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研究成果の概要（和文）：本研究ではウサギ尺骨欠損モデルを用い、骨欠損部へ低温大気圧プラズマ照射をした
群としない群で新生骨の再生に違いがでるかどうかを比較しました。
その結果、プラズマ照射時間を5分、10分、15分と変えたプラズマ照射群では、どれも新生骨の再生が確認され
ました。また、10分照射した群で、コントロールのプラズマを含まないガスを照射した群に比べて8週間後に最
も新生骨量が多くなる結果が得られました。

研究成果の概要（英文）：The research group developed a pencil-type plasma device that can 
effectively generate and deliver RONS to an animal model with a well-established critical bone 
defect, allowing the team to search for the optimal irradiation conditions. Comparing groups that 
were irradiated with NTAPP for 5, 10, and 15 minutes to control groups with no plasma administered, 
micro-CT images at eight weeks showed the 10-minute treatment time as the most successful bone 
regeneration with 1.51 times larger bone volume than the control group.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で示された低温大気圧プラズマ照射による骨再生促進作用は、整形外科や歯科口腔領域、脳神経外科など
の医療分野において骨折治癒期間の短縮、骨欠損部の確実かつ効率的な修復の実現に利用可能な技術になりま
す。低温大気圧プラズマ照射は、既存の生体組織の構造を維持したまま方面改質をもたらす可能性があり、開発
した照射装置は手術中に使用できる装置として骨形成能を促進する医療機器になり得るのではないかと考えま
す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨折は、小児期から高齢期、全ての年齢層における健康上の大きな問題の 1 つである。平成 25
年厚生労働省のデータによると、65 歳以上の要介護の原因のうち、転倒/骨折が 12.2％を占め、
脳血管疾患、高齢による衰弱に次いで高いリスクとなっている。また、国内のデータは存在しな
いが、スウェーデンの大規模調査では 0 歳から 16 歳までに男性で 42％，女性で 27％が骨折を
経験していると報告されている。骨再生を促進させる次世代型骨再生医療技術の開発は、高齢者
の寝たきりの防止や若い世代の一日も早い社会復帰に多いに貢献するものと考える。 
骨再生医療における新しい治療戦略の創出にあたり、申請者が注目したのは低温大気圧プラズ
マ技術の活用である。プラズマとは活性粒子（電子、イオン、分子、ラジカル、光）の集合体で
あり、気体に高音加熱や電気的衝撃などの高エネルギーを加えることで分子の解離や原子の電
離を生じさせてプラズマを発生させている。プラズマを発生させるためには減圧もしくは超高
温環境が必要であったが、近年の理論/技術の革新により大気圧、低温化環境下、さらには溶液
中での発生が可能となり、幅広い分野での応用されるようになった。医療分野においては、医療
材料の表面改質・表面処理や滅菌技術などに用いられてきたが、近年注目されている分野は生体
組織への直接照射である。生体組織に直接プラズマを照射することにより、がん細胞のアポトー
シス誘導)や皮膚疾患の治癒・再生が促進されたとの報告が出されるようになり革新的医療技術
としての期待が高まってきている。プラズマが生成する活性酸素種・窒素種に起因すると考えら
れているが、生きた細胞に一定以上照射すると細胞が不活化し、照射量が少ないときには細胞に
逆に刺激を与え、その増殖が促進される可能性が示されつつある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者が所属する大学の工学部（電子物理）と医工連携を行い、生体への熱的、
電磁的ダメージが極めて低い低温大気圧プラズマジェット技術を活用した次世代骨癒合促進技
術の創出である。骨折部や骨欠損部に直接照射することによって、骨癒合期間を短縮させること
が可能なのか、短縮されるとすれば最適なプロトコールや照射設定はどのようになるのか、骨補
填材料を用いた骨再生にどのような変化をもたらすのか等に関する基礎実験を行い、本領域に
おける技術革新を行う予定である。 
 
３．研究の方法 
1）低温大気圧プラズマ装置 
本研究グループは骨欠損部位に照射可能なペンシルタイプの低温大気圧プラズマ装置を開発し、 
骨欠損部への安定的なプラズマ照射、至適照射条件の探索を可能にした。 

