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研究成果の概要（和文）：現在、脊椎領域では、長範囲矯正固定術などの侵襲の大きな手術が普及し、椎体の骨癒合不
全は成績不良に直結する重大な問題となっている。本研究では確実に骨癒合を得る方法を模索すべく、高密度にコラー
ゲンを含む同種骨組織とコラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子（CB-bFGF)を用いた骨形成促進法の開発を行った
。ラット後側方固定モデルを用いて検討を行った結果、CB-bFGFを結合させた同種骨は、同種骨単独に比べ高い骨形成
能を有していることが明らかになった。また、組織学的検討から、CB-bFGF結合同種骨は軟骨形成促進を介して骨形成
を促進していることが明らかになった。本方法は骨癒合促進に有用かもしれない。

研究成果の概要（英文）：In spinal surgery, allogenic bone is often applied to the fusion surgery. 
However, studies have shown that the use of allograft alone has limited efficacy for achievement of the 
bone fusion. In the present study, we developed an allogenic bone powder (BP) with basic 
fibroblast-derived growth factor containing a polycystic kidney disease domain (PKD) and collagen-binding 
domain (CBD) from Clostridium histolyticum collagenase (ColH) and investigated the stimulatory effects of 
bFGF-PKD-CBD combined with allogenic bone powder (BP) on bone growth in a rat lumbar posterolateral 
fusion surgery model. BP mixed with either PBS (PBS/BP) or 0.58 nmoles bFGF-PKD-CBD (bFGF-PKD-CBD /BP) 
was grafted into intertransverse space of rats lumbar spine.bFGF-PKD-CBD/ BP composite accelerates callus 
formation compared to PBS/BP in a rat lumbar posterolateral fusion surgery model. Our results suggest 
that bFGF-PKD-CBD/BP may be useful for promoting spinal bone fusion in the clinical setting.

研究分野： 脊椎外科
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１．研究開始当初の背景 
現在、脊椎領域では、長範囲矯正固定術など

の侵襲の大きな手術が普及し、椎体の骨癒合

不全は成績不良と直結する重大な問題とな

っている。それに従い現在、脊椎手術におい

て、確実に骨癒合を得る方法が模索されてい

る。 

 

２．研究の目的 

本申請研究において、コラーゲン材料を 3D

合成する技術を用い作成した人工コラーゲ

ン scaffold に、骨癒合に有効に働く成長因子

を豊富に含有した多血小板血漿あるいは分

離血清を添加して行なう、新たな椎体固定法

を検討する。また、人工コラーゲン scaffold

と同種骨で作成した scaffold で骨癒合形態の

違いを比較・検討し有効な固定法の確立を目

指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

多血漿板血漿

と３D コラー

ゲンスカフォ

ールド（右図, 

図 1）による

骨癒合法の確

立を試みた。 

 

しかし、多血小板血漿に含まれる成長因子量

にバラつきがある点、３D スカフォールドへ

の成長因子吸着量が少ないことが明らかに

なった。そこで、同種骨をスカフォールドと

した骨癒合促進法の確立を行った。 

 

(1)粉砕骨に対する CB-bFGF の結合性の検討 

10 週齡 Wistar rat より大腿骨、脛骨を採取

した。骨髄組織を除去後、クロロホルム/メ

タノールで 18 時間処理後脱脂乾燥骨を作製

した。表面積を大きくし、結合量を高めるべ

く、骨組織の破砕を行った。粒度計用いて粉

砕骨の粒子径を測定した。2.5、5、20 mg の

粉砕骨と 0.58 nmole の CB-bFGF を４℃で 30

分間反応させた。遠心後、上清を ELISA 法で

分析することで骨組織とCB-bFGFの結合性を

検討した。 

 

(2)ラット後側方固定術モデル対するに対す

る CB-bFGF と粉砕骨の併用効果の検討 

Wistar ラットの両側 L4/5 横突起間に片側

150mg の凍結乾燥粉砕骨を移植し PLF を施

行した。骨移植前に粉砕骨を PBS と混合し

た PBS 群と、CB-bFGF 150 μg と混合した

CB-bFGF 群の 2 群を作成した（各 n=14）。

術後 14 日に検体を採取し、4%パラホルムア

ルデヒドリン酸緩衝液で 48 時間固定を行っ

た。管電圧 90 kV, 電流 108 μA, ボクセルサ

イズ 25 μmの条件でマイクロCT用を撮影後、

画像解析ソフトを用いて移植骨周囲の新生

骨面積を計測した。非脱灰組織標本を作製し

て H-E、von Kossa、ALP 染色で評価した。 

 

４．研究成果 

(１) 粉砕骨に対する CB-bFGF の結合性 

作製した粉砕骨の平均粒子径は 280 um であ

った(図 2)。上清中の CB-bFGF は反応させた

粉砕骨量依存性に低下した(図 3)。ELISA の

結果から粉砕骨 1mg あたり 0.025 nmole の

CB-bFGF が結合することが明らかになった。 

図 2. 粉砕骨の粒度分布 

X 軸：粒子径 (um) Y 軸：体積（%） 

図 1. ３D スカフォールド 



図 3. コラーゲン結合試験 

X 軸：粉砕骨量（mg）Y軸：結合量(nmole) 

 

 

（２）ラット PLFモデルに対するコラーゲン

結合型 bFGF(CB-bFGF)と粉砕骨併用効果の検

討 

移植後 2 週の時点で CB-bFGF 群は PBS 群,群

に比べ多くの新生骨が形成された（図 4）。ま

た、組織学的にも von kossa 陽性領域の新生

骨増加が認められた(図 5)。また、CB-bFGF

群では移植 10 日後に旺盛な軟骨形成が認め

られた。これらの結果から、軟骨形成促進を

介して可骨形成を促進している可能性が示

唆された。移植骨へのCB-bFGFを添加は、

骨癒合促進に有用かもしれない。 

 

 

図 4. 移植後 2 週の uCT 画像と新生骨量 

□ PBS 群 ■CB-bFGF 群 

既存骨を茶色、新生骨を緑で示した。 

 

 
図 5. 移植後 2 週の HE 染色、von Kossa

染色像 

A-B) HE 染色像 A:PBS 群, B:CB-bFGF 群 

C-D) Von Kossa 染 色 像  C:PBS 群 , 

D:CB-bFGF 群 
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