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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、Er:YAG パルスレーザー堆積法(PLD 法）によりハイドロキシアパタ
イト(HAp）を被覆したポリカプロラクトン多孔質足場（HAp-PCL）を作製し、in vivoおよびin vitro での物
性、生体適合性、骨形成能を評価した。Er:YAG-PLD 法によりPCL 多孔質足場上にHAp がコーティングされてい
ることが確認された。in vivo の実験から、HAp コーティングは骨形成を促進し、HAp-PCL グループの新生骨の
量は、どの時点でもPCL グループより有意に高いことが判明した。これは、HAp の優れた骨再生能に加え、足場
表面の水濡れ性が向上したためと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to prepare polycaprolactone porous scaffolds 
(HAp-PCL) coated with hydroxyapatite (HAp) by Er:YAG pulsed laser deposition (PLD) and to evaluate 
their physical properties, biocompatibility and osteogenic potential in vivo and in vitro.The Er:
YAG-PLD method confirmed the coating of HAp on the PCL porous scaffolds.In vivo experiments showed 
that HAp coating promoted bone formation and that the amount of new bone in the HAp-PCL group was 
significantly higher than in the PCL group at all time points. This may be due to the superior bone 
regenerative capacity of HAp as well as the improved water wettability of the scaffold surface.

研究分野： 再生歯学

キーワード： アパタイト
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研究成果の学術的意義や社会的意義
顎裂を伴う唇顎口蓋裂は、顎裂部への二次的新鮮自家腸骨海綿骨移植が行われてきた。一方で、臨床の現場で自
家骨は早期に吸収してしまい長期効果がみられないとの報告もある。また、唇顎口蓋裂のような複雑な裂形態で
は高い靭性と骨伝導性を有する足場材料が望ましい。ポリ乳酸等の吸収性高分子を紡糸し、CTデータを元にして
織ることで任意の3次元形状へと整形する特殊技術を保持している。さらに、歯科用レーザーを用いて手術サイ
ドで骨伝導性を持たせることを考案した。CTデータを元にしたオーダーメイドの吸収性足場材料の骨造成のメカ
ニズム解明と骨造成能の定量的評価が可能であれば大きな顎裂を伴う唇顎口蓋裂の治療につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
唇顎口蓋裂とは、唇や顎骨などの形成が不十分なため、亀裂が生じて生まれてくる先天異常で

ある。日本における発生頗度は約 500 人に 1 人で、最も発生頻度の高い先天奇形であり、その
半数は顎裂を伴っている。顎裂は歯牙の生える場所である歯槽部の骨欠損であり、顎裂の乱れの
みではなく、口唇や口蓋の変形を来すため、歯槽骨の再建手術（顎裂治療）が必要である。1972
年 Boyne（JADA 1973, 1074-1080)らにより顎裂部への二次的新鮮自家腸骨海綿骨移植が報告
された。この方法は、上顎の顎発育を阻害せずに良好な歯槽形態を作り、歯の萌出も期待される
方法として認められている。さらに、新鮮自家骨が他の材料と比較して、組織内安定性や造骨能
にすぐれていることや、自家骨髄には異所性の骨誘導形成能が存在していることが報告されて
いる（Block, M. S. J Oral Maxillofac Surg 1985, 3-7）。一方で、臨床の現場で自家骨は早期に
吸収してしまい長期効果がみられないとの報告もある。その原因は、自家骨が吸収する途中、大
量の破骨細胞が移植部位に集中するからと考えられる。 
 顔貌に応じた形状再建を可能とするオーダーメイド再生治療としては、東京大学が３Ｄプ

リンターを用いた人工骨を報告している（Chung et al., Int J Automation Technology, 2009）。
しかしながら、人工骨は靱性に乏しく、骨置換に数年の年月を要し、大型人工骨では破折が危惧
される。一方、吸収性生体高分子は高い靱性をもつものの、低い骨伝導能ゆえに自家骨や骨髄間
葉系幹細胞と複合化し研究が進められてきた（Kinoshita et al., Tissue Eng, 2007）。しかし、幹
細胞から誘導した骨芽細胞を用いることは骨造成には有利ではあるが、コスト面でのハードル
が高い。 
 骨伝導性を付与する代表的な方法として骨の無機成分であり，生体親和性が高くタンパク

質の吸着特性を有するハイドロキシアパタイト（HAp）を材料表面にコーティングする方法があ
る。チタンなど無機材料表面には、プラズマやスパッタリング法でコーティングされた歯科用イ
ンプラントが実用化されている。しかし、吸収性生体高分子材料のような有機材料は低温度でコ
ーティングする必要があり、浸漬法でコーティングする必要がある（Tanaka et al., J. Membr. 
Sci., 2004, 65-73.。しかし、浸漬法では厚みのあるメッシュ型足場材料の内部までコーティング
するのは困難である。これらを学術的背景に唇顎口蓋裂が原因の複雑な裂形態に合わせたオー
ダーメイドの骨伝導性を有する吸収性足場材料の製作を試みる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では唇顎口蓋裂患者の顎裂治療に適したオーダーメイドの新規足場材料の探索を行う
ことを目的とする。以下に学術的独自性と創造性を示す。 
1）骨伝導性を有するオーダーメイド吸収性足場材料の開発 
申請者らは、ポリ乳酸等の生体高分子を紡糸し、CT データを元にして織ることで任意の 3 次元
形状へと整形する特殊技術を保持している。すなわち、唇顎口蓋裂を原因とする複雑な裂形態に
合わせてオーダーメイドで足場材料を製作できる。 
また、歯質の切削等に用いられている歯科用の Er:YAG レーザーユニットを開発し、-TCP タ
ーゲットに純水を浸透させ、Er:YAG-パルスレーザー（Er:YAG –PLD）法で基板上に HAp 膜を
作製することに成功している。この技術を用いれば手術サイドで足場材料にアパタイトをコー
ティングすることができる。すなわち、術部形態に応じて細胞接着の必要性が高い部分を重点的
にコーティングできる。 
2）先天性ラット顎裂モデルを用いた骨増生のメカニズム解明と骨造成能の定量的評価 
最近、柳生らは先天性ラット顎裂モデルを開発した（J Tissue Eng Regen Med 2015; 9: 276–
285）。ラットは、下顎正中部に先天的に存在する自然には閉鎖しない顎裂欠損領域が存在する。
申請者らは、その顎裂欠損領域に自家骨や様々な人工骨を移植し、その骨再生メカニズムを明ら
かにし、唇顎口蓋裂治療に適した足場材料を探索することが可能であると考えた。すでにビーグ
ル犬を用いた人工顎裂モデルは確立されている。しかし、費用や倫理面から様々な条件で作製し
た新規の足場材料をスクリーニング評価することは困難である。 
 
