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諸言  

 

辺縁性歯周炎（歯周炎）は、歯周病原性細菌により構成される細菌バイオフ

ィルム（デンタルプラーク）が原因となり発症・進行する炎症性疾患で、重篤

化に伴い歯槽骨の吸収が進行し、最終的には歯の脱落を招く。歯周炎の治療は、

スケーリングやルートプレーニングによるデンタルプラークや歯石の機械的除

去が中心となるが、歯槽骨吸収が進行した重症例では、歯肉を剥離し明視下で

プラークなどの原因因子や病巣部を除去する歯肉剥離掻爬術などの歯周外科処

置が適応される。しかしながら、歯周外科処置によって除去された病変部のス

ペースは、歯周組織を構成する各細胞の増殖速度の違いから、失われた歯槽骨、

歯根膜及びセメント質が再生する前に歯肉上皮や歯肉結合組織によってその大

部分が占有される。そのため、従前の歯周外科処置を行った場合には、上皮性

付着による治癒は生じるものの、本来の歯周組織に見られる結合組織性付着は

僅かしか形成されず、歯周組織の再生はほとんど認められない。このため、歯

周炎によって失われた歯周組織を再生することは、現在における歯周治療の大

きな目標となっている。 

喪失した歯周組織の再生を目的として、現在、本邦では、骨移植術、歯周組

織再生誘導法（Guided tissue regeneration 法；GTR 法）及び医療機器である

エムドゲイン®ゲル（EMD, Emdogain® Gel）の塗布が歯周組織再生療法として

承認されている 1)。骨移植術は、移植する材料により自家骨移植、他家骨移植、

異種骨移植、人工骨移植に分類される。このうち本邦において最も有効性や安

全性が評価されているのは自家骨移植であるが、自己組織の採取を要する侵襲

性が高い治療法であり、採取可能な骨の量に限界があるという問題点がある。

GTR 法は、骨欠損部に遮蔽膜を設置することで歯肉上皮及び歯肉結合組織由来

細胞の侵入を防ぎ、歯根膜由来細胞の誘導を図る方法である 2)。現在までに多

くの遮蔽膜の開発が行われ、適応症を的確に選択すれば予知性の高い結果が得

られるが、複雑な骨欠損に対して応用は難しく、術式の技術的難易度が高いこ

とからその治療成績は、術者の技術に大きく依存する。また、術後の歯肉退縮

による膜の露出が感染リスクを高めるという問題点がある 1)。EMD は、幼若ブ

タの歯胚から抽出したタンパク質分画であり、セメント質及び歯槽骨の再生を

促進することが報告されている 3, 4)。しかし、ブタ由来であることから動物製剤

としての潜在的なリスクが存在する。 

そこで、近年、platelet derived growth factor-BB（PDGF-BB）5)、PDGF-BB

と insulin-like growth factor-1（ IGF-1）の併用 6)、 bone morphogenetic 

protein-2（BMP-2）7)、brain-derived neurotrophic factor（BDNF）8)、growth/ 
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differentiation factor-5（GDF-5）9)などの様々な増殖因子の局所投与により、

歯周組織の新生を担うとされる歯根膜及び骨髄中の未分化間葉系細胞の増殖や

硬組織形成細胞への分化を活性化し、歯周組織の再生を積極的に促す新たな治

療法の研究が試みられている。 

塩基性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor; FGF-2）は、線

維芽細胞の増殖及び血管新生の誘導作用により創傷治癒の初期に肉芽組織の形

成を促進することから 10)、既に褥瘡の治癒促進剤として臨床応用されている。

また、局所投与された FGF-2 は、ラット腓骨骨折モデルやウサギ及びイヌ脛骨

骨折モデルにおいて、仮骨の形成及び骨強度を顕著に増加させることが報告さ

れている 11-14)。さらに、FGF-2 は、培養歯根膜細胞の遊走 15, 16)・増殖 17, 18)促

進作用を有すると共に、骨髄に存在する骨芽細胞の前駆細胞を増殖させること

が報告されている 19-23)。そこで我々は、これらの FGF-2 の作用に着目し、歯周

組織再生を促す治療薬としての応用研究を行ってきた。これまでにイヌ 24, 25)及

びサル 26)の人工的歯周組織欠損モデルにおいて、FGF-2 の局所投与により新生

骨・新生歯根膜・新生セメント質の形成が促進され、歯周組織がバランス良く

再生することを組織学的に示してきた。これを踏まえ、歯周炎患者の 2 壁及び 3

壁性の骨内欠損を対象にした臨床試験を実施した結果、歯肉剥離掻爬術時の

FGF-2 の単回局所投与により有意に歯槽骨の高さが回復することが明らかとな

った 27, 28)。さらに、FGF-2 を GTR 法、コラーゲンゲル、beta-tricalcium 

phosphate（β-TCP）などの歯周組織再生療法や足場材と併用した場合でも歯周

組織の再生が促進されることが動物モデルで報告されている 29-31)。しかしなが

ら、FGF-2 が歯周組織の再生を誘導する作用機序に関して、in vitro で観察さ

れた複数の情報を根拠にした推察に留まっており、実際の生体でどのように歯

周組織の再生がもたらされるのかについては十分に検討されていなかった。 

そこで本研究では、FGF-2 の歯周組織再生促進作用の機序を in vivo で明確

にするべく、イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルにおいて、再生初期段階における

新生組織量、増殖細胞数、血管新生及び骨形成関連遺伝子発現を経時的に評価

した。 

さらに、FGF-2 が持つ多彩な生理活性を歯周病治療以外の分野に応用するこ

とも今後の重要な研究課題であると我々は考え、FGF-2 の優れた歯槽骨再生促

進作用を基にインプラント治療への応用の可能性を検討した。インプラント治

療は、齲蝕、歯周病や外傷などが原因で歯の欠失が生じた部位の顎骨に生体適

合性を有するインプラントを埋入した後、これに上部構造を装着することで、

長期間の咬合機能及び審美性の回復を図る治療法である。本治療の成功は、イ

ンプラントが長期安定して維持されることであり、インプラントの安定には初

期固定と二次固定と呼ばれる 2 つの固定力が必要であるとされている。初期固
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定力は、既存骨とインプラントの機械的嵌合から得られ、二次固定力は、骨新

生に伴って形成される骨とインプラント表面の直接かつ機能的な結合である骨

性結合（osseointegration）から得られる 32-35)。この結合は、通常の歯周組織

に見られる結合組織性付着とは異なり、結合組織を介さず、直接、歯槽骨とイ

ンプラントが結合することが特徴である。埋入後、初期固定力は、インプラン

ト施術に伴う炎症などにより骨吸収を受け、徐々に低下して行くが、補完する

ように osseointegration が獲得され、二次固定力が上昇することで、インプラ

ントの固定力は維持される 34, 36)。 

しかしながら、抜歯後の骨吸収などによる既存骨骨質の低下や埋入窩の過剰

形成が原因で既存骨とインプラント間に隙間が生じ、初期固定力が低い場合も

ある。このような場合、インプラント表面で結合組織の増生が起こり、

osseointegration の獲得が阻害され、インプラントの早期脱落の可能性が高ま

る 37)。このため、osseointegration の獲得を促すべく、様々な表面加工を施し

たインプラントや骨充填材との併用が試されてきたが、その効果は十分ではな

い 38)。 

FGF-2 は、前記したように骨髄間葉系細胞に存在する骨芽細胞の前駆細胞を

増殖させ 19-23)、ラット腓骨骨折モデルやウサギ及びイヌ脛骨骨折モデルにおい

て、仮骨の形成を顕著に増加させることが報告されている 11-14)。このことから、

初期固定力が低下しているケースにおいても、FGF-2 を局所投与すれば、骨形

成及び osseointegration の獲得を強力に亢進させ、インプラントの安定性を向

上させる可能性が考えられた。そこで本研究では、FGF-2 の応用の可能性を探

索するため、既存骨との接触量を減らした初期固定不良インプラントモデルを

作製し、組織学的解析から FGF-2 の osseointegration の獲得に対する作用及び

インプラント安定性の指標である Implant Stability Quotient（ISQ）値を基に

安定性に対する作用を検討した。
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材料及び方法  

 

本研究では、イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルにおける FGF-2 の歯周組織再生

促進作用の作用機序解析（研究 I）に加え、イヌ初期固定不良インプラントモデ

ルにおける FGF-2 の安定性促進作用の検討（研究 II）を行った。 

 

