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研究成果の概要（和文）：骨再生医療は顎顔面領域の外科手術後の機能回復において重要な研究

課題の一つである。申請者らは、これまで一貫して骨再生医療の臨床応用化を目的として、骨

膜・骨髄などから採取した骨形成細胞移植や骨形成因子 IGFs や BMP-2 を応用した骨再生研

究を行い、これらの有効性を報告し、臨床応用化を推進してきた。そして、これらの再生医療

により形成された骨が複雑な構造を持つ顎顔面領域で長期的な三次元形態を維持するためには、

骨形成の初期段階での微小血管網の構築が不可欠である事を示唆してきた。この研究では、申

請者らが使用してきた骨欠損モデルを用いて骨髄移植が、微小血管網の誘導・構築が形成骨の

長期形態安定にどのように影響を与えるのかをマイクロＣＴと組織形態学手法を用いて行った。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated the osteogenic potential of a combination graft of 

autogenous bone marrow and bone morphogenetic protein (=BMP-2) in the rat calvarial 

defect. The newly formed bone was studied histologically and radiographically and 

compared with BMP-2 graft. Sixty days after grafting, the combination graft of autogenous 

bone marrow and BMP-2 showed new bone formation and no resorption of newly formed 

bone in the defect. The BMP-2 grafted in the defect showed bone formation and formed 

bone was resorbed at the edge of the defect. Total bone formation of the vombination of 

autogenous bone marrow and BMP-2 was obviously increased compared with BMP-2 graft. 

This result suggested that the newly formed vascularization was important event to 

increase and keep the volume of newly formed bone in the defect.      
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１． 研究開始当初の背景 

骨再生医療は顎顔面領域の外科手術後の機
能回復において重要な研究課題の一つであ
る。申請者らは、これまで一貫して骨再生医
療の臨床応用化を目的として、骨膜・骨髄な
どから採取した骨形成細胞移植や骨形成因
子 IGFs や BMP-2 を応用した骨再生研究を
行い、これらの有効性を報告し、臨床応用化
を推進してきた。そして、これらの再生医療
により形成された骨が複雑な構造を持つ顎
顔面領域で長期的な三次元形態を維持する
ためには、骨形成の初期段階での微小血管網
の構築が不可欠である事を示唆してきた。こ
の研究では、申請者らが使用してきた骨欠損
モデルを用いて微小血管網の誘導・構築が形
成骨の長期形態安定にどのように影響を与
えるのかを微小構造学的、組織形態学手法を
用いて解明する。 

 

