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Summary

　Using　a　single　injection　for　lead　Vital　staining，　we　observed　dynamic　events　of　bone　re－

modeling　actiVity　ofthe　alveolar　bone　incidental　to　experimental　tooth　movement．　Rat　max－

illary　first　molars　were　moved　mesially，　with　a　coil－spring　appliance　for　7　days．　EDTA－Pb

as　intraperitoneally　injected　3　hours　before　sacrifice．　The　animals　were　euthanized

3，6，12，24，48，72hours　and　7　days　after　tooth　movement．　Lead　deposition　lines　on　the　al－

veolar　surface　surrounding　the　roots　were　examined．　Furthemmore，histological　changes　af－

ter　tooth　movement　were　examined　regarding　the　morphological　alternations　of　osteoblasts

on　the　alveolar　surface．　Non－treated　rats　were　used　as　controls．　In　controls，　only　l　lead

（1998年10月8日受付；1998年11月11日受理）
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deposition　line　as　clearly　identified　on　the　whole　alveolar　bone　sur白ce　encircling　the　root．

However，　on　the　mesiaUpressure　side　in　experimental　groups　after　12　hours　of　mesial　move－

Inent，　lead　deposition　could　not　be　fbund　in　any　area　on　the　alveolar　bone　surface，　demon－

strating　that　the　bone允mation　activity　began　to　disappear丘om　this　area　due　to　tooth

movement．　Changes　in　the　lead　deposition　line　on　the　alveolar　bone　sur亀ce　on　the　pressure

side，　closely　corresponded　to　morphological　alternations　of　osteoblasts　on　the　alveolar　bone

sur血ce　after　tooth　movement．　These　results　suggest　that　this　Iead　vital　staining　technique

can　visualize　bone　fbrnlation　activity　on　the　alveolar　su】食ce　surrounding　the　roots，　and　is

an　useful　method　to　observe　dynamic　events　of　bone　remodeling　activity　of　the　alveolar