1. 使用動物 

 研究 I では、雌性ビーグル犬 32 匹（59～69 月齢、北山ラベス（株）、長野）

を実験に使用した。研究 II では、雄性ビーグル犬 7 匹（37 月齢、Ridglan Farms, 

Inc.、Mt. Horeb、WI、USA）及び雌性ビーグル犬 6 匹（78～87 月齢、北山ラ

ベス（株）、長野）を用いた。ラットの歯肉内に単回投与された FGF-2 の血中

移行率に雌雄差は無かった（データは示していない）ことから、本試験でも評

価に当たって雌雄差を考慮しなかった。動物は、温度 18～26℃、湿度 30～70％、

7 時～19 時点灯条件下の飼育室で飼育し、固形飼料（ラボ D ストック、日本農

産工業（株）、神奈川）を 230 g/1 回/日で制限給餌させると共にフィルター（5 µL）

で除塵した水道水を自由摂取させた。 

 本研究における動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科倫理審査委員会及び

科研製薬株式会社動物実験倫理委員会の承認を得て実施された（許可番号：

K08-290、K12-383、K09-172、K14-192）。また、科研製薬株式会社は、動物の愛

護及び管理に関する法律を始めとした国内の法令を順守しており、日本 Health 

Sciences 財団の外部審査を受け、実験動物施設として承認されている。 

 

2. 試験物質の調製  

研究 I 及び研究 II で用いた FGF-2 製剤は、FGF-2 凍結乾燥品（科研製薬（株）

製剤研究部製造、東京）を 3%ハイドロキシプロピルセルロース（HPC）溶液（科

研製薬（株）製剤研究部製造、東京）で溶解し、FGF-2 の最終濃度が 0.3%にな

るように調製した。対照製剤は、3%HPC 溶液を用いた。これらの製剤を冷蔵庫

内で一晩放置し、調製時に混入した気泡が除かれたことを確認した後、実験に

用いた。気泡が残存していた場合には、遠心分離し完全に気泡を除去した。 

 

3. 全身麻酔と術後管理  

抜歯、欠損作製、インプラント埋入、ISQ 値の測定及び屠殺時の全身麻酔は、

セラクタール（バイエル薬品（株）、大阪）の背部皮下投与（20 mg/body）及び

ペントバルビタール溶液の静脈内投与（約 10 mg/kg）により行った。ペントバ

ルビタール溶液は、ペントバルビタールナトリウム（ナカライテスク（株）、京
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都）を生理食塩液（（株）大塚製薬工場、徳島）で 50 mg/mL に溶解し、濾過滅

菌し実験に使用した。 

処理終了後は、覚醒促進のためテラプチク（エーザイ（株）、東京） 15 mg/1 

mL/body を静脈内投与した。また、術後の感染予防のため、欠損作製直後と翌

日より 3 日間は 1 日 1 回、ペニシリン（ベンジルペニシリンカリウム；明治製

菓（株）、東京）4 万単位/body 及びストレプトマイシン（硫酸ストレプトマイ

シン「明治」；明治製菓（株））200 mg/body を背部皮下に投与した。欠損作製

及びインプラント埋入後 7 日間は、Pedigree（Mars Japan Limited、東京）を

400 g/1 回/日で与え、14 日目に全身麻酔下にて抜糸した。 

被験部位を含む組織ブロック採取は、全身麻酔下にてノボ・ヘパリン注（1 

mL/body；持田製薬（株）、東京）を静脈内投与後、頚動脈からの放血により

安楽死させ、実施した。 

 

4. イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルの作製及び試験物質の投与  

 

 

図 1  研究 I の実験スケジュール  

抜歯後 3 ヵ月目に、欠損作製及び試験物質を投与した。投与後 3、7、14 及び 28 日目に欠

損部を含む歯周組織ブロックを採取し、組織標本作製を行った後、組織学的形態計測、増殖性

細胞の定量及び新生血管面積の定量を実施した。また投与後 7 及び 14 日目に欠損部内の新生

組織を採取し、Real-time PCR により遺伝子解析を実施した。  

 

 図 1 に研究 I の実験スケジュールを示す。実験に供する 32 匹のビーグル犬を

対象に、歯周組織欠損作製予定である下顎両側第 1 後臼歯（M1）近心部の欠損

作製領域確保のため、全身麻酔下で、M1 の近心側隣在歯である下顎両側第 4

前臼歯（P4）部に歯科用キシロカイン（デンツプライ三金（株）、東京）を用い

た局所麻酔を行い、P4 を歯冠分割後、通法に従い抜去した。 

抜歯後 3 ヵ月目に抜歯窩に新生骨が形成されたのを確認した後、群間の体重

及び月齢に差がないように群分けを実施した（表 1）。全身及び局所麻酔下で第
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3 前臼歯（P3）～M1 間の歯肉に歯頸部には歯肉溝切開を、歯牙欠損部には P3

の遠心頬側部と M1 の近心頬側部を結ぶ近遠心的な切開を行い、歯肉弁を形成

した（図 2）。下顎両側 M1 近心部の歯槽骨に歯科用ドリル（Portacare、（株）

モリタ製作所、京都）を用い、歯槽骨頂から深さ 4 mm、近遠心幅 5 mm、頬舌

幅 3 mm の 3 壁性歯周組織欠損を作製した。この際、欠損部に露出した歯根面

の歯根膜及びセメント質はキュレットを用いて除去した。その後、下顎両側欠

損部に FGF-2 製剤もしくは対照製剤を各 60 µL/site 投与し、歯肉弁を復位縫合

した。 

 

表 1 研究 I の群構成  

評価項目  評価日  群  
時点あたりの

例数 /群  

総使用  

動物数  

試験物質の  

配置  

組織学的形態計測  
3、7、14、28 

 

対照群  

FGF-2 群  

 

4 16 
左右同薬物  増殖性細胞の定量  

新生血管面積  7 4 4 

遺伝子解析  7、14 6 12# 左右別薬物  

#：組織採取後、歯肉弁を復位縫合し、6 匹は研究 II へ転用した。  

 

A B C

 

図 2 イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルの作製  

（A）：P3～M1 間に作製した歯肉弁、（B）：M1 近心根に作製した 3 壁性歯周組織欠損、（C）：

欠損部への試験物質の投与を示す。  

 

5．インプラントの埋入  

研究 II では、表 2 に示すように 2 回実験（実験 1 及び 2）を実施した。 

実験 1 では、インプラント埋入後 4、8 及び 12 週目にインプラントを含む組

織ブロックを採取し、研磨標本を作製した。埋入後 4 及び 8 週目では、インプ

ラントの陥凹部における組織学的形態計測を実施した。埋入後 12 週目では走査
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電子顕微鏡を用い、新生骨とインプラントの境界面を観察した。実験 2 では、

インプラント安定性の指標として共振周波数解析から算出される Implant 

Stability Quotient（ISQ）値を埋入後 16 週間にわたり経時的に測定した後、

16 週目に組織ブロックを採取し、研磨標本を用いた組織学的形態計測を実施し

た。 

 

表 2 研究 II の群構成  

 評価項目  評価時点（週）  群  
例数 /

群  

使用  

動物数  

埋入本

数 /片側  

実験 1 
組織学的形態計測  4、8  

対照群  

FGF-2 群  

 

6 6 
2 

電子顕微鏡観察  12 2 1 

実験 2 
ISQ 測定  0、4、6、8、12、16 6 

6 1 
組織学的形態計測  16 6 

 

実験 1 では、図 3 の実験スケジュールに従い、実験に供する 7 匹のビーグル

犬の下顎両側 P3 及び P4 を研究 I と同様に抜去した。 

 

 

図 3 実験 1（研究 II）の実験スケジュール  

抜歯後 3 ヵ月目に、インプラント埋入及び試験物質を投与した。埋入後 4、8 及び 12 週目で

インプラント埋入部を含む組織ブロックを採取し標本作製を行った後、組織学的形態計測もし

くは電子顕微鏡観察を実施した。  

 

 抜歯後 3 ヵ月目に、下顎両側の第 2 前臼歯（P2）遠心部から M1 近心部にか

けて歯肉弁を研究 I と同様に形成した。インプラントシステム（インプランタ

ーNeo BRIGHT、京セラメディカル株式会社、大阪）の twist drill（ドリルコ

ントラ#16 32S 及びキャノンドリル 32S）を用い、生理食塩液注水下にてイン

プラント埋入窩（直径 3.2 mm、深さ 6 mm）を片側 2 ヵ所に形成した（800 rpm、
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図 4）。taper drill（ファイナルドリル TP37S）にて直径を 3.7 mm まで広げた

後、右側埋入窩には FGF-2 製剤を、左側には対照製剤を 20 L 投与した。初期

固定力を低下させるため、埋入窩より直径が小さく、既存骨との接触が少ない

陥凹したカスタムインプラント（図 5）を埋入した後、healing cap を装着し、

歯肉弁を復位縫合した。 

 

6. 埋入3. トライアルピン1. マーキングバー

形成深さ６mm

4. キャノンドリル32Ｓ

形成深さ６mm ドリルの肩まで形成

2.ドリルコントラ
#16 32-S 

5. ファイナルドリル
TP 37S

 

図 4 インプラント埋入手順  

 マーキングバーで埋入位置を決定した後、生理食塩液注水下にて twist drill（ドリルコント

ラ#16 32S 及びキャノンドリル 32S）を用い、直径 3.2 mm、深さ 6 mm の埋入窩を作製した。

初期固定力を低下させるため taper drill（ファイナルドリル TP37S）にて直径を 3.7 mm まで

広げた。試験物質投与後、カスタムインプラント（図 5 または 7）を埋入した。  

 

