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は しがき
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序

顎骨欠損は従来 自家骨移植 および各種移植材料 により再建がなされ ていた。 しか し、移

植骨採取手術 による障害、移植材料の脱落、吸収な ど満足す る結果が得 られていなかった。

さらに、 口腔悪性腫瘍では手術前 に放射線治療 を行ってい るため、創 の治癒遅延、骨癒合

不全のため顎骨再建の失敗例が多い。

最近、骨欠損部周囲の残存骨が有す る骨形成能力を賦活 して骨再建 をはかろ うとす る骨

延長法が臨床的に試 み られている。 しか し膜性骨である顔 面骨の延長条件 と骨形成 の関係

を調べた研究は少な く、骨延長 による組織変化 に関 して も現在研 究がなされ てい るところ

である。本研 究では、骨延長刺激 による骨、骨膜、骨周囲組織の反応に関 して組織学的、

免疫組織化学的、超微細構造学的 さらに分子生物学的検討 を行 うこ とを 目標 とした。本研

究を始める上で手術後か ら延長開始までの時間、骨延長速度についての検討 を行い ラッ ト

の下顎骨延長モデル を確 立 した。 さらにその研 究を展開 して、放射線照射 を うけた組織 で

の骨延長 を検討 し骨延長法が放射線照射後の顎骨再建 に利用可能かを検討 した。



実験動物 と実験方法

1.実 験動物

本研 究には、生後8週 齢のSD系 ラッ ト、雄 を使用 した。

2.骨延長装置

a.創外型骨延長装置Rowe(1998)の 方法に準 じ歯科矯正用エ キスパ ンジ ョンス

クリューを使用 して創外延長器 を作成 した(写 真1)。 装置の固定は歯科用スク

リューを使用 した。

b.創内型骨延長装置

① 形成医科工業社製エ クステンシ ョン ・プレー トを使用 した。

② ①は、下顎骨の固定が悪 く装置の脱落があったため、形成医科工業社に より

改良を加えた装置を作成 し本研究に使用 した(写 真2)。

③ ② を改良 し自家製骨延長装置 を作成 し本研究に使用 した(写 真3)。

3.放射線照射方法

60Coを 線源 とす る照射装置はエネル ギーが低 く線量分布か ら下顎骨 には十分な

線量が照射できないため、旭川 医科大学付属病院所有の10MEVの リニア ックを使

用 した。照射線量およびスケジュールは、1回5.6Gy、1週 間4回 、合計4回 、総

線量22.4Gyと した。これは、1回2Gy、1週 間4回 、総線量40Gyを 照射す る、口

腔領域悪性腫瘍の術前治療 で使用する線量 と同等の効果の得 られ るTDF61.0に な



るよ うに計算 して設定 した。

4.手術時期

骨延長器の装着手術は、放射線照射後2週 目、4週 目に行 った。

放射線非照射例を対照 とした。

5.骨延長方法

骨延長操作を行 う際、ジメチルエ ーテルによる吸入麻酔 を行 った。

a.創 外型延長装置

骨延長器装着後1週 目か ら、1日0.4mm、7日 間延長 を行 い総延長距離2.8mm

とした。

b.創 内型延長装置

骨延長器装着後1週 目か ら、1日0.4mm、7日 間延長 を行 い総延長距離2.8mm

とした。



6.実 験方法

本研究では実験部位 を左下顎骨 とした。骨延長 を行 った部位を片側下顎骨 とした理由は、

骨延長器の安定性 が悪 く両側の下顎骨 の延長 を行 うと感染、骨癒合不全、栄養不良によるラ

ッ トの死亡例が多くなったためである。

延長装置の装着手術 に先立 ちペン トバル ビタール腹腔内麻酔 を行 った。下顎下縁切開後、

下顎骨 を骨膜下で露出 し最後臼歯部遠 心に骨切 りを行って骨折後、骨延長装置を装着 した

(写真4)。 骨延長装置装着後、一度延長側に回転 させ骨延長 がな され るこ と、器具のゆるみ

がないことを確認 した後骨切 り断端が接合す る点 まで延長期 を逆回転 させた。骨膜お よび

皮膚縫合 を行い、大腿部に抗生物質の筋肉注射を行った。

手術後1週 間のLatencyperiod(待 機期間)を設定 し、術後1週 目か ら骨延長 を開始 した。

骨延長速度は、1日'1111で1回 の延長 を7日 間行い、下顎骨の総延長距離は2.8mmと

した。骨延長終了後1,2,4週 目に評価を行った。

7.評 価方法:

光学顕微鏡観 察のため、4%パ ラホル ムアルデ ヒ ドを使用 して灌流固定 を行 った。 固定

後骨延長部位 を含めた下顎骨 を摘出 し10%EDTAを 使用 して14日 間脱灰 を行 った。通法に

よりエ タノール脱水後、水溶性包埋剤(JB・4、PolyscienceINC.Warrington,USA)お

よびパ ラフィンによ り包埋を行い5μ1の 薄切 を行った。切片はヘマ トキシ リンーエオ ジン

染色を行い光学顕微鏡で観察を行った。



血管 鋳型 法

血管 の レジ ンレフ.リカ法 の た め、 ラ ッ トにペ ン トバ ル ビタ ール(40mg1Kg)に よ る腹 腔 内麻 酔

を行 い、大 動脈 にカ ニュ レー シ ョン を行 った。生理食 塩 水50mlで 灌 流後 、メル コ ックス レ

ジ ン(CL・2R,Dai・NipponInkCo.Ltd.,Japan)を 手圧 で注 入 した。10%次 亜 塩 素酸 ナ トリウ

ムで脱 有機 処理 を行 った後 、1%四 酸化 オス ミウム溶 液 で後 固定 した。 通法 に よ りエ タ ノー

ル で脱 水 を行 った後 、凍 結乾 燥機(ID・2,EikoEngineeringCo.Ltd.,Mito,Japan)で12時 間

乾燥 を行 った。真 空下 に金 ・白金蒸 着 を行 った後 、走 査型 電子 顕微 鏡(S4100,HitachiCo.L,td.,

Zbkyo,Japan)を 使 用 して舌側 の観 察 を行 っ た。



結 果

実験期間 中に実験動物の栄養不良お よび創感染に よる死亡、骨延長装置の露 出な らび に

脱落が創外延長器 を装着 した群および1日0.5mm以 上延長 した創 内装置群にみ られた。

そのため、今回の骨延長条件は創 内骨延長器を使用 し1日0.4mmの 骨延長 を連 日7日 間行

って下顎骨を2.8mm前 方延長行 うことした。下顎骨の前方延長に より下顎骨正 中は右方に

扁位 し上下顎反対咬合 となった(写真5)。

対照

骨延長1週 目では、肉眼的には骨延長部に骨性結合があ り下顎骨は連続 していた。走査

電子顕微鏡観察では、舌側 において骨延長部に新生骨が近遠心の骨膜側 よ り入 り込む よ う

にみ られた(写 真6a)。 骨延長部の一部 に近遠心の骨 が新生骨に よ り結合 している部分が

み られ た。強拡大では骨延長部の新生骨表面か ら若草が発芽す るよ うに新生血管が骨延長

間隙に向かって突出 していた(写真6b)。 新生骨表面は膜性骨形成初期の形態に類似 してい

た。光学顕微鏡観察では、骨延長 間隙 は間葉系細胞 が密に集合 し血管 に富んだ組織 であ り

近遠心の骨に連続性 はなかった。新生骨は舌側骨膜側 にみ られ、骨梁はす う粗で骨形成様

式は膜性骨化の像 を示 した(写真7)。 舌側の新生骨形成部 に軟骨の形成 をみ とめた。

骨延長2週 目では、肉眼的には近遠心の下顎骨は連続 していた。走査電子顕微鏡観察で

は、骨延長部は新生骨 によ り近遠 心的 に連絡 してお り骨延長間隙は豊富な血管 によ り満た

されていた(写 真8)。 強拡大では骨延長部の新 生骨表面は骨形成面 と骨吸収面が混在 して



いた。光学顕微鏡観察では、近遠心の下顎骨両端 は新生骨 によって連絡 していた。新生骨

の形態は緻密な骨梁であった(写 真9)。

骨延長4週 目では、肉眼的には近遠心の下顎骨は連続 していた。走査電子顕微鏡観察で

は、骨延長部は新生骨で被覆 され近遠心の下顎骨は骨性 に連続 していた(写真10)。 血管は

2週 目と比較 して減少 し、形態 も蛇行の少ない均一な太 さとなっていた。拡大像では新生骨

表面は成熟骨の形態 を示 していた。光学顕微鏡観察 では、骨延長間隙は緻密 な新生骨で満

たされ近遠心の下顎骨は新生骨 により連続 していた(写真11)。

放射線照射後2週 目骨延長群

骨延長後1週 目では、脱有機処理のため近遠心の下顎骨は離れていた。走査電子顕微鏡

観察では近遠心の下顎骨 は遠心骨の一部が新生骨 で被覆 されていたが、骨延長部 は母骨表

面が露出 し新生骨形成はみ られなかった(写真12)。 骨延長部の血管は少 なく、新生骨形成

表面にのみみ られ た。光学顕微鏡観察では、新 生骨は母骨表面の舌側 にわずかに認め るの