３．研究の方法 
Er:YAG パルスレーザーによる HAp の堆積とその後の加水分解の過程を経て、ポリカプロラク

トン（PCL）多孔質足場上に HAp をコーティングすることを試みた。PCL への HAp のコーティン
グは、走査型電子顕微鏡（SEM）、X 線回折装置、X 線光電子分光法、フーリエ変換赤外分光法に
て確認された。ラット骨髄由来間葉系幹細胞（rBMSCs）を PCL または HAp-PCL ディスク/足場に
播種した。ディスクを用いた初期接着と細胞の生存率を、DNA 含有量アッセイと live/dead アッ
セイで評価した。加えて、蛍光染色、SEM、DNA アッセイにより、足場への細胞の接着と増殖を評
価した。8 週齢の F344 雄ラットの頭蓋骨にトレフィンバーとハンドピースを用いて、臨界サイ
ズの骨欠損を形成した。形成した骨欠損部に、各足場（PCL または HAp-PCL）を埋入した。埋入
2、4、8 週後にラットを安楽死させ、欠損組織周囲の頭蓋骨を採取し、マイクロコンピュータ断
層撮影（μCT）により骨形成を定量的に評価した。ヘマトキシリン・エオジン染色、アルカリホ



スファターゼ染色、Von Kossa 染色、von Willebrand 因子の免疫染色、オステオカルシンの免疫
蛍光染色を行い、顕微鏡観察した。 
 
４．研究成果 
1. PCL 多孔質足場へのハイドロキシアパタイトコーティング  
Er: YAG PLD 法による PCL 多孔質足場へのハイドロキシアパタイトコーティングには 2つの処

理がある。一つは-TCP をターゲットとした Er: YAG パルスレーザーの照射で、-TCP 微粒子を
PCL 繊維上に析出させる。もう一つは加水分解で、-TCP からハイドロキシアパタイトへの構造
変換を誘導し、最終的にハイドロキシアパタイト被覆 PCL を得る。走査型電子顕微鏡（SEM）で
観察したところ、処理前の PCL 繊維の表面は平滑であった（図 1A(a-c)）、一方、照射処理後の
繊維表面には微粒子が均一に析出していた（図 1A(d-f)）。加水分解処理後、微粒子の外観はブ
ロック状から針状へと変化した（図 1A(g-i)）。X 線回折(XRD)により、-TCP(JCPDS NO.09-0348)
とハイドロキシアパタイト(JCPDS NO.72-1243)の代表的なパターンが、それぞれ照射処理と加
水分解処理後に出現することが明らかになった(図1B)。加水分解処理後のX線光電子分光（XPS）
では、リン酸カルシウム由来のピーク（O1s、Ca2p、P2p）が検出され、Ca/P 比は 1.44 と計算さ
れた。ハイドロキシアパタイトの一種であるカルシウム欠損ハイドロキシアパタイトの Ca/P 比
と同等であった（図 1C）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 1（A）. 照射および加水分解処理前（a-c）と処理後（d-f）の PCL 多孔質足場の SEM 像。 

図 1（B）照射および加水分解処

理前と処理後（d-f）の PCL 多孔

質足場の XRD 回折結果 

図 1（C）加水分解後の XPS チャート 



ラット間葉系幹細胞（rBMSCs）を PCL ディスクならびに HAp-PCL ディスクに播種し in vitro
実験を行った。その結果、HAp-PCL ディスクでより良好な初期細胞接着が観察された。一方、多
くの rBMSCs は、HAp コーティングの有無に関係なく、ディスク上で生存していた。さらに、rBMSCs
はどちらの足場にもよく接着し、増殖した。in vivo の実験から、HAp コーティングは骨形成を
促進し（図 2A,B,D）、HAp-PCL グループの新生骨の量は、どの時点でも PCL グループより有意に
高いことが判明した（図 2C）。これは、HAp の優れた骨再生能に加え、足場表面の水濡れ性が向
上したためと考えられる。 
 この研究にはいくつかの限界がある。この研究では PCL の完全な分解は観察されなかった。分
解の遅れは、理想的な組織再生を物理的に妨げる。今後、足場作製に用いる材料の分解挙動を評
価し、最適化する必要がある。また、細胞動態の観点からみた骨形成の詳細なメカニズムは、現
在のところ不明な点が多い。骨芽細胞や血管内皮細胞が足場中でどのように出現するのか、今後
の研究で明らかにする必要がある。  

 
図 2. PCL または HAp-PCL をラットの臨界サイズの頭蓋骨骨欠損に移植して 2、4、8 週間後の骨
形成の CT 分析。 
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