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要 旨

微細な生体材料に対する生体の対応をより明確

にするために,アパタイトセラミックが脱灰可能

なことに注目し,生体細胞の大きさに近い,700℃

で3時間焼成の直径0.15〟mのアパタイトセラミッ

ク微粒子と1,050℃で4時間焼成の直径0.65pm,

2-lo印,10-15〝mおよび30〟mのアパタイトセラ

ミック微粒子 (旭光学提供)をウイスター系ラッ

トの腹部皮下に注入し,微粒子に対する生体の反

応を病理組織学的に検索した結果,以下の結論を

得た｡

直径が0.15pm,0.65pmおよび直径が7pmに満た

ない微粒子は注入後1日から28日までの期間,マ

クロファージによってすべて貧食されていた｡ま

た,直径が0.15J皿や0.65〟mの小さな微粒子でも凝

集して細胞が侵入できない所では,多核巨細胞が

出現してそれらを貧食したり取 り囲んだりしてい

た｡

直径が7pm以上の微粒子に対しては,注入後3

日から28日までの期間,多核巨細胞が出現しそれ

らを貧食していた｡このことはマクロファージが

単独では貧食できない直径が7〟m以上の大きさの

微粒子については,複数のマクロファージがその

生体材料を取 り囲み,ついで癒合の結果多核巨細

胞となり,その細胞質に取り込むことで対応して

いることを示唆するものである｡

微粒子はマクロファージや多核巨細胞に取り込

まれたのち,しだいに消化されていた｡

緒 言

近年,生体の欠損した機能や形態を補うために,

種々の生体材料が開発され,臨床に応用されてき

ているト12)｡歯科の領域では,_生体硬組織の成分

に類似する合成-イドロキシアパタイトセラミッ

ク13-16)(以下アパタイトセラミックと略称する)

より作られた人工歯根17)や人工骨18-22)の人体へ

の使用も注目されている｡そこで問題となるe)は,

生体組織内に埋入されたこれら生体材料の組織親

和性である｡

アルミナセラミックについては動物実験23)や臨

床観察6)の他,川原等24,25)の生体外での培養細胞に

対する実験では細胞親和性が認められている｡一

方,アパタイトセラミックで作られた生体補填材
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料に対する組織反応の検討については,猿や犬の

実験で実際の歯や骨と同じ大きさの比較的大きな

試料によって行われ,埋入材料周囲の骨組織形成

に関して,従来の諸材料には見られない高い組織

親和性を示すとの報告がなされている26-37)O盤体

細胞の異物認識能に関心をもつ病理学の立場から

は,同一材料でもその形状や大きさの違いにより,

生体の反応も異なるといっている38)｡この材料に

為害性のないことや生体適応性が強調されるにつ

け,生体細胞はこれらの材料に対してどのように

認識しているのか39)を明らかにしたいし,またす

る必要がある｡小さなアパタイトセラミック材料

についての報告もいくつかある｡大きさが50/皿か

ら2mmの範囲の粒状のもの40-42) については,そ

の大きさは生体細胞よりはるかに大きく,その上

大きさにばらつきがあり,また焼成したものを粉

砕して得ているため,その形状も一定していない｡

またインプラント手術時や術後に加わる物理的な

力により,実際の歯や骨と同じ大きさの多孔質ア

パタイトセラミック表面から遊離したアパタイト

セラミック結晶塊やアパタイトセラミック表面の

結晶塊に関するもの26-34) はその大きさについて

は記載が明らかでない｡√-いずれも,微細なアパタ

イトセラミックに対する生体の対応を系統的に理

解するには不十分である｡一方,生体材料の一つ

であるアルミナセラミックについては,微細な材

料に対する生体細胞の対応に関する報告43)がある｡

しかし,アルミナセラミックは現在の組織学的方

法では脱灰不可能であり,薄切片作りが困難なた

め,微粒子が一定以上の大きさになると,その微

粒子に対する細胞の対応を切片標本上で観察する

ことは必ずしも容易ではない｡

今回,著者は微細な生体材料に対する生体の対

応をより明確にするために,アパタイトセラミッ

クが脱灰可能なことに注目し,生体細胞の大きさ

に近い大小の規格化されたアパタイトセラミック

微粒子に対する生体の反応を病理組織学的に検索

した｡

材料および方法

材料として,700℃で3時間焼成の直径0.15/̀mの

アパタイトセラミック微粒子と1,050℃で4時間

焼成の直径0.65〟m, 2-10/孤,10-15/̀mおよび30

〟mのアパタイトセラミック微粒子を用いた (旭光

学提供)0

直径2-10pmの微粒子の大きさは直径2-4pm,

5-7pm, 8-10pmのものがほぼ等量の割合で混

在していた｡直径10-15/皿の微粒子の大きさは直

径10-12J皿,13-15〟mのものがほぼ等量の割合で

混在していた｡

実験動物には,ウイスター系ラットの雄 105匹

(体重100-120g)を用い,ペントバルビタール

ナ トリウム (ネンブタール)の腹腔内注射 (0.1

mE/100g)による全身麻酔下で,その腹部を硫化

バリウムと小麦粉の泥状物で除毛し,70%エタノ

ールで腹部皮膚面を消毒した｡三角フラスコに各

微粒子別に20mgをそれぞれ生理食塩水30mEと混合

し,オー トクレーブで滅菌処理 (2気圧,120℃,

20分)を施した上で,超音波洗浄器を用いて十分

に撹拝した混合液を滅菌注射器(1.OmE用ディスポ

ーザブルマイクロ注射器,針の太さ :25G･1")