 
図 5 実験 1（研究 II）に用いたカスタムインプラント  

 

実験 2 では、図 6 の実験スケジュールに従い、研究 I で使用した P4 抜去済の

ビーグル犬のうち 6 匹を用いた。実験 1 と同手順で下顎両側の M1 近心部から

P3 遠心部にかけて歯肉弁を形成し、図 7 に示すカスタムインプラントを片側 1

ヵ所に埋入した。 
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図 6 実験 2（研究 II）の実験スケジュール  

P4 を抜去済のビーグル犬を用い、インプラント埋入及び試験物質の投与を行った。埋入直

後及び埋入後 4、6、8、12 及び 16 週目で ISQ 値を測定した。埋入後 16 週目でインプラント

埋入部を含む組織ブロックを採取し組織標本作製を行った後、組織学的形態計測を実施した。 

 

 

図 7 実験 2（研究 II）に用いたカスタムインプラント  

 

6．ISQ 値の測定 

 実験 2（研究 II）において、Osstells（Integration Diagnostics AB、Gothenburg、

Sweden）を用い、共振周波数から算出される ISQ 値によりインプラントの安

定性を評価した。1～100 の数値で示される ISQ 値は、数値が高いほど、インプ

ラントの安定性が高いことを表す。インプラント埋入直後、transducer（京セ

ラメディカル株式会社）をインプラントに装着し、ISQ 値を測定した（図 8）。

ISQ 値が 60 以下であると初期固定が不良であるとされる 39)ことから、各イン

プラントの埋入直後の ISQ 値が 60 以下の 41～51 であることを確認した。測定

後、tranducer を除去し、healing cap を装着した後、歯肉弁を復位縫合した。

埋入後 4、6、8、12 及び 16 週目に前記手順に従い、全身及び局所麻酔下にて

ISQ 値を測定した。 
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図 8 ISQ 値の測定  

healing cap を除去し、tranducer 装着した後、Osstells の測定部位を近づけ、ISQ 値を測

定した。  

 

7．組織学的評価  

1）組織標本の作製  

研究 I では、投与後 3、7、14 及び 28 日目に、全身麻酔下にて放血により安

楽死させ、欠損部位を含む歯周組織ブロックを摘出した。採取した組織ブロッ

クは、10%中性緩衝ホルマリン溶液で浸漬固定した。約 2 ヵ月間 10%蟻酸溶液

で脱灰処理した後、通法に従いパラフィン包埋し、ブロックを欠損部の近遠心

方向に薄切し組織切片を作製した。欠損部の舌側壁から 500 µm 付近で厚さ 2 

µm の近遠心的標本を作製し、通法に従い、アザン染色を行い、組織形態計測学

的評価を行った。 

研究 II の実験 1 では埋入後 4、8 及び 12 週目に、実験 2 では埋入後 16 週目

に、研究 I と同様に安楽死させ、インプラント埋入部を含む組織ブロックを摘

出した。採取した組織ブロックは、10%中性緩衝ホルマリン液で浸漬固定し、

樹脂包埋した後、インプラント中央部で厚さ 50～100 µm の近遠心断面の研磨

標本を作製し、ビラヌエバ・ゴールドナー染色を行った。 

 

2）組織学的形態計測 

組織学的形態計測は、WinRoof image analysis software（ver.5.03、三谷商

事（株）、福井）を用いて行った。 

研究 I では、アザン染色切片を用い、欠損作製時に露出歯根面に作製した切

削痕を基準として、欠損部に形成された出血巣面積、肉芽組織面積、線維性結

合組織面積、新生骨面積及び最歯根側の新生骨の高さを測定した。なお、各組

織に関して、血餅及び赤血球が占める領域は出血巣、線維芽細胞だけで構成さ

れた領域は肉芽組織、線維芽細胞周囲に豊富なコラーゲン線維の沈着が認めら

れた領域は線維性結合組織、骨基質の沈着が認められた領域は新生骨であると
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判断した。また、歯根表面では欠損底から根面に沿って形成された結合組織、

新生セメント質及び歯根膜の長さ及び欠損底から歯肉上皮根尖側端までの距離

を計測した。血管数は、グリッドを装着した顕微鏡下にて、歯根面から近遠心

方向に 1 mm 幅の新生結合組織における個数を計測した。 

研究 II の実験 1 では、埋入後 4 及び 8 週目の研磨標本を用い、カスタムイン

プラントの陥凹した計測領域における新生骨面積及びインプラントと新生骨が

接する長さ（骨接着長）を計測した。なお既存骨からの距離と骨形成との関係

を評価するため、新生骨面積は、既存骨に近い領域（Area 1）と遠い領域（Area 

2）の 2 領域に分け、骨接着長は Side a、b、c、d と分けて解析を実施した（図

9B）。各インプラント 1 本あたり平均値を個体値とし、最終データは、新生骨面

積/各領域の面積×100（%）、もしくは、骨接着長/各辺の長さ×100（%）で示し

た。実験 2 では、埋入後 16 週目の標本を用い、カスタムインプラントの陥凹し

た計測領域全域における新生骨面積及びインプラント表面と新生骨の接着長を

計測した（図 9C）。最終データは実験 1 と同方法にて算出した。 

a

S
id

e 
d

b
c

A
re

a
 2

A
re

a
 1

B C
A

 

図 9 研究 II における組織学的形態計測領域  

（A）：インプラント 1 本あたり 2 個所の計測領域（赤枠）が存在するため、2 個所の平均値を

個体値とした。実験 1（B）及び実験 2（C）の計測領域を示す。  

 

3）免疫染色及び PCNA 陽性細胞の定量 

組織学的形態計測を行った切片に隣接する切片を用い、Histofine® SAB-PO 

（R）及び SAB-PO（M）キット（ニチレイバイオサイエンス株式会社、東京）

のプロトコールに基づき、抗 Proliferating Cell Nuclear Antigen（PCNA）抗

体（rabbit-poly；Santa Cruz biotechnology Inc.、Dallas、Texas、USA）及び

抗 I 型コラーゲン抗体（mouse-poly；abcam、Cambridge、UK）による免疫染
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色を行った。脱パラフィンを行った後、0.02 mol/L リン酸緩衝液（PBS）に室

温で 5 分間及び 0.3%過酸化水素液/PBS に室温で 15 分間順次浸漬し、内因性ペ

ルオキシダーゼを不活化した。次に、PBS に 3 回それぞれ 5 分間浸漬し洗浄し

た後、ヒストファイン SAB-PO（R）及び SAB-PO（M）キット付属の正常血清

を用いて室温で 30 分間ブロッキングを行い、一次抗体液（PCNA 抗体液、I 型

コラーゲン抗体液）もしくはそれぞれの negative control液 200 µLを滴下し 4℃

で 1 晩反応させた。なお、抗 PCNA 抗体液及び抗 I 型コラーゲン抗体液は、

Antibody Diluent（Dako、Glostrup、Denmark）で 250 及び 2500 倍希釈して

使用した。また、それぞれの negative control 液は、Rabbit IgG Isotype Control

（IMGENEX、San Diego、CA、USA）及び Mouse IgG1 Isotype Control

（IMGENEX）を Antibody Diluent にて、一次抗体液と同蛋白質濃度に調製し

た。翌日、PBS に 3 回それぞれ 5 分間浸漬し洗浄した後、キット付属のビオチ

ン標識二次抗体を室温で 15 分反応させた。続いて、PBS に 3 回それぞれ 5 分

間浸漬し洗浄した後、同じくキット付属のペルオキシダーゼ標識ストレプトア

ビジン液を室温で 15 分間反応させた。PBS に 3 回それぞれ 5 分間浸漬し洗浄

した後、diaminobenzidine（DAB）発色液（DAB 基質キット；Dako）により

発色させ、10 秒間ヘマトキシリン染色を行った。系列アルコール及びキシレン

で透徹後、封入し検鏡した。 

PCNA 陽性細胞の定量解析では、グリッドを装着した顕微鏡下で、PCNA 陽

性細胞数を計測した。骨欠損部は、既存骨領域、辺縁部、中央部、上部の 4 領

域に区分した（図 10）。欠損内の各領域は、欠損形態を参考に、辺縁部 6 mm2、

中央部 1 mm2 及び上部 3 mm2 を抽出し、PCNA 陽性細胞数を計測した。また、

既存骨領域では欠損の隅角部、既存歯根膜、既存骨上縁を基準として 4 mm2 を

抽出した。これらの各領域の陽性細胞数は、1 mm2 あたりの平均値で示した。

一方、歯根面では、既存歯根膜幅を参考に歯根面から 0.25 mm 幅の PCNA 陽

性細胞数を計測し、欠損底から歯冠にかけての総数で示した。 

中央部

既存骨領域

辺縁部

1 mm

1 mm

上部

0.25 mm

歯
根
面

 

図 10 PCNA 陽性細胞の解析領域  
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4）血管面積の定量  