みであ り近遠心の下顎骨は新生骨によ り連絡 していなかった(写真13)。 骨延長間隙は細胞

成分お よび血管は対照 と比較 して少なかった。

骨延長後2週 目では、脱有機後 には近遠心の骨 は結合 していなかった。走査電子型顕微

鏡観察では、新生骨は近遠心の下顎骨面を被覆 し骨延長 間隙 を満たす よ うに形成 していた

が、近遠心の下顎骨は骨性連絡を していなかった(写真14)。 新生骨面および骨延長間隙の



血管は対照 と比較 して著 しく少なかった。新 生骨表面の拡大像 では、骨形成 と骨吸収 の混

在 した像がみ られた。光学顕微鏡観 察では、新生骨は舌側骨膜か ら骨延長間隙に入 り込む

ようにみえた(写真15)。 骨延長間隙は、未分化間葉系細胞によって満たされていたが血管

は対照と比較 して少なかった。新生骨形成部に先端の一部に軟骨 を認 めた。

骨延長後4週 目では脱有機処理によ り近遠心の骨は離れ ていた。走査型電子顕微鏡観察

では、新生骨は下顎骨表面を被覆 し骨延長間隙 を満 たす よ うに形成 されていたが未だ両者

が結合す るに至 らなかった(写真16)。 骨延長間隙には密な毛細血管がみ られた。新生骨表

面の拡大像は成熟骨の表面形態 を示 していた。光学顕微鏡観察では近遠心の下顎骨は新生

骨により連続 していなかった。新生骨骨梁は対照 と同様 に緻密であった(写 真17)。

放射線照射後4週 目骨延長群

骨延長後1週 目では脱有機処理によ り近遠心の骨性癒合 はみ られなかった。 走査型電子

顕微鏡観察では新生骨は下顎骨表面を被覆す るよ うに形成 していたが対照に比較 して被覆

範囲が狭 く新生骨形成が低下 していた(写真18)。 血管は対照 と比較 して少 ないが、新生骨

形成部でみ られた樹木が発芽す るよ うな血管形成 が骨延長 間隙に向か ってみ られた。新生

骨形成表面の拡大像 は、対照でみ られた膜性骨形成 の初期 の形態 と類似 していた。光学顕

微鏡観 察では下顎骨 の近遠心端には新生骨による骨性連絡 はなかった。新生骨は舌側骨表

面、骨延長間隙内にもみ られ、新生骨梁はす う粗で対照のそれ と類似 していた(写 真19)。

骨延長間隙には対照 と同様 に未分化間葉系細胞 と血管が豊富にみ られた。



骨延長2週 目では近遠心の骨端部は脱有機処理後結合 していた。走査型電子顕微鏡観察

では新生骨は近遠心下顎骨表面を広 く覆い、骨延長間隙に入 り込むよ うに形成 され照射後2

週 目骨延長群 と比較 して間隙は狭かった(写真20)。 血管は対照 と比較 して少 なかったが骨

延長間隙内で血管樹脂は連続 していた(写真21)。 新生骨表面の拡大像では骨新生 と骨吸収

が混在す る形態 を示 していた。光学顕微鏡観察では下顎骨はす う粗 な新生骨 によ り連続 し

ていた。骨延長間隙は対照 と比較 してす う粗 な骨梁の新生骨お よび豊富な未分化間様系細

胞により満た されていた(写 真22)。 骨延長間隙内の一部 に軟骨組織が新生骨に連続 して

み られた(写 真23)。

骨延長4週 目では脱有機処理後 も下顎骨は近遠心的に結合 していた。走査型電子顕微鏡

観察では母骨表面は新生骨 によって被覆 され、近遠心の下顎骨は新生骨によ り部分的 にで

はあるが連続 していた(写真24)。 骨延長 間隙内には蛇行が少な く均一の太 さの血管が豊富

にみ られた。新生骨表面の強拡大像は、成熟骨の表面形態に類似 していた。光学顕微鏡観観

察では下顎骨は緻密な新生骨 により連続 していた(写真25)。 骨延長間隙の一部に新生骨に

連続 した軟骨組織 を認 めた(写 真26)。



考 察

放射線照射後の下顎骨骨延長は、骨形成 の遅延 もしくは形成不全 によ り骨延長部の骨性

癒合不全が生 じることが明 らか となった。特 に放射線照射後早期に骨延長 を行 うとその傾

向は顕著であった。放射線照射2週 目骨延長群の骨延長後4週 目では骨癒合 が生 じていな

かった。しか し、骨延長間隙には多量の未分化間葉系細胞が存在 してお り骨形成が継続 して

いる可能性があ り、骨形成不全 よ りもむ しろ骨形成 の遅延 による骨癒合不全 であると考 え

られ る。今後骨延長後長期の観察 を行 う必要がある。Gantous(1994)ら は犬を使用 した研究

で放射線照射後 に骨延長 を行 った場合 にも十分良好 な骨癒合 を得 られ るため臨床応用可能

