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研究成果の概要（和文）：本研究では，骨再生が困難な垂直方向への骨再生を効果的に行うために重要な血管新生を誘
導・制御することを着目し，以下の検討を行った。
まず，FGF-２をラット内側性骨欠損に作用し，新生血管を誘導しマイクロCTで観察した。その結果，FGF-２は早期に血
管新生を促進させ骨再生を誘導した。つぎに，ラットGBAモデルを用いて垂直方向の骨再生時の血管新生を観察したと
ころ，血管新生は，脳動脈から分岐し骨髄穿通部に達し，そこから骨外向に分布領域が拡大していった。さらに，PDGF
の垂直方向の骨再生について検討したところ，PDGFはラットに対する垂直方向の骨再生に効果的であることが示された
。

研究成果の概要（英文）：The purpose of these studies were investigated the effect of angiogenesis 
induction on vertical bone augmentation. First study showed basic fibroblast growth factor(FGF-2) 
promoted angiogenesis earlier on rat non-critical and critical bone defects.The second study evaluated 
angiogenesis and bone augmentation with rat calvarila guided bone agumentation (GBA) model using 
micro-CT.The results showed angiogenesis began at sites from brain arteries and gradually increased at 
bone marrow penetration to vertical direction. The bone augmentation enhanced angiogenesis in rat 
calvaria GBA model. The third study investigated effect of platelet-derived growth factor (PDGF) on rat 
calvarial GBA model. The results showed 0.03% PDGF in collagen sponge and chitosan sponge enhanced 
vertical bone formation on rat calvarium.

研究分野： 再生治療
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１．研究開始当初の背景 
歯周病で失われた顎骨を再生させるため