投与後 7 日目に頸動脈に挿入したカニューレからの放血により安楽死させた

後、再度頸動脈より頭部方向にカニュレーションを行い、ヘパリン加生理食塩

液（ヘパリン濃度 1000 U/L）を 3 L 潅流した。次いで墨汁（呉竹株式会社）を

約 200 mL、3%ゼラチン加墨汁（ゼラチン：日本 BD、東京）を約 300 mL 潅流

した後、欠損部位を含む組織ブロックを摘出した。摘出した標本は、10%中性

緩衝ホルマリン液で固定し、蟻酸脱灰後、パラフィン包埋した。血管の走行を

観察するため、厚さ 15 µm で近遠心的標本を作製し、エオジン染色を行った。

欠損面積及び同部の墨汁で染色された血管面積を測定し、欠損面積に対する血

管面積の割合を算出した。なお、血管面積の定量では、歯髄中央部を薄切した

標本を欠損中心部として計測に使用した。 

 

5）電子顕微鏡観察  

インプラント埋入後 12 週目に、前記の方法にて近遠心断面の研磨標本を作製

した。標本は、plasma multicoater（PMC-5000; Meiwafosis Co. Ltd.、東京）

にて白金コートした後、scanning electron microscope（JSM-6390LV; JEOL 

Ltd.、東京）を用いて観察した。 

 

8．Real-time PCR 

投与後 7 及び 14 日目に全身及び局所麻酔下にて歯肉弁を再形成し、欠損部内

の新生組織を全量採取した。組織採取後、歯肉弁を復位縫合し、研究 II（6 匹）

を含む他試験へ転用した。採取した組織は、ISOGEN（ニッポンジーン株式会

社、東京）と混和し、鋏で細切した。次に、この混和物に 0.2 mL のクロロホル

ムを加えて混合し、遠心分離機 himac CF15R（日立工機（株）、東京）により

12000×g、15 分間、4℃で遠心分離後、上清を回収した。回収した上清の体積の

0.8 倍量のイソプロパノールを加えて混和し、室温で 10 分間静置した。遠心分

離（12000×g、10 分間、4℃）後、上清を除き、70%エタノールを加え混合した。

遠心分離後（7500×g、5 分間、4℃）上清を除き、風乾させ、DEPC 処理水（ナ

カライテスク株式会社）で溶解し、 RNA 溶液を得た。 RNA 溶液は、

NanoDrop™1000（Thermo Fisher Scientific Inc.、MA、USA）にて吸光度（波

長：260 nm）を測定し、濃度を算出した。DNA-Free RNA Kit™（ZYMO 

RESEARCH Corp.、Irvine、CA、USA）を用い、ゲノム DNA を除去した後、

total RNA 1 µg と High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits with 

RNase Inhibitor（Life Technologies Corp.、Carlsbad、CA、USA）を用い、

逆転写反応を行った。 
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Real-time PCR は、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System（Life 

Technologies Corp.）を用い、50℃、2 分間、95℃、10 分間反応させた後 95℃、

15 秒、60℃、1 分間のサイクルを 45 回繰り返した。なお、プライマー及びプ

ローブは、TaqMan® Gene Expression Assays（Life Technologies Corp.）：Bone 

Morphogenetic Protein 2（BMP-2）（Cf02695364_s1）、Sp7 transcription factor

（ Sp7, Osterix ）（ Cf02679117_s1 ）、 Alkaline phosphatase （ ALP ）

（Cf02623585_m1）、Osteocalcin（OC）（Cf02623891_g1）、18S ribosomal RNA

（18S rRNA）（Hs99999901_s1）を用いた。内部標準遺伝子として、18S rRNA

を採用した。各遺伝子の発現量は、相対定量法に基づき、検量線から算出した。

「標的遺伝子の発現量＝標的遺伝子濃度比率／内部標準遺伝子濃度比率」とし

て算出した後、7 日目の対照群の平均発現量を 1 とした相対量を平均及び標準

偏差で示した。 

 

9．統計解析 

各測定値は平均値及び標準偏差で示した。研究 I では、SPSS for Windows 

Version 14（SPSS、Chicago、IL、USA）もしくは SAS® Version 9.2（SAS 

Institute Japan、東京）を用いて統計解析を実施した。組織学的評価では、各

時点における FGF-2 群と対照群との間で t 検定を行った。遺伝子発現では、評

価日及び被験物質を固定効果、動物を変量効果とした線形混合モデルにより解

析を行った。研究 II では、PASW Statistics 18（ver 18.0.0、日本 IBM サービ

ス（株）、東京）を用いて統計解析を行い、各時点において Wilcoxon の符号付

き順位検定により比較した。なお、いずれの解析についても有意水準を 0.05 と

した。 
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結果 

 

1．イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルにおける FGF-2 の歯周組織再生促進作

用の作用機序の検討（研究 I） 

研究 I では、FGF-2 の歯周組織再生促進作用の機序を in vivo で明確にするべ

く、イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルにおいて、再生初期段階における新生組織

量、増殖細胞数、血管新生及び骨形成関連遺伝子発現を経時的に評価した。 

 

1）骨欠損部における新生組織の経時推移  

骨欠損部の組織像（図 11A－H）及び新生組織量（図 11I－M）を評価した。

投与後 3 日目では、両群とも、骨欠損部は炎症細胞の浸潤を伴った出血巣で占

められた（図 11A、11B、11I）。しかし、FGF-2 群では、欠損辺縁部から線維

芽細胞様細胞の増生が起こり、辺縁部において極少量であるが肉芽組織の形成

が観察された（図 11B、11J）。投与後 7 日目の対照群では、欠損辺縁部に少量

の肉芽組織形成が観察されたが、依然として骨欠損部の大半を出血巣が占めた

（図 11C）。一方、FGF-2 群では、出血巣は縮小し、新生血管を伴った肉芽組織

及び線維性結合組織がほぼ骨欠損部全域に増生していた（図 11D、11I、11J、

11K）。さらに辺縁部の一部に新生骨形成を認め（図 11D）、FGF-2 群の新生骨

面積は対照群に比べ顕著に増加した（図 11L）。投与後 14 及び 28 日目の対照群

では、経時的に辺縁部からの新生骨の増加傾向が認められるが、肉芽組織、線

維性結合組織及び骨組織が混在し（図 11E、11G）、肉芽組織面積は FGF-2 群に

対して高値を示した（図 11J）。一方、FGF-2 群では、経時的な新生骨の増加が

著明で、投与後 28 日目には欠損部の大部分を新生骨が占め、新生骨面積及び新

生骨の高さは、対照群に比べ有意に高値を示した（図 11F、11H、11L、11M）。 

以上の結果から、FGF-2 の投与により新生血管を伴った肉芽組織が促進され、

この肉芽組織が速やかに骨組織に置き換わることで、FGF-2 の新生骨形成促進

作用がもたらされることが明らかとなった。 
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図 11 欠損部における新生組織の経時推移  

アザン染色像。（A、B）：投与後 3 日目、（C、D）：投与後 7 日目、（E、F）：投与後 14 日目、

（G、H）：投与後 28 日目。（A、C、E、G）：対照群、（B、D、F、H）：FGF-2 群。  

cl：出血巣、gt：肉芽組織、ct：線維性結合組織、nb：新生骨、b：既存骨、d：象牙質、g：

歯肉組織。バーは 1 mm を示す。  

 骨欠損部における新生組織量。（I）：出血巣面積、（J）：肉芽組織面積、（K）：線維性結合組

織面積、（L）：新生骨面積、（M）：新生骨の高さ。平均±標準偏差、n = 4、*：p < 0.05、**：

p < 0.01（対照群との比較、t 検定）。  
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2）歯根面における新生組織の経時推移  

歯根面の新生組織像（図 12A－H）を観察し、欠損底からの各種新生組織長

及び歯肉上皮根尖側端までの距離（図 12I－L）を評価した。 

投与後 3 日目では、両群とも、炎症細胞の浸潤を伴った出血巣が歯根面の大

部分を占めた（図 12A、12B）。しかし、FGF-2 群では、欠損底部において線

維芽細胞様細胞の増生が僅かに認められた（図 12B）。投与後 7 日目の対照群で

は、結合組織形成が僅かしか認められず、歯根面の大半を出血巣が占めたのに

対し、FGF-2 群では、歯根面全体に結合組織が形成され、その組織長は対照群

に対して有意に高値を示した（図 12C、12D、12I）。特に興味深いことに、FGF-2

群の歯根面では欠損底から歯冠側方向にかけて線維芽細胞様細胞が縦列に連な

っていた（図 12D 黒矢印）。この歯根面に形成された結合組織では著しい血管

新生が観察された（図 12D 黒矢頭）。また、FGF-2 群の欠損底部から歯肉上皮

根尖側端までの距離も、対照群に対して有意に高値を示した（図 12J）。投与後

14 日目では、対照群でも歯冠側まで結合組織が形成されたが、コラーゲン線維

は疎であった（図 12E）。一方、FGF-2 群の結合組織には緻密なコラーゲン線維

が観察され、新生セメント質及び新生骨へのシャーピー線維の埋入像が観察さ

れた（図 12F 白矢頭）。投与後 28 日目において、対照群では、形成された結合

組織の成熟が認められたが、新生セメント質は 4 例中 1 例のみで観察された（図

12G）。一方、FGF-2 群では、新生セメント質及びシャーピー線維の埋入像が 4

例中 3 例で観察され（図 12H）、新生セメント質及び歯根膜長は、対照群と比較

し高値を示した（図 12K、12L）。なお、これらの新生セメント質は I 型コラー

ゲンの免疫染色において濃染した（図 12G’、12H’）。また、実験期間を通じて、

各群の全例とも骨性癒着（アンキローシス）は認められなかった。 

 以上のことから、歯根面では、FGF-2 により早期に形成された結合組織が、

歯肉組織の根尖側への侵入を阻止し、再生スペースが確保されることで、セメ

ント質及び歯根膜の再生が促進されたと推測された。 
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図 12 歯根面における新生組織の経時推移  