であるとしている。放射線照射後早期 に顎骨再建 のため骨延長を行 う場合 には延長後の固

定期間を長 く設定す るな どの配慮が必要である。 さらに骨形成を促進す る骨誘導蛋白な ど

の使用 も検討する必要がある。

下顎骨の骨延長 による骨形成様式の主体は膜性骨化 であった。対照では骨延長間隙の

新生骨形成様式は膜性骨化 が主体に行われ るが、骨延長後1週 目の一部に内軟骨性骨化が

み られた。放射線照射後骨延長群 では延長後2週 目か ら4週 目において も軟骨組織が残存

していたことか ら類軟骨性骨化および内軟骨性骨化が生 じた可能性がある。 この事か ら、

放射線 照射は骨延長 時の骨形 成様式へ影 響 してい る ことが予測 され る。『Yasui(1997)、

Sato(1999)ら は分子生物学的手法に より大腿骨延長後 の骨形成様式の研究を行っている。そ

の結果、骨延長初期 には内軟骨性骨化が生 じその後、類軟骨性骨化、膜性骨化が生 じると



してい る。今回照射後4週 目に骨延長 を行った例では、膜性骨化が主体であ るが内軟骨性

骨化、類軟骨性骨化が分化過程の順序 に従い配列 していた。放射線照射 によ り骨形成に遅

延が生 じたためかも しくは未分化間葉系細胞に何 らかの影響 があった と思われ る。今後分

子生物学的研究等によって このメカニズムの解明が急がれ る。



今後の展開

本研 究によ り放射線照射後に骨延長 を行 う上での留意点が明確になった。放射線 照射後

早期 に骨延長を行 うことは骨の癒合不全 を引き起 こす ことが明 らか となった。 そのため、

早期 に骨延長手術 を行 う場合 、骨延長後の固定期間を長 くす るな どの配慮が必要である と

考え られ る。 これは照射2週 目骨延長群 で、骨延長後4週 目において も未だ骨癒合が得 ら

れていなかったが、骨延長間隙には豊 富な未分化間葉 系細胞がみ られ骨 を形成す る能 力を

有 していると考え られ るか らである。さらに、現在研 究が進 め られ ているBMPな どの骨形

成タンパ ク質 を骨延長後 に利用す ることで骨癒合不全を回避す ることがで きる可能性 があ

る。 また骨形成 蛋白の注入ではなく細胞 に骨形成蛋 白レセプター を遺伝子導入によ り発現

させ組織 中に含 まれている骨形成蛋 白を利用 して骨形成 をはかることも可能 となろ う。そ

のためには、骨延長の場で生 じている細胞間の情報伝達、遺伝子発現 に関 して研究を行 う

必要性 がある。現在研究代表者は骨延長の場 におけ る遺伝子発現について研 究を行 ってい

るが安定 した結果が得 られてお らず 、今回の結果に含 めることができなかった。今後上述

した課題に関 して研究を進める予定である。



ま と め

1.ラ ッ ト下顎骨延長モデル を確 立 し本研究に使用 した。

2.ラ ッ トの下顎骨骨延長 には創外型延長期は脱落す るた め不適切であった。 それ にた

い して、創 内型延長器は脱落 ・感染が少なかった。

3.対 照では骨延長後2週 目に下顎骨 の骨性連絡がみ られた。放射線照射後4週 目骨延

長群では延長後4週 目に骨性連絡 がみ られ骨形成が遅延 してい ることが明 らか とな

った。放射線照射後2週 目骨延長群では骨延長後4週 目になって も骨延長部 は新生

骨による連絡はなく骨延長が低下 していることがわかった。

4.下 顎骨の骨延長による骨形成様式は対照では骨膜性骨化であった。

5.照 射後4週 目骨延長群では、骨延長間隙の一部 に新生骨形成部 に連続 した軟骨組織

を認 めた。照射後4週 目骨延長群 では骨膜性骨化が主体に骨形成をす るが一部 では

類骨骨化が生 じてい ることが示唆 され、対照 と比較 して放射線照射後 に骨延長 を行

った際の骨形成の様式が異なることが予測 された。

最後 に、本研究に多大なるご指導 と助言 をいただきま した旭川 医科大学歯科 口腔外科学

講座 北進一教授お よび蕾科 口腔外科 島崎善徳技官に感謝いた します。



写真1創 外型骨延長装置 写真2創 内型骨延長装置
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写真3自 家製骨延長装置
写真4手 術所見

写真5骨 延長後咬合状態 写真6a対 照延長後1週 目