bone，　incidenta1　to　experimental　tooth　movement．

緒 言

　矯正的に歯を移動させた時，圧迫側の歯槽骨表

面では骨吸収，牽引側では骨形成の骨改造現象が

引き起される．このような歯の移動に伴う機械的

刺激がどのように骨改造に関与しているのかにつ

いては，古くからSandstedt1｝をはじめとする実

験的観察により，その骨改造の中心的役割を担っ

ている骨芽細胞や破骨細胞に関連した組織変化が

検討されてきた．特にラットを用いた歯の移動に

伴う牽引側歯槽骨表面の骨形成能については，骨

芽細胞などを対象とした計数学的手法2・3），DNA

の分裂活性を調べる免疫組織化学的手法4｝，オー

トラジオグラフィを用いた研究5’12），さらに最近

ではオステオポンチンやオステオネクチンなどの

骨基質蛋白の遺伝子発現を調べる手法13）などが応

用されている．しかし，このような研究では歯槽

骨表面における骨形成活性が直接検討されている

とはいえない．

　歯の移動に伴う歯槽骨表面の骨形成を動的に捉

えるために，硬組織内時刻描記法としてテトラサ

イクリン，カルセイン，アリザリンレッドなどの

蛍光性色素14－17），あるいは重金属類の鉛18・19）などに

よる生体染色法が用いられた研究が行われてき

た．われわれもラットを用いて，EDTA一鉛の生

体染色による時刻描記法で実験的歯の移動時の歯

槽骨改造変化を調べ，鉛時刻描記法が歯の移動後

の歯槽骨表面の骨形成を研究する優れた手法であ

ることを報告した2°）．

　本研究では，この鉛生体染色法を応用し，歯の

移動後の歯槽骨表面の動的な骨改造活性の変化を

正確に把握することが可能かどうかを調べる試み

として，歯の移動後経時的にEDTA一鉛を1回

投与した際の骨表面における鉛沈着線の形成状態

の変化を観察した．同時に，移動後の組織変化に

ついて骨芽細胞の形態変化を中心に観察し，1回

投与の鉛生体染色法が移動後の歯槽骨表面の骨改

造活性の動的把握に有効であるか比較検討した．

材料ならびに方法

1．実験動物

　実験には13週齢のウイスター系雄性ラット（体

重300±20g）で，歯の移動実験を行った実験群

35匹と未処置の観察群8匹，合計43匹を用いた．

実験期間中，動物には粉末飼料（オリエンタル酵

母工業，東京）を与え，水道水を自由摂取させ
た．

H．実験的歯の移動方法

　歯の移動装置はすでにわれわれが報告した装

置2°－22）と同様な装置を用いた．上顎切歯を固定源

とした固定式コイルスプリング装置により上顎右

側第一臼歯を初期荷重約25gで近心方向に牽引

した（図1）．実験動物は適量のペントバルビ

タール系麻酔薬を腹腔内投与し，全ての処置を麻

tmm

図1：実験的歯の移動装置の模式図．

　　M1：上顎第一臼歯．矢印：牽引方向．
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酔下で行った．まず，上顎切歯側面と上顎第一臼

歯咬合面を35％リン酸液で酸処理後，湿綿球で洗

浄，さらに乾燥綿球にて刷掃した．上顎切歯部に

は直径O．014インチのステンレススチールワイ

ヤー（モリタ，東京）のフックを取り付けたリン

グ状に加工した金属メッシュ板のバンドを，また

第一臼歯には8．Ommの長さのステンレス製ク

ローズドコイルスプリング（0．008×0．032イン

チ，ユニテック，東京）を取り付けた2．0×3．O

mmの大きさに切断した金属メッシュ板を，そ

れぞれα一エチルシアノアクリレートセメント

（ニッシン，京都）を用いて接着した．コイルス

プリングの前部と切歯バンドのフックの距離は一

定の牽引力を発揮するように1．Ommに調整し，

接着剤硬化後連結した．

　歯の移動期間は，装置装着後3，6，12，24，

48，72時間および1週間とした．なお，実験期間

中には装置の再活性化は行わなかった．

皿．組織学的観察

　1）鉛生体染色法

　エチレンジァミン四酢酸鉛錯塩（EDTA一鉛）

（同仁化学，熊本）を1回の投与量が体重あたり

30mg／kgで腹腔内投与した．予備実験として，

ラットにEDTA一鉛を1回投与し，歯槽骨上の

鉛沈着線が何時間後から観察できるのかを調べ

た．その結果，投与後3時間に歯槽骨に明瞭な鉛

沈着線が出現することが明らかになった．そこで

本実験では，EDTA一鉛の投与は全て実験終了の

屠殺3時間前とした．

　本実験におけるEDTA一鉛の投与は，以下の

方法で行った．

　時刻描記法による観察群：

　歯の移動実験に先立ち，本実験に用いた同週齢

のラットの上顎第一臼歯歯根周囲の生理的な歯槽

骨表面における骨改造状態を調べるために，未処

置のラットにEDTA一鉛を9日間で3日おき4
回投与し，時刻描記を行った．

　1回投与の観察群：

　歯の移動後の歯根周囲の歯槽骨表面における経

時的な骨形成活性の変化を観察するために，移動

開始より3，6，12，24，48，72時間，1週間後

のそれぞれ動物を屠殺する3時間前にEDTA一

鉛を1回投与した（図2）．なお対照群には未処

置のラットにEDTA一鉛を1回投与したものを
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図2：EDTA一鉛の投与時期と歯の移動期間．