アザン染色像。（A、B）：投与 3 日目、（C、D）：投与後 7 日目、（E、F）：投与後 14 日目、

（G、H）：投与後 28 日目。（A、C、E、G）：対照群、（B、D、F、H）：FGF-2 群。  

I 型コラーゲン免疫染色像（G’、H’）は、アザン染色像（G、H）と同領域を示す。cl：出血

巣、b：既存骨、c：既存セメント質、p：既存歯根膜、d：象牙質、nc：新生セメント質。  

黒矢印は、欠損底から歯冠側にかけて連なる線維芽細胞様細胞を示す。黒矢頭は、結合組織内

の新生血管を示す。白矢頭は、新生セメント質に埋入する緻密なコラーゲン線維（シャーピー

線維）を示す。バーは 50 μm を示す。  
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 歯根面における新生組織長。（G）：欠損底からの結合組織長、（H）：欠損底から歯肉上皮根

尖側端までの距離、（I）：新生セメント質長、（J）：新生歯根膜長。平均±標準偏差、n = 4、

N.D.：計測不能（投与後 3 日目は歯根面に接した歯肉上皮がなかったため）、**：p < 0.01、

***：p < 0.001（対照群との比較、t 検定）。  

 

3）骨欠損部における PCNA 陽性細胞の局在と定量  

骨欠損部の PCNA 陽性細胞の局在を観察し（図 13）、骨欠損部の各領域にお

ける PCNA 陽性細胞数を定量した（図 14）。 

投与後 3 日目の対照群では、陽性細胞が既存骨領域で極僅かに認められたの

みで、他の領域では観察されなかったが（図 13B’、14B）、FGF-2 群では既存骨

髄から広がるように辺縁部で陽性細胞が散見され（図 13C’）、対照群に比べ、既

存骨領域で 2.5 倍、辺縁部で 10 倍の陽性細胞が観察された（図 14B）。投与後 7

日目の対照群では、主に辺縁部で陽性細胞が観察されたが（図 13D’、13F’、13H’）、

FGF-2 群では骨欠損部の全領域で高密度に陽性細胞が存在し（図 13E’、13G’、

13I’）、細胞数は対照群と比較して有意に高値を示した（図 14C）。投与後 14 日

目になると、両群とも主に中央及び上部領域で陽性細胞が認められた（図 14D）。

骨欠損部全体の陽性細胞数のピークは、対照群では 14 日目であるのに対し、

FGF-2 群では 7 日目であり、ピーク時の陽性細胞数を比較すると、対照群に対

して、FGF-2 群で顕著に高値を示した（図 14B－E）。その後、投与後 28 日目

になると、両群とも陽性細胞は、主に上部で観察されるようになり、FGF-2 群

の陽性細胞は対照群と比較し低値を示した（図 14E）。 

以上の結果から、骨欠損部の細胞増殖は、欠損部周辺の既存骨領域から始ま

り、辺縁部から中央部、上部へと進行していくことが明らかとなった。さらに、

FGF-2 により増殖性細胞の早期出現及び総数の増加が起こり、骨欠損部が早期

に細胞で満されることで新生組織の形成が促進されると考えられた。 



  

21 

C

b

gt

b

B’

b

B

3日

7日

G’

ct

G

ct

F’

gt

F

gt

cl

g

ct

I’

g

ct

I

g

cl

H’

g

cl

H

E’

ct

E

ct

b

D’

b

ct

b

D gt

ct

a)

b)

c)

FGF-2対照

b

C’

b
) 
中
央
部

c)
 上

部
a)

 既
存
骨
領
域
及
び
辺
縁
部

A

a)
 既

存
骨
領
域
及
び
辺
縁
部

100 μm

 
図 13 骨欠損部における PCNA 陽性細胞の局在  

（A）：観察領域 a)：既存骨領域及び辺縁部、b)：中央部、c)：上部を示す。  

（B、C）：投与後 3 日目、（D－I）：投与後 7 日目。（B、D、F、H）：対照群、（C、E、G、I）：

FGF-2 群。PCNA 免疫染色像（B’－I’）は、アザン染色像（B－I）内の四角領域を高倍にして



  

22 

示した。cl：出血巣、gt：肉芽組織、ct：線維性結合組織、b：既存骨、g：歯肉組織。黒矢頭

は、既存骨髄から広がるように辺縁部で観察された陽性細胞を示す。  
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図 14 骨欠損部における PCNA 陽性細胞の定量  

（A）：計測領域（既存骨領域、辺縁部、中央部、上部）を示す。  

（B）：投与後 3 日目、（C）：投与後 7 日目、（D）：投与後 14 日目、（E）：投与後 28 日目の各
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領域 1 mm2 あたりの PCNA 陽性細胞数。平均±標準偏差、n = 4、*：p < 0.05、**：p < 0.01

（対照群との比較、t 検定）。  

 

4) 歯根面における PCNA 細胞の局在と定量 

歯根膜細胞などの歯根近傍の細胞増殖に対する FGF-2 の影響を詳細に検討す

るため、投与後 3 及び 7 日目の歯根面における PCNA 陽性細胞の局在を観察し

た。また、歯根面から幅 0.25 mm を新生歯根膜の形成予定領域と定め PCNA

陽性細胞数を定量した（図 15）。 

投与 3日目の対照群では、既存歯根膜からの線維芽細胞様細胞の増生はなく、

PCNA 陽性細胞も認められなかった（図 15B’）。一方、FGF-2 群では、既存歯

根膜から増生した線維芽細胞様細胞に陽性細胞が観察された（図 15C’黒矢頭）。

投与後 7 日目になると、対照群では欠損部底部のみに陽性細胞が認められたが

（図 15D’、15F’）、FGF-2 群では欠損部底部だけでなく、歯根面に沿って底部

から上方へ陽性細胞が広がり（図 15E’、15G’）、歯根表面で陽性細胞が連なっ

て観察された（図 15E’及び 15G’白矢頭）。新生歯根膜の形成予定領域の総陽性

細胞数は、投与後 7 日目において対照群と比較し FGF-2 群で 4 倍以上増加した

（図 15H）。14 日目以降、両群の陽性細胞数は同程度になったが、陽性細胞数

のピークは、対照群で 14 日目の 814±214 個（平均±標準偏差）、FGF-2 群で 7

日目の 1667±228 個（同）であったことから（図 15H）、FGF-2 は、歯根面に

おける細胞増殖を時間的にも量的にも促進し、歯根膜及びセメント質の再生の

亢進を誘導したと考えられた。 

 

B’

d

cl

p cb

C d

b

cl

p c

B

b

d
cl

p c

3 日

a)

b)

a)
 欠

損
底
部

F
G

F
-2

対
照

C’

d

p
cb

A

100 μm

 



  

24 

14 7 28 3 

7 日

b
) 
歯
根
面
中
央
部

a)
 欠

損
底
部

FGF-2対照

総
P

C
N

A
陽
性
細
胞
数
（個

）

* * *H

d

d

d

ctd

gt

ct

D D’ E E’

d

d

d

d

ct

cl

F F’ G G’

p
p

c
c

日

対照
FGF-2

 

図 15 歯根面における PCNA 陽性細胞の局在及び定量  

（A）：観察領域  a)：欠損底部、b)：歯根面中央部を示す。  

（B、C）：投与後 3 日目、（D－G）：投与後 7 日目、（B、D、F）：対照群、（C、E、G）：FGF-2

群。PCNA 免疫染色像（B’－G’）は、アザン染色像（B－G）内の四角領域を高倍にして示し

た。cl：出血巣、gt：肉芽組織、ct：線維性結合組織、b：既存骨、c：既存セメント質、p：既

存歯根膜、d：象牙質。黒矢頭は、既存歯根膜から噴出するように出現した PCNA 陽性細胞を

示す。白矢頭は、歯根面に縦列に並んで観察された PCNA 陽性細胞を示す。  

（H）：歯根面の総 PCNA 陽性細胞数。平均±標準偏差、n = 4、***：p < 0.001（対照群との

比較、t 検定）。  

 

5) 血管新生の定量 

歯周組織欠損部位で FGF-2 の血管新生作用を評価するために、最も盛んな血

管新生が観察された投与後 7 日目（図 11D、12D）において、墨汁潅流切片を

用いて欠損部の血管面積を定量すると共に、アザン染色切片を用いて歯根面に

おける血管数を計測した（図 16）。 
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対照群の新生血管が欠損辺縁部に限局的に認められたのに対し、FGF-2 群で

