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研究成果の概要（和文）： 

骨再生時の血管新生をマイクロ CT と血管造影法を併用し，自然閉鎖可能な骨欠損（非臨界

骨欠損）と自然閉鎖不可能な骨欠損（臨界骨欠損）の再生過程における血管新生の動態につい

て，ラット骨欠損を用いて分析した。その結果，骨再生時の新生血管は，非臨界骨欠損では骨

欠損部全体に広がるように形成されたが，臨界骨欠損では欠損部全体には広がらなかった。血

管新生と骨再生との間には，正の相関性を認めた。ラット骨欠損では，血管新生量と骨再生量

に高い相関性が認められ，血管新生が骨再生を調節している可能性が示唆された。とくに，非

臨界骨欠損においては血管新生が完全な骨再生を誘導することがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

. This study evaluated angiogenesis in rat non-critical and critical calvarial flat bone defects using in vivo 

micro-CT. Critical- and non-critical-sized calvarial bone defects showed bone regeneration and 

angiogenesis around the midsagittal suture. New blood vessel networks were observed around defects of 

both sizes. Angiogenesis preceded bone regeneration around critical- and non-critical-sized calvarial 

bone defects. Angiogenesis led to full bone formation in non-critical-sized defects 
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ためには再生因子（細胞，足場，増殖因子）

の適切な作用が必要である。研究者は，再生

困難な骨外側（垂直）方向の骨再生を検討す

ることを目的とし，規格化した中空スペース

内の骨再生についてウサギおよびラット

GBA（guided bone augmentation）モデルを用

いて，各種再生因子の作用について検討して

きた。その結果，骨髄穿通による細胞供給，

適切な足場としての移植材の種類やその形

態，さらに増殖因子を添加することによって

骨再生が促進された。しかし，常に十分な量

と質の再生骨が得られなかった。とくに，組

織末梢の方向で再生組織が不十分となる傾

向があり，再生因子や栄養が十分に供給され

なかったのではないかと考えた。そこで，申

請者は再生組織に栄養や再生因子を供給し

ている新生血管と骨再生の関係についての

検討することに着想した。 

 

２．研究の目的 

再生医療にとって重要かつ不可欠なのは，

移植細胞や組織の生着であり，そのためには

移植細胞や組織では血管新生をいかに誘

導・制御するかが重要である。本研究では骨

再生過程における血管新生に着目し，そのメ

カニズムについて解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験材料 

①実験動物 

本研究では，7 週齢の雄性 Fischer ラット 

40 匹を用いた。ラットは午前 7 時点灯， 12 

時間明暗サイクル，室温 23 ± 2°C，相対湿度 

55 ± 5% に設定した恒温恒湿の環境下でラッ

ト用固型飼料と水道水を自由に摂取させて

飼育した。また，2 週間の予備飼育を行い，

全身状態が健康であることを確認した。 

②造影剤 

造影剤は，非イオン性造影剤であるイオパ

ミドール，およびシリコーンラバー系造影剤 

(MICROFIL
® 

injection compounds) を使用し

た。シリコーンラバー造影剤は，通法に従い

本剤と希釈剤を 4 対 5 の割合で混和し，硬

化剤を 5% 加えて調合した。 

(2) ラット骨欠損モデル 

①麻酔 

ラット腹腔内に 0.6 ml/kg ペントバルビタ

ールナトリウムを注射し，全身麻酔を施した。

ついで，手術野の頭頂骨相当部を剃毛し，同

部に 1/80,000 エピネフリン含有の 2% キシ

ロカインで局所麻酔を行った。 

②実験母地の形成 

矢状縫合に沿う切開を施し，筋層および骨

膜を剥離した。左右の頭頂骨を露出させ，正

中縫合を避けて，右側に直径 5.0 mm の臨界

骨欠損と左側に直径 2.7 mm の非臨界骨欠

損をトレファインバーで形成した。 

 その後，骨膜および皮膚をそれぞれ 4-0 吸

収性縫合糸を用いて縫合した。手術後の感染

予防のため，縫合部にペリオフィールを貼薬

し，さらにペニシリン G カリウム (2,500,000 

IU/5 ml; 0.1 ml/kg, シグマ) を 1 回筋肉注射

した。実験期間は 28 日とし，予備飼育と同

様の環境下で飼育を行った。 

(3) マイクロ CT による撮影 

ラットに全身麻酔を施し，0，7，14，21，28 

日に実験動物用 3D マイクロ CT (マイクロ 

CT) を用いて当該部の撮影を行った。撮影条

件は，管電圧 90 kV，管電流 88 μA，照射時

間 17 秒，voxel size 30 × 30 × 30 μm とした。

また，撮影時は骨底面が基準平面 (水平面) 