で腹部皮下に注入した｡注入部位は正中線より左

側前後2ヵ所,右側前後2ヵ所で注入液量は1ヵ

所につき0.2m且とした｡また,対照として左側実

験部位の中間に滅菌生理食塩水のみを0.2mE注入

した｡実験動物を,注入する微粒子の大きさの順

に第1群 (直径0.15〟m微粒子注入群),第2群 (直

径0.65pm微粒子注入群),第3群 (直径 2-10pm微

粒子注入群), 第4群 (直径10-15/̀m微粒子注入

秤),第5群 (直径30〟m微粒子注入群)に分け,令

群とも21匹ずつ用いた｡

微粒子注入後6時間, 1, 3, 7,14,21,28

日経過後,エーテル麻酔下で断頭により屠殺し,

注入部に相当する部位の組織を腹膜ごと広範囲に

摘出した｡同時に,局所の組織の発赤,壊死,堰

坐,潰癌形成などの有無も合せて観察した｡

各微粒子の注入例数は各群とも7実験期間の各

実験期間につき3匹とし, 1匹につき同一粒子を

4ヵ所に注入したので,同一粒子の同一期間の組

織を12ヶ摘出し,さらに対照として3ヶ摘出した｡

目的とする組織を10%中性ホルマリンで固定後,

通法に従いパラフィン包埋し薄切片を作製した｡
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切片は-マ トキシリン ･エオジン染色,アザン染

色,ギムザ染色,コッサ鍍銀法染色,過ヨウ素酸

シッフ反応 (PAS反応)を施し,好中球およびマ

クロファージの浸潤程度,リンパ球の浸潤程度,

マクロファージの形態,巨細胞の出現とその形態,

線維の形成,線維性被膜の形成,毛細血管の増生

などに注目しながら光学顕微鏡で観察した｡

微粒子に対する細胞,組織の変化を注射および

生理食塩水に対する反応と識別するために対照例

の病理組織像を参考にした｡

また,マクロファージの同定を行う目的で酸性

フォスファタ-ゼ染色と非特異性エステラーゼ染

色 (NaphtholAS-D chloroacetate法 )を施し

た｡

実 験 結 果

実験動物の全身状態については,実験期間中い

ずれのラットについても,異常は認められなかっ

た｡

(1)肉眼的所見

微粒子注入部皮膚組織の変色,壊死,増生,演

癌形成などほどの実験群においても,どの観察期

においても認められなかった｡

注入微粒子は皮下結合組織中においては,結合

組織に混じた境界明瞭な10mmX5mm前後の白色塊

状として観察された｡厚さはいずれも1mm以下で

あった｡すべての実験群で,観察期間が28日のも

のは,他の期間のものにくらべ,注入部の微粒子

の量が少なくなっており,肉眼での発見がやや困

難であった｡

(2)病理組織学的所見

1)微粒子に対する組織反応

a)第 1群 (直径0.15〟m微粒子注入群)

大部分の微粒子は何れの観察期間でも,凝集し

塊を構成していた｡

注入後6時間では,微粒子は互いに凝集し一塊

として観察された｡その微粒子塊周囲には軽度の

好中球の浸潤が観察された｡また,少数であるが,

細胞質の少ない円形をした裸核状の細胞が微粒子
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図1:微粒子は互いに凝集しており,細胞質が明
らかでなく,染色した核をもつ細胞 (-)
が少数であるが微粒子塊 (A)内部中央ま
で侵入している(第1群,6時間,末脱灰,
ギムザ染色,×300)

図2:多数のマクロファージが微粒子塊 (A)内
部に侵入している｡微粒子塊周辺部でも微
粒子を貧食してやや肥大したマクロファー

ジ (-)がいくつか観察される (第1群,
1日,未脱灰,H-E染色,×3501

塊内部中央まで侵入していた (図1)0

1日後では,6時間のものにくらべると,多数
■

のマクロファージが微粒子塊内部全域に侵入して

おり,微粒子を会食したり,微粒子塊に取りつい

ている像が見られた｡微粒子塊周辺部では微粒子

を貧食してやや肥大したマクロファージがいくつ

か観察された (図2)｡6時間後では,微粒子塊は

一塊であったが, 1日後では,微粒子塊内部に侵

入した多数のマクロファージによって大小の塊に

分けられていた｡

3日後では,微粒子塊周辺部で微粒子が分散し

ていた部位では,微粒子を負食して肥大したマク
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図3:微粒子塊内部-のマクロファージの侵入が
著明である｡微粒子を貧食して肥大したマ

クロファージ (-)が観察される｡多核巨

細胞 (G)が微粒子塊 (Alを取り囲んでい
る (第1群,3日,末脱灰,PAS染色,
×300)

図4:50個以上の核をもつ多核巨細胞 (G)が出

現し,紫色に染った微粒子塊 (A)を取り

囲んでいる｡薄切時のヒビ割れ (-)が観

察される (第1群,7日,脱灰,H-E染
色,×350)

ロファージがみられ,数もふえていた｡一万,

100pmX60pmくらいの微粒子塊は濃染し,それぞ

れ多核巨細胞によって取り囲まれていた (図3)｡

7日後では,一切片上で50個以上の核が細胞質

の周辺部に寄り集る多核巨細胞が出現し,長径約

200〝m前後の大きな微粒子塊を取 り込んでいた｡

微粒子塊は紫色に染色され,一体化しているのか,

薄切によるヒビ割れが観察された (図4)｡

14日後では,大小の微粒子塊はそれぞれ多核巨

細胞に取り込まれ,その多核巨細胞間および多核

巨細胞周囲には毛細血管と線維芽細胞が増殖して,

厚みのある肉芽組織を形成していた (図5)｡

図5:コラーゲン線維 (-)が増殖して肉芽組織
を形成している｡微粒子塊の中央部までコ
ラーゲン線維 (-)が入っている(第1群,

14日,未脱灰,アザン染色,×200)

図6:多核巨細胞に取り込まれている微粒子塊
(A)は黒褐色に染り大小様々であり,不

定形である (第1群,21日,未脱灰,コッ

サ鍍銀法染色,×135)

