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Ⅰ．緒言	 

	 歯科医療における欠損補綴の選択肢としてのインプラント治療は、イン

プラント表面構造の研究によりインプラント体へのオッセオインテグレー

ションが効果的に獲得できるようになり、近年インプラント治療の需要は

増えてきている。これに伴い、適応症例の拡大や、困難な症例での良好な

予後が求められるようになってきた。糖尿病はインプラント治療のリスク

ファクターであり、健常者に比べオッセオインテグレーションの獲得が難

しくインプラント治療が困難と言われている1)。また、糖尿病は骨の治癒不

全を起こすことが知られており2-6)、糖尿病患者のインプラント治療の成功

率は正常患者よりも低いと報告されている7,8)。しかしながら、他の報告で

はインプラント治療の予後不良において糖尿病との関連はないとも言われ

ている9,10)。	 

	 現在、日本人の中で“糖尿病が強く疑われる人”と“糖尿病の可能性を

否定できない人”の数は、それぞれ約890万人と約1,320万人であると報告

されている11)。糖尿病はインスリンの絶対的あるいは相対的不足によって

起こる代謝性の疾患である。糖、炭水化物をはじめとして脂質、タンパク

質の代謝不全をきたし、神経障害、網膜症、腎症などの全身合併症を引き

起こす。１型糖尿病（インスリン依存型糖尿病）は、自己免疫機序で膵β

細胞が破壊され、絶対的なインスリンの不足をきたし発症する。２型糖尿

病（インスリン非依存型糖尿病）は、遺伝因子を背景に、生活習慣の影響

を受け、インスリン分泌の低下とインスリン感受性の低下が起こり、結果

としてインスリンの相対的な不足をきたして発症すると報告されている

12-14)。また、２型糖尿病は成人発症糖尿病とも呼ばれ、日本人糖尿病患者の

90〜95％を占めている。	 
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	 オッセオインテグレーションの獲得には骨芽細胞の増殖と分化が関わっ

ているが、糖尿病が骨芽細胞の増殖や分化におよぼす影響については、未

だ不明な点が多い。そこで、チタン上における骨髄由来骨芽細胞様細胞の

増殖、分化におよぼす糖尿病の影響を検索する目的で、２型糖尿病疾患モ

デルであるGoto-Kakizaki	 (GK)ラットと、対照としてWistar/STラットを使

用して実験を行った。GKラットは東北大学の後藤・柿崎らが２型糖尿病は

多因子(ポリジーン)疾患であるという作業仮説のもと、Jcl:Wistarラット

を用いて経口ブドウ糖負荷試験を行い、耐糖能の低下している個体による

選抜交配を重ねることによって確立された系統15)であり、日本人に多い非

肥満型２型糖尿病のモデルとして広く使用されている16-20)。現在までにGK

ラットの骨形態および代謝異常についてはいくつかの報告がみられるが

21-26)、間葉系幹細胞由来骨芽細胞様細胞を用いたチタン上での増殖、分化に

関する報告はほとんどみられない。	 

	 本研究では、GKラット大腿骨から間葉系幹細胞を採取し、低グルコース

のα-MEM培養液を用いて分化させた骨芽細胞様細胞をチタンディスク上で

培養し、その増殖能および分化能について検討を行った。チタンは、機械

研磨、硫酸処理、フッ化水素酸処理の３種類の異なる表面を用い、チタン

の表面性状が２型糖尿病骨芽細胞様細胞に及ぼす影響について分析を行い、

糖尿病患者へのインプラント治療の可能性について病理生化学的に検討し

た。	 

	 

Ⅱ．材料および方法	 

１．チタンディスクと表面処理	 

	 チタン（西村金属、鯖江、日本）は厚さ１mm、直径20	 mmの第２種純

チタンディスク（機械研磨）を使用した。また機械研磨に67％硫酸を
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120℃、75秒間反応させ酸処理を行ったもの（硫酸処理）と、40％フッ

化水素酸を室温、30秒間反応させ酸処理を行ったもの（フッ化水素酸処

理）を用いた。	 	 

	 ３種類のチタンディスクの表面性状は、白金スパッタコーティングに

て蒸着し、走査型電子顕微鏡（SEM）（JXA-8530FA、日本電子、東京、日

本）を用いて観察を行った。	 

	 

