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論　文　内　容　要　旨

〔目的〕本研究は,胎生期ラット頭蓋冠を器官培養して,カルシウム(Ca)の総量と組織局所の元素濃度を

指標とし,各種培養条件下における骨基質の石灰化過程について評価することで,生理的石灰化の進行を再現

する実験系の確立を目的とした｡

〔方法〕胎生18日齢および20日齢のWistar系ラット頭蓋冠を規格化して摘出し,骨形成誘導培地として,

Dulbecco's Modified Essential Medium (DMEM)に10% Petal Bovine Semm (FBS),抗生物質(ペニシリ

ン100unit/ml,ストレプトマイシン100ug/ml),アスコルピソ酸(100ug/ml)およびβ一glycerophosphate

(10mM)を添加したものを用いて, 1日, 3日および5日間培養した｡培養頭蓋冠を硝酸で湿式分解した後,

原子吸光分光光度計を用いて,培養頭蓋冠に含まれるCa総量を定量した｡また培養頭蓋冠を, 4%パラホル

ムアルデヒドにて固定後,パラフィンに包埋して薄切し, Yon-Kossa染色およびへマトキシリン･エオジン

(HE)染色にて組織学的検討を行った｡さらに隣接切片をSEM-EDX (エネルギー分散型Ⅹ線分析装置)を

用いて,骨組織局所に含まれるCa,リン(P),炭素(C)の相対的な元素濃度を定量した｡

〔結果〕頭蓋冠のCa総量は,培養前に比較して,胎生18日齢頭蓋冠では培養5日間で約2.9倍に,また胎生

20日齢では約2.0倍に増加した｡ Yon-Kossa-HE染色では,いずれの頭蓋冠でも培養前にvon-Kossa陽性の

骨基質が認められ,胎生18日齢頭蓋冠では5日間の培養期間で染色強度の増強が見られた｡胎生18日齢頭蓋冠

の全培養期間を通して, Yon-Kossa陽性領域には骨芽細胞と骨細胞が常に認められたが,胎生20日齢では培

養3日以降,骨芽細胞は減少し,骨細胞は萎縮する傾向を示した｡さらに胎生18日齢頭蓋冠における骨組織局

所のCa元素濃度は,培養5日間で約2.1倍に, C元素濃度は,培養5日間で約2,7倍に上昇した｡一方, P元

素濃度は培養期間中において,変化は見られなかった｡また,胎生20日齢頭蓋冠ではCa, P, Cの元素濃度は,

いずれも培養5日間で変化しなかった｡
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〔考察〕胎生20日齢頭蓋冠の培養では,石灰化は進行しなかった｡その原田として,胎生20日齢頭蓋冠は胎

生18日齢頭蓋冠に比較して,細胞外基質が豊富で石灰化程度も高いため,酸素や栄養の浸透が悪くなり,骨芽

細胞の基質産生能やカルシウム蓄積能等の細胞機能が維持できなくなることが考えられた｡一方,胎生18日齢

ラット頭蓋冠培養では,骨芽細胞および骨細胞が培養環境下で活性を保ち石灰化が生理的に進行したものと考

えられた｡このことから,胎生18日齢頭蓋冠を用いた,器官培養法は,骨基質の生理的石灰化進行を培養条件

下で再現できることが示された｡

審　査　結　果　要　旨

骨基質は,骨芽細胞が頬骨を形成し,更に規骨を石灰化することで形成される｡石灰化は,頬骨内の局所か

ら始まり,カルシウム濃度が上昇して進行すると報告されているが,詳細は不明である.知見の乏しい-困と

して,多様な細胞組織の関わる生理的な石灰化現象をin vitroで進行させる実験系がなかったことが挙げられ

る｡本研究は,胎生期ラット頭蓋■冠を器官培養して,カルシウム(Ca)の総量と組織局所の元素濃度を指標

とし,各種培養条件下における骨基質の石灰化過程について評価することで,生理的石灰化の進行を再現する

実験系の確立を目的としたものである｡

本研究では,胎生18日齢および20日齢のWistar系ラット頭蓋冠を規格化して摘出し,骨形成誘導培地にて,

1日, 3日および5日間培養した｡原子吸光分光光度計を用いて,培養頭蓋冠に含まれるCa総量を定量した｡

また培養頭蓋冠を, 4%パラホルムアルデヒドにて固定後,パラフィンに包埋して薄切し, Yon-Kossa染色

およびへマトキシリン･エオジン(HE)染色にて組織学的に検討した｡さらに隣接切片をSEM-EDX (エネ

ルギー分散型Ⅹ線分析装置)を用いて,骨組織局所に含まれるCa,リン(P),炭素(C)の相対的な元素濃

度を定量し検討している｡

本研究によると,頭蓋冠のCa総量は,培養前に比較して,胎生18日齢, 20日齢頭蓋冠共に培養5日間で増

加した｡いずれの頭蓋冠でも培養前にvon-Kossa染色陽性の骨基質が認められ胎生18日齢頭蓋冠では5日

間の培養期間で染色強度の増強が見られた｡胎生18日齢頭蓋冠の全培養期間を通して, Yon-Kossa陽性領域

には骨芽細胞と骨細胞が常に認められたが,胎生20日齢では培養3日以降,骨芽細胞は減少し,骨細胞は萎縮

する傾向を示した｡さらに胎生18日齢頭蓋冠における骨組織局所のCaとCの元素濃度は,培養5日間で共に

上昇した｡一方, Pの元素濃度は培養期間中において,変化は見られなかった｡また,胎生20日齢頭蓋冠では

ca, p, Cの元素濃度は,いずれも培養5日間で変化は認められなかった｡

胎生20日齢頭蓋冠の培養では,石灰化は進行しなかったが,胎生18日齢ラット頭蓋冠培養では,骨芽細胞お

よび骨細胞が培養環境下で活性を保ち石灰化が生理的に進行したものと考えられた｡このことから,胎生18日

齢頭蓋冠を用いた器官培養法で,骨基質の生理的石灰化進行を培養条件下で再現できることが示された0

本研究結果は, in vitroで生理的石灰化の進行を再現する実験系を確立したものであり,骨の発生と成長の

研究領域に貢献し得るものである｡よって本論文を博士(歯学)の授与に値するものと認める｡
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