と平行になるように，マイクロ CT 内での試

料方向を調整した。 

(4) 血管造影 

 施術後 7，14，21，28 日まで 1 週間に 1 

回，ラットに全身麻酔を施した後，腹腔内に

局所麻酔を施し，還流固定法に準じた方法に



より脱血した後，10% 中性緩衝ホルマリン液

を用いて全身を固定した。その後，2 種の造

影剤 20 ml を 2 ml/min の速度で自動注入器 

(シリンジポンプ) で心臓から注入し，その後 

4°C の冷暗所で 12 時間保管した。 

(5) マイクロ CT 断層像の観察と解析 

術後の骨再生と血管新生についての定量

的評価を i-VIEW (モリタ) によって，3 軸方

向，とくに矢状方向 (Y) と前頭方向 (Z) の

断層像を分析した。骨体積計測ソフト (北千

住ラジスト歯科) を用いて，術後の骨再生と

血管新生についての定量的評価を行った。 

骨定量にあたっては，断層像から得られる

ヒストグラムで，周囲軟組織と明らかな硬組

織 (既存骨) それぞれの放射線吸収度のピー

ク値を求め，その中間値を術後再生した骨の

放射線吸収度の下限とした。この値を基準と

して，各週，臨界および非臨界の骨欠損 5 例

ずつの CT データについて，関心領域におけ

る再生骨量を測定し，骨欠損中の再生骨量の

割合を算出して，骨再生率とした。 

一方，新生血管量は，血管造影前後の CT 

データ (差分) をもとに算出し，骨再生率と

同様に，骨欠損中の血管新生量の割合を算出

し，血管占有率とした。 

(6) 全載標本における新生血管の定量 

 シリコーンラバー造影剤の硬化後，骨欠損

部および周囲組織を含む頭部組織を一塊と

して切り出し，全載標本とした。この標本を

シャーカステン上で脳硬膜側よりデジタル

撮影し，解像度 600 dpi のデジタル画像とし

た。画像解析ソフトの自動選択ツールによっ

て，組織学的形態および色調を指標として血

管新生量のピクセル数を計測した。この血管

新生量から，骨欠損部における血管新生量の

割合 (%) を算出し，血管占有率とした。  

(7) 組織標本の作製 

術後 14 日および 28 日のイオパミドー

ル造影例ではマイクロ CT 撮影後に，周囲組

織を含む頭頂部組織を採取し，さらに，同固

定液に 3 週間浸漬した。そして，Morse の

脱灰液で 24 時間の脱灰を行った後に，通法

に従ってパラフィン包埋し，矢状縫合に平行

で厚さ約 5 μm の切片を作製し，ヘマトキシ

リン・エオジン染色を施した。 

(8) 統計学的分析 

 骨再生率と血管占有率の経時的変化を調

べるために，Peason の相関係数および決定係

数を求めた。また，骨再生率と血管占有率の

関連性を検討するために，各群における割合

を昇べき順にプロットしたグラフを作成し

た。 

また，臨界と非臨界骨欠損における骨再生

率 お よ び 血 管 占 有 率 の 比 較 に は 

Mann-Whitney U 検定を用いてそれぞれ危険

率 5% 未満を有意差として統計処理を行っ

た。 

 
４．研究成果 

(1) 臨床所見 

すべてのラットの施術部に感染や炎症は

認めず，術後の経過は良好であった。 

(2) マイクロ CT 所見 

 臨界骨欠損 

新生血管は術後 14 日から骨膜側および

既存骨辺縁から骨欠損内に向かって増加し

ていき，術後 21，28 日では骨欠損内に広く

分布していた。しかし，再生骨は術後 21 日

で既存骨辺縁にわずかに認められるのみで

あった。 

非臨界骨欠損 

新生血管は術後 7 日から認められるよう

になり，骨膜側および既存骨から骨欠損内部

に向かって経時的に増加していき，術後 28 

日では骨欠損内に広く分布していた。再生骨

は術後 7 日から既存骨辺縁に認められ，術

後 28 日で骨欠損の約半分が再生骨で満た



されていた。（図１） 

 

図１：血管新生および骨再生 

(3) 組織学的所見 (図２，３) 

 臨界骨欠損 

 術後 14 日では，骨欠損部は結合組織でほ

ぼ満たされていた。術後 28 日では再生骨が

わずかに増加し，血管はその周囲の結合組織

に認められた。 

非臨界骨欠損 

術後 14 日で骨欠損内では結合組織が広

がり，再生骨は既存骨辺縁部にわずかに認め

られるのみであった。術後 28 日では，骨欠

損部は骨組織で満たされ，この再生骨組織に

は多数のハバース管構造が認められた。 

 

図２：術後 14 日の組織切片 

 

図３：術後 28 日の組織切片 

(4) 定量的評価 

全載標本で計測した血管占有率は，臨界お

よび非臨界骨欠損において術後 7 日から術

後 28 日の期間では，経時的に血管の増加を

認め，両群間に有意差が認められた。 

マイクロCT によって定量した血管占有率

および骨再生率は術後 28 日まで，臨界骨欠

損および非臨界骨欠損群ともに経時的に増

加する傾向を示した 。 

血管占有率と骨再生率は，臨界および非臨

界骨欠損いずれにおいても，正の相関関係を

認めたが，とくに非臨界骨欠損で高い相関性

を認めた。 
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