２．細胞培養	 

	 ８週齢雄性GKラット（SLC、浜松、日本）（糖尿病群）、および同週齢

の雄性Wistar/STラット（SLC）（対照群）を用い、エーテル吸入麻酔下

にて屠殺し、大腿骨からSaruwatariら27)の方法で間葉系幹細胞を採取し

た。採取した細胞はα-MEM	 Basal	 medium（低グルコース）（Gibco、	 

California、	 USA）に10-6	 M	 Dexamethasone（Sigma、	 Missouri、	 USA）、	 

1	 M	 β-Glycerophosphate（Sigma）、	 ５	 mg/ml	 Ascorbic	 acid（Sigma）、	 

0.85％	 Antibiotic-Antimycotic（Gibco）、	 15％ウシ胎児血清（FBS）

（Biowest、	 Nuaillé、	 France）を加えた分化誘導培地を用いて37℃、

５％CO2下のインキュベータで直径100	 mmのシャーレを用いて培養を行

った。その後、80％コンフルエントになったところで継代を行い、培養

７日目にポリスチレン製の12	 well細胞培養プレートに３種類のチタン

ディスクを置き、細胞を１×104	 cells/cm2の濃度で播種して培養を行っ

た。	 

	 

３．血糖値の測定	 
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	 屠殺前に対照群と糖尿病群のラット尾静脈より血液を採取し、血糖試

験測定器（メディセーフ®ミニGR-102、TERUMO、東京、日本）にて血糖

値を測定した（n=4）。	 

	 

４．細胞数	 

	 培養１、３日目に培養液を除去しPBSで洗浄後、0.1％コラゲナーゼ

（Sigma）、0.25％トリプシンEDTA溶液を加え、37℃で15分間放置して細

胞を剥離させ、15	 mlコニカルチューブ（TPP、Trasadingen、Switzerland）

に入れた後、1,500	 rpmにて遠心分離させた。培養液を加えて懸濁した

後、細胞懸濁液を血球計算盤に滴下し、位相差顕微鏡を用いて細胞数を

計測した（n=3）。	 

	 

５．Alkaline	 Phosphatase（ALP）染色	 

	 培養３、７、14日目に培養液を除去しPBSで洗浄後、基質として0.9	 mM	 

Naphthol	 AS-MX	 Phosphate（Sigma）、染色液として1.8	 mM	 Fast	 Red	 TR	 

（Sigma）を120	 mM	 Tris	 buffer（pH	 7.6）に溶解した染色液を用いて

37℃で30分間反応させた。染色後のチタンディスクをデジタルカメラ

（IXY	 DEGITAL	 820IS、Canon、東京、日本）で撮影し、得られた画像デ

ータについてImageJ（NIH、Betheada、USA）を用いて解析し、染色され

た面積率をもって陽性率とした（n=3）。	 

	 

６．von	 Kossa染色	 

	 培養14、21、28日目に培養液を除去しPBSで洗浄後、10％ホルマリン

で固定し、基質として５％	 硝酸銀（関東化学、東京、日本）を入れ、

UVライトで40分間反応させた。蒸留水で洗浄後、５％チオ硫酸ナトリウ
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ム（米山化学、大阪、日本）で反応を停止させた。染色後のチタンディ

スクをデジタルカメラで撮影し、得られた画像データについてImageJ

（NIH）を用いて解析し、染色された面積率をもって陽性率とした（n=3）。	 

	 

７．SEMによる石灰化結節の観察	 

	 培養21、28日目に培養液を除去しPBSで洗浄後、2.5％グルタールアル

デヒド（米山化学）による前固定を２時間、１％オスミウム（TAAB、

Berkshire、UK）による後固定を２時間、エタノールの上昇系列脱水（50、

70、80、90、100％）を各10分間行った。乾燥後、白金スパッタコーテ

ィングにより蒸着し、SEMにて石灰化結節を観察した。	 

	 