21日後では,微粒子塊は多核巨細胞の細胞質内

に取り込まれていた｡微粒子塊は大小様々であり,

かつ不定形であった (図6)｡7日,14日のものに

比べ,微粒子塊の数は少なく,大きさも小さかっ

た｡肉芽組織の厚みも14日のものに比べ,全体に

薄くなっていた｡

28日後でも,微粒子塊は同様に多核巨細胞に取

り込まれていた｡しかし,そこにおける微粒子塊

の大きさは他のどの実験期間のものより小さく,

また微粒子塊の数もすくなかった｡また,肉芽組

織の量も14日,21日のものに比べ,その厚みは薄

かった｡

リンパ球は仝実験期間を通してほとんど観察さ

れなかった｡
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図7:分散した微粒子はマクロファージに貧食さ
れているが,長径30〟m位の微粒子塊 (A)
は多核巨細胞(G)に取り囲まれている｡(第

2群,3日,脱灰,H-E染色,×290)

図8:マクロファージの細胞質内には微粒子が充
満しており,細胞質の大きいものでは長径

約15pm位の大きさに肥大している (-)｡微

粒子を貧食したマクロファージ群の間に毛

細血管 (C-)が増殖している (第2群,14

日,未脱灰,H-E染色,×290)

b)第2群 (直径0.65〟m微粒子注入群)

全観察期間を通じ大部分の微粒子は皮下組織内

で分散していた｡しかし,一部ではあるが疑集し

塊をなしているものもあった｡

6時間後では,注入微粒子部周辺にマクロファ

ージおよび好中球の軽度の浸潤が観察された｡

1日後では,微粒子部全域にマクロファージの

浸潤が著明となり,マクロファージは微粒子を貧

食していた｡微粒子部周辺には軽度の好中球の浸

潤が観察されたが,好中球による貧食像は確認で

きなかった｡

3日後では,すでに好中球はほとんどみられず,

69

図9:ここでは,多核巨細胞は見られないが,微

粒子を貧食したマクロファージの間にコラ

ーゲン線維 (-)が増殖している(第2群,

21日,脱灰,アザン染色,×290)

図10:凝集して長径150pm位の塊となっている所

では多核巨細胞がその塊 (A)を取り込ん

でいる｡一万,分散している所では,微粒

子はマクロファージ (-)によって会食さ

れている (第2群,21日,脱灰,H-E染
色,×400)

分散した微粒子はほとんどマクロファージに貧食

されていたが,長径約30〟m前後の微粒子塊は核の

数が10数個の多核巨細胞に取 り囲まれていた (図

7)0

7日後でも,分散した微粒子はほとんどマクロ

ファージに貧食されていた｡長径約30pm前後の微

粒子塊が核の数が20個前後の多核巨細胞に取 り込

まれていた｡微粒子塊の大きさが3日後の大きさ

と同じくらいにもかかわらず,多核巨細胞の核の

数は3日のそれと比べ,増加 していた｡

14日後でも,分散した微粒子はほとんどマクロ

ファージに貧食されていた｡そのマクロファージ
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は大きいものでは長径約15〟m位の大きさに肥大し,

核は細胞膜の近くに押し寄せられていた｡また,

微粒子を貧食したマクロファージ群の間に毛細血

管やコラーゲン線維が増殖し肉芽組織を形成して

いた (図8)｡凝集して塊になった微粒子は観察さ

れず,多核巨細胞も見られなかった｡

21日後では,微粒子を貧食したマクロファージ

の間にコラーゲン線維が増殖していた (図9)｡ま

た,微粒子が凝集して長径 150〟m位の塊となって

いる所では多核巨細胞がその塊を取り込んでいた

(図10)｡

28日後では,マクロファージがさらに微粒子を

貧食して細胞質が長径20pm以上にまで大きくなり,

そのため,マクロファージの核は一方の細胞膜近

くに押し寄せられた状態となり,卵円形をしてい

た｡細胞質も大きな卵円形をしており,ここでも

細胞外に微粒子は見られなかった (図11)｡一方,

微粒子が凝集して塊となっている所では多核巨細

胞がその塊を取り込んでいた｡

1日以降28日まで,分散した微粒子はすべてマ

クロファージに貧食されていた｡

リンパ球は仝実験期間を通してほとんど観察さ

れなかった｡

C)第3群 (直径2-10〟m微粒子注入群)

注入された微粒子は散在性に存在しており第1

群や第2群のように凝集し塊となっている所は観

察されず,微粒子は生体組織内で一個一個独立し

て存在していた｡

6時間後では,注入微粒子部周辺にマクロファ

ージおよび好中球の軽度の浸潤が観察された｡

1日後では,微粒子の存在する所ではマクロフ

ァージの浸潤が著明となり直径2-6〟mの微粒子

はマクロファージにより完全に会食されていた｡

微粒子を会食したマクロファージの核は細胞の周

辺に押しやられ庄平されて三日月形になっていた｡

一万,直径7-10/上mの大きな微粒子は三日月形の

核をもつ,細胞質の少ない2-3個のマクロファ

ージに取り囲まれていたが,ごくわずか10pmX5

JLmくらいの直径7JLmを越えた微粒子を会食してい

るマクロファージも観察された｡注入微粒子部周

辺に好中球の軽度の浸潤が観察されたが,好中球

図11:微粒子は個々の独立したマクロファージに
会食されている｡マクロファージの核(-)
は一方の細胞膜近くに,押し寄せられた状
態となり卵円形をしており,細胞質も大き
な卵円形をしている｡ここでも細胞外に微
粒子は見られない(第2群,28日,未脱灰,
ギムザ染色,×570)

.一■-J_ 抄･ 'ーu .W '

図12:直径2-6pmの微粒子 (-)は1日後のも
のと同じく,マクロファージによって完全
に貧食されているo直径7-10pmの大きさ
の微粒子 (C-)は数個の細胞に取り囲まれ
ているように見える (第3群,3日,未脱
灰,H-E染色.×430)

