

胞を経てしだいに骨芽細胞の表現形質を獲得し

ていく。そして，骨芽細胞が産生する骨基質タ

ンパク質により骨基質が形成される。骨芽細胞

の分化が進展し，成熟した骨芽細胞により形成

された骨基質の石灰化が起こり，骨形成が完了

する58）。

　骨基質を形成する有機質成分の90％が1型コ

ラーゲンよりなっており，残り10％が非コラー

ゲン性骨基質タンパク質である59）。1型コラー

ゲン（Col　I：Collagen　I）を中心とする骨基

質タンパク質は非石灰化骨（類骨）を形成し，

骨量の増大や骨の形態維持に関与している。さ

らに骨基質タンパク質は多くの成長因子やサイ

トカインと結合し刷），それらを骨基質中に保

持するとともにそれらの作用や活性を調節する

役割をも担っている。骨基質タンパク質は骨芽

細胞へ接着することで骨芽細胞の分化・機能の

調節，骨基質の石灰化への促進に関与してい

る62・63）。骨芽細胞はCol　Iをはじめとするさま

ざまな骨基質タンパク質や成長因子を合成・分

泌し，成長因子の多くはオートクライン

（autocrine　signaling：自己分泌型シグナリン

グ）的に作用して，みずからの増殖・分化・活

性化を促す。骨芽細胞の分化が進展して成熟骨

芽細胞により形成された骨基質の石灰化が起こ
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Fig．3．　Formation　of　bone　matrix　at　any　surface　requires　the　coordinated　proliferation　and
　　　differentiation　of　osteoblasts　to　osteocytes．　During　this　process，　a　temporal　pattern　of　bone

　　　matrix　protein　expression　is　revealed．　Collagen　I　（Col　I）and　Alkalirle　phosphatase　（ALPase）

　　　are　early　markers　of　differentiation　proecess．　Bone　sialoprotein（BSP）expression　precedes　matrix

　　　mineralization．　Osteocalcin　（OC）expression　is　coincident　with　mirleral　accumulation．
　　　Osteopontin（OP）at　irnplant　surfaces　represents　a　first　step　because　it’s　role　as　a　cell　attachment

　　　molecule．　OP　is　also　expressed　later　and　is　present　at　the　implant　bone　interface．　This　step　wise

　　　process　of　bone　formation　and　differentiation　occurs　at　implant　surfaces　in　vivo　and　in　vitro．

　　　Studying　this　process　may　guide　the　engineering　of　osteogenic　or　osteoconductive　implant
　　　surfaces．22・58・72）