８．Real-time	 PCRによる遺伝子解析	 

	 ALP染色、von	 Kossa染色において糖尿病群、対照群間で有意差を認め

た機械研磨、フッ化水素酸処理について、Real-time	 PCR法を用いて遺

伝子発現の検索を行った。	 

	 培養１、３、７、14、21日目に培養液を除去しPBSで洗浄後、TRIzol®Plus	 

RNA	 Purification	 Kit（invitrogen、Carlsbad、USA）、Pure	 Link®	 DNase	 

Kit（invitrogen）にて細胞溶解ならびにRNA精製を行った。続いて、Power	 

SYBR®	 Green	 Cell-to-CT™	 Kit（Applied	 Biosystems、Carlsbad、USA）

を用いて逆転写を行い、cDNAを合成した。7900HT	 Fast	 Real	 Time	 PCR	 

System（Applied	 Biosystems）を用いて、Alkaline	 Phosphatase（ALP）、

Collagen	 I（Col）、Osteopontin（OPN）、Osteocalcin（OCN）、Runx2（Runx）、

Osterix（Osx）、ハウスキーピング遺伝子である18S	 rRNA（18S）につい

てReal-time	 PCRを行った。目的遺伝子の発現量は、18Sの発現量により

補正した。１群あたり３wellの細胞を用いて遺伝子検索を行った（n=3）。	 
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９．統計分析	 

	 血糖値、細胞数、染色によるタンパク発現、Real-time	 PCRによる遺

伝子発現の各データは、それぞれ統計学的解析としてStudent’s	 t-test

（Microsoft	 Excel	 for	 Mac	 2004	 Version	 11.6）を行い、有意水準を

５％とした。	 	 

	 

	 本実験における実験動物の扱いは、愛知学院大学歯学部動物実験指針に

従って行い、愛知学院大学歯学部動物実験委員会の承認（承認番号104）を

受けた。	 

	 

Ⅲ．結果	 

１．チタンディスク表面像	 

	 機械研磨では平滑な面に切削溝がみられ、溝の幅は0.2±0.1	 µmであ

った。	 

	 硫酸処理では微小な孔を形成した粗面がみられ、孔の直径は1.2±0.3	 

µmであった。	 

	 フッ化水素酸処理では、くさび状の窪みがみられ、幅は最小で

1.7±0.8	 µm、最大で8.8±3.1	 µmであった。	 

	 

２．血糖値	 

	 屠殺前のラットの平均血糖値は、対照群104.5	 mg/dl、糖尿病群201.8	 

mg/dlであり、糖尿病群は対照群に比べて有意に高く、約２倍であった。	 

	 

３．細胞数	 
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	 機械研磨における細胞数は、培養１日目の対照群では17.0×104	 

cells/mm2、糖尿病群では9.3×104	 cells/mm2であり、糖尿病群は対照群

より少なく、有意な差を認めたが、培養３日目の対照群では45.8×104	 

cells/mm2、糖尿病群では98.6×104	 cells/mm2となり、糖尿病群は対照群

より有意に多く、約２倍であった。	 

	 硫酸処理における細胞数は、培養１日目の対照群では5.8×104	 

cells/mm2、糖尿病群では5.5×104	 cells/mm2、培養３日目の対照群では

18.3×104	 cells/mm2、糖尿病群では19.4×104	 cells/mm2となり、培養１、

３日目ともに糖尿病群と対照群で有意な差はみられなかった。	 

	 フッ化水素酸処理における細胞数は、培養１日目の対照群では3.3×

104	 cells/mm2、糖尿病群では4.5×104	 cells/mm2、培養３日目の対照群で

は18.7×104	 cells/mm2、糖尿病群では20.3×104	 cells/mm2となり、培養

１、３日目ともに糖尿病群と対照群で有意な差はみられなかった。	 

	 また、表面処理の違いによる細胞数の比較を行ったところ、培養１、

３日目それぞれにおいて、対照群、糖尿病群ともに機械研磨での細胞数

は硫酸処理、フッ化水素酸処理よりも有意に多かった。	 

	 

４．Alkaline	 Phosphatase	 （ALP）染色	 

	 機械研磨のALP染色陽性率は、培養３日目の対照群では4.1％、糖尿病

群では1.3％であり、糖尿病群は対照群より陽性率が有意に低かった。

培養７日目の対照群では31.1％、糖尿病群では9.9％であり、糖尿病群

は対照群より陽性率が有意に低かった。しかし、培養14日目の対照群で

は30.1％、糖尿病群では62.3％であり、糖尿病群は対照群より陽性率が

有意に高かった。	 
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	 硫酸処理のALP染色陽性率は、培養３日目の対照群では1.3％、糖尿病

