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研究成果の概要（和文）：  
骨の再建において、骨欠損の中央部は血液供給が乏しいことから、骨形成には不利な環境

にある。しかしながら、小口径の人工血管が存在しないことから、現在でも血管柄付き自

家骨移植による再建が行われている。そこで、本研究では、人工骨へ血液を供給する小口

径人工血管と骨形成に最適な人工骨の開発を行い、大きな骨欠損の再建を試みた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the bone reconstruction, since middle of bone defects is deficient in blood supply, osteogenesis is 
disadvantageous. However, small diameter artificial arteries are not developed. Therefore, large 
bone defects are rebuilt by vascularized bone graft. In this research, artificial bone with small 
diameter artificial arteries which can rebuild large bone defects was developed. 
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１．研究開始当初の背景 

大きな骨欠損に対しては、しばしば血管柄
付き骨移植を行うことにより、移植した組織
を確実に生着させる治療が行われている。こ
れに対し、現在のティシュ・エンジニアリン
グによる骨再生法では、グラフト内部への血
管の導入が不十分であることから、大きなグ
ラフトを作製しても内部の細胞が生存でき

ない。また、人工骨移植による骨再建では、
骨組織の再生には限界があり、きわめて限局
した大きさの骨欠損にしか使用できない。 
骨の再建においては、骨端もしくは骨壁より
遊走してくる骨原性細胞と新生してくる毛
細血管により骨組織が再生する。すなわち、
周囲の骨組織に接している部分では、骨再生
は良好に促される有利な環境にあるが、骨欠



 

損の中央部では血液供給が乏しいことから、
骨形成には不利な環境にある。これを解消す
るためには、骨欠損の中央部に対して、酸素
や栄養などを供給するための血行の確保が
必要である。したがって、大きな骨欠損の再
建では、血管再建が必要になる。血管の再建
においては、大口径の血管の再建では人工材
料を用いて治療する場合があるが、大血管よ
り分岐した小口径の血管系の再建では、小口
径の人工血管が存在しないことから、自家移
植による再建しか治療方法がない。これに対
し、現在のティシュ・エンジニアリングによ
る血管再生では、血管内皮細胞を培養して小
口径の血管を培養して作る方法が世界的に
試みられているが多くの困難さのためにま
だ実現していない。以上のことから、現在の
技術では、ティシュ・エンジニアリングの方
法を用いても大きな骨欠損部における骨再
建は実現できないでいる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、人工骨へ血液を供給する小口径
人工血管の開発と骨形成に必要な毛細血管
の誘導方法の開発、そして骨形成に最適な人
工骨の形状を明らかにして、大きな骨欠損の
再建を実現しようとするものである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）人工血管の開発−脱細胞化血管の有効
性− 
移植材：Sprague-Dawley（以下 SD）系の 9 週
齢、雄性ラットから腹部大動脈を摘出し、処
理液に１時間浸漬させ、超高圧処理を行った。
処理時間は、昇圧 15 分、保持 10 分、減圧 15
分で行い、温度は 25 度、圧力は 10,000 atm
とした。その後 1 日間洗浄液に浸漬して洗浄
処理を行い、脱細胞血管スキャフォールドと
した。また、血管再建実験の対象材料として
はシリコーンチューブ（内径 0.7 mm、外径
1.1 mm）とした。脱細胞血管スキャフォール
ドならびにシリコーンチューブはそれぞれ
全長 10 mm として実験に用いた。  
力学試験：脱細胞血管スキャフォールドの力
学特性の確認のために、内圧負荷試験を行っ
た。この試験での対照材料は、未処理の新鮮
ラット腹部大動脈とした。  
移植実験：9 週齢、雄性の SD 系ラットの頚
動脈に 10 mm の欠損部を設け、脱細胞血管ス
キャフォールドもしくはシリコーンチュー
ブを 8-0 nylon monofilament 縫合糸を用いて
全層縫合し移植した。移植の際には、血液の
漏れを防止するために、吻合部にフィブリン
ゲルでコーティングした。  
移植血管の評価方法：移植後４週において、
全身麻酔下で移植血管を露出させ肉眼観察

を行うとともに開存性を評価した。ついで移
植血管を採取し、組織標本を作製して HE 染
色および免疫染色を行い組織学的な観察を
行った。免疫染色は、内皮細胞および平滑筋
細胞を確認するために、内皮細胞に特異的な
Factor VIII Related Antigen および平滑筋細胞
に特異的な Alpha-Smooth Muscle Actin, 1A4
について行った。  
 
（２）経時的な毛細血管の誘導−イヌの臍帯
血由来幹細胞（UCB-MSC）移植− 
臍帯血は帝王切開時に集められたUCB-MSC
は、FACS分析によって区別・確認され、培養
を行った。移植に使用した。UCB-MSCは 106