２． 研究の目的 

近年、顎顔面領域骨欠損への再生医療として、

成 長 因 子 recombinant human- Bone 

morphogenetic protein-2 (以下 BMP-2)を用

いた再生治療が欧米を中心に臨床応用化さ

れ、口蓋裂・インプラント前外科治療（サイ

ナスリフト、歯槽堤造成術）などへの有効性

が報告され始めている。申請者らも、米国顎

顔面研究施設（カルフォルニア大学ロサンジ

ェルス校歯学部）と共同で rhBMP-2 や

Vascular Endotherial Growth Factrors（以

下 VEGFs）を用いた骨再生療法の臨床研究

プロジェクトを推進（H19 年度文部科学省研

究推進経費採択）し、臨床応用においての有

用性を X 線学的、組織学的に評価し報告して

きた（2008 年 Boston,2009 年 SanDiego, 

2011 年 Washington D.C.Academy of 

Osseointegration にて共同報告）。BMP-2 な

どの成長因子を用いる顎骨再生療法は従来

の自家骨移植法に較べて、骨採取のための二

次的外科部位をともなわないために生体へ

の侵襲がきわめて少ない、また人工骨などに

比較しても BMP-2 は骨誘導能を持つために、

修復部位での高い骨形成能が期待され、効率

的に骨再生機構を制御する事が可能になれ

ば、骨再建の範囲に限界がないことが大きな

特徴である。このように BMP-2 再生療法は、

今後ますます適応の拡大が期待される実用

的な治療法の一つとして国際的にも医科、歯

科を問わず注目の高い研究分野となってい

る。しかしながら、BMP-2 を用いた多くの

研究報告が骨形成の有効性は示しているも

のの、長期的な経過や広範囲な欠損をより安

定して骨形成を誘導する骨再生医療は顎顔

面領域の外科手術後の機能回復において重

要な研究課題の一つである。申請者らは、こ

れまで一貫して骨再生医療の臨床応用化を

目的として、骨膜・骨髄などから採取した骨

形成細胞移植や骨形成因子 IGFs や BMP-2

を応用した骨再生研究を行い、これらの有効

性を報告し、臨床応用化を推進してきた。そ

して、これらの再生医療により形成された骨

が複雑な構造を持つ顎顔面領域で長期的な

三次元形態を維持するためには、骨形成の初

期段階での微小血管網の構築が不可欠であ

る事を示唆してきた。この研究では、申請者

らが使用してきた骨欠損モデルを用いて微

小血管網の誘導・構築が形成骨の長期形態安

定にどのように影響を与えるのかを微小構

造学的、組織形態学手法を用いて解明する。

ための微小血管誘導に着目した報告は、きわ

めて少ないのが実情である。骨髄には、骨を

形成する骨芽細胞や血管を形成する血管内

皮細胞、骨吸収に関与する破骨細胞などに分

化する未分化幹細胞を豊富に含み、形成骨形

態維持のリモデリングへの深い関与が示唆

されている。申請者らは、過去にラット頸骨

骨髄を頭蓋骨の骨欠損部に移植し、活発な血

管新生が生じることを報告した。（Acta 

Histochemica 110, 2010）。また下顎骨や腸骨

の骨髄穿刺により採取した骨髄を顎骨の小

欠損部に自家骨、骨補填材、コラーゲンと移

植することで、顎裂部や顎骨再建後の瘢痕化

による血行不良な欠損部での骨形成の有効

性を報告してきた（第 18 回欧州顎顔面外科

学会モナコ 2010）。こうした臨床経験や基礎

研究を背景として申請者は、BMP-2 骨再生

療法の症例拡大に直結する新規再生医療法

として骨髄移植による微小血管誘導療法に

着案した。 

申請者らは、すでにラット頭蓋骨骨欠損モ

デルでの、培養骨髄・骨膜細胞移植法（J. 