は全域で観察された（図 16A）。欠損部に対する血管面積率は、対照群に比べて

FGF-2 群で 4 倍高値を示した（図 16B）。また、歯根面における血管数も対照群

に比べて FGF-2 群で約 2 倍多く、有意に増加した（図 16C）。 

以上のことから、歯周組織欠損部における血管新生が FGF-2 により促進され

ることが明らかとなった。 
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図 16 投与後 7 日目の欠損部における血管新生  

（A）：欠損部における血管領域。左：対照群、右：FGF-2 群。墨汁貯留領域（黒）は血管領

域を示す。cl：出血巣、nb：新生骨、g：歯肉組織、d：象牙質。  

（B）：欠損部に対する血管面積率。墨汁潅流切片（図 16A）を用いて、欠損面積に対する血管

面積の割合を算出した。平均±標準偏差、n = 4、*：p < 0.05（対照群との比較、t 検定）。  

（C）：歯根面における血管数。アザン染色切片（図 11C、11D）を用いて、根面から近遠心方

向に 1 mm 幅の新生結合組織における血管数を計測した。平均±標準偏差、n = 4、*：p < 0.05

（対照群との比較、t 検定）。  
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6) 骨関連遺伝子の発現解析  

FGF-2 による骨形成促進作用を解析するため、新生骨の形成が著明であった

投与後 7 及び 14 日目（図 11L）に欠損部の新生組織を採取し、Real-time PCR

法により同組織における遺伝子発現を評価した（図 17）。 

対照群の ALP 及び OC の mRNA の発現量は、7 日目から 14 日目にかけて増

加したことから、経時的に骨芽細胞の分化が進行していることが示唆された。

FGF-2 群の BMP-2、Osterix、ALP 及び OC の mRNA 発現量は、投与後 7 及

び 14 日目に対照群に比べ、有意に高値を示した。また、BMP-2 の mRNA 発現

が投与後 7 日目でが高かったのに対して、Osterix、ALP 及び OC の mRNA 発

現量は、7 日目から 14 日目にかけて経時的に増加した。 

これらの結果から、FGF-2 は、BMP-2 の産生を介し、骨芽細胞への分化を誘

導することで、新生骨形成を促進する可能性が示唆された。 
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図 17 欠損部新生組織における骨関連遺伝子の発現  
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（A）：BMP-2、（B）：Osterix、（C）：ALP、（D）：OC の投与後 7 及び 14 日目の mRNA 発現

量。Unit：各遺伝子とも 7 日目の対照群の平均発現量を 1 とした相対量で示した。平均±標準

偏差、n = 6。*：p < 0.05、**：p < 0.01、***：p < 0.001（投与後 7 及び 14 日目の日間比較）、

#：p < 0.05、##：p < 0.01、###：p < 0.001（対照群と FGF-2 群の群間比較）線形混合モデ

ル。  
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2．イヌ初期固定不良インプラントモデルにおける FGF-2 の安定性促進作用の

検討（研究 II） 

研究 II では、既存骨との接触量を減らした初期固定不良インプラントモデル

を作製し、組織学的解析から FGF-2 の osseointegration の獲得に対する作用（実

験 1）及び共振周波数から算出される ISQ 値からインプラントの安定性に対す

る作用（実験 2）を検討した。 

 

1）計測領域における新生骨の形態観察（実験 1）  

インプラント埋入後 4 及び 8 週目の組織代表例を図 18 に示す。ビラヌエバ・

ゴールドナー染色では、骨基質の石灰化の程度により類骨が赤、石灰化骨が緑

に染色される。対照群では、埋入後 4 週目に新生骨が形成されたが、骨梁幅は

薄く、類骨と石灰化骨が混在する幼若な骨であった（図 18A）。埋入後 8 週目に

なると、新生骨量は増加し、殆どが骨梁幅の厚い、成熟した石灰化骨となり（図

18C）、4 週から 8 週目にかけて骨の成熟が認められた。一方、FGF-2 群では同

時点の対照群と比較し、新生骨の成熟度に違いはないが、新生骨が広範囲に形

成された（図 18B、18D）。 

8週4週

対照 FGF-2

A B C D

対照 FGF-2

 

図 18 計測領域における新生骨  

埋入後 4 週目（A、B）及び 8 週目（C、D）のビラヌエバ・ゴールドナー染色像。（A、C）：

対照群、（B、D）：FGF-2 群。赤：類骨、緑：石灰化骨。  
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2）組織学的形態計測（実験 1） 

FGF-2 の骨形成促進作用を定量的に評価するために、計測領域における類骨

及び石灰化骨からなる新生骨面積率を計測した（図 19A）。埋入後 4 及び 8 週目

に両群ともに新生骨面積率は、既存骨に近い Area1 に比べ、既存骨から遠い

Area2 で低値を示した。これは、既存骨に近い領域から新生骨が形成され、既

存骨から遠い領域では骨形成が遅れることを示している。FGF-2 群の新生骨面

積率は、4 週目において、Area1 及び 2 とも対照群に対して有意に高値を示し

た。特に、Area2 で対照群と FGF-2 群の差が大きかった。この結果から、骨形

成が遅れる領域において FGF-2 の骨形成促進作用は、より顕著に発揮されるこ

とが明らかとなった。その後、埋入後 4 週から 8 週目にかけて対照群の新生骨

面積率の増加が観察され、8 週目において FGF-2 群の新生骨面積率は、対照群

と比較し高値を示したが、有意な差は認められなかった。 

FGF-2 の osseointegration への作用を評価するために、計測領域内の骨接着

長率を測定した（図 19B）。埋入後 4 週目では両群ともに既存骨に近い Side の

骨接着長率が高かった（Side a > b > c > d）。FGF-2 群の骨接着長率は、埋入後

4 及び 8 週目のいずれの Side においても対照群に比べて高く、特に既存骨から

最も遠い Side d においては埋入後 4 週目で有意に高値を示した。さらに、全 Side

（Side a+b+c+d）を比較しても、FGF-2 群では、対照群に比べ、4 及び 8 週目

において有意に高い骨接着長率を示した。以上の結果から、既存骨に近い領域

からインプラントと骨の接着が獲得され、獲得が遅延する既存骨から遠い領域

において FGF-2 の促進作用がより明確であることが示された。 
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図 19 組織学的形態計測結果  

（A）：新生骨面積率。新生骨面積 /各領域の面積×100（％）で示した。平均±標準偏差、n = 6、

*：p < 0.05（対照群との比較、Wilcoxon の符号付き順位検定）。  

（B）：骨接着長率。骨接着長 /各辺の長さ×100（％）で示した。平均±標準偏差、n = 6、*：

p < 0.05（対照群との比較、Wilcoxon の符号付き順位検定）。  
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3）電子顕微鏡観察（実験 1） 

埋入後 12 週目のインプラントと新生骨の結合状態を電子顕微鏡にて観察し

た（図 20）。両群の計測領域のすべての Side においてインプラントの表面形状

に沿って同等に骨基質が形成されており、その接着面に結合組織は介在してい

なかった。この結果から、FGF-2 群で osseointegration の状態は対照群と同様

あると判断された。 

FGF-2対照

S
id

e 
 a

S
id

e 
 c

S
id

e 
 d

i

nb

C

E

BA

D

F

i

i

i

i

i

nb

nb

nb

nb

nb

 

図 20 インプラントと新生骨の結合状態  

埋入後 12 週目の計測領域各辺における電子顕微鏡像。（A、C、E）：対照群、（B、D、F）：

FGF-2 群。nb：新生骨、i：インプラント。  
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4）ISQ 値の測定（実験 2） 

FGF-2 のインプラント安定性に与える影響を評価するため、ISQ 値を経時的

に測定した（図 21A）。埋入直後 50 程度であった両群の ISQ 値 は、4 週目まで

に急上昇し、約 80 付近を示した。4 週から 8 週目にかけて両群の ISQ 値は緩や

かに上昇し、FGF-2 群の ISQ 値は 6 週目以降対照群に比べ有意に高値を示した。

8 週目からは、両群の ISQ 値に大きな変化はなく、両群の差が維持された。 

 ISQ 値測定後、16 週目にて組織学標本を作製し、計測領域全域の新生骨面積

率及び骨接着長率を測定した（図 21B、21C）。その結果、FGF-2 群の新生骨面

積率及び骨接着長率は、共に対照群に比べ高値を示し、特に骨接着長率に関し

ては両群の差は有意であった。 
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図 21 ISQ 値の経時推移及び組織学的形態計測結果  
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（A）：ISQ 値の経時推移。平均±標準偏差、n = 6、*：p < 0.05（対照群との比較、Wilcoxon

の符号付き順位検定）。  

（B）：新生骨面積率。新生骨面積 /各領域の面積×100（％）で示した。平均±標準偏差、n = 6、

有意差なし（対照群との比較、Wilcoxon の符号付き順位検定）。  

（C）：骨接着長率。骨接着長 /各辺の長さ×100（％）で示した。平均±標準偏差、n = 6、*：

p < 0.05（対照群との比較、Wilcoxon の符号付き順位検定）。  
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考察 