群では1.1％、培養７日目の対照群では2.3％、糖尿病群では1.4％、培

養14日目の対照群では6.1％、糖尿病群では2.5％であり、実験期間を通

して陽性率が３種類のチタン中最も低く、糖尿病群と対照群の陽性率に

有意な差はみられなかった。	 

	 フッ化水素酸処理のALP染色陽性率は、培養３日目の対照群では6.3％、

糖尿病群では1.7％、培養７日目の対照群では17.3％、糖尿病群では

2.4％、培養14日目の対照群では29.2％、糖尿病群では20.4％であり、

培養３、７、14日目ともに糖尿病群は対照群より陽性率が有意に低かっ

た。しかし、糖尿病群では培養14日目において対照群の培養７日目以上

の陽性率であった。	 

	 培養３日目のALP染色における単位細胞当たりのALP活性は、機械研磨

の対照群では5.6、糖尿病群では3.8であり、糖尿病群は対照群よりALP

活性が有意に低かった。硫酸処理では対照群、糖尿病群ともに0.7であ

り、３種類のチタンのうち活性が最も低く、糖尿病群、対照群の陽性率

に有意差はみられなかった。また、フッ化水素酸処理の対照群では35.1、

糖尿病群では10.3であり、糖尿病群は対照群より有意にALP活性が低か

った。	 

	 

５．von	 Kossa染色	 

	 機械研磨のvon	 Kossa染色陽性率は、培養14日目の対照群では5.9％、

糖尿病群では4.9％、培養21日目の対照群では7.2％、糖尿病群では7.1％、

培養28日目の対照群では9.9％、糖尿病群では10.1％であり、培養14日

目において糖尿病群では対照群より陽性率が有意に低かったが、培養21、

28日目において対照群とほぼ同等の陽性率を示した。	 
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	 硫酸処理のvon	 Kossa染色陽性率は、培養14日目の対照群では2.5％、

糖尿病群では2.2％、培養21日目の対照群では3.1％、糖尿病群では3.1％、

培養28日目の対照群では7.3％、糖尿病群では5.7％であり、培養14、21、

28日目のいずれにおいても糖尿病群、対照群の陽性率に有意差はみられ

なかったが、培養28日目において糖尿病群、対照群ともに培養14日目と

比べて約３倍の陽性率であった。	 

	 フッ化水素酸処理のvon	 Kossa染色陽性率は、培養14日目の対照群で

は5.1％、糖尿病群では0.9％、培養21日目の対照群では6.5％、糖尿病

群では3.4％、培養28日目の対照群では9.1％、糖尿病群では5.3％であ

り、培養14、21、28日目のいずれにおいても糖尿病群は対照群より陽性

率が有意に低かった。また、培養28日目の糖尿病群では培養14日目の約

５倍の陽性率であった。	 

	 

６．SEMによる石灰化結節の観察	 

	 培養21日目の機械研磨では、糖尿病群では対照群より石灰化結節数は

わずかに少ない程度であった。培養21日目の硫酸処理では、糖尿病群は

対照群に比べて石灰化結節は小さかった。培養21日目のフッ化水素酸処

理では、糖尿病群は対照群に比べて石灰化結節は少なく、小さかった。

培養28日目の機械研磨では、糖尿病群は対照群とほぼ同等の石灰化結節

数が認められた。培養28日目の硫酸処理、フッ化水素酸処理では、糖尿

病群は対照群に比べて石灰化結節は少なく、小さかった。	 

	 

７．Real-time	 PCRによる遺伝子解析	 
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	 	 	 各遺伝子の発現量は、機械研磨、フッ化水素酸処理の２種のチタン

表面処理における培養１日目の対照群の発現量を１とした場合の相対

量で示した。	 

	 

１）Alkaline	 Phosphatase	 （ALP）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では0.1、

培養３日目において対照群では1.9、糖尿病群では0.3、培養７日目にお

いて対照群では1.9、糖尿病群では1.3、培養14日目において対照群では

3.9、糖尿病群では6.4、培養21日目において対照群では2.4、糖尿病群

では2.0であった。培養１、３日目において糖尿病群は対照群より有意

に低く、1/10.0倍、1/6.3倍の発現量であったが、培養14日目において

糖尿病群は対照群より有意に高く、1.6倍の発現量であった。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は0.2、培養３日目において対照群では1.4、糖尿病群では0.2、培養７

日目において対照群では1.6、糖尿病群では0.3、培養14日目において対

照群は6.6、糖尿病群では1.2、培養21日目において対照群では3.2、糖

尿病群では1.3であった。培養１、３、７、14日目において、糖尿病群

は対照群より有意に低く、それぞれ1/5.0倍、1/7.0倍、1/5.3倍、1/5.5

倍の発現量であった。	 

	 