　　EDTA一鉛は歯の移動期間終了3時間前
　　　に1回投与．

用いた．

　各実験終了後，エーテル麻酔にて屠殺，直ちに

右側上顎骨を摘出し，10％ホルマリンで1週間固

定した．試料は骨組織に沈着した鉛を不溶性の硫

化鉛にするために，硫化水素を飽和した0．2N塩

酸溶液中で硫化脱灰した．脱灰終了後，試料は臼

歯咬合平面と正中口蓋縫線に平行に切断し，ゼラ

チン包埋後，臼歯咬合平面と平行に厚さ15μmの

水平断連続凍結切片とした．各切片は，鉛沈着線

を可視化するために0．1％塩化金溶液で90－120分

間金鍍金処理後，グリセロールゼラチンで封入

し，光顕的に観察した．

　2）トルイジンブルー染色

　歯の移動終了後，上顎歯槽骨部を摘出し，直ち

に4％パラホルムアルデハイド0．5％グルタール

アルデハイド混合液（10mmo1！Lカコジル酸緩

衝液，pH　7．3）にて6時間室温で固定した．固

定後試料は，10％EDTA溶液（10　mmol／Lカコ

ジル酸緩衝液，pH　7．3，4℃）により1ヵ月間

脱灰し，上昇アルコール系列にて脱水，JB－4

（Poly　science，　USA）に包埋後，厚さ3－5μm

の水平断連続切片を薄切して，トルイジンブルー

染色を行い，光顕的に観察した．



結 果

1．EDTA一鉛の時刻描記法による観察
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　実験に先立ち，観察に用いる13週齢の雄性ラッ

トの上顎第一臼歯歯根周囲の生理的な歯槽骨表面

における骨改造状態を把握する目的で，未処置の

同ラットにEDTA一鉛を9日間で3日おき4回
投与し，時刻描記法によって観察した．

　上顎第一臼歯5根の全ての歯根の近心側歯槽骨

には，規則的な4本の鉛沈着線が認めれたが，4

本の沈着線の形成状態は各歯根によって異り，特

に遠心側の2根の近心側歯槽骨で最も明瞭に観察

された（図3a）．遠心頬側根の拡大像では，近

心側歯槽骨の4本の鉛沈着線は鮮明で，それらの

鉛線間はほぼ均一な状態が認められ，この部位で

は規則的な骨形成が行われていた．一方遠心側歯

槽骨表面では，4回の投与にも関わらず，凹凸状

の1本の沈着線のみが観察され，この部位では盛

んな骨改造が行われていると考えられた（図3

b）．鉛時刻描記法の結果，遠心頬側根周囲の歯

槽骨表面では骨形成，骨吸収が近遠心的に明瞭に

区別されていることがわかった．

　以上の結果より，本研究では移動後の歯根周囲
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の骨改造活性を観察するために，生理的条件下で

歯根周囲の歯槽骨表面の骨形成部位と骨吸収部位

が明確な遠心側2根を観察対象とした．また観察

には，歯の移動後圧迫側歯根膜に硝子様変性組織

の認められない中央部付近の横断切片を用いた．

ll．　EDTA一鉛の1回投与における鉛沈着線の観

　　察

　対照群：未処置のラットにEDTA一鉛を1回

投与した際の上顎第一臼歯遠心頬側根の鉛沈着線

像を図4aに示す．1本の連続的な鉛沈着線が歯槽

窩骨表面の全周に観察された．

　この1本の鉛沈着線は歯槽窩の近心側と遠心側

においてその状態が異り，近心側の歯槽骨表面の

拡大像（図4c）では，比較的滑らかな直線状の

黒褐色の鉛線が認められた．時刻描記法の結果を

参照すると，一定した骨形成が行われていること

を示している．一方，遠心側の拡大像（図4b）

では，歯槽骨表面の鉛線は鋸歯状を呈し，骨改造

状態を示している．吸収窩の吸収点と考えられる

部位では，鉛沈着線の断続的な状態（図4b：矢

印）が観察された．

　移動群：歯の移動終了3時間前にEDTA一鉛

を1回投与し，遠心頬側根の近心（圧迫）側歯槽

図3：生理的条件下の上顎第一臼歯の歯根中央部付近における水平断鉛沈着線像．未処置のラットに鉛時

　　刻描記法としてEDTA一鉛を3日おき9日間で4回投与．
　　a：上顎第一臼歯5根．近心根を除いた歯根近心側歯槽骨では4本の鉛沈着線が観察され，特に遠心

　　　側の2根で明瞭である．×27．

　　b：遠心頬側根の拡大像．近心側歯槽骨では均一な骨形成を示す規則的な4本の鉛沈着線が観察され

　　　る．一方遠心側では骨表面が凹凸状を示し，骨形成，骨吸収部位が明確に区別される．×50．

　　　　a：近心根．b：近心舌側根．　c：近心頬側根．　d：遠心舌側根．　e：遠心頬側根．　M：近心側．

　　　D：遠心側．
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図4　対照群における上顎第一臼歯遠心頬側根周囲の鉛沈着線像．