使用した。UCB-MSCは、生理食塩水 500μlに
浸したβ-TCP700mgと混合した。対照群は
β-TCP顆粒のみのものとした。 
β-TCP 顆粒を覆うための β-TCP/poly 
L-lactide-co-ε-caprolactone composite 膜
(TCP/PLGC)は、L-乳酸（PLLA），グリコール
酸（GA），カプロラクロン（Ca）を主成分と
する PLGC を合成した。この PLGC に対して、
β-TCP を重量比 6：4，180℃で混和した後，
厚さ 200μm に加熱加圧成形して TCP/PLGC 
膜を作製した。 
6 頭のビーグル犬の尺骨に長さ 15mm の離断
骨欠損を形成して UCB-MSC＋β-TCP 顆粒を
移植し TCP/PLGC 膜で多い骨プレートを用
いて固定を行った。対照群についても同様の
手法で行った。尚、移植実験に際しては、東
京医科歯科大学動物実験委員会の承認を得
て行った（承認番号：0090072）。実験期間は
12 週間とし、その間、レントゲンにて経過観
察を行った。実験終了後、組織学的検索を行
った。 
 
（３）人工骨材料の最適化−ハイドロキシア
パタイト/コラーゲン複合体膜から作製した
連通性多孔体− 
HAp/Colは水酸化カルシウム懸濁液と豚皮膚
由来のⅠ型アテロ･コラーゲン懸濁液を加え
たリン酸水溶液を濃度制御による同時滴下
法を用いて、平均線維長 0.80mm及び 1.14 mm
の 2 種を合成した。この時、HApとColの重量
比は 7:3 とした。そして、短繊維の懸濁液と
長繊維の懸濁液を 4:1 となるように混合し、
混合懸濁液をブフナーロートで平らになる
ようにろ過した。得られたシートは-20 ℃で
凍結後、-20 ℃で凍結乾燥した。凍結乾燥し
たシートは 30 MPaでプレスし、平滑な
HAp/Colシートとした。これを 50 × 33 mm2に
カットした後、純水で湿らせ、波形のモール
ドにて 140 kPa，1 秒間プレスすることで波形
のHAp/Colシートを得た。これをテフロン®棒
を利用して長さ 20 mm，直径 10 mmの円筒状
に巻き上げ、端をコラーゲンで接着した後、
140 ℃で 12 時間熱架橋をした。 

 



 

Acelullar graft Carotid arteryAcelullar graft Carotid arteryAcelullar graft Carotid artery移植実験は東京医科歯科大学動物実験委員
会の承認を得て行った（承認番号：0090072）。
移植は実験用に生産された交雑犬 3 頭（雄，
１歳齢，平均体重 21.0kg）の右側脛骨を対象
とした。リング式創外固定器を装着後，電動
骨鋸を用いて骨幹部に長さ 20mmの全部離断
骨欠損を形成した。そして、自己血を浸み込
ませた THC を欠損部に移植した。実験条件
については、実験期間は 18 週間とし、その
間、毎日の肉眼的観察と 2 週間毎に X 線撮影
を行った。実験終了後、移植部を摘出し、組
織学的観察を行った。尚、移植後 12 週に創
外固定器を除去した。 
 
４．研究成果 
（１）脱細胞化血管の有効性＜移植直後の血
行確保＞ 
力学試験  
脱細胞血管スキャフォールドの内圧負荷試
験の結果を Fig.1 に示す。縦軸は負荷内圧
（mmHg）、横軸は無荷重状態を 1.0 とした時
の管径の変形率である。脱細胞血管スキャフ
ォールドの力学特性は、未処理血管と大差な
かった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Pressure-diameter relations of scaffolds 
and vessels 
開存性  
移植直後と移植後 4週の採取時における移植
血管の状況（開存性）を Table 1 に示す。脱
細胞血管スキャフォールドの内腔には血栓
が形成されていなかったのに対し、シリコー
ンチューブの内腔には血栓が形成されてい
た。脱細胞血管スキャフォールドの開存率は
シリコーンチューブと比較して有意に高か
った。  
 
 
 
 
 
組織学的評価  
移植後 4 週の試料の材標的な組織像を示す。
脱細胞血管スキャフォールドについて、F 
VIII の免疫染色を Fig. 2 に示す。脱細胞血
管スキャフォールドの内腔には全長にわた
って内皮細胞ならびに平滑筋細胞が浸潤し
ていた。 
 

 
Fig.2 Immunostaining for 
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２）イヌの臍帯血由来幹細胞（UCB-MSC）
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３）ハイドロキシアパタイト/コラーゲン複

後は全検体で全体重負荷
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移植＜経時的な毛細血管の誘導＞ 
骨形成については 12 週間後の実験
コントロール群いずれのグループにおいて、
TCP と直接に接触して新生されている様子が
観察された（Fig.3）。しかしながら、実験群
の方が、TCP の周囲に骨細胞や血管構築が増
強されていた（Table 2）。 
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（
合体膜から作製した連通性多孔体＜人工骨
材料の最適化＞ 
創外固定器の除去
の歩行が可能であった。X 線学的所見につい
ては、全頭で移植後 2週から両断端よりの新
生骨の形成が確認され、経時的にその形成量
が増加していく様子が観察された（Fig.4）。
そして、移植後 14 週の時点で骨欠損をおよ
そ充たす骨再生が認められたが、一部の検体
で骨欠損中央部に透過像が認められた。THC
は移植直後の所見ではその存在を確認する
ことができたが、移植後 4 週の所見では THC
を確認することができなかった。組織学的所
見については、全頭で骨欠損内に概ね良好な

 



 

海綿骨状の骨の再生が認められたが、一部の
検体で骨欠損中央部に島状の骨組織が存在
する幅 2～3mm 程度の軟骨様組織が観察され
た（Fig.5）。THC は吸収していた。 
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