り，骨形成が完了する。基質石灰化期には骨基

質タンパク質の産生は低下し，骨芽細胞は周囲

の骨基質に埋め込まれて骨細胞となり，そのラ

イフサイクルを完了する58）。

　細胞の分化を知る方法として，その組織に特

異的に発現するタンパク質または遺伝子の発現

をとらえる方法がある。骨形成に関与している

細胞の中で骨芽細胞前駆細胞に関しては特異的

マーカー（骨芽細胞の分化指標）はないが，骨

芽細胞の分化に伴う指標としては，アルカリ

フォスファターゼ（ALPase：Alkaline
Phosphatase）の発現およびその活性の上昇が

重要とされている15・63一65）。成熟した骨芽細胞で

はオステオカルシン（OC：Osteocalcin）が特

異的に発現し，最終的分化段階の指標として認

められている58）。

　抗〃仇057－69）や仇励07°・7’）の実験系による骨

芽細胞を用いた遺伝子発現での検討から，分化

初期にはCol　IやALPase，　TGF一βの発現，後

期には非コラーゲン性骨基質タンパク質である

骨シアロ酸含有タンパク質（BSP：Bone

Sialoprotein），オステオポンチン（OP：

Osteopontin），　OCが発現することが報告され

ている22’58’72）（Fig．3）。

　BSPは，骨形成の分化度を示すマーカーとし

て重要であり73），石灰化に先行して起こる骨基

質形成過程に分泌されると報告されている7㌔

機能としては，細胞接着，骨基質の石灰化に関

与する骨芽細胞機能の調節に関わっていると考

えられている74・75）。また，BSPは，骨基質の石灰

化形成に関わるHapの核形成に関わりがある

と考えられている76）。

　OPは骨芽細胞の骨基質形成過程で分泌され

る77）。OPはカルシウムに高い親和性を示すこ

とから破骨細胞や骨芽細胞の骨基質表面への接

着，骨芽細胞の分化，骨のリモデリングに関与

していると考えられている77・79）。またOPは，カ

ルシウム濃度を上昇させHapと結合すること

でHapの形成と成長を調節していると考えら

れている54・76’78）。BSPとOPは，石灰化機構の調

節に関与している可能性が考えられる。

　インプラントと骨境界面に存在する無定形構

造物の組成4－9）に関しては，iη励01α8°－82）や仇

〃伽083）による免疫組織細胞化学的分析により，
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非コラーゲン性骨基質タンパク質の一っである

OPの存在が同定されている。このOPは培養

初期においても発現されることが報告されてい

る69）。インプラントと骨組織との境界領域での

OPの役割は明らかにされていないが，インプ

ラント周囲における石灰化形成機構に関与して

いる可能性が考えられる。

　OCは，骨芽細胞の分化の最終的な段階にあ

るマーカーである。OCは骨芽細胞で産生され，

骨組織と歯牙にのみ存在している。産生された

OCの多くは，骨の無機成分であるHapと結合

して骨基質に取り込まれており，骨吸収や骨の

リモデリングに関わっていると考えられてい
る72）。

　インプラントの表面形状・性状が周囲骨組織

の形成量13・’484・85）や骨芽細胞の分化に伴う表現形

質や遺伝子発現，細胞形態に影響を与えている

ことが報告されている1＆19・31』3ふ86・87）。また，イン

プラントと骨境界面に存在する成長因子やホル

モン，サイトカイン，ECMなどは骨芽細胞の

分化調節機構に関わり，骨芽細胞の表現形質を

変化させていることから88），骨形成量をコント

ロールしている因子として考えることができ

る。近年，インプラント材料の開発にともない，

インプラント表面形状・性状の骨形成に与える

影響に関する研究が行われるようになってき

た。しかし，現在のところインプラント表面で

の遺伝子レベルでの骨芽細胞の分化調節機構の

詳細な解析はなされていないため，今後さらな

る解析が必要である。また，骨形成の調節に関

与していると考えられている骨芽細胞から合

成・分泌される非コラーゲン性骨基質タンパク

質の遺伝子レベルでの機能や，転写制御・調節

領域の解析を行う必要がある。このような解析

はosseointegrationの研究に反映されるから

である。

4．分子・細胞学的側面からみたインプラント

　周囲での骨形成促進へ向けてのstrategy

　インプラントと骨の界面での骨形成を促進さ

せて早期のosseointegrationを獲得するため
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に，様々な表面形状・性状を有するインプラン

トが臨床に導入されると同時に抽’84’85），現在の

研究の潮流ともなっている3°）。インプラント表

面の形状・性状を変えることや，インプラント

表面積を増大させることにより，多くの骨芽細

胞をインプラント周囲に集合させることが可能

となる89）。さらに，その後の細胞の分化をコン

トロールすることが可能となる18）。表面形状・

性状は，骨芽細胞への分化形質の獲得にも関与

し，骨芽細胞からの成長因子22）や骨基質タンパ

ク質などの産生量18）に影響を与えていることが

報告されている。このことはひいてはインプラ

ントと骨との強固な結合の獲得にもっなが

る14・8㌧現在，著者らの研究グループでは，チタ

ンに特殊な処理を施すことで表面にHapを析

出させた骨伝導性を有するインプラント材料に

ついての研究を行っている。これまでの仇

励09°・91），‘η〃加01靱35）による検討にて，インプ

ラント表面での早期の骨形成が認められたこと

から，インプラント表面の性状が骨芽細胞の分

化を調節していると推察している。近い将来，

われわれが開発しているインプラント材料を用

いることで，インプラント臨床の範囲拡大に貢

献できるものと考えている。

　一方，骨系細胞への増殖・分化に影響を与え

る要因となるインプラント表面形状・性状を利

用して，分子・細胞学的アプローチによるイン

プラントと骨境界面部での骨形成・誘導を促進

させる方法も，近年の組織工学（Tissue

Engineering）技術の進歩にともない，臨床応

用へ向けて研究されてはじめている。インプラ

ント周囲での骨形成促進へ向けての将来展望と

しては次の（1）一（5）が挙げられる。（1）骨形成・誘

導に関わる成長因子や細胞外基質タンパクなど

のインプラント表面への生物化学的修飾，②組

織工学的手法を用いて，骨系細胞と遺伝子組み

替え技術により精製されたタンパク質を用いた

人工骨材料を形成し，骨欠損部へ移植する方

法，（3）インプラント埋入時の成長因子の添加，

（4）クローニングされた遺伝子を導入した細胞の

移植，（5）自己血液から採取した血小板に含まれ
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る成長因子を用いて骨組織再生を促進させる方