Nは 新生骨を示す

リキ

キ

　

敬

し

・

難
剃
認ガ

ロ

ぞ

ヤ
リ

ァ

ロ

(

嫁

、

嘱

ー
、

匹

.執

乳

曳

、

馨

.4
・し

曽㌧

、鑑

3

卸

U

、

ア

.唖ξ

e

蘇
隈
晦
驚
ユ

畢、

嵐

墾
ゆ

セ

の

へ

㍗
㌦蜜

,

;

、

'

v

V

＼
〆
も

駄

.

、

蜘

済
、輪

ケ夢

》

顎

.
糠㍊

帽
ご嚢
鮎
し
舞
褐
舞
ド

写真6b対 照延長後1週 目

拡大像Vは 血管を示す

写真7対 照延長後1週 目
Hは 母骨、Nは 新生骨 を示すX20
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写真8対 照骨延長2週 目
Nは 新生骨を示す

写真9対 照骨延長2週 目
Hは 母骨、Nは新生骨を示すX20

〆■

、

、
、幽∵

汐
,楚

》
9程

■
も

ウ

θ

甲
塾

吟
ら

&
鴨●,ゆ

写真10対 照骨延長4週 目

骨延長間隙はNで 示す新生骨でみたされている。

写真11対 照骨延長4週 目

骨延長間隙はNで 示す新生骨でみたされている。X20

R"°

w.., 磁調 撫ゆ

写真12照 射後2週 目骨延長群 延長後1週 目

骨結合は見られないHは 母骨を示す
写真13照 射後2週 目骨延長群 延長後1週 目

Nは 新生骨を示すX20
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写真14照 射後2週 目骨延長群 延長後2週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示す

写真15照 射後2週 目骨延長群 延長後2週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示すX20
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写真16照 射後2週 目骨延長群 延長後4週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示す
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写真17照 射後2週 目骨延長群 延長後4週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示すX20

写真18照 射後4週 目骨延長群 延長後1週 目

骨結合は見られないHは 母骨、Nは新生骨を示す
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写X19照 射後4週 目骨延長群 延長後i週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示すX20

写真20照 射後4週 目骨延長群 延長後2週 目

骨結合は見られないNは 新生骨を示す

写真21 照射後4週 目骨延長群 延長後2週 目
Vで示す血管は連続している
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写真22照 射後4週 目骨延長群 延長後2週 目

Nは 新生骨を示すX20
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写真23照 射後4週 目骨延長群 延長後2週 目 拡大像

軟骨を介して新生骨は連続している

Nは 新生骨、Cは軟骨を示すX50
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写真24照 射後4週 目骨延長群 延長後4週 目

新生骨による骨結合がみられるNは 新生骨を示す
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写真25照 射後4週 目骨延長群 延長後4週 目

新生骨による骨結合があるNは 新生骨を示すX20
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写真告6照 射後4週 目骨延長群 延長後4週 目

新生骨内(N)に 軟骨(C)を みとめるX50