　　a（中央図）：全体像．歯槽壁全周に一層の鉛沈着線が観察される．×55．

　　b（左図）：遠心側の拡大像．歯槽骨表面に鋸歯状で，一部の吸収窩の吸収点と思われる部位で僅か

　　　　　　　な鉛線の未形成部（矢印）を認める．×118．

　　c（右図）：近心側の拡大像．骨表面に比較的滑らかな1本の直線状の鉛線が観察される．×160．

　　　　　　　M：近心側．D：遠心側．　R：歯根．

骨表面における骨形成活性が骨吸収状態に変化す

る過程で，歯槽骨表面上の鉛沈着線の形成状態の

変化を観察した（図5）．

　歯の移動後6時間（図5a，　d）では，対照群

の近心側歯槽骨表面に形成された鉛線とほぽ同様

な比較的滑らかな直線状の鉛沈着線が観察され

た．12時間経過後（図5b，　e）では，近心（圧

迫）側歯槽骨表面の一部で鉛沈着線が観察されな

くなった（図5e：矢印）．さらに，移動48時間

後（図5c，　f）では，さらに鉛の未沈着部位が

次第に拡大しているのが認められた（図5f：矢

印），また，移動48時間後の近心（圧迫）側では，

歯槽骨表面の一部分で小さな骨吸収窩が存在し，

骨形成から骨吸収へ骨改造活性の反転が認められ

た．

皿．移動後の近心（圧迫）側の経時的な組織変化

　　の観察

　鉛生体染色法で観察した部位と同様な近心（圧

迫）側の歯槽骨表面をトルイジンブルー染色した

脱灰切片で観察した．その結果，対照群（図6

a）では，歯槽骨表面に整然と並んだ骨芽細胞

（図6a：矢印）およびトルイジンブルーに淡染

の類骨層（図6a：矢頭）が観察された．一方，

歯の移動開始から12時間経過後（図6b）では，

圧迫側となった近心側歯槽骨表面の骨芽細胞（図

6b：矢印）は扁平化して類骨層もほとんど認め

られず，骨形成能の低下が推察された．

考 察

　歯の移動に伴う比較的短時間の経時的な歯根周

囲の骨改造現象を観察するためには，移動前の生

理的な歯槽骨表面の骨改造現象を正確に把握して

いること，移動装置の活性化量，移動力，方向性

などが一定であり，再現性のある移動を行うこと

が重要である．

　生理的にラット上顎臼歯歯根周囲の近心側歯槽

壁では持続的な骨形成が生じていると報告されて

いる23・　L’4b．われわれも，鉛時刻描記法によって，

上顎第一臼歯5根の歯根周囲の骨形成状態を観察

し，近心側の歯槽骨に規則的な鉛沈着線が形成さ

れることを報告した！5，2C，7．本実験でも歯の移動に

用いた13週齢の雄性ラットにおいて，生理的条件

下の上顎第一臼歯の歯根周囲の歯槽骨改造状態を

EDTA一鉛を9日間で3日おき4回投与した時刻
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図5　移動群における遠心頬側根周囲の鉛沈着線像（a，b，　c），および近心（圧迫）側の拡大像（d，

　　　e，f）．近心（圧迫）側歯槽骨表面の骨形成活性の経時的変化を示す．

　　　a，d：歯の移動開始6時間後．　a：矢印は歯の移動方向を示す．

　　　b，e：12時間後．　e：圧迫側歯槽骨表面で鉛沈着線の未形成部分（矢印）が観察される．

　　　c，f：48時間後．　f：鉛沈着線の未形成部分（矢印）がさらに拡大している．

　　　a，b，　c：×55．　d，　e，　f：×118．　M：近心側．

描記法で詳細に調べ，遠心側の2根で骨改造パ

ターンの顕著な状態を確認した．そこで本研究で

は観察根には遠心側の2根を選択した．

　本実験では，過去にわれわれが改変したコイル

スプリング装置2°－22）を用いて，装置装着の容易な

上顎右側第一臼歯を牽引した．この移動装置は，

ゴム片を第一臼歯と第二臼歯の歯間に挿入し，

ラット臼歯の歯の移動を行うWaldo法27）に比

べ，一定した活性化量，牽引力，方向性を与える

ことが容易にできる．また，ゴム片のように口腔

内環境で変性劣化せず，経時的に安定した歯の移

動を与えることが可能である．本実験で用いた移
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図6　近心（圧迫）側における歯槽骨表面の経