Craniomaxillofac. Surg 34, 2009）などによ

る骨形成過程をμCT による微細骨梁構造解

析や組織学的観察、骨形成マーカーRunx2、

血管形成因子 Vascular Endotherial Growth 

Factors (=VEGFs)などを用いた免疫組織学

的手法で詳細に観察し報告してきた（研究業

績参照）。また米国カルフォルニア大学

BMP-2 プロジェクトチームの中心メンバー

としてヒト顎骨で BMP-2 から形成された骨

の組織学的、微細構造学的解析を行なうなど、

BMP-2 を中心とした骨形成研究に幅広い知

識と経験を持つ。この申請課題では、広範囲

骨欠損部のような、骨断端部や、欠損部に供



給される血液循環からでは、十分に幹細胞が

供給されない症例への BMP-2 など成長因子

応用医療の展開を、ラット頭蓋骨骨欠損モデ

ルを用い行なう。特に BMP-2 投与下に自己

増殖・分化能を持つ骨髄幹細胞が周囲環境か

ら供給される幹細胞と連携しながら微小血

管網形成を行なう過程を、細胞の増殖・分化

のレベルで観察する事を解明する。さらにそ

の過程で、組織再生の三次元立体制御に密接

に関与するとされる細胞外基質タンパクの

オステオポンチン、血管形成因子 VEGF、ヘ

パラン硫酸プロテオグリカンなどの発現様

式と骨形成の解明を予備的に行なう。 

この研究では、ラットの頭蓋骨骨欠損モデ

ル(Ueno et al.Annals Plast Surg.2005)を用

いて、第一段階として、骨髄移植から新生血

管が誘導される群と誘導されない群を比較

し、形成後の骨の形態保持能がなされるかを

評価する。評価方法は、過去にわれわれが使

用した手法として、１）骨の三次元的評価法

としてマイクロ CT を、２）骨欠損部の骨形

成過程の評価には、摘出直後の組織を凍結非

脱灰切片作製からの組織学的、免疫組織学的、

酵素化学組織学的手法を用いて、骨髄細胞の

骨形成細胞、破骨細胞、血管内皮細胞などへ

の増殖・分化を評価する。そしてこれらの結

果を応用し第二段階として骨成長因子を用

いた骨形成モデルへの新生血管誘導が長期

的な骨形態安定に及ぼす効果を、第一段階と

同じ手法を用いて行う。 

  

３．研究の方法 

【実験概略】 

ラット広範囲骨欠損モデルに、自家骨髄細胞

と BMP-2 を複合的に移植を行ない、その骨

形成過程を X 線学的、微細構造学的、免疫組

織、酵素組織、組織学的手法で観察し BMP-2、

骨髄単独群との比較を以下の項目と組織で

検証した。 

 ①形成される骨量と骨質（微細海綿骨梁構

造、微細血管構造） 

 ②観察の初期、中期、後期において発現す

る骨関連マーカーの発現時期と局在。 

 ③骨欠損部における骨芽細胞へ分化する

細胞の動態（欠損部断端、中心部など部位） 

 ④骨欠損部への骨への血管形成の時期と

局在 

 ⑤形成骨の三次元形態制御に深く関与す

る細胞外基質  (Extracellular Matrix = 

ECM)の形成 

 

【広範囲の骨欠損作製】 

過去にわれわれが行なったラット骨欠損モ

デルを基本的に用いた（Ueno.et.al., Annals 

of Plast Surg. 54, 2005）。つまり７週齢

Sprague Dawley ラット（雌）を使用した。

過去に BMP-2 を用いた研究で、骨断端と硬

膜、骨膜から活発な骨形成は見られるが、欠

損は完全に骨治癒しない横径 10mm 前後径

15mm の頭蓋骨骨欠損モデルを広範囲骨欠

損モデルとして用いた。作製方法は、ネンブ

タール全身麻酔下に、ラット頭蓋部に前後的

に切開を加え頭蓋骨表面を明示し、注水下に

歯科用ラウンドバーで図のごとく広範囲骨

欠損を作製した。 

【移植方法】 

骨髄採取：Ueno et al.らの報告（Ueno T, et al, 

Acta Histochemica 110, 2007）に従い行なっ

た。すなわち全身麻酔下に脛骨内側に外科用

メスで皮切を加え、脛骨骨面を明示した。歯

科用ラウンドバーにて皮質骨を窓開けし、

0.1ml ツベルクリン針にて骨髄を採取し移植

材として用いた。BMP-2 の準備：rhBMP-2

（INFUSE®）を用いた。 

まず、添付のコラーゲンシートに BMP-2 液

を注射針で均一に散布し、15 分間 Activated

させ、移植準備とした。 

【グループ分類と観察組織の摘出】 

移植材料によって以下の 4群に分類した。（各

群 20 匹）。 

  Group1:骨欠損部に、脛骨から採取した骨

髄／BMP-2 複合移植した。  

 Group2:骨欠損部に、BMP-2 のみ移植した。 

 Group3:骨欠損部に、脛骨から採取した骨

髄を移植した。 

 Group4:骨欠損部に、非移植とする。 

移植手術後に、10, 20, 30, 60 日後にネンブタ

ール注入下に安楽死させ、組織を摘出する。

摘出組織は、４％中性ホルマリン液で３日間

浸漬固定後、リン酸緩衝液で洗浄し以下の観

察を行なった。 

【マイクロ CT による形成骨の定量解析】 

マイクロ CT（Scam X mate-A080、Comscan 

techno. Japan）を、撮影条件：管電流 0.1mA,

管電圧 60kVで、１枚あたり 10μmスライス、

200 枚のスライス断層画像から 3 次元画像構

築し観察した。 

［非脱灰切片作製法］ 

切片は、4% carboxymethyl cellulose (CMC) 