２）CollagenⅠ（Col）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では0.5、

培養３日目において対照群では0.8、糖尿病群では0.4、培養７日目にお

いて対照群では0.8、糖尿病群では0.9、培養14日目において対照群では

2.1、糖尿病群では3.1、培養21日目において対照群では0.8、糖尿病群
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では0.7であった。培養１、３日目において糖尿病群は対照群より有意

に低く、両日とも1/2.0倍の発現量であったが、培養14日目において糖

尿病群は対照群より有意に高く、1.5倍の発現量であった。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は0.5、培養３日目において対照群では0.5、糖尿病群では0.3、培養７

日目において対照群では0.6、糖尿病群では0.5、培養14日目において対

照群では3.2、糖尿病群では0.5、培養21日目において対照群では1.1、

糖尿病群では0.5であった。培養１、３、７、14日目において、糖尿病

群は対照群より有意に低く、それぞれ1/2.0倍、1/1.7倍、1/1.2倍、1/6.4

倍の発現量であった。	 

	 

３）Osteopontin（OPN）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では1.5、

培養３日目において対照群では1.3、糖尿病群では2.4、培養７日目にお

いて対照群では4.2、糖尿病群では7.8、培養14日目において対照群では

3.4、糖尿病群では7.4、培養21日目において対照群では9.2、糖尿病群

では5.0であった。培養１、３、７、14日目において、糖尿病群は対照

群より有意に高く、それぞれ1.5倍、1.8倍、1.9倍、2.2倍の発現量であ

った。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は2.2、培養３日目において対照群では0.6、糖尿病群では0.8、培養７

日目において対照群では1.3、糖尿病群では2.3、培養14日目の対照群で

は4.0、糖尿病群では1.9、培養21日目において対照群では1.8、糖尿病

群では1.7であった。培養１、３日目で糖尿病群は対照群より有意に高
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く、それぞれ2.2倍、1.3倍の発現量であったが、培養14日目になると糖

尿病群は対照群より有意に低く、1/2.1倍の発現量であった。	 

	 

４）Osteocalcin（OCN）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では0.2、

培養３日目において対照群では0.6、糖尿病群では0.1、培養７日目にお

いて対照群では109.9、糖尿病群では14.7、培養14日目において対照群

では1687.1、糖尿病群では2824.0、培養21日目において対照群では765.5、

糖尿病群では1178.7であった。培養７日目において糖尿病群は対照群よ

り有意に低く、1/7.3倍の発現量であったが、培養14日目において糖尿

病群は対照群より有意に高く、1.7倍の発現量であった。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は0.2、培養３日目において対照群では0.1、糖尿病群では0.2、培養７

日目において対照群では10.8、糖尿病群では0.5、培養14日目において

対照群では1444.8、糖尿病群では140.5、培養21日目において対照群で

は1935.6、糖尿病群では184.8であった。培養７、14、21日目において、

糖尿病群は対照群より有意に低く、それぞれ1/21.6倍、1/10.2倍、1/10.5

倍の発現量であった。	 

	 

５）Runx2（Runx）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では0.6、

培養３日目において対照群では1.2、糖尿病群では0.7、培養７日目にお

いて対照群では1.2、糖尿病群では1.6、培養14日目において対照群では

3.7、糖尿病群では4.7、培養21日目において対照群では2.7、糖尿病群

では2.9であった。培養１、３日目において糖尿病群は対照群より有意
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に低く、両日とも1/1.7倍の発現量であったが、培養14日目において糖

尿病群は対照群より有意に高く、1.3倍の発現量であった。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は0.6、培養３日目において対照群では0.9、糖尿病群では0.7、培養７

日目において対照群では0.8、糖尿病群では0.7、培養14日目において対

照群では1.9、糖尿病群では1.2、培養21日目において対照群では3.2、

糖尿病群では1.2であった。培養１、３、21日目において、糖尿病群は

対照群より有意に低く、それぞれ1/1.7倍、1/1.3倍、1/2.7倍の発現量

であった。	 

	 