　　　時的な組織変化．トルイジンブルー染
　　　色．×365．

　　a：対照群．骨表面に整然と並んだ骨芽細

　　　胞（OB：矢印）およびトルイジンブ
　　　　ルーに淡染（矢頭）の類骨層が観察さ

　　　れる．

　　b：12時間後．骨表面の骨芽細胞（OB：

　　　矢印）は扁平化して類骨層もほとんど

　　　認められない．

動装置は，歯の移動後の特に初期反応を観察する

のに有効な方法であると考えられた．しかし，初

期荷重25gの牽引力でも圧迫側の歯頚部の一部

に硝子様変性帯が生じていた．そこで今回は，観

察部位を歯頚部の変性部位より下方の歯根中央部

に限定した．

　鉛による生体染色法は，蛍光性色素を用いた生

体染色法による未脱灰標本の観察方法と比べて，

骨マーカーである鉛を失わずに脱灰することが可

能である．脱灰標本は，薄切切片の連続性や方向

性が容易に得られ，鉛沈着線は鮮明で通常の光学

顕微鏡で観察できる利点を有しているL’9’31’．われ

われは，この鉛生体染色法による時刻描記法を用

いて，生理的条件下のラット臼歯歯根周囲の骨改

造活性の経時的な動的変化を検討し，3日間隔の

短い投与間隔にも関わらず，それぞれの沈着線が

鮮明であり，再現性のある観察ができることを報

告した25」．

　鉛の生体染色法による形成中の骨への沈着機構

は，テトラサイクリンなどの蛍光性色素と同様に

現在でも明確にされていない．しかし，麻生田29）

は，鉛塩が血中に入った場合，硬組織の石灰沈着

の行われつつある部位にのみ沈着するのは，鉛が

この部位に存在するリン酸イオンと結合して生ず

るリン酸鉛が，リン酸カルシウムの溶解積よりは

るかに小さく，容易にカルシウムと置換し，沈着

するのではないかと述べている．さらにOzawa

ら3vは，酢酸鉛とEDTA一鉛を用いた研究で，鉛

が石灰化の進行している部位の基質小胞とコラー

ゲン細線維に沈着していることを報告している．

また，岡部33’は，家兎にテトラサイクリン鉛キ

レート化合物を投与した結果，鉛とテトラサイク

リンとが全く時間的に硬組織切片上に同じ位置に

存在していたことを観察している．

　われわれは，この鉛生体染色法を応用すること

により，実験的な歯の移動時の歯根周囲の歯槽骨

表面の動的な歯槽骨改造現象をより詳しく観察で

きるのではないかと考えた．その可能性を調べる

試みとして，今回は歯の移動の様々な時間に

EDTA一鉛を1回だけ投与して，移動後の各時間

における歯槽骨の骨形成能を観察できるかどうか

を検討した．

　対照群の未処置のラットでは，上顎第一臼歯遠

心頬側根の歯槽窩骨表面の全周に1本の連続的な

鉛沈着線が観察された．近心側骨表面では持続的

な骨形成状態であるため，EDTA一鉛の1回の投

与に伴って骨表面に1本の比較的均等な鉛線が沈

着したものと考えられる．一方，遠心側の歯槽骨

表面でも凹凸状を呈したi本の鉛沈着線が観察さ

れた．この所見は，歯槽骨表面おける骨吸収現象

では，実際に骨表面で様々な改造状態が存在し，

破骨細胞が骨表面に接着してその基質を溶解して

いる部分以外では，鉛やテトラサイクリンなどの

沈着が起こり得るものと考えられる．

　骨吸収部における鉛沈着線の所見に関しては，

過去の錯8｝，あるいは蛍光性色素｝5・1fi’34’36’を用いた

観察結果でも報告されている．市之川191は，酢酸

鉛を用いたラットの実験的な歯の移動時の組織学

的所見の中で，無処置の対照歯の歯根遠心側の鋸

歯状の歯槽骨表面に鉛線が一層存在し，特に破骨

細胞の見られる小窩では，比較的濃い幅の鉛の沈

着が認められたことを報告している．このことに

関して市之川1当ま，鉛はリン酸と親和性が高くリ

ン酸鉛の型で存在するので骨吸収部位でも鉛の沈

着が起こるのではないかと推測している．またテ

トラサイクリンを用いた観察でも，ラットの生理

的な骨吸収側の歯槽骨面の吸収窩縁や移動後の圧
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迫側の歯槽骨面の吸収窩縁に蛍光線が報告されて