による食食像は確認できなかった｡

3日後では直径2-6/皿の微粒子は1日後のも

のと同じく,マクロファージによって完全に会食

されていた｡末脱灰切片では,直径7-10〟mの大

きさの微粒子は三日月形の核をした,細胞質の少

ない数個のマクロファージに取り囲まれているよ

うに見えるが (図12),脱灰切片で観察すると, 1

個ないし数個の微粒子が5-6個の核をもった多

核巨細胞の中に取りこまれているのが認められた

(図13)｡また,直径7pmに満たない微粒子でも,
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図13:1個ないし数個の微粒子が5-6個の核を
もった多核巨細胞の中に取り込まれている
のが認められる (-)｡多核巨細胞は微粒子

を貧食した結果,その核は細胞周辺部に押
しやられ庄平されている｡小さな微粒子は
マクロファージに貧食されているo直径7
pmに満たない微粒子でも2核以上の多核巨
細胞に取り込まれているものも観察される

(4-)(第3群,3日,脱灰,H-E染色,
×430)
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図14:直径2-6pm微粒子を1個食食したマクロ
ファージ (-)群の間に10数個の微粒子を
取り込んだ核の数が20個前後の多核巨細胞

(G)が観察される｡多核巨細胞の細胞質

の面積は広くなっている (第3群,7日,
脱灰,H-E染色,×290)

2核以上の多核巨細胞に取り込まれているものも

観察された｡ここで見られる多核巨細胞は微粒子

を貧食した結果,その核は細胞周辺部に押しやら

れ庄平されていた (図13)｡

7日後では,直径 2- 6ノ上m微粒子を1個食食し

たマクロファージ群の間に同じ粒径の微粒子を10

数個その細胞の辺縁部に取り込んだ核の数が20個

71

前後の多核巨細胞が観察された (図14)｡多核巨細

胞の細胞質の面積は広 くなっていた｡

14日後では,多核巨細胞と多核巨細胞の間に毛

細血管の増殖が多く見られた｡21日後のものは14

日後のものに比べ,毛細血管とコラーゲン線維の

量がさらに増えていた｡しかし,多核巨細胞が微

粒子を取 り込んだ様子は7日のものと同じであった｡

28日後でも,多核巨細胞内に微粒子が認められ

た｡しかし,脱灰切片で観察した場合,21日後ま
では微粒子が脱灰され,円形あるいは楕円形に白

く抜けて見えていた微粒子のあとが28日後のもの

では,それまでの微粒子そのものとは異なり,ヘ

マ トキシリン ･エオジンに淡染する物質があらわ

れていた｡未脱灰切片で観察しても,28日後のも

のはマクロファージ内や多核巨細胞内の微粒子の

形状はばらばらに崩れ,その量も減少していた(図

15)0

リンパ球は全実験期間を通してほとんど観察さ

れなかった｡

d)第4群 (直径10-15pm微粒子注入群)

注入された微粒子は散在しており,集合し凝集

している所は観察されず,第3群と同様に生体組

織内で1個 1個独立した状態で注入されていた｡

微粒子の大きさについては実測により数ミクロン

のものも含まれていることが確認された｡

6時間後では,注入微粒子部周辺にマクロファ

ージ,好中球の軽度の浸潤が観察された｡

1日後では,微粒子は数個の細胞によって取 り

囲まれていた.また直径が7pmに満たない大きさ

の微粒子は第3群 (直径2-10pm微粒子)の観察

結果と同じでマクロファージに取 り込まれていた｡

注入微粒子部周辺には強度の水腫が見られ,そこ

には好中球の軽度の浸潤も観察された (図16)0

3日後では,第3群の直径7-10〟mの大きさの

微粒子に見られたのと同じ像,すなわち1個の微

粒子が数個の細胞に取り囲まれているように見え

るが,脱灰切片像を見ると1個の微粒子が7-8

個の核を持つ多核巨細胞の中に取り込まれている

像が観察された｡ここでは,微粒子は多核巨細胞

の中央部にあり,その核は細胞周辺部に押しやら

れ空豆様の形をして細胞膜に沿って並んでいた｡
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図15:マクロファージ (-)内や多核巨細胞 (G)
内の微粒子の形状はばらばらに崩れ,その
量も減少している (第3群,28日,末脱灰,
H-E染色,×430)

図16:脱灰によって微粒子が抜けたところ (P)0
微粒子は数個の細胞によって取り囲まれて

いる｡また直径7pmに満たない大きさの微
粒子はマクロファージに取り込まれている
(○)｡注入微粒子部周辺には強度の水腫が
見られ,そこには好中球 (-)の浸潤も観
察される (第4群,1日,脱灰,H-E染
色,×430)

細胞質の面積は広くはなかった｡

7日後では,3日後のものに比べその周辺部に

10数個の微粒子を取り込み,細胞質が広くなり,

核の数が20個前後の多核巨細胞が多数観察された｡

14日後では,多核巨細胞は7日後のものと変化

はないが,その細胞同志の間に毛細血管とコラー

ゲン線維が増殖し,肉芽組織を形成していた｡

21日後では,微粒子はそれぞれ多核巨細胞に貧

食されており,その多核巨細胞を主体とした肉芽

組織は14日後のものに比べ,毛細血管の数がさら

に増していた｡肉芽組織内には増殖したコラーゲ

ン線維が観察された (図17)0

28日後では,多核巨細胞が微粒子を取 り込んで

いるものの,第3群と同様に,脱灰された微粒子

のあとが-マ トキシリン･エオジンに淡染して微

粒子そのものとは異なった物質が認められ,白く

抜けず不鮮明であった｡末脱灰切片をみると,多

核巨細胞内の微粒子は3日,14日のそれと比べ形

状は崩れ,一部はさらに微細な微粒子となってい

た｡

リンパ球は全実験期間を通してほとんど観察さ

れなかった｡

e)第5群 (直径30〟m微粒子注入群)