法。特に成長因子は，細胞の増殖・分化過程に

関わるため，インプラントと骨境界部での骨形

成を導く骨芽細胞への分化に作用する重要な因

子である。この結果，インプラント表面での骨

芽細胞の接着・増殖・分化あるいは基質生成能

が高まり，骨組織の形成が行なわれる。

　（1）インプラント埋入後，表面には生体内タン

パク質が吸着し，この吸着タンパク質がその後

の反応に影響すると考えられる。仇〃伽oの実

験系から，インプラント表面に細胞外基質タン

パク質を修飾することで，細胞分化に影響を与

えたとの報告がある53）。インプラント表面に単

体あるいは複合体にした基質タンパク質を表面

修飾することで，表面での細胞増殖や骨基質の

石灰化を促進させ（生物学的活性の向上），より

早期に治癒を促進させて骨形成を獲得すること

が可能となるかもしれない92）。予備的な動物実

験報告ではあるが，Piattelliら93）は，　alkaline

phosphataseをチタンプラズマスプレー型イ

ンプラント表面に修飾することで，骨接触率や

骨形成量が増加したと報告している。また，仇

〃伽oの基礎的実験で遠藤らは94），ヒト血漿

fibronectinをNiTi合金表面に固定させてヒ

ト歯肉線維芽細胞を培養した結果，細胞増殖が

認められ，ヒト血漿fibronectinは生体活性を

失うことなく安定状態にあったと報告してい

る。BMPなどの成長因子をその活性を失うこ

となくインプラント表面へ修飾する方法が可能

となれば，骨芽細胞の活性をコントロールする

ことができるかもしれない。BMPをインプラ

ントにコーティングすることで，インプラント

表面での活発な骨誘導機構による骨形成促進を

認めた基礎的報告がある9臥96）。このことから

HapとチタンはBMPのキャリアーとして働く

の可能性があるが9了），BMPの濃度やキャリ

アーとして用いるインプラントの表面形状・性

状について検討しておく必要がある。

　（2）インプラント治療の予後は，埋入部歯槽骨

の形態・骨量によるところが大きい。そこでイ

ンプラント埋入の前処置として，欠損部の顎骨

再生や上顎洞底挙上術などに対して成長因子と

移植材料との併用や，移植材料上で成長因子を

添加した状態で造骨系細胞を一定期間培養後に

人工骨材料として用いる方法が検討されてい

る。インプラント治療に成長因子を応用するこ

とは，骨組織中に存在する未分化間葉系幹細胞

や前骨芽細胞を活発な骨基質を産生する骨芽細

胞へと誘導することが可能となる。さらに成長

因子は，骨組織側の血管形成やコラーゲン基質

の合成を刺激する作用があり，創傷治癒と骨形

成を促進させることで治療の適応範囲を広げる

ことができる。骨芽細胞への分化能を高める作

用のある成長因子としては，rhBMPの他に，

塩基性線維芽細胞成長因子（basic　Fibroblast

Growth　Factor：bFGF），　PDGF，　IGF－1が挙

げられる98）。臨床報告例では，抜歯窩や顎骨欠

損部にrhBMP，をコラーゲンスポンジに吸着

させて移植することで骨再生が認められてい

る9飢l°°）。上顎洞底挙上術に際しては，rhBMP248）

やbFGFを吸収性の材料に含侵させて補填す

ることで，良好な骨形成促進が認められたと報

告されている’°’」°2）。また細胞培養技術を用いて

培養骨をつくり，移植する方法も臨床応用へ向

けて研究が行われている（あらかじめ細胞培養

しておく必要があることから，用いる血清の選

択が重要である）。3次元的足場となる材料中

に未分化間葉系幹細胞を組み込み，rhBMPや

bFGFなどの成長因子の存在下で骨芽細胞へと

分化させ，細胞組み込み型の人工骨を作製して

骨欠損部へ補填する，いわゆる組織工学を用い

た治療法であるl°3）。

　（3）インプラント埋入後の初期の創傷治癒を促

進させて早期のosseointegrationを獲得する

ことを目的とした研究が報告されている。成犬

の顎骨内ヘチタンインプラント埋入と同時に

