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研究成果の概要（和文）：容易で確実な歯槽骨の垂直骨増生は歯科インプラント治療を長期に成功させるために
求められている。この研究は三次元配向性コラーゲンを使用して垂直性骨増生の効果を検討した。三次元配向性
コラーゲン担体は、分化メディアとラット血液によって形態が変化しない適切な強さを持っており、細胞接着数
でコントロールよりも大きな値を示した。マイクロCT画像はコントロールと三次元配向性コラーゲン担体間の骨
化比率に違いを示した。また、摘出したラット大腿骨に突起状の骨を認めた。以上の結果から三次元配向性コラ
ーゲン担体は、垂直の骨増生を促進するための新しい可能性であることを示したが、結果は不安定でありさらな
る研究が必要である。

研究成果の概要（英文）：Simple and reliably vertical bone augmentation of alveolar bone is desired 
for enduring achievement of dental implant treatment.This study examined the effects of vertical 
bone augmentation using 3D oriented collagen scaffold in vitro and in vivo.3D oriented collagen 
scaffold had adequate strength as no morphology alteration was observed in culture medium and rat 
blood. The number of attached cells was significantly greater on 3D oriented collagen scaffold. 
micro-CT showed a difference in ossification ratio between the controls and the 3D oriented collagen
 scaffold group.

研究分野：再生歯学
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１．研究開始当初の背景 
自家骨移植は医科における組織移植におい