６）Osterix（Osx）	 

	 機械研磨での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群では0.6、

培養３日目において対照群では0.6、糖尿病群では0.4、培養７日目にお

いて対照群では1.7、糖尿病群では2.3、培養14日目において対照群では

3.6、糖尿病群では12.8、培養21日目において対照群では1.8、糖尿病群

では1.8であった。培養１、３日目において糖尿病群は対照群より有意

に低く、それぞれ1/1.7倍、1/1.5倍の発現量であったが、培養７、14日

目において糖尿病群は対照群より有意に高く、それぞれ1.4倍、3.6倍の

発現量であった。	 

	 フッ化水素酸処理での相対発現量は、培養１日目において糖尿病群で

は0.4、培養３日目において対照群では0.3、糖尿病群では0.3、培養７

日目において対照群では0.9、糖尿病群では0.4、培養14日目において対

照群では3.6、糖尿病群では1.0、培養21日目において対照群では1.3、

糖尿病群では1.1であった。培養１、７、14日目において、糖尿病群は
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対照群より有意に低く、それぞれ1/2.5倍、1/2.3倍、1/3.6倍の発現量

であった。	 

	 

Ⅳ．考察	 

	 糖尿病は、糖代謝異常を示す全身性疾患であり、骨の創傷治癒不全を伴

うため、インプラント治療のリスクファクターと言われている1)。本研究で

は、２型糖尿病疾患モデルであるGKラットを用いて骨髄由来骨芽細胞様細

胞の増殖、分化を検討した。GKラットは、Wistar系ラットの中から軽度耐

糖能の異常を示すものを選び、選択交配を繰り返すことにより確立された

自然発症型２型糖尿病モデルラットであり、その特徴は、非肥満、インス

リン抵抗性、インスリン分泌不全を示し、多くの日本人の２型糖尿病に類

似しているとされている28)。	 

	 

１．チタン上での骨芽細胞様細胞の増殖能について	 

	 機械研磨における細胞数は、培養１日目において糖尿病群は対照群よ

り有意に少なかったが、培養３日目において糖尿病群は対照群より有意

に多かった。これにより、糖尿病群の細胞は初期の増殖能は対照群に劣

るものの、培養３日目では対照群よりも増殖能が優れていることが示唆

された。本実験では、培養液には低グルコースのα-MEMを使用して培養

を行った。α-MEMは、Stannersら29)がEagle's	 MEMを改変し、マウスとハ

ムスターの融合細胞の培養に用いたもので、グルコース含有量は1,000	 

mg/lであり、低グルコースの培養液に分類されている。したがって、糖

尿病群において、培養１日目では細胞増殖能は低いままであったが、培

養３日目では低グルコース培養液で培養することによって増殖抑制が

軽減し、細胞増殖能が高くなったと考えられた。	 
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	 培養１、３日目において機械研磨での対照群における細胞数は、硫酸

処理、フッ化水素酸処理よりも有意に多くなった。Kuboら30)、Attら31)

は、Sprague-Dawley（SD）ラット骨膜由来骨芽細胞様細胞を培養したin	 

vitroの実験において、培養３、６日目において機械研磨の方が硫酸処

理よりも細胞数は多かったと報告している。本実験においても同様の結

果であり、チタン上での骨芽細胞様細胞におけるin	 vitroの実験系では

機械研磨において増殖能は促進されるものと考えられる。	 

	 また、培養１、３日目において機械研磨での糖尿病群における細胞数

は、硫酸処理、フッ化水素酸処理よりも有意に多かった。これにより、

糖尿病群の細胞でも対照群と同じくin	 vitroの実験系では機械研磨にお

いて増殖能が高いことが考えられる。	 

	 

２．チタン上での骨芽細胞様細胞の分化能について	 

	 ALP染色、von	 Kossa染色の結果は、いずれの実験期間においても糖尿

病群、対照群ともに機械研磨における陽性率が硫酸処理、フッ化水素酸

処理と比べて高かった。Kuboら30)、Attら31)は、SDラット骨膜由来骨芽細

胞様細胞を培養したin	 vitroの実験において、いずれの実験期間におい

ても機械研磨の方が硫酸処理よりもALP染色、von	 Kossa染色の陽性率は

高かったと報告している。さらに、Aitaら32)	 も	 SDラット骨髄由来骨芽

細胞様細胞を用いたin	 vitroの実験において、いずれの実験期間におい

ても機械研磨の方が硫酸処理よりもALP染色、von	 Kossa染色の陽性率は

高かったと報告している。本実験においてもこれらの報告と同様の結果

となっており、このことはin	 vitroにおける実験では機械研磨のような

平滑な面においては、酸処理を施した表面よりも骨芽細胞様細胞の分化、

石灰化が促進されることを示唆している。	 
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	 また本研究では、糖尿病群のALP染色および遺伝子発現について検討