6時間後では,注入微粒子部周辺にマクロファ

ージ,好中球の軽度の浸潤が観察された｡

1日後では,マクロファージの浸潤がさらに著

明となり,数個のマクロファージが微粒子を取 り

囲んでおり,その周囲には少量の好中球が観察さ

れた｡

3日後では,第3群や第4群 と同様に核の数が

7-8個の多核巨細胞の中に取 り込まれている微

粒子が観察された (図18)0

7日後では,微粒子を会食した多核巨細胞より

なる肉芽組織の周囲には太い元来のコラーゲ､/線

維が観察されたが,多核巨細胞の間には細い未成

熟なコラーゲン線維が観察された｡脱灰切片上で

は,微粒子はほとんど脱灰され,白く抜けて見え

た (図19)｡なかには,核の数が20個前後の多核巨

細胞も観察された｡

14日後では,多核巨細胞像にとくに変化はなか

ったが,毛細血管およびコラーゲン線維が多核巨

細胞の間に増殖し,肉芽組織を形成していた｡

21日後でも,微粒子は多核巨細胞に貧食された

ままであったが,脱灰切片で観察すると,微粒子

は脱灰され,白く抜けて見えるなかで,脱灰に抵

抗した残道も認められた (図20)0

28日後でも,微粒子はすべて多核巨細胞に取り

込まれていることに変りはないが,脱灰された微

粒子跡には7日後までの実験初期に比べ,残道が

増加していた｡未脱灰切片をみると,一部ではマ

クロファージや多核巨細胞の中の微粒子は崩れて,
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図17:肉芽組織内には増殖したコラーゲン線維
(-)が観察される(第4群,21日,脱灰,
アザン染色,×430)
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図18:微粒子 (P)は核の数が7-8個の多核巨
細胞 (G)の中に取り込まれている (第5

群,3日,脱灰,H-E染色,×360)

さらに微細な微粒子となっていた(図21)｡そして,

その形状の崩れ方は,第3群,第4群に比べはる

かに少なかった｡

リンパ球は仝実験期間を通してほとんど観察さ

れなかった｡

2)対照群における組織反応

対照群では,微粒子注入群と同様に6時間から

1日にかけて好中球の軽度の浸潤がみられたが,

3日以後は消失していた｡マクロファージの浸潤

は好中球と同じ時期に認められたが,実験群のそ

れよりもはるかにすくなかった｡また3日以後は

わずかに認められる程度であった｡リンパ球につ

いては,注入後3日にわずかにみられたほかは,

ほとんど観察されなかった｡

組織化学的検索結果については,考察の項で触

図19:微粒子 (P)を会食した多核巨細胞群周囲

には元来の太いコラーゲン線維 (-)が観

察されるが,多核巨細胞の間には細い未成
熟なコラーゲン線維 (O)が観察される｡

微粒子は脱灰され白く抜けて見える (第5

群,7日,脱灰,アザン染色,×430)
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図20:微粒子 (P)は多核巨細胞 (G)に貧食さ

れている｡微粒子は脱灰され白く抜けて見

えるが,脱灰に抵抗した残遺 (○)も観察
される(第5群,21日,脱灰,H-E染色,

×290)

れることとする｡

考 察

◎アパタイ トセラミック微粒子について

セラミックは陶磁器,ガラス,耐火物などとし

ても古くから用いられており,最近では,強度,

熱伝導性,電気絶縁性,耐酸性,耐摩耗性などの

点で,他の素材には見られない多くの優れた特性

を持ったニューセラミックとしての開発がさかん

に行われている｡

硬組織用生体材料として開発された代表的なセ

ラミックに トリカルシウムフォスフェー ト焼結
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図21:微粒子は多核巨細胞 (G)に会食されてい
るが,肉芽組織の量は少ない｡一部ではマ
クロファージ (-)や多核巨細胞に貧食さ
れた微粒子は崩れ,さらに微細な微粒子と
なっている(第5群,28日,末脱灰,H-E
染色,×290)

