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研究成果の概要：骨に生じる腫瘍や外傷などで喪失した骨欠損部の再生医療の基礎的、臨床的 
研究が活発に行われている。しかしながら実際の患者顎骨での再生骨の組織学的な骨質構造や骨 
形成関連蛋白の局在などの解明はほとんどなされておらず、いまだ臨床的な有効性は確立してい 
ない。この研究では、こうした再生骨の組織生物学的な骨質構造や骨形成関連蛋白発現などを三 
次元微細構造学的画像解析法、免疫組織染色法などを用いて形成骨を定量化に成功した。またヒ 
ト顎骨から再生された骨についても形成骨の骨質・発現蛋白の定量化に成功した。今後は、これ 
らの結果をもとに精度の高い骨再生医療の開発・評価につなげることが可能となる。 
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１．研究開始当初の背景 
骨に生じる腫瘍や外傷などで喪失した骨欠 

損部の再生医療の基礎的、臨床的研究が活発 

に行われている。しかしながら実際の患者顎 

骨での再生骨の組織学的な骨質構造や骨形 

成関連蛋白の局在などの解明はほとんどな 

されておらず、いまだ臨床的な有効性は確立 

していない、再生された骨を、組織生物学的 

に客観的評価を行う事は、再生医療の有効性 

の比較検討を行う上で不可欠であり、骨再生 

医療の効率化を計る上で喫緊の課題である。 

申請者らは、動物を用いた十分な骨再生医療 

の基礎的研究を積み重ね多数の国際雑誌に報

告してきた。また岡山大学倫理委員会・治験

委員会の承認のもと平成１７年度より口腔外

科手術患者に実際に骨髄細胞を用いた顎骨再

生医療を進めており、その有効性を報告して

きた（第18 回欧顎顔面外科学会2006年、第51 

回日本口腔外科学会総会2006 年）。このよう

に骨再生分野での骨形成は実現しつつあるも

ののそれぞれの手法についての客観的数値に

基づく評価はいまだなされていない。骨再生

医療の次世代の研究課題として、こうした生

物学的組織診断法の考案が必要とされている。 
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２．研究の目的 
骨質構造、骨関連蛋白、血管形成過程を解明
することは骨の再生後の機能維持に深く関
わる重要な命題である。今回の課題でまずラ
ットの頭蓋骨骨形成モデルを用いて，形成骨
の評価法としての骨関連マーカーOPN（オス
テオポンチン）、Runx2、CD34, TRAP などを用
いる。また骨の定量法としてマイクロ CT を
用いた微細骨量構造解析法を用いて有効性
を検証する。また実際のヒト再生顎骨の骨質
を超微細 X線学的、立体組織分子学的観察法
を用いて再生骨の組織生物学的な骨質構造
や骨形成関連蛋白発現などを定量化し、それ
をもとに骨再生医療の新規診断法を確立す
る事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
2007年は、我々が報告した（Ueno et al. 