 

 FGF-2 は線維芽細胞を始めとする様々な細胞の増殖促進作用や強力な血管新

生誘導作用を有する 10)ことから、組織再生において重要な役割を果たす増殖因

子であると考えられている。我々は、これらの作用に着目し、FGF-2 を歯周組

織再生を促す治療薬にすべく研究開発を行ってきた。これまでに動物実験など

の前臨床研究を経て、歯周炎患者を対象にした臨床試験を実施した結果、明確

な歯周組織再生作用を確認し、既に厚生労働省に製造販売承認申請を行った。

このように、近い将来 FGF-2 が“歯周組織再生薬”として歯周治療の新たな選

択肢に加わることが期待されるが、実際の生体でどのように歯周組織の再生が

もたらされるのか、その作用機序に関して未検討の部分が残されていた。また、

FGF-2 が持つ多彩な生理活性を歯周病治療以外に応用することも、今後の重要

な研究課題である。そこで、本研究では、まずイヌ 3 壁性歯周組織欠損モデル

を用いて、FGF-2 の歯周組織再生促進作用の機序を in vivo で解析した（研究 I）。

さらに、FGF-2 のインプラント治療への応用を期待し、イヌ初期固定不良イン

プラントモデルを用いて FGF-2 の osseointegration に対する効果を検討した

（研究 II）。 

研究 I では、FGF-2 の局所投与により、歯周組織の再生初期段階において誘

導される新生組織の形成過程を解析した。その結果、FGF-2 の増殖促進を始め

とした作用が、再生初期の新生組織形成を促進し、最終的に再生歯周組織量の

増大に繋がっていることが明らかとなった。 

骨欠損部の組織学的観察から、出血巣形成後、欠損底部や壁面に沿って形成

された肉芽組織は次第に欠損部全域に拡大した（図 11）。その後、肉芽組織は、

既存骨の周囲から線維性結合組織を経て骨へと分化し、骨欠損部は最終的に新

生骨で占められた。また、歯根面では、既存歯根膜から歯冠に向かって結合組

織が増生し、新生セメント質及び歯根膜が形成されることが明らかとなった（図

12）。この再生過程は、Herr ら 40)が分岐部欠損モデルで観察したように、肉芽

形成期、線維性結合組織形成期及び骨形成期の 3相が重なり合うものであった。

前記の組織変遷は FGF-2 群と対照群で同様に生じた。しかし、FGF-2 群では対

照群に比べ、投与後 7 日目に出血巣の消失、歯根面における結合組織の形成及

び新生骨の形成が有意に促進され（図 11I、11L、12I）、欠損部における新生組

織の早期形成が認められた。これは、歯肉の高さを維持して再生スペースを確

保するのに大きな役割を果たし、FGF-2 による 14 日目の新生骨の高さの亢進

（図 11M）、28 日目の新生セメント質及び新生歯根膜の形成促進（図 12K、12L）

に繋がると考えられた。特に、歯根面全域で歯根膜由来の結合組織が早期に形
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成されることは、歯肉上皮の下方侵入を防ぐ可能性があるため 7)、FGF-2 は遮

蔽膜を骨欠損部に設置せずとも上皮の侵入が防げる治療法になりえると期待さ

れる。以上の結果から、FGF-2 は、投与後早期に新生組織の形成を促進するこ

とで、最終的な再生歯周組織量の増大をもたらすと考えられた。 

欠損部における新生組織の形成を担う細胞の由来を探索するため、欠損内の

増殖性細胞（PCNA 陽性細胞）の局在を経時的に観察した。欠損部における

PCNA 陽性細胞は、既存骨及び既存歯根膜周辺に出現した後、徐々に欠損部中

央部、上部へと広がり、欠損部を満たした（図 13、14、15）。これらの PCNA

陽性細胞は、既存骨髄及び既存歯根膜近傍より出現したことから、骨髄及び歯

根膜由来の線維芽細胞様細胞であると考えられた。これまでに再生初期に細胞

増殖が既存骨及び既存歯根膜周辺から開始することは同様に観察されており 40, 

41)、本研究でも増殖が確認された骨髄及び歯根膜由来の線維芽細胞様細胞は、

骨・歯根膜・セメント質への分化能を持つ間葉系幹細胞を含み 42-45)、欠損部に

広がった後、各組織の再生を担うと考えられる。 

 骨髄及び歯根膜由来の線維芽細胞様細胞であると推察された PCNA 陽性細胞

は、FGF-2 により顕著に増加した（図 13、14、15）。in vitro では、FGF-2 は、

歯根膜細胞に対して遊走 15, 16)及び増殖 17, 18)促進作用を有すると共に、骨髄間

葉系細胞に存在する骨芽細胞の前駆細胞を増殖させることが知られている 19-23)。

本研究では、3 日目に FGF-2 群で対照群より広範囲に陽性細胞が出現している

こと（図 13B’、13C’、15B’、15C’）、FGF-2 群の陽性細胞数のピークが 7 日目

であるのに対し、対照群では投与後 14 日目であることから（図 14B－E、15H）、

FGF-2 が骨髄及び歯根膜細胞由来の線維芽細胞様細胞の増殖を早期に開始させ

ると共に、その数を増大させることが in vivo で示された。 

FGF-2 は強力な血管新生因子として、血管内皮細胞 46)及び血管平滑筋細胞 47)

を増殖させることが知られている。さらに FGF-2は、歯根膜細胞からの vascular 

endothelial growth factor（VEGF）産生を促進すること、FGF-2 と VEGF が

相乗的に血管新生を促進することが報告されている 48)。これらを裏付けるよう

に、本研究では、投与後 7 日目の欠損部全域及び歯根面において血管面積及び

血管数が、対照群に比べ、FGF-2 群で有意に高値を示し、歯周組織欠損部にお

いても FGF-2 が血管新生を促進することが in vivo で証明された（図 16）。血

管新生は、新生組織へ酸素や栄養を供給し組織修復・再生を促進させるために

必須であり、骨欠損部においては新生骨の形成にも不可欠であることが示唆さ

れている 49)。従って、FGF-2 による線維芽細胞様細胞の増殖に加え、血管新生

の誘導が、新生組織の早期形成をもたらしているという機序が明確となった。 

欠損部への FGF-2 投与により新生組織中の BMP-2、Osterix、ALP 及び OC

の mRNA 発現量が対照群に比べ有意に高値を示した（図 17）。BMP-2 は骨髄
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由来の未分化間葉系細胞を骨芽細胞に分化させ、骨形成を誘導する因子である

50)。BMP-2 は、Osterix51, 52)の発現や機能を調節し、ALP 及び I 型コラーゲン、

OC の発現を調節する 53)ことが知られている。培養骨髄間質細胞において、

FGF-2 は ALP を始めとした骨芽細胞の分化マーカーの発現を上昇させ、OC な

どの骨基質タンパク質及びカルシウム沈着を増加させること 19, 21)、BMP-2 の

発現を上昇させることが知られている 54)。本研究において欠損部に増殖した骨

髄由来の線維芽細胞様細胞でも、FGF-2 により同様な反応が誘導されたと考え

られる。さらに、細胞増殖が顕著に観察される 7 日目で、FGF-2 により BMP-2

の発現が上昇していることから、FGF-2 が BMP-2 産生細胞、もしくは骨芽細

胞前駆細胞のような細胞を特異的に増加させている可能性が推察された。しか

し、本研究では FGF-2 が作用する細胞種の特定までは行っておらず、更なる検

討が必要である。これらのことから、FGF-2 は、細胞増殖を促進した後、速や

かに BMP-2 などの産生を亢進し、骨芽細胞への分化を誘導することで、肉芽組

織から骨組織への置換を加速させ、骨形成を促進させると推察された。また、

BMP-2 を直接欠損部に投与した場合、歯槽骨とセメント質が癒着するアンキロ

ーシスを起こすことが知られている 55-57)。一方、FGF-2 では、臨床試験を含め

これまでの試験でアンキローシスが認められていないことから、FGF-2 による

細胞増殖促進後の間接的な BMP-2 の産生上昇は、アンキローシスを起こさず、

正常な歯周組織再生を誘導するのに重要であると考えられた。 

FGF-2 は、ヒト骨髄間質細胞において BMP-2 だけでなく、 transforming 

growth factor-β1 及び VEGF の発現を、ヒト歯根膜前駆細胞において VEGF の

発現を上昇させることが報告されている 54, 58, 59)。欠損部の肉芽組織において内

因性の FGF-2 の mRNA は、投与後 3 日目に発現し始める 24)ことから、内因性

の FGF-2 による他の増殖因子の産生亢進は、3 日目以降に開始されると考えら

れる。一方、欠損部に局所投与された FGF-2 は、投与後 3 日程度、既存骨及び

象牙質周辺組織、既存歯根膜に分布することが分かっている（データは示して

いない）。従って、局所投与した FGF-2 は、内因性の FGF-2 の発現が上昇する

前に細胞増殖や他の増殖因子の産生など再生反応を誘導及び増大させると推察

された。 

以上、研究 I では、①再生初期、内因性の FGF-2 発現上昇に先んじて局所投

与した FGF-2 が、間葉系幹細胞に由来する線維芽細胞様細胞の増殖及び血管新

生を誘導する。②その後、投与した FGF-2 が消失する 3～7 日頃には、増殖し

た線維芽細胞様細胞は、骨芽細胞・セメント芽細胞・歯根膜細胞への分化を開

始する。③さらに、FGF-2 投与により BMP-2 などの産生が上昇し、骨形成が

促進されることにより、最終的に歯周組織再生の促進がもたらされると考えら

れた。 
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研究 II では、埋入直後の ISQ 値が 50 前後を示す初期固定不良インプラント

