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研究成果の概要（和文）：超音波/強酸性電解水処理骨で２週後に骨が誘導された部位は外板表層コンパートメ
ント（閉鎖系空間）内であった．その空間内は，平坦面に比べて成長因子の局所濃度の維持や増加に貢献する．
加えて，強酸性電解水による脱灰によりコラーゲン線維の有するRGD配列が露出して間葉系細胞の接着を高め細
胞増殖分化の環境を提供したものと考えられる.強酸性電解水による表層脱灰は骨形成タンパク質リリースやコ
ラーゲン線維露出に貢献したと推察する．
一方，新鮮緻密骨や穿孔骨，強酸性電解水単独処理骨の外板表層には骨誘導現象が８週後まで起きなかった．

研究成果の概要（英文）：Ultrasonically scratched dense bone plate treated with acidic electrolyzed 
water (AEW)induced bone at 2 weeks after the graft in rat subcutaneous tissues. The bone-induced 
region was in the compartment (space like closed room) of AEW bone. The 3D space contributes 
maintenance of growth factors's concentration and its increase. In addition, the 
bone-demineralization by acidic electrolyzed water(AEW) expose collagen fibers (RGD sequence). We 
believe mesenchymal cells attach to the exposed collagen fibers as cell anchorage, and react with 
bone morphogenetic proteins from bone matrix, proliferate and differentiate into osteoblasts.
On the other hand, fresh dense bone, perforated dense bone and dense bone plate treated with AED did
 not induce bone and cartilage until 8 weeks.

研究分野： 骨再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新鮮骨移植がゴールドスタンダードと信じられているが加工処理骨の方が骨誘導能が高いことが明らかになっ
た．特に緻密硬化骨は構造と骨質が悪いため，骨代謝・リモデリングに調和して組み込まれない．緻密硬化骨で
骨再生を早期に起こすには超音波スケーラーで骨構造の改質と酸処理でコラーゲンを露出させる処理のコンビネ
ーションが効果的である．
新鮮骨神話が崩れ，２１世紀はチェアーサイドでの本技術による加工骨が移植骨のゴールドスタンダードになる
であろう．

※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 
 骨折の治癒に関する病態解明研究は多いものの，硬化骨（高石灰化皮質骨）への外科処理（超

音波／強酸性電解水処理，骨穿孔）後の骨質・骨髄の評価や再生機構に関与しては未解明の領域

である．骨髄炎やドライソケット（骨炎）は硬化骨が主原因で強い持続的疼痛が長期にわたり，

患者の病悩期間が長い治癒困難な疾患である． 

骨増生のための移植骨採取部となる臼後部の骨は厚く硬化した皮質骨で移植後の治療成績を

低下させる要因である．さらに硬化骨へのインプラント埋入は初期固定が得られるが新生骨に

よる真の骨結合（osseo-integration）が獲得できず脱落する．これらは骨髄細胞に乏しい代謝

活性の低い高度石灰化骨の構造と骨質が原因であると仮説を立てた．この大きな骨課題を解決

して患者に届く新技術が求められている．外科臨床で日常的に遭遇する骨硬化性疾患を「問い」

に，骨再生に骨構造・成長因子・血管新生・骨髄細胞・骨形成細胞がどのように関与してオステ

オネットワークを再構築するかを観察・解明する必要がある． 

 
 
２．研究の目的 
本研究では，成体後期ラットの硬化頭頂骨（図 3）への超音波／強酸性電解水処理刺激による

骨基質・骨髄の質と構造の改変評価を同所性で超微細構造・組織学的に行い，超音波／強酸性電

解水処理した加工硬化頭頂骨の異所性移植を行い，その骨誘導を細胞生物学的に検定評価する． 
 
 
３．研究の方法 
 電解水：電解水装置（３室ダブルイン，レドックステクノロジー）システムで酸性水(pH 2.5-

6.5)とアルカリ性水(pH 8.0-11.0)を分取できる．本実験では強酸性電解水(AEW: pH 2.7)ある

いは蒸留水(D.W: pH 5.6)を超音波スケーラー装置（ピエゾンマスター700，EMS）にセットする．  

 

（１）試料移植骨片の調整 

対象部位：Wistar 系ラット (40-50 週齢，雄性)頭頂骨（図１a）． 

骨膜を切除して，試料骨片(5x5x1mm3)を調整する． 

① 未処理骨（新鮮骨）  

② 超音波／蒸留水(pH5.6)処理骨 

③ 強酸性電解水(pH2.7)単独処理骨  

④ 超音波／強酸性電解水(pH2.7)処理骨 

⑤ 穿孔骨 (φ0.6 ㎜ラウンドバーで 5 か所)  

＊②-④は骨にチップを緩徐にあてて全体的に超音波照射(120W, 38 kHz, 1 min)する（図１b）． 



 

図１．リタイアラット頭頂骨外板 

a. ラット頭頂骨露出（骨膜なし） b. 超音波／酸性電解水処理骨の調整：骨にチップを緩徐に

あてて全体的に超音波振動 (120W, 38 kHz, 1 min) c. 移植片 d. 背部皮下組織内に移植 

 