体44-47), アルミナセラミック3,6,48-52), アパタイ

トセラミック焼結体15･17･19-22･26,53)等がある｡

今回の実験に用いたアパタイトセラミックは歯

科村としては青木,小木曽等と旭光学工業研究部

が共同開発したものである15)｡その後,アパタイ

トセラミックより作製された生体材料は人工歯根

の他,人工耳小骨,あるいは顎骨切除部や前頭骨

欠損部に人工骨として用いられている18,23)0

アパタイトセラミックの人工歯根や人工骨等の

比較的大きな試料に対する組織反応の報告は今ま

でに多くなされており,機械的 ･物理的性質が適

当であり,化学的性質が安定であり,滅菌処理に

耐えられ,組織親和性が良好で,結合組織内に挿

入したり骨内に埋入した際,異物反応がなく,組

織が接着するといわれている｡生物学的適応性の

よいこの物質が生体細胞にどのような認識を受け

ているかを研究することにより,補綴学領域,外

科学領域,歯周病学領域に用いられているアパタ

イトセラミックの予後に関し病理組織学的に言及

できるものと考える｡

これまでに,微細化されたアパタイトセラミッ

クに対する組織反応を検索した研究報告40-42) も

いくつか見られるが,材料の焼成温度が低いため

焼結体表面の性状が不安定であったり,その粒径

が50〟mから2mmと大きかったり,あるいは焼成後,

粉砕することにより微細化しているため,その粒

径や粒子の形状が一定しておらず,報告された微

粒子に対する組織反応像は普遍性を欠いている｡

微細化したアルミナセラミックに対する組織反

応については不二崎の研究43)があるが,そこでは

アルミナセラミックが材質的にガラスよりも硬く,

その上脱灰できず,薄切標本の作製が困難なため,

病理組織標本上では細胞との関係が必ずしも明確

でない点がある｡

そこで,著者は規格化された大きさで脱灰可能

なアパタイトセラミック微粒子に対する組織反応

の観察を行うこととした｡生体硬組織に類似する

物質に対する生体の対応が明らかになり,あわせ

て臨床的にはこの研究の結果を通じて,アパタイ

ト焼結体よりなる人工歯根や人工骨の埋入時に生

ずるかもしれない微粒子やアパタイト焼結体ビー

ズに対する生体反応を明らかにすることとなろう｡

今回用いたアパタイトセラミック微粒子は,粉

末の合成アパタイト15)をそれぞれ700℃,3時間,

1,050℃,4時間焼結して製作した｡この粉末の合

成アパタイトは結晶性の良さをあらわす鋭い粉末

Ⅹ線回折図形54)を示し,典型的なアパタイト構造

13･14)をとり,1,000℃ 以上でも分解することなく

焼結現象を起こすことが確認されている｡

走査型電子顕微鏡による観察では,微粒子の形

状はいずれも球形をしていた (図22)｡また,大き

な微粒子にはその表面にSEMにより高低差0.25

〟m位の鈍な凹凸が観察された (図23)｡生体材料の

表面の物理的性状,すなわち凹凸や溝により,そ

れに接する細胞の形態やなじみが著しく変化する

という報告55)もあるが,本実験に用いた材料の凹

凸の高低差はその球状面に比べわずかであること

や,材料自体が微細なため,その表面性状よりも

大きさの違いによる組織反応の相違に注目するこ

とにした｡

微粒子の大きさについては,生体の細胞の大き

さの直径は10-30pmのものが多い56)こと,マクロ

ファージの摂取可能な異物の大きさが0.5-5pm

である55)ことを考慮し,直径0.15〟m,0.65〟叫 2

-10pm,10-15pm,30ノ上mの大きさのものを焼結し,

実験に使用した｡

実験材料を生体組織内に埋入するにあたり,材
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図22:非常に小さいが1個1個の微粒子は球形を
している (700℃,3時間焼成の直径0.15
pm微粒子,SEM,×15,000)

図23:高低差0.25pm位の鈍な凹凸が観察される｡
大きな微粒子は直径6pm,小さな微粒子は
直径2-3ノ上m(1,050℃,4時間焼成の直
径2-10〟m微粒子,SEM,×5,000)

料が微細であるため,本実験では埋入時の侵襲の

少ない注入法を用いた｡ラットの腹部皮下を実験

部位とし,その皮下への注入量は不二崎の実験43)

を参考にした｡また,微粒子と生食水の混合比は

皮下組織の切 り出し時に,白色帯状あるいは白色

塊状の微粒子を肉眼で見つけることができること

を予備実験で確認して決定した｡微粒子の大きさ

は SEM 像や薄切片の検鏡時にマイクロメーター

を使用し確認した｡

本実験は微粒子注入初期のマクロファージの動

態を観察するために期間を4週までに設定した｡

微粒子には互いに凝集し,相互の引力によって

接触面の表面エネルギーを減少させる性質があ

る57)｡粒径の小さい微粒子の集りはその表面エネ

ルギーの総和がおおきいため,凝集しやすく,本
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実験では,第1群は全実験期間中,注入した微粒

子の大部分は凝集し,大小の塊を形成し'ていた｡

第2群は14日のものを除いた他の実験期間中,注

入した微粒子の一部が凝集し,いくつかの小さな

塊を形成していた｡14日のものにのみ微粒子塊が

見られなかったことについては,微粒子塊が見ら

れた他の実験期のものも一部分に限られていたこ

とや,微粒子注入部の炎症も見られず,体重の増

加も順調なラットの術後経過の良好さから見て,

注入微粒子の一部がわずかに凝集したりしなかっ

たりすることは直径0.65pmの微粒子の特性と考え

られる｡第3群,第4群,第5群はどの実験期間

中も,注入した微粒子が凝集し,塊を形成してい

る所はなかった｡

第1群の微粒子は3日までの実験初期には,粉

末集合体として観察されたが,7日以降は板状と

なり,濃染し,一体化したように観察された｡こ

れは,注入された微粒子が体液により溶解された

後,再沈着した際,体液に含まれる蛋白などがそ

の表面に吸着した結果ではないかと考える｡また,

第3群,第4群,第5群の微粒子が実験後期 (21

日後,28日後)に脱灰に抵抗し,残道が増加した

のも,微粒子表面に蛋白などが吸着したためと考

えられる｡

◎アパタイトセラミック微粒子に対する組織反

応について

微細な材料に対する生体反応については,直径

1JLm以下のアルミナセラミック微粒子が食細胞に

よって会食されることを1973年に Griss58)が,

1979年に唐沢59)が報告している.直径 lpmを越え

直径45ノ上mまでの段階的な大きさのアルミナセラミ

ック微粒子に対する生体反応については,直径 1

-4pmの微粒子は大単核細胞に会食され,直径 6

-15pmの微粒子や直径30-45pmの微粒子はその表

面が細胞に取り巻かれているとの不二崎の報告43)