 
2）対象と手術 
ニュージーランドホワイトラビット尺骨欠損モデルを用いて、プラズマ照射による骨再生能の
影響について検証した。尺骨に約 1cm の骨欠損を作製し、骨欠損部にプラズマを含まないガスを
照射した群（コントロール群）とプラズマ照射時間を 5分、10 分、15 分と変えたプラズマ照射
群をそれぞれ n＝5で作製した。 

 



3）X線、CT画像解析 
X線は 2週間毎に術後 8週間まで撮影した。術後 8週間の X線画像を用いて、それぞれの骨欠
損部領域に占める新生骨領域の割合を画像解析ソフトの image Jを用いて測定した。 
術後 8 週間で犠牲死させたウサギの尺骨を切除し、µCT を撮像した。再構築した画像から 3 次
元解析ソフト(ExFact VR, Nihon Visual Science, Inc. Japan)を用いてそれぞれの新生骨体積を測定
した。 
 
4）組織学的分析 
骨欠損部の断面をヘマトキシリン・エオジン染色、マッソントリクローム染色を行い、組織評価
した。 
 
5）XPS, surface wettability, thermal imaging 
低温大気圧プラズマ照射による骨表面の化学的変化および親水性の変化を X 線光電子分光法
（XPS (ESCA-3400, Shimadzu, Japan)）および water contact angle (WCA)を contact angle analyzer 
(DMe-211, Kyowa Interface Sci. Co., Japan) を用いて測定することで評価した。XPS の分析には
7mm×7mm のウサギ脛骨の皮質骨片を使用。プラズマを照射した皮質骨片とプラズマを含まな
いガスを照射した皮質骨片を比較した。WCAは同様に作製した脛骨皮質骨片の表面に 1µLの蒸
留水を滴下し水滴と皮質骨表面との接触角を測定比較した。また、プラズマ照射による皮質骨表
面の温度の変化をサーモグラフィカメラ (T560, FLIR T560, FLIR®, USA) 、解析ソフト 
(T56FLIR Tool, FLIR®, USA) を用いて調査した。各検査のプラズマ照射時間は新生骨量が最も多
かった 10分に統一した。 
 
４．研究成果 
1）X線画像 
全例で、橈骨から経時的に新生骨が欠損部を埋めていく像がみられた。 
術後 8 週間での骨欠損部位の新生骨の平均占有率は 10 分照射群が 83％と最も高く、15 分照射
群が 70％、5分照射群が 67％であった。一方コントロール群は 59％と最も低かった。 
 

 
2）CT画像 
新生骨体積の平均は 10分照射群が 162.2 (± 14.8) mm3, 15分照射群が 131.7 (± 4.8) mm3 ,5分照射
群が 118.6 (± 6.4) mm3 , コントロール群が 107.6 (± 7.8) mm3 であった。最も新生骨体積が大きか
った 10分照射群とコントロール群の間に統計学的有意差があった（P=0.0036）。 
 



3）組織学的分析 
コントロール群ではわずかに新生骨が観察されたが、線維組織や介在物のために、骨欠損間のギ
ャップが新しい骨で満たされる例はなかった。 一方、プラズマ照射群では、H＆E染色画像で有
核細胞が均一に観察され、マッソントリクローム染色画像で骨欠損部に介在物なく新生骨が連
続していることが確認された。 

 
4）XPS, surface wettability, thermal imaging 
XPSの結果、プラズマ照射により皮質骨表面に酸素元素の著明な増加が確認された。このことに
より親水性が増加し、細胞接着能が改善した可能性がある。コントロールの脛骨表面の 90.5º±7.9
の WCA と比較して、プラズマ処理された脛骨表面の WCA は 42.0º±8.8 と低く親水性の増加が
示唆された。また、プラズマ処理による熱効果については、10 分間の照射で表面温度が最高で
43℃まで上昇したが、45 度までは骨形成細胞に影響を与えないと報告されており、安全である
ことがわかった。 

   

 
 
5）まとめ 
プラズマを含まないガスを照射した群（コントロール群）とプラズマ照射時間を 5 分、10 分、
15分と変えたプラズマ照射群とで新生骨量を比較したところ、10分照射した群で最も新生骨量
が多い結果が得られた。プラズマ照射を行うことで組織の親水化が促進されたことが要因の一
つと考えられる。低温大気圧プラズマを生体、即ち骨欠損部位に直接照射することで骨形成が促
進されることを発見した。 
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