を行った。機械研磨におけるALP染色および遺伝子発現は、培養14日目

で糖尿病群は対照群よりも陽性率および遺伝子発現が有意に高かった。

Inabaら33)は、in	 vitroの実験でヒトMG-63骨芽細胞様細胞を高グルコー

ス存在下に培養した際に1,25-dihydroxy-vitaminD3(1,25(OH)2D3)刺激に

対するOCNの分泌が通常の培養と比較して低下していたと報告している。

一方、Wangら25)は、チタンインプラントを埋入させたin	 vivoの実験で、

通常のGKラットとインプラント体周囲にインスリンを局所浸潤させた

GKラットのインプラントと骨の接触率をそれぞれ測定したところ、通常

のGKラットはインスリンを局所浸潤させたGKラットと比較して埋入２

週および６週後のインプラントと骨との接触率が有意に低かったと報

告している。これらの報告は、糖尿病による高グルコース環境が骨芽細

胞の分化を抑制しているものと考えられているが、これらの報告から本

実験結果を考察すると、本実験では低グルコースの培養液α-MEMを使用

していることから、糖尿病における高グルコース環境の影響は少なくな

っていると考えられる。すなわち、低グルコース培養液で培養したGKラ

ット骨芽細胞様細胞は、培養14日目では糖尿病による分化抑制の影響が

弱くなり、分化が促進された可能性が考えられる。	 

	 さらに本研究では、糖尿病群のALP染色および遺伝子発現と石灰化の

関係について検討を行った。培養14日目における機械研磨でのALP染色

陽性率は、糖尿病群では対照群よりも有意に高く、また、培養14日目に

おける機械研磨での遺伝子発現は、糖尿病群では対照群よりも検索した

すべての遺伝子において有意に高かった。培養21日目における機械研磨

でのvon	 Kossa染色の結果は、糖尿病群は対照群とほぼ同等の陽性率を

示し、培養21日目における機械研磨でのSEMによる石灰化結節の結果は、
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糖尿病群は対照群よりもわずかに少ない程度の石灰化結節数であった。

さらに、培養28日目における機械研磨でのvon	 Kossa染色陽性率および

SEMによる石灰化結節の結果は、糖尿病群は対照群とほぼ同等の陽性率

および石灰化結節数であった。これは前述の通り、培養14日目において

糖尿病群は対照群より高い分化能を示唆しているが、遺伝子発現を石灰

化のマーカーとして捉えると、その後の石灰化を検証しているvon	 Kossa

染色とSEMによる石灰化結節の観察における結果は、糖尿病群の方がvon	 

Kossa染色陽性率は高く、石灰化結節数も多くなると考えられる。しか

しながら、本実験の培養21日目のvon	 Kossa染色、培養28日目のvon	 Kossa

染色、SEMによる石灰化結節における結果は、糖尿病群と対照群でほぼ

同等であった。これらの結果では、ALP染色、遺伝子発現の結果がvon	 

Kossa染色ならびにSEMによる石灰化結節の結果と一致していないとい

うことになる。今回検索した遺伝子発現の中でOCNは、成熟した骨芽細

胞により産生されるタンパク質であり、石灰化に関与し34)、成熟骨芽細

胞から骨細胞へ分化する段階で発現すると言われている35）。一方Runx2

は、Runxファミリーに属する骨形成に関わる転写因子であり、骨芽細胞

分化に必須な役割を果たしている36)。さらに、Runx2は早期の骨芽細胞分

化には促進的に働くが、後期の骨芽細胞分化および骨細胞への分化を強

く抑制することが知られており、Liuら37)、Kanataniら38)は、マウス骨芽

細胞にRunx2を過剰発現させたところ、容易に吸収されるwoven	 bone様

の未熟骨へ分化し、成熟した骨細胞はほとんど存在しなかったと報告し

ている。本実験において、培養14日目における機械研磨のOCN、Runx2は、

実験期間を通して最大の発現量があり、糖尿病群は対照群よりも高く発

現していた。OCNが高く発現している培養14日目は、成熟骨芽細胞が骨

細胞へ分化していく時期であり、同時にRunx2が骨細胞への分化を抑制
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している時期であると考えられる。したがって、機械研磨での糖尿病骨