がある｡

本実験の第1群の6時間のものには,凝集した

微粒子塊の中央部に裸核状の細胞が数個観察され

た｡また,微粒子塊周辺部でも塊に按している所

では細胞質の少ない裸核状の細胞が観察された｡

微粒子塊から少し離れた所では,そこに見られる



76 新潟歯学会誌 17巻 2号 1987年

細胞には形態の異常は見られなかった｡また,第

1群の1日のものには,大量のマクロファージが

微粒子塊内部に侵入し,微粒子塊は大小の塊に分

かれていた｡周辺部で,.′l微粒子が分散した所では

マクロファージによる貧食が見られた｡第1群の

3日のものには,100kmX60pmくらいの微粒子塊を

多核巨細胞が取り囲んでいるものもあった｡この

ことは,700℃で3時間焼成の微粒子の結晶化の低

さに原因する,細胞に対する為害性が体液等によ

りしだいに低下したため,マクロファージの微粒

子塊内部への侵入が可能となったものと考える｡

1,050℃で4時間焼成の結晶化の良好な第2群,

第3群,第4群,第5群のものには,どの実験期

にも裸核状の細胞は観察されず,第1群で見られ

た様な細胞に対する為害性は認められなかった｡

すべての実験群で,マクロファージは分散した

微粒子を1日ですべて貧食しており,また直径 7

〟m以上の微粒子についてはそれを取り囲んでおり,

細胞外には微粒子は見られなかった｡このことか

らマクロファージの供給が十分なものであったと

考える｡その十分なマクロファージは血液単球だ

けでなく,血管外に出た単球が分裂増殖したと考

える｡

第2群は第1群に比べると生体内で塊になりに

くかったが,塊となった所には多核巨細胞がしば

しば出現し,微粒子塊を取り囲んでいた｡これは

3日以降,14日を除きすべての観察期にみられた｡

しかし,第1群に比べ,多核巨細胞の量が少なか

ったのは,その塊の形成される機会が少ないこと

と,焼成温度が高いために,結晶化が良好なため,

細胞に対する為害性が弱かったことによるものと

考える｡

不二崎の報告の中では,アルミナセラミック微

粒子の直径0.65pmのものに微粒子同志の凝集によ

る一塊化は観察されていない｡これはアルミナセ

ラミックの表面性状の安定度75.ゝら同じ直径0.65pm

の微粒子でも凝集しなかったものと思われる｡そ

れ故,4週までの全期間を通じてマクロファージ

による貧食のみが観察され,巨細胞の出現はなか

ったと考えられる｡本実験でも第1群 (直径0.15

pm微粒子注入群)や第2群 (直径0.65pm微粒子注

入群)で,塊となっていない所では,マクロファ

ージが出現し,それぞれの微粒子を貧食していた｡

第3群 (直径 2-10〟m微粒子注入群),第4群

(直径10-15〝m微粒子注入群),第5群 (直径30J̀m

微粒子注入群)の微粒子に対する細胞の対応は,

第1群および第2群の場合と基本的には異なると

ころはなかった｡すなわち,直径 2-6pmの大き

さの微粒子はマクロファージに貧食されたり,多

核巨細胞に直径7pm以上の大きさの微粒子ととも

に貧食されていた｡直径 7〟m以上の大きさの微粒

子は1日後には多くの単核細胞に取り囲まれてい

るように見えたが,3日以降は多核巨細胞の中に

取7)込まれていた｡このことから,マクロファー

ジ単独で食食しきれない大きさの微粒子について

は多核巨細胞が出現し,それを取り囲み,ついで

取り込んで貧食するものと考える｡

Harms等51)は純アルミナセラミックの直径

2-5J̀mおよび直径 5-10〟mの微粒子をラットの

筋肉内等に注入した結果,直径 2-5〟m微粒子は

マクロファージに取り込まれ,直径 5-10pm微粒

子についてはマクロファージに取り込まれず,微

粒子集積部により多くの細胞が存在したと報告し

ている｡不二崎43)もアルミナセラミックをラット

皮下に注入した実験でそれを確認している｡また

不二崎はその報告の中で,直径 6-15〟mの微粒子

に対する細胞の対応について,微粒子の外周にそ

って細胞が存在し,核と細胞質が扇平化している

ため,それを密着と表現している｡著者の実験で

も,直径 7pm以上の微粒子の末脱灰標本に不二崎

の述べた密着像 (図21)が観察されたが,それを

脱灰して観察すると,それはあきらかに多核巨細

胞が微粒子を取り込んでいる像 (図24)であった｡

以上のことから,不二崎のいう密着の像は脱灰の

できない試料の像故に,多核巨細胞の確認ができ

なかったのではないかとも考えられる｡なお,不

二崎の報告43)では,明らかな異物巨細胞は見出せ

なかったとしているが,アルミナセラミック粒子

を扱った他の論文では巨細胞出現の報告もある4,5,
45,46,59,60)

0

異物巨細胞の発生機序について文献的に考察す

ると, マクロファージの癒合によるという考え
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図24:多核巨細胞 (G)が微粒子 (P)を取り込
んでいる｡脱灰された微粒子部には残遺
(○)が増加している (第5群,28日,脱
灰,H-E染色,×290)