いる34）．さらに永久歯胚の形成萌出に伴う骨吸収

窩面や乳歯歯根吸収面でも蛍光線が観察されてい

る35）．蓑輪㈲は，このような吸収面でのテトラサ

イクリンの蛍光線について，石灰化の進行が起

こっていることを示すものか否かは不明である

が，吸収によって破壊，または，脱灰されつつあ

る無機塩のfreeなradicalとテトラサイクリンが

結合した結果であろうと推測している．ラット臼

歯周囲の歯槽の骨改造過程を蛍光色素でラベリン

グして観察したVignery　and　Baron36）は，蛍光ラ

ベリングは骨改造過程の活性期，休止期，形成期

の部位に観察され，吸収期の中で吸収窩の吸収点

における部位（約10％）のみに認められなかった

という所見を述べている．これらの報告は，今回

の観察で対照群の遠心側歯槽骨面における吸収窩

の吸収点と思われる部位に，鉛沈着線が断続的に

観察された所見と類似していた．

　本実験の歯の移動群では，移動後12時間より圧

迫側となった近心側歯槽骨表面の一部で鉛線が未

沈着の状態に変化していた．先に述べた骨形成部

への鉛の沈着機構より，この部位では骨形成能が

消失した明確な証拠であると考えられる．言い換

えれば，骨が形成している部位が歯の移動後12時

間以降から歯根膜を介した圧迫刺激によって，骨

形成能が消失し始め，以後経時的にその範囲が拡

がっているものと理解できる．

　トルイジンブルーによる組織染色で観察した結

果と比較すると，対照群の近心側歯槽骨面では広

い類骨層上の整然と並んだ骨芽細胞が見られた

が，移動後12時間では類骨層が消失し，その骨表

面上に骨芽細胞が扁平化した状態で観察され，こ

れらの形態的な骨芽細胞の骨形成能が少なくなっ

たと推察される所見とも一致していた．岡藤2’）

は，本研究と同様な実験モデルを用い，圧迫側の

歯槽骨壁を走査電顕で観察し，移動24時間後に歯

槽骨壁に浅い吸収窩が形成され始め，その後，次

第に拡大していたと報告している．

　以上の結果より，今回用いた1回のみの投与の

鉛生体染色法は，実験的歯の移動後の歯槽骨表面

における骨形成活性を直接可視化することがで

き，さらに組織学的な観察結果と対比させること

により，実験的歯の移動に伴う歯槽骨の骨改造現

象をより明確に把握する有効な方法であることが

示唆された．
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　実験的歯の移動後の歯根周囲における歯槽骨骨

改造活性の動的な変化を把握する試みとして鉛生

体染色法を応用し，以下の結果を得た．

　1）対照群のラットでは，EDTA一鉛の1回の

投与によって1本の連続的な鉛沈着線が，上顎第

一臼歯遠心頬側根周囲の歯槽骨表面の全周に観察

され，近心側で滑らかな直線状，遠心側では鋸歯

状を示していた．

　2）移動群では，近心（圧迫）側の一定した骨

形成を示していた連続的な鉛沈着線が，移動後12

時間以上経過すると歯槽骨表面の一部分で未沈着

の状態になり，骨形成活性の消失が認められた．

この未沈着部は，その後経時的に範囲が拡大して

いた．

　3）トルイジンブルー染色標本で移動後の経時

的な変化を観察すると，対照群では，近心側歯槽

骨表面に整然と並んだ骨芽細胞が類骨層上に認め

られた．歯の移動開始より12時間後では，近心側

（圧迫側）の歯槽骨表面の骨芽細胞が扁平化して

類骨層もほとんど観察されず，骨芽細胞の骨形成

能が著しく低下したと考えられる状態が観察され

た．
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