PDGFとIGF－1の成長因子を複合して添加
した場合1°4）や，表面処理を施したインプラント

と共にTGF一βを添加して埋入した場合1°5）に

骨形成促進が認められている。成長因子の放出

を調節する方法としては，ドラッグ・デリバ

リー・システムの応用法なども考えられる。サ
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イトカイン療法において，成長因子を単独ある

いは複合して用いるかは骨質や骨欠損状態，骨

組織再生法の種類により異なってくると思われ

る。また，成長因子を吸着させるキャリアー

（生体吸収性材料など）の研究開発も重要と

なってくる。rhBMPなどのように純化された

単一の増殖因子では，複雑な骨再生を行うには

無理があり，小さな骨欠損領域のみの再生に限

定されてしまうかもしれない。成長因子を複合

して用いることは，様々の再生過程を促進でき

る可能性がある。骨組織再生法（細胞培養法を

用いた場合）に用いる場合の細胞の分化程度

は，細胞増殖能や細胞の分化・機能が活発な前

骨芽細胞（細胞増殖能，ECMの分泌，細胞間同

士の接触能が高い），分泌型骨芽細胞（Col　I

や特異的骨基質タンパクの分泌能が高い，骨基

質の形成が盛んで石灰化形成へと移行する）が

適していると思われる22）。

　（4）分化・成長因子を作用させる変わりに，遺

伝子工学技術を応用して骨系細胞の表現形質を

発現させる遺伝子を導入する遺伝子治療をイン

プラント治療へ応用する方法も考えられる。こ

の場合，用いるベクター（遺伝子の運び屋）の

種類（プラスミドやウイルスベクター）や，遺

伝子導入されたベクターの挙動，安全性につい

ての確認は大変重要である。近い将来，骨組織

再生を促進させる方法の一っとして可能となる

であろうし，今後の発展が期待される。

　（5）最近，自己血液中の血小板のみを採取し，

血小板に含まれる成長因子（PDGF，　TGF一β，

IGF－1）を自己移植骨あるいはβ一TCPなど

の吸収性マトリックスと混合し，骨欠損部へ移

植する多血小板血漿（Platelet－Rich　Plasma：

PRP）療法1°6）が注目され，臨床で応用されはじ

めてきている。この療法は一種のサイトカイン

療法であり，成長因子の作用により移植後の隣

接する骨組織側の幹細胞や前骨芽細胞を骨芽細

胞へと誘導し，新生血管形成を促進させ，細胞

の移植から通常のリモデリングを行う成熟した

骨へと再生させることを目的としている。自己

の血小板に含まれるすべての成長因子を利用で
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きるため，今後のインプラント治療を補助する

組織工学技術として期待される。

5．おわりに

　インプラント表面形状・性状などのデザイ

ン，外科手技，補綴処置法を改良することは，

インプラント周囲での骨形成促進に繋がる。骨

形成はosseointegrationの過程の中で起こり，

骨芽細胞の果たす役割は大きい。臨床家は，

osseointegrationを導く分子・細胞学的な側

面からみた現象にっいての知識を持っていなけ

ればならない。なぜならば，骨形成過程に関わ

る分子的・細胞生物学的反応や骨組織の生理

的・化学的反応などの基礎的メカニズムを理解

しておくことは，臨床を行う上での有用な情報

となり，ひいては治療の適応範囲の拡大（イン

プラントを支持する周囲骨組織の骨量の改善な

ど）や成功へと導くことができるからである。

また，骨形成へ向けての遺伝子レベルでの骨芽

細胞の分化調節機構の解明は，今後の
osseointegrationの研究に反映されるものと

考える。本論文で示した内容は，将来，生理活

性物質や細胞培養技術を複合した組織工学的ア

プローチをインプラント臨床へ応用し可能とす

るためのstrategyの一助になるであろう。
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