方6ト66)と,細胞質分裂を伴わない核分裂によるとい

う考え方67)があるが,一般的には癒合によってで

きるものとする考え方が多くなってきた61)｡また,

巨細胞が出現するまでの期間をみると,材料埋人

後3日目でみられた報告4･5) もあるが, 1ないし

2週間後に出現するという報告が多いようである

45-46-60)｡著者の実験では,第1群は微粒子が凝集

して,すべて大小の塊を形成したが,その長径約

100〟m前後の塊に対し,3日で核の数が20数個の

多核巨細胞が出現し,7Elには長径約 200〟m前後

の大きな塊に対して核の数が50個以上の多核巨細

胞が出現した｡一方,第2群の一部凝集した長径

約30/上m前後の塊の3日では,核の数が10数個の多

核巨細胞が出現し,7日には同じ大きさの塊に対

し,核の数が20個前後と倍近く増加した多核巨細

胞が出現した｡ 第3群には,3日に核の数が5-

6個の多核巨細胞が出現し,7日以降は核の数が

20個前後の多核巨細胞も見られるようになった｡

第4群,第5群では3日に核の数が7-8個の多

核巨細胞が出現し, 7日以降は核の数が20個前後

の多核巨細胞も見られるようになった｡これら多

核巨細胞の核の数の違いは,それぞれの凝集塊や

微粒子の大きさに差があるため,そこに付着し癒

合して多核巨細胞になったマクロファージの数の

差と考えられる｡また,第2群,第3群,第4群,

第5群の微粒子に対する多核巨細胞の核の数の変

化を見ると,3日から7日の間に多核巨細胞が成

77

熟するものと思われる｡

不二崎は ｢異物が大きい時でも,また消化しに

くい時でも必ずしも巨細胞が出現するわけではな

い｣と強調している｡これは生物不活性材料故に,

多核巨細胞の出現がなかったことも考えられる｡

しかし,生物活性物質ではあるが,アパタイトセ

ラミック微粒子を用いた著者の実験では,未脱灰

切片による観察で多核巨細胞と確認できないもの

でも,それを脱灰した後観察すると,やはり直径

7-30/上mの微粒子に対しては多核巨細胞が出現し,

対応している｡不二崎の報告は末脱灰切片の帝切

が困難であることからくる像の不明瞭さにより多

核巨細胞を確認できなかったのではないかと推察

する｡

第1群や第2群のものでも,それらが凝集し塊

となった時には多核巨細胞が出現していた｡この

多核巨細胞については,著者の実験では, 直径7

〟m以上の微粒子の場合, 1個のマクロファージで

は処理しきれないため, 1日目では数個の細胞が

微粒子を取り囲んでいた.そして,3日目では多

核巨細胞になっていることが確認され,それ以後

は直径7〟m以上の個々の微粒子および直径0.15〟m

や直径0.65pmの微粒子の凝集塊は多核巨細胞が合

食したり,取り囲んだりしていた｡それ故,マク

ロファージが単独で合食するか,それとも多核巨

細胞が貧食するかの対象物の大きさによる振り分

けは,およそ7〟mを境として生じると考えられる｡

しかし,ごくわずかであるが直径7〟m以 ヒの微粒

子を貧食しているマクロファージや,直径 7〟mに

満たない微粒子を取り込んでいる2核以 ヒの多核

巨細胞も観察されている｡このことは,微舷′･の

大きさが7〟mという境界のあたりでは,生休は時
にどちらの反応でも対応するという生物学的特性

と考えられる｡

注入された微粒子や,注入後凝廉して塊となっ

た微粒子塊の大きさや形状の変化については,21

日後,28日後と実験後期になるにしたがって,第

1群,第2群の微粒子塊は小さくなっていた｡ま

た,第2群,第3群,第4群,第5群でも微粒子

は小さくなったリ崩壊していた｡このことは,級

粒子や微粒子塊がマクロファージや多核巨細胞に
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より消化されたものと考えられる｡

マクロファージの同定を行う目的で行った,非

特異性エステラーゼ染色はすべて陰性であり,ま

た,酸性フォスファタ-ゼ染色については,第1

群の14日と28日の一部の標本の多核巨細胞の細胞

質に陽性の反応が見られたが,反応した細胞は少

数であって,同一群でも反応の有無にばらつきが

あり,解析には不十分なものであった｡

直径7〝mに満たない微粒子を貧食したマクロフ

ァージと直径 7pm以上の微粒子を貧食あるいは取

り囲んでいる多核巨細胞が同一起源であるかどう

かは,今回の実験では形態学的にも,組織化学的

にも明らかにできなかった｡しかし,これらの多

核巨細胞は生体内に注入された異物を貧食すべ く

出現したマクロファージが,目的とする異物の直

径が7〟m以上と大きいため,単独では貧食できず,

他のマクロファージと癒合し多核巨細胞となり,

その結果微粒子を貧食したり取り囲んだりしてい

るものと考える｡すなわち,この多核巨細胞の起

源はマクロファージであると考えたい｡

結 論

生体細胞の大きさ前後に規格化された700℃,

3時間焼成の直径0.15pmのアパタイトセラミック

微粒子と 1,050℃,4時間焼成の直径0.65〟m,2

-10JLm,10-15pm,30pmのアパタイトセラミック

微粒子をラットの腹部皮下に注入し,生体の反応

を病理組織学的に検索した結果,以下の結論を得

た｡

1)一般的には,直径が0.15pm,0.65pmおよび

直径が7〟mに満たない微粒子は注入後1日から28

日までの期間,マクロファージによってすべて貧

食されていた｡

2)直径が0.15〟mや0.65〟mの小さな微粒子でも

多数の微粒子が凝集して細胞が侵入できない所で

は,多核巨細胞が出現してそれらを取り込んでい

た｡

3)焼成温度の違う直径が0.15〟mの微粒子注入

群と直径が0.65〟mの微粒子注入群で,それぞれ凝

集してマクロファージ単独では処理できない大き

さの塊に対する多核巨細胞の対応を見ると,焼成

温度の低い,いわゆる結晶化の低い直径が0.15〟m

の微粒子注入群の塊に対する対応の仕方は,焼成

温度の高い,いわゆる結晶化の良好な直径が0.65

〟mの微粒子注入群の塊に対する多核巨細胞の対応

に比べてその多核巨細胞の核の数は50個以上と多

く,その細胞質は面積が広かった｡これらは材料

の焼成条件の違いからくる結晶化の差によるもの

と考える｡

4)一般的には,直径が7pm以上の微粒子に対

しては,注入後3日から28日までの期間,多核巨

細胞が出現しそれらを貧食していた｡このことは

マクロファージが単独で貧食できない直径が7pm

以上の大きさの微粒子については,ほとんどの場

合複数のマクロファージがその生体材料を取り囲

み,癒合の結果多核巨細胞となり,その細胞質に

取り込むことで対応していることを示唆するもの

である｡

5)マクロファージに貧食された微粒子や,多

核巨細胞に貧食された微粒子や微粒子塊はしだい

に消化され,実験後期 (21日後,28日後)には小

さくなったり,崩壊していた｡

著者の今回の実験により,骨周囲組織と親和性

が高いとされ人工歯根,人工骨として臨床的に多

用されているアパタイトセラミックは,生体細胞

により異物と認識されることが明らかとなった｡
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