芽細胞様細胞はRunx2により分化が抑制され、von	 Kossa染色とSEMによ

る石灰化結節の結果は対照群とほぼ同等になったものと考えられた。さ

らに、Nakamuraら39)がGKラット下顎門歯抜歯窩へJIS60種チタン

（Ti-6Al-4V）を埋入させた実験で、Wistarラットと比較して除去トル

クに有意な差はなかったと報告している。以上のことから、本実験にお

いて機械研磨におけるGKラット骨芽細胞様細胞は、培養14日目において

低グルコース培養液α-MEMによって分化が促進され、遺伝子発現が高く

なり、その後培養14日目におけるRunx2による分化抑制によって培養28

日目における石灰化は対照群と同等になったと考えられる。	 

	 酸処理での分化能については、ALP染色、von	 Kossa染色、SEMによる

石灰化結節の観察、遺伝子発現ともにすべての培養期間において糖尿病

群は対照群よりもALP染色、von	 Kossa染色陽性率、遺伝子発現は低く、

石灰化結節数は少なかった。これは、前述の機械研磨とは異なる結果で

あった。Retzepiら40)	 は、機械研磨にサンドブラスト処理と酸エッチン

グにて処理を施したインプラントをストレプトゾトシン投与にて糖尿

病を惹起させ、インスリン投与を行ってコントロールしたWistarラット

と正常なWistarラットの下顎骨にそれぞれ埋入したところ、インスリン

投与を行ってコントロールした糖尿病ラットは、正常なWistarラットと

比べて埋入90日目におけるインプラントと骨との接触率が低かったと

報告している。これは、本実験における硫酸処理、フッ化水素酸処理の

結果と類似しており、糖尿病群ではチタンの表面性状によって骨芽細胞

の増殖、分化が異なっているものと考えられる。	 

	 

３．糖尿病患者におけるインプラント治療の可能性と今後の課題について	 
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	 骨芽細胞様細胞の分化、増殖はチタンの表面性状に影響される

30,31,41,42)。本実験では、異なる表面のチタン上で糖尿病ラット骨髄由来

骨芽細胞様細胞の分化、増殖について検討した。in	 vitroによる検索の

結果、糖尿病においても低グルコース培養液における機械研磨では対照

群と同等の石灰化を示すことが示唆された。これらのことから糖尿病患

者では、血糖値のコントロールとインプラント体の表面処理方法の選択

や埋入後の治癒期間を長くすることによって、リスクを軽減できると考

えられた。今後は	 in	 vivo	 において、糖尿病がインプラント周囲の骨

形成に及ぼす影響や適したチタンインプラント表面の処理方法につい

て検証を行う必要があると考えられた。	 

	 

Ⅴ．まとめ	 

	 本研究では、異なる表面処理を施したチタン上でGKラット骨髄由来骨芽

細胞様細胞の分化、増殖についてin	 vitroにて検討を行った。	 

１．	 GKラットの骨髄由来骨芽細胞様細胞は、機械研磨で対照群より増殖能

が高かった。	 

２．	 GKラットの骨髄由来骨芽細胞様細胞は、培養14日目のALP染色において

機械研磨では対照群より高い陽性率を示し、硫酸処理では両群の陽性

率に有意差がなく、フッ化水素酸処理では対照群より低い陽性率を示

した。	 

３．	 GKラットの骨髄由来骨芽細胞様細胞は、培養28日目のvon	 Kossa染色お

よびSEMによる石灰化結節の観察において、機械研磨では対照群と同等

のvon	 Kossa染色陽性率と石灰化結節を認め、硫酸処理では両群の陽性

率に有意差がなく、対照群より小さい石灰化結節を認め、フッ化水素
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酸処理では対照群より低いvon	 Kossa染色陽性率と対照群より少なく、

小さい石灰化結節を認めた。	 

４．	 GKラットの骨髄由来骨芽細胞様細胞は、培養14日目の遺伝子発現にお

いて、機械研磨では対照群より高い遺伝子発現を示し、フッ化水素酸

処理では対照群より低い遺伝子発現を示した。	 

５．	 GKラット骨髄由来骨芽細胞様細胞は、チタンの表面処理方法の選択や

低グルコースの培養液を使用することによって増殖、分化を促進させ

ることが可能であると考えられた。	 
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