て最も歴史が古く本世紀初頭にはすでに臨床

応用され、歯科における自家歯槽骨移植も早

くから行われてきた。自家骨移植には補填す

る骨採取の必要性から外科的侵襲が大きく、

適用範囲も限られる欠点があるため、自家骨

に変わるマテリアルとして多くの人工骨が研

究、開発され臨床応用されてきた。人工骨と

メンブレンを併用する組織再生誘導法は1980 

年代の初頭に発表され欧米において1986 年

から臨床応用された。有効な治療法として現

在も使用されているが、外科的手技が複雑に

なるうえ自家骨と同様の骨量を再生すること

はできず、適用も限られている。自家骨およ

び人工骨を用いる外科手技は多くの経験や修

練が必須の処置であるため、より簡便で確実

な方法の確立が術者、患者の両者から望まれ

ている。組織工学においてコラーゲンベース

のバイオマテリアルは細胞の挙動を支配する

中心的な役割を担っている細胞外基質として

広く研究されている。細胞外基質は形態，配

向性が細胞の接着、成長等に影響を与え、組

織全体の物理的特性、機能にも影響を与える

ことから、生体内の細胞外基質に基づいた、3 

次元空間において配向性が自由に設計できる

コラーゲンマテリアルの開発が重要とされて

いた。配向性を付与する方法として磁場を利

用する方法等が研究されていたが商業ベース

での生産までにはいたらなかったため、抜歯

保護材として臨床応用されているコラーゲン

マテリアルには配向性が付与されていない。 

近年3次元配向性コラーゲンマテリアルを設

計、作製する技術が米国スタンフォード大学 

の研究などによって開発され整形外科、眼科

等、多くの医科分野においてin vivo、in vitro

での試験が継続されている。 

２．研究の目的 
歯槽骨再生は歯周病治療およびインプラン

ト治療において必要不可欠な処置である。歯

槽骨再生には自家骨、人工骨、人工骨とメン

ブレンの併用などの方法があるが、方法を用

いても垂直方向に充分量の骨再生をすること

は難しく、術式も複雑である。コラーゲンベ

ースのバイオマテリアルは取り扱いが容易で

あるため術式を簡便にできるが、骨再生能に

おいて他のマテリアルに劣っている。そこで

コラーゲンベースのバイオマテリアルのなか

でも3次元配向性を持つコラーゲンマテリア

ルを用い垂直方向への骨再生能を明らかにす

ることで、簡便かつ垂直方向へ充分量の骨再

生を可能にすることを目的としている。 
３．研究の方法 
（１）3次元配向性コラーゲンマテリアル 

配向性を付与したコラーゲン線維で形成さ

れたシートを積層することで 3次元的な形態

が構築できる。シートのコラーゲン線維の数、

コラーゲン線維の幅径を変更することで空

間密度を変更できる。幅径 0.1mm のコラー

ゲン線維を 20本および 30本配列したシート

を積層し、厚さ 7mm、直径 10mmの円柱に

成型したコラーゲンマテリアルを作製する。

コラーゲン束の配向生は垂直方向（増骨のた

めに）に付与する。比較対照群となるテルプ

ラグ、コラーゲン線維 20本配列および 30本

配列のマテリアルを培養液中に設置し形体

保持力を観測する。 

（２）ラット骨髄由来間葉系幹細胞 

細胞はラット骨髄由来間葉系幹細胞を８週

齢の雄 Sprague-Dawley ラットから採取す

る。細胞採取後 4 日目までに 100mm セル

カルチャーディッシュに付着した細胞のみ

を分離、継代を行う。培養 7 日目までの細

胞を使用する。セルカルチャーディッシュ

に播種する細胞濃度は 3×104個/cm2とし、

80％コンフルエントの状態で担体を設置す

る。 

（３）接着細胞数 

上記の配向性コラーゲンマテリアルにおい

て最も細胞が接着しやすいマテリアルを選

択するために、コラーゲン設置後、24時間細



胞を培養し、担体を別のセルカルチャーディ

ッシュに移動させ  WST-1(Roche Applied 

Science)を用い吸光度計（ELISA）にて測定

する。 

（４）細胞増殖 

マテリアル設置後、培養 4日目に、マテリ

アルを別のセルカルチャーディッシュに移

動させ BrdU(Roche Applied Science)を投与。

投与後、吸光度計（ELISA）にて測定する。 

（５）移植実験 

Invitroで決定した 3次元配向性コラーゲン

マテリアルの条件を基に移植用 3次元配向性

コラーゲンマテリアルを作製する。 

ラット大腿骨に直径 3mm深さ 1mmの骨欠

損を膝蓋骨から約 10mmの部位に作製し、欠

損部位に直径 3mm厚さ 4mmの 3次元配向

性コラーゲンを移植する。マテリアルの高さ

が、残存骨辺縁から垂直方向に 3mmになる

ように設定する。移植後、マイクロ CT撮影

を行い骨再生量および再生骨の形態を評価

する。 
 
４．研究成果 
（１）3次元配向性コラーゲンマテリアル 
配向性コラーゲン担体はテルプラグより

も立体的な強度が強く、配向性コラーゲン繊

維 20本配列および 30本配列ともに培養液に

浸漬した状態で 24 時間経過後も形体を保持

していることが明らかとなった。 

担体の形体保持力は、骨欠損部へ周囲組織

が侵入することを防ぎ、骨再生を促すため、

骨増生を目的とした担体が保持すべき重要

な要件の一つである。 

（２）接着細胞数 

三次元配向性コラーゲン担体は配向性を持

たないコラーゲンマテリアル（テルプラグ）

よりも細胞接着が多く有意であった。また、

三次元配向性コラーゲン担体の配向性コラ

ーゲン繊維配列は、30 本配列よりも 20 本配

列の細胞接着が多く有意であることが明ら

かとなった。 

形体保持力などの担体強度は配向性コラー

ゲン線維の量が増えるほど高くなるが、コラ

ーゲン線維間が狭くなるため、立体として考

えた場合、ポーラスサイズが減少する。また、

担体の培養液吸収量も減少するため、結果と

してコラーゲン線維数の少ない 20 本配列が

30 本配列よりも多くの細胞接着を得たと考

えられる。 

（３）細胞増殖 

 細胞増殖は三次元配向性コラーゲン担体

とテルプラグで有意な差を認めなかった。ま

た、三次元配向性コラーゲン担体の配向性コ

ラーゲン繊維配列数での有意な差も認めな

かった。 

この結果から、細胞増殖数に配向性コラー

ゲンは影響を与えないと考えられる。しかし、

培養中にテルプラグは形体を崩しディッシ



ュ底辺に広がっている。一方配向性コラーゲ

ンは形体を保持していることから、配向性コ

ラーゲン担体の上方では表面に培養液がな

く担体内部に吸収した培養液のみとなって

いる。このような不利な条件下で細胞増殖に

差がないことは、配向性コラーゲン担体が優

れた細胞増殖能を持っているものと考えら

れる。 

（４）移植実験 

 マイクロ CT撮影の結果、三次元配向性コ

ラーゲン担体において、既存骨よりも垂直方

向に類骨と思われる石灰化像を認めた。これ

らの結果から三次元配向性コラーゲンの骨

増生担体としての可能性が示唆された。しか

し、三次元配向性コラーゲン担体の強度はコ

ラーゲン束の幅径やコラーゲン束間の距離

および積層する際の接着強度により担体強

度が大きく変化する。このため、埋入実験の

ように担体に外力が加わる条件下では、担体

が破損することや、欠損部位からの脱離など

を 含 め 結 果 が 安 定 し な か っ た 。
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