（２）走査型電子顕微鏡(SEM)による微細構造観察 

 4%グルタールアルデヒド溶液に浸漬固定処理する．導電性処理として，微量 Pピークが検出で

きるようカーボン蒸着する．壊死骨細胞突起スペース，基質の損傷，壊死骨表面の細胞を 3次元

超微細構造学的に観察する． 

（３）エネルギー分散型 X線分光器（SEM-EDS）による表層元素の分析 

 未知資料のため，加速電圧 15-20kV で定性と定量分析を行う．特に C, P, Ca に着目する． 

（４）異所性動物実験（背部皮下組織内生物検定） 

各種骨片を同種 Wistar 系ラット(4 週齢，雄性)背部皮下組織内に移植する．移植１，２，３

週後に周囲軟組織とともに摘出する． 

（５）HE 染色 

固定・脱灰方法：20％中性ホルマリン溶液に浸漬後，マイクロウェーブを加えて固定液の組織内

浸透性を高める．10% 蟻酸溶液で 7日間脱灰後，連続切片(4μm)を作製する．切片は HE染色で

骨・軟骨誘導を観察し，組織形態計測で移植骨と誘導組織の割合を計測する． 

 
 
４．研究成果 

（１）走査型電子顕微鏡(SEM)による微細構造観察 

 
図２．移植骨の SEM 像． 

a,b:新鮮骨．生理的マイクロクラック(2-5μm)（←）を認め，表層は平坦である． 

c-e: 超音波/蒸留水処理骨 (DW bone)．スケーラーによる表層の凹凸不整とクラック(10-30μ

m) （←）を認める． 

f-h: 超音波/強酸性電解水処理骨(AEW bone)．スケーラーによる表層の凹凸不整と長いクラッ

ク(50-100μm) （←）を認める．コラーゲン線維束（▲）と骨細胞腔が観察できる． 



 

（２）エネルギー分散型 X線分光器（SEM-EDS）による表層元素の分析 

骨表層カルシウム値の全体に占める割合：新鮮骨 0.90%，DW 骨 0.86%，AEW 骨 0.03%となり，

AEW 処理により表層脱灰が証明された．AEW 骨は新鮮骨に比べて，30 倍脱灰が進んだ． 

 

（３）異所性動物実験後の移植骨外板の光学顕微鏡観察（HE染色） 

① 未処理骨(新鮮骨:Fresh bone): 3 週/8 週後でも骨誘導認めない． 

② 超音波/蒸留水処理骨 (DW bone):2 週後骨誘導認めない.3週後骨誘導認めた. 

③ 強酸性電解水単独処理骨(pH2.7):3 週後骨誘導認めない.コラーゲン線維で被包化された． 

④ 超音波/強酸性電解水処理骨(AEW bone):2 週後骨が誘導され，3週後誘導骨領域が拡大した. 

⑤ 穿孔骨:3 週後外板表面に骨誘導認めない.コラーゲン線維で被包化された． 

 

図３．新鮮骨(Fresh bone)の組織像(HE)． 

a,b:１週後コラーゲン線維で被包化される．c,d:２週後コラーゲン線維で被包化される．e,f:３

週後骨誘導認めない．表層の波状吸収と骨小腔の著明な拡大（→）がみられる． 

 

 

図４．超音波/蒸留水処理骨(DW bone)の組織像(HE)．a,b:１週後骨誘導認めない. c,d:２週後

骨誘導認めず.表層の陥凹あり． e,f:３週後骨誘導認めた．加工処理骨(GB)表層に骨細胞の封入

がみられる誘導新生骨(NB:#)を認める．軟骨認めず． 

 



 

図５．超音波/強酸性電解水処理骨(AEW bone)の組織像(HE)．a,b:１週後骨誘導認めない.骨小腔

（→）がみられる．c,d:２週後スケーラーで形成された加工骨コンパートメント（空間）内に骨

誘導(NB:#)を認め，骨芽細胞の配列がみられる.軟骨誘導は認めず． e,f:３週後．誘導骨(NB:#)

領域の拡大がみられる. 

 

新鮮骨や穿孔骨，強酸性電解水単独処理骨に骨誘導現象が起きなかった理由は，緻密硬化骨に

存在する骨形成タンパク質(BMPs)のリリースが不十分あるいは拡散した可能性が考えられる．

板状の平坦構造は成長因子が拡散しやすく，アパタイトは骨基質タンパク質の徐放を阻害する

ことが知られている．超音波/強酸性電解水処理骨(AEW bone)で２週後に骨が誘導された部位は

表層コンパートメント（閉鎖系空間）内であった．コンパートメント（空間）内は，平坦面に比

べて成長因子の局所濃度の維持や増加に貢献する．加えて，強酸性電解水による脱灰によりコラ

ーゲン線維の有する RGD 配列が露出して間葉系細胞の接着を高め細胞増殖分化の環境を提供す

る．超音波/蒸留水処理骨で３週後に骨誘導認めたことから超音波スケーラーによる骨表層構造

の改質，すなわち凹凸不整による表面積増加や空間形成が骨誘導に最も貢献したものと考えら

れる.強酸性電解水による表層脱灰は骨形成タンパク質(BMPs)のリリースやコラーゲン線維の露

出に貢献したと推察する．穿孔骨の骨髄相当空間に骨誘導を認めた（非公開）ことからも移植緻

密骨の３次元立体構造が骨誘導の重要因子であることが示唆される.換言すると加工骨（超音波

/強酸性電解水処理骨），いわゆる超音波処理脱灰骨が骨誘導にベストであり，新鮮緻密骨プレー

トに骨誘導は期待できない．新鮮緻密骨は８週後でも骨誘導が起きない（追加実験：非公開）． 

以上より，緻密骨へ超音波と強酸性電解水のコンビネーション処理した加工骨が骨誘導に最

良であった.これは，超音波スケーラーチップの緻密骨表層破砕効果と超音波のキャビテーショ

ンパワー（ナノ・マイクロ発泡衝撃力）による骨表面積の増加，そして強酸性電解水による表層

から亀裂部のミネラル除去(脱灰)により，骨基質内部の BMPs を主体とする成長因子の徐放が起

こり，骨誘導現象が２週後に確認できたと考える.  
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