には細胞，足場および増殖因子の適切な作用

が必要である。研究者は，再生困難な垂直方

向の骨再生を検討することを目的とし，動物

モデルを用いて，各種再生因子の作用につい

て検討してきた。しかし，常に十分な量と質

の再生骨の獲得は困難であった。申請者は再

生組織に栄養や再生因子を供給している新

生血管に着目し，骨再生との関係について検

討した。その結果，内側性骨欠損の自然閉鎖

可能な骨欠損では骨膜や既存骨から新生し

てきた血管が伸展し，互いに癒合し欠損部が

完全に新生血管で完全に覆われると骨欠損

が閉鎖した。しかし，自然閉鎖不可能な骨欠

損部では新生血管の伸展と吻合が不十分と

なり欠損部が閉鎖しなかった。そこで，新生

血管を誘導・制御に着目し，骨再生が困難な

垂直方向の骨再生時の新生血管の動態観察

および新生血管誘導作用の高い 2 つの成長因

子の影響について検討した。  

 
２．研究の目的 
垂直方向の骨再生における新生血管の誘

導・制御について検討することを目的にラッ

ト骨欠損および guided bone augmentation 

（GBA）モデルを用いて，以下の検討を行っ

た。 

(1)内側性骨欠損に対する FGF-2 の影響 

(2)垂直方向の骨再生における新生血管の動

態 

(3)垂直方向の骨再生に対する PDGF の影響 
 
３．研究の方法 
(1) 実験材料 

①実験動物 

7 週齢の雄性 Fischer ラットを用いた。ラ

ットは恒温恒湿の適切な環境下で飼育した。

また，2 週間の予備飼育を行い，全身状態が

健康であることを確認してから実験を行っ

た。 

②造影剤 

造影剤は，非イオン性造影剤であるイオパ

ミドールを使用した。 

(2) ラット骨欠損および GBA モデルの作製 

①麻酔 

ラット腹腔内に全身麻酔を施し，手術野の

頭頂骨相当部を剃毛し，同部に局所麻酔を行

った。 

②骨欠損の作製 

矢状縫合に沿う切開を施し，筋層および骨

膜を剥離した。左右の頭頂骨を露出させ，正

中縫合を避けて，右側に直径 5.0 mm の臨界

骨欠損と左側に直径 2.7 mm の非臨界骨欠

損をトレファインバーで形成した。骨欠損部

に 0.1 あるいは 0.3％の割合で FGF-2 を含浸

させた吸収性コラーゲンスポンジ(absorbable 

collagen sponge; ACS)を設置し，骨再生および

新生血管の観察を行った。 

③GBA モデルの作製 

骨欠損の作製と同様に矢状縫合に沿う切

開を施し，筋層および骨膜を剥離した。左右

の頭頂骨を露出させ，正中縫合を避けて，右

側に直径 5.0 mm の溝を形成した。左側は, 

＃2 のラウンドバーを使用し 7 カ所骨髄穿通

した 7M群, 右側は直径 2.7 mmのトレファイ

ンバーを用いて中心部に 1 カ所骨髄穿通した

1S 群とした。その後, 外周溝にプラスチック

キャップを装着し 2 種類の GBA モデルを作

製し，骨再生および新生血管の観察を行った 

同様に，GBA モデルを用いて 0.01%， 

0.03% の PDGF 20 µl を含浸させた ACS ，

対照群には生理食塩水 20 µl を含浸させた 

ACS をそれぞれキャップ内へ填入し，骨再生

および新生血管の観察を行った 

(3) マイクロ CT による撮影 

ラットに全身麻酔を施し，0，7，14，21 お

よび 28 日に実験動物用 3D マイクロ CT 

（マイクロ CT）を用いて骨再生および新生

血管を観察した。 

(4) 新生血管の観察のための血管造影 



 施術後 7，14，21 および 28 日まで 1 週

間に 1 回，ラットに全身麻酔を施した後，腹

腔内に局所麻酔を施し，還流固定法に準じた

方法により脱血した後，10% 中性緩衝ホルマ

リン液を用いて全身を固定した。その後，造

影剤 20 ml を 2 ml/min の速度で自動注入器 

（シリンジポンプ）で心臓から注入し，その

後 4°C の冷暗所で 12 時間保管した。 

(5) マイクロ CT 断層像の観察と解析 

術後の骨再生と血管新生についての定量

的評価を i-VIEW （モリタ）によって，3 軸

方向，とくに，矢状方向と前頭方向の断層像

を分析した。骨体積計測ソフト（北千住ラジ

スト歯科）を用いて，術後の骨再生と血管新

生についての定量的評価を行った。 

定量的評価は血管造影前後の CT データ

（差分）をもとに算出し，骨再生量と血管新

生量の割合を算出した。 

 (6) 組織標本の作製 

術後 14 日および 28 日のイオパミドー

ル造影はマイクロ CT 撮影後に，周囲組織を

含む頭頂部組織を採取し，同固定液に 3 週

間浸漬した。そして，Morse の脱灰液で 24 

時間の脱灰を行った後に通法に従ってパラ

フィン包埋し，矢状縫合に平行で厚さ約 5 

μm の切片を作製し，ヘマトキシリン・エオ

ジン染色した。 

組織形態計測は, 光学顕微鏡下で撮影し

た組織像を用いて, 新生骨様組織の占有率

と新生骨様組織の高さ（%）とを求めた。 

(7) 統計学的分析 

骨再生率および血管占有率の比較には 

Mann-Whitney U 検定を用いてそれぞれ危険

率 5% 未満を有意差として統計処理を行っ

た。 
４．研究成果 

(1)内側性骨欠損に対する FGF-2 の影響 

①非臨界骨欠損部では，新生血管が術後 7

日に，新生骨様組織が術後 14 日に欠損辺

縁から生じ，術後 28 日では欠損部のほぼ

全体を満たすに至ったが，対照群では，術

後 28 日においても新生血管と新生骨様組

織は欠損部約 1/2 程度を占めたに過ぎなか

った。欠損部での新生血管の占有率(BVV)

と新生骨様組織の占有率(BV)は経日的に

増加し，術後 14 日以降では，対照群, 0.1

あるいは 0.3%FGF-2投与群の3群間で有意

差を認めた。組織学的には，実験群の新生

血管は対照群より豊富で，0.3%FGF-2 投与

群の新生血管は 0.1%群より豊富であった。

また，FGF-2 投与群における骨芽細胞様細

胞数および破骨細胞様細胞数は対照群よ

りも有意に多かった。 

②臨界骨欠損部では，新生血管が術後 14 日

に欠損辺縁から生じ，術後 28 日では欠損

部約 2/3 を占めるに至ったが，新生骨様組

織は欠損辺縁にわずかに認められるに過

ぎなかった。対照群の新生血管は，術後 21

日に観察されたが，術後 28 日でも欠損部

の約 1/3 に留まる程度で，新生骨様組織に

ついてはほとんど観察されなかった（図 1）。

BVV と BV の経日的増加は，術後 21 日以

降で 3 群間の有意差を認めた。組織学的に

は，実験群の新生血管は対照群より豊富で，

0.3%FGF-2 投与群の新生血管は 0.1%群よ

り豊富であったが，新生骨様組織の形成は

認められたものの骨欠損閉鎖率は小さか

った。なお，FGF-2 投与群における骨芽細

胞様細胞数および破骨細胞様細胞数は対

照群よりも有意に多かった。 

 

図１非臨界骨欠損における新生血管および

骨再生のマイクロ CT 観察 



(2)垂直方向の骨再生における新生血管の動

態の検討 

①ラット GBA モデルにおける 1S，7M 群

の垂直方向の骨増生時の血管新生は，脳動

脈から分岐し骨髄穿通部に達し，そこから

骨外側方向に分布領域が拡大していた（図

2）。 

②骨髄穿通率が同じ場合，1S 群は 7M 群に

比較して術後 14 日で血管新生量が有意

に増加し，術後 28 日で増生骨量が有意に

増加した。 

 
図２ラット GBA モデルにおける血管新生の

マイクロ CT 観察 

 (3)垂直方向の骨再生に対する PDGF の影響 

①ラット頭頂骨の骨外側方向の骨増生にお

いて PDGF は効果的であった（図 3）。 

②骨増生を促進させる増殖因子に PDGF を

用いる場合の足場として, ACS および吸

収性キトサンスポンジの局所適用は有効

であった。 

 

図 3 PDGF の垂直方向に対する骨再生の組

織観察 
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