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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラット頭頂骨骨膜下に、HAPブロック上で骨髄幹細胞を培養した培養人工骨を
移植したものと、さらにこれに骨誘導再生(GBR)法を応用したものを、HAPブロック単体の場合と比較し、その効果を検
討した。その結果、培養人工骨を埋入することによって、より多くの骨形成が観察され、さらにGBR法を応用すること
で、骨形成量の増加傾向が認められ、骨形成期間の短期化が可能になることが示された。

研究成果の概要（英文）：This research sets 4 groups;the 1st group grafted the artificial bone, was 
cultured the bone marrow stem cells on the HAP block, the 2nd group applied guided bone regeneration(GBR) 
method to the cultured artificial bone, the 3rd group grafted the HAP block, and the 4th group applied 
GBR to the HAP block under the parietal bone of rat were investigated the effects. Extensive bone 
formation was observed in the 1st group in comparison with the 3rd group. Also, the efficacy of bone 
formation was observed in the application with GBR. It suggested that the cultured artificial bone and 
the application with GBR to it made possibly bone formation period shortnig.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、広範囲に及ぶ顎堤欠損に対して、顎
堤挙上がなされており、その多くで自家骨が
用いられ、良好な成績を上げている。しかし、
自家骨移植の場合、生体への２次的侵襲、骨
量や形態の制限などの問題点が報告されて
いる。そこで、骨代用材としての人工材料と
して、我々が、以前、生体適合性、骨伝導性
に優れていることを確認したハイドロキシ
アパタイト（HAP）を用いることにした。ま
た、HAP ブロックを骨膜下に埋入にした際、
ブロックと母床骨との間隙に線維性結合組
織が侵入し、骨形成が阻害されることから、
我 々 は 、 骨 誘 導 再 生 (Guided