モデルにおいて FGF-2 の局所投与は、骨形成及び osseointegration の獲得を促

進した結果、インプラントの安定性を向上させることが組織学的及び物理学的

解析から明らかとなった。 

組織学的形態計測から埋入後 4 週目において、FGF-2 群の新生骨面積率は、

対照群に対して有意に高値を示した（図 18、19A）。特に、既存骨から遠い領域

（Area 2）で対照群と FGF-2 群の差が大きかった。また、骨接着長率について

も、既存骨から最も遠い辺（Side d）で FGF-2 群は対照群に比べ、埋入後 4 週

目で有意に高値を示した（図 19B）。さらに、骨とインプラントの接着部位は、

結合組織の介在がなく、osseointegration が獲得されていることが明らかとな

った（図 20）。これらの結果から、FGF-2 は、初期固定が不良なインプラント

周囲でも効率良く骨形成及び osseointegration の獲得を促進すること、特に骨

形成が遅れる領域において FGF-2 の作用はより顕著に発揮されることが明らか

となった。さらに、4 週目の FGF-2 群の新生骨面積率は、8 週目の対照群とほ

ぼ同程度であったことから、FGF-2 群では早期に骨形成が起こったと考えられ

た。インプラント表面が軟組織で覆われると、osseointegration の獲得が阻害

され、固定力が低下することから 60)、早期に osseointegration が形成されるこ

とは臨床上非常に重要である。これらの FGF-2 の骨形成促進作用は、FGF-2 が

有する血管新生促進作用、骨芽細胞前駆細胞・骨芽細胞に対する増殖促進作用

及び骨芽細胞に対する遊走促進作用に由来すると考えられる 21, 22, 61-63)。また興

味深いことにチタン表面においても、FGF-2 は間葉系幹細胞の増殖を促進する

ことが報告されている 64)。 

インプラントの初期固定力や osseointegration の臨床的評価に共振周波数解

析 41)が用いられている。共振周波数解析から算出される ISQ 値は、1～100 の

数値で示され、数値が高いほど、インプラントの安定性が高いことを表す。

osseointegration が獲得されると ISQ 値は 57～82 を示すとされ、埋入 1 年後

では平均 69を示すことが報告されている 65)。研究 IIにおける両群の ISQ値 は、

埋入後 4 週目で 80 付近を示し、既に osseointegration が獲得されたと考えられ

た（図 21A）。しかし、FGF-2 群の ISQ 値は、埋入後 6 週から 16 週目にかけて

対照群に対して有意に高値を示し、FGF-2 の局所投与により更なる安定性の亢

進が認められた。新生骨が類骨も含む未熟な骨であった埋入後 4 週目では、新

生骨面積率が対照群に比べ FGF-2 群で有意に増加したにもかかわらず、ISQ 値

は両群に差がなかったのに対し、4 週から 8 週目にかけて骨の成熟が進行する

と、FGF-2 群の ISQ 値は、対照群に対して有意に高値を示した。このことから、

インプラントに接する新生骨量だけでなく、骨の成熟も ISQ 値を左右すると考

えられ、対照群に比べ FGF-2 群は、早期に骨形成が誘導されたことで、
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osseointegration として成熟が進んでいる可能性が推察された。しかしながら、

本研究で実施した埋入後 8、12 及び 16 週目の組織学観察だけでは、対照群と

FGF-2 群の osseointegration には違いが認められておらず、今後、別の解析法

による追加検討が必要である。従って、FGF-2 群の ISQ 値が、埋入後 6 週から

16 週目にかけて対照群に対して有意に高値を示したのは、16 週目においてイン

プラントの計測領域全域の骨接着長率が、FGF-2 群で対照群に対して有意に高

値を示したこと（図 21C）、また計測領域以外も含めたインプラント全周におけ

る骨接着長率も、FGF-2 群で対照群に対して有意に高値を示したことから（デ

ータは示していない）、FGF-2 により形成された骨が、インプラント全周囲で維

持された結果、更なる安定性の亢進をもたらしたと考えられた。 

研究 II の結果から、初期固定不良インプラントモデルにおいて FGF-2 の局所

投与により osseointegration の獲得及びインプラントの安定性が亢進すること

が明らかとなった。現在、臨床では、初期固定力が低いと判断した場合、埋入

後荷重開始までの期間を延長する（遅延荷重）、直径の一回り大きいインプラン

トを埋入する、もしくは、インプラント埋入の前処置として骨移植術などの顎

堤増大術を行い歯槽骨の増生を図るといった対応がなされている。これらの対

応は、既存骨への侵襲が拡大する、裂開型骨欠損が生じる可能性がある、骨増

生のために長い治療期間が必要となる、また必要な骨が得られるか不確実であ

るなどの問題がある。しかし、本研究の結果より初期固定力が低下している症

例でも、FGF-2 を局所投与することで歯槽骨幅に最適なインプラントの埋入が

可能になると共に、インプラント周囲で早期に骨形成量の増加が起こることか

ら、荷重負荷までの期間短縮が可能となると考えられる。さらに、垂直的な骨

量不足など、インプラント周囲で再生スペースの確保が見込めない場合でも、

β-TCP などの骨充填材と併用することで、FGF-2 は相加的に骨形成を促進させ

ると考えられ、より広範な症例に対して適応が可能であると期待される。 

さらに、本研究で使用した初期固定不良インプラントモデルは、埋入窩を過

剰形成し、既存骨とインプラントの接触量を減らすことで、歯周病による骨吸

収や骨粗鬆症など骨構造が乏しい症例を部分的に反映していると考えられる。

骨粗鬆症は、インプラントの成功を妨げる全身性のリスクファクターとして知

られている 66)。どの程度の骨粗鬆症であるとインプラント体支持に影響を及ぼ

すのかについては十分なエビデンスがないが、骨粗鬆症患者では、骨密度や骨

質の劣化による初期固定の確保やリモデリングの異常による osseointegration

の維持が困難であるとされている 66)。FGF-2 は、骨内投与により骨粗鬆症モデ

ルとして汎用されている卵巣摘出ウサギにおいて骨形成を促進すること 67)、ま

た、局所投与により卵巣摘出ラットにおいてハイドロキシアパタイトをコート

したインプラント周囲の新生骨面積、骨結合長、安定性を亢進すること 68)が報
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告されている。このような報告から、骨質が低下している患者において、FGF-2

は osseointegration の獲得を促進する可能性があると考えられる。さらに、骨

形成能の低下が報告されている streptozotocin 誘発糖尿病ラットにおいて、

FGF-2 の局所投与が仮骨の形成を顕著に促進した 11)ことから、骨形成能が低下

している患者においても、FGF-2 は osseointegration の獲得を促進すると考え

られる。ただし、これらの可能性及び獲得された osseointegration が長期維持

されるのかについては、今後、卵巣摘出及び糖尿病モデル動物を用いて検討す

る必要がある。 

以上、FGF-2 HPC 製剤は、初期固定不良インプラント周囲で骨形成及び

osseointegration の獲得を促進し、インプラントの安定性を向上させることが

明らかとなった。このことから、FGF-2 の局所投与は、骨質及び骨形成能が低

下している症例のインプラント治療に対して有用である可能性が示唆された。 
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結論 

 

 本研究により、以下の結論を得た。 

 

1. イヌ 3 壁性歯周組織欠損モデルにおいて、FGF-2 が、既存骨髄及び歯根膜

由来の線維芽細胞様細胞の増殖及び血管新生を促進することが明らかとな

った。さらに、FGF-2 が、BMP-2 などの産生を介して骨芽細胞の分化誘導

及び骨形成反応を亢進することが示唆された。これらの多面的な作用に基づ

き、FGF-2 による新生組織の形成促進が、結果として再生歯周組織量の増

大をもたらすことが明らかとなった。 

2. 初期固定不良インプラントモデルにおいて FGF-2 は、骨形成及び

osseointegration の獲得を促進し、インプラントの安定性を亢進することが

明らかとなった。 

 

 以上、FGF-2 の局所投与は、歯肉剥離掻爬術時、早期に十分な骨、歯根膜及

びセメント質の再生をバランス良く誘導し、理想的な歯周病治療薬になりうる

と考えられた。また、FGF-2 は、歯周病だけでなく、インプラント施術時など

骨新生を必要とする疾患において、有用である可能性が示唆された。 
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