gel (Fintec, Japan)にて、 n-hexen(-75℃)で

凍結切片を作製する。作製された凍結切片は、

クライオスタット（Leica CM3500）を用い

て -25 ℃で作業を行う。面出し後に、

Polyvinylidene cloride film(Cryoglue 

Type2C, Finetec)にて表面を覆い、５μm の

非脱灰切片をタングステンカーバイドバー 従来の骨再生に用いた骨欠損モデル（左）今回

使用する広範囲な骨欠損モデル（横 10mm、

縦径 15mm（右） 

左図は BMP-2 単独、右図は BMP-2／骨髄 



(Jung TC-65; Leica, Germany)で作製した。

低温乾燥後に 

 １）Von Kossa 染色法にて欠損部の新生骨 

２）Runx2 抗体免疫染色 

（Medical&BiologicLaboratories,  

    Nagoya, Japan）により骨芽細胞の

染色 

 ３）ALP 抗体染色キットにて骨形成細胞活

性を染色 

 ４）VEGF 抗体（Neo marker, CA, USA） 

 ５）CD34 抗体（Neo marker, CA, USA） 

血管形成因子と形成血管の局在を表示した。 

 

作製された試料用いてグループ間の比較検

証を採取時期によって行なった。 

骨形成量の比較は Von Kossa 陽性面積を専

用解析ソフト（Keyence, BZH1C）を用いて

行なう。また移植細胞の骨形成能については

Runx2 および ALP 陽性細胞数の定量を専用

解析ソフト（ダイナミックセルカウン

ト,BZ8000）を用いて行なった。有意差検定

は Mann-Whittney U 検定を用いて行なった。 

 得られた結果から形成された新生骨の長期

的な骨量／骨質などについて BMP-2/骨髄細

胞により形成された骨が、微細骨梁構造など

がどのように変化していくのかを再生部位

に初期に発現した血管形成因子 VEGF、細胞

外基質 OPN、破骨細胞 TRAP 染色などの局

在などと対比し形成骨の長期的な安定のた

めに必要な初期骨形成過程の因子の検索を

行なった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
移植後 10日目には GROUP1,GROUP2,GROUP3 に
おいては活発な骨形成様線維芽細胞の出現
が見とめられた。GROUP1、２には、特に細胞
数が多く認められた。 
移植後 20 日目には、GROUP1,Group3 では増殖
した細胞が骨形成マーカーALP 陽性 Runx2 陽
性を発現し始めた。また骨欠損の中心部には
新生骨梁が観察された。また GROUP2 では欠
損部中心での新生骨の形成は観察されなか
ったが、Runx2 陽性線維芽細胞様細胞が骨欠
損中心部に観察された。また骨の断端では活
発な骨形成細胞が観察された。 
移植後 30 日目には GROUP1,GROUP3 では骨欠
損部全体に新生骨が観察された。マイクロＣ
Ｔ、VonKossa 染色による骨形成量の観察では、

骨形成量には有意差が観察されなかった。今
後はこの条件設定を本実験に沿った調整基
準作成が必要と推察された。 
60 日目 GROUP2 においては、骨欠損部全体に
骨形成は観察された。骨全体の形成量は
GROUP1,3 に比較して少なかった。GROUP4 で
は、少量の骨形成が骨欠損断端から観察され
たが欠損部に明らかな形成骨は観察されな
かった。また GROUP2 において骨の扁平化が
観察された。また血管形成因子 VEGF,CD34 陽
性細胞は GROUP1,3 においては欠損部の新生
骨内に多く観察された。 
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