Annals Plast Surg 54,2005）術式に基づき

SDラット頭蓋骨骨欠損モデルを用いて再生

骨材用いて行った。移植術式：７週齢SDラッ

トにネンブタール全身麻酔（30mg/kg）下に

ラット頭蓋骨に直径7mmトレフィンバーを用

いて脳硬膜上にいたる全層骨欠損を作製し

た。続いて脛骨または顎骨から採取した骨

髄：β-TCP（OSferion® G1 Olympus社）を 

Group1=4:1,Group2=3:1,Group3=2:1,Group4

=1:1の比率で混和し、４種類の移植材を作製

移植し縫合閉鎖した。移植後15、30、120日

目に薬殺し移植組織片を摘出する。摘出組織

をマイクロCT（MCT-100CTB、日立メデイコ）

で撮影しTB/TV（骨量率）,Tb-S（骨梁間

隙）,Tb-Th（骨量幅）を計測し骨質評価を予

備的に行った。固定液4％パラホルムアルデ

ヒドにて４℃で３日間浸漬固定後はOCTコン

パウンド（Leica：ライカ社）で封埋した組

織片をクライオスタットマイクロトーム

（Leica CM 3050C、ライカ社）20μmで非脱

灰厚切切片を凍結切片作成法で作製した。

１）トルイジンブルー染色、 

２）Von Kossa染色  

３）骨形成関連マーカーRunx2、 

  オステオポンチン(OPN)抗体  
を二次抗体に DAB発色法を用いて顕微鏡観察
を行なった。それぞれのグループ切片を画像
解析処理行い、新生骨量：TCP：軟組織比率
などを定量し比較検討し、マイクロ CT 解析
（Scam X mate-A080, Comscan techno. Japan）、
組織学的解析を統合して骨形成能の移植法
による検討を行い、2008 年の臨床応用化の基
礎的データを蓄積した。 
2008 年にはこれらの結果をもとに実際のヒ
ト再生顎骨から採取した骨組織サンプルを
μCT を用いた三次元微細骨梁構造解析、
OPN,CD34, TRAP染色等で骨形成能の定量評価

を行なった。 
 
４．研究成果 
平成 19 年度はラットの頭蓋骨欠損モデルを
用いて骨髄／人工骨からの骨再生を研究し
た。摘出された組織切片を図の如く染色を行
ない、それぞれの骨形成過程のマーカーの評
価を行なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図１ 
図１の如く、ラットの頭蓋骨に直径 4mm の脳
硬膜に達する骨欠損を作製し、移植材を充填
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図２ 
 
摘出組織を PCNA、Runx2、OPN、TRAP で染色
した結果、図２の如く骨形成過程においては
細胞増殖マーカー、骨芽細胞分化マーカー、
破骨細胞マーカーが明瞭に観察された。一方、
骨非形成群ではこれらの細胞増殖・分化マー
カーは観察されなかった。また移植後の骨形
成は骨形成関連マーカーが多く発現された
群の形成骨量が最も多かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図３ 
以上の結果より、骨形成マーカーPCNA、RUnx2、
OPN、TRAP は移植後の早期の骨形成マーカー
となりうる可能性が示唆された。 
 
これらの結果からヒト再生顎骨におけるこ

Runx2        
OPN



れらの骨形成関連マーカーの発現を観察し
た。また骨の形成量を三次元マイクロ CT で
定量評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図４ 
図４は、実際の移植材の作製を示す。人工骨
に自家骨を複合し移植材を作製する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図５ 
 
図に実際の移植手術写真を示す。 
 
インプラント手術前のサイナスリフト症例
の写真。骨の萎縮した部位に図４で作製した
移植材を骨欠損部に移植する（図５A, B）。
６ヶ月後には移植された部位は人工骨が観
察されるが骨欠損はほぼ閉鎖されている（図
５C）。移植後 12 ヶ月目には移植部は平坦な
骨組織となった（図５D）。骨増量部を専用の
ドリルで採取し（図５E）、三次元画像解析に
て石灰化構造を認めた（図５F）。 
採取された組織から組織切片を作製し観察
したところ、人工骨と取り囲むように新生骨
が形成される様子が観察された（図６）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図６ 
 
また、これらの組織は免疫染色にて Runx2、
OPN を発現する様子が観察された（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図７ 
また骨形成が不十分な人工骨周囲には TRAP
陽性細胞が観察された（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図８ 
 
 
また形成骨組織における骨組織・軟組織・人
工骨の比率を測定した結果。いずれの組織に
おいても骨形成が観察された（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図９ 



これらの結果から骨形成マーカーとして
Runx2、OPN、TRAP 陽性細胞の発現はその後に
形成される骨組織の形成量を診断するマー
カーとなりうる可能性が示唆された。そして
これらを組み合わせる事により、様々な骨再
生材料の有効性を判断する生物学的診断法
の確立のためにさらなる研究が必要と思わ
れる。 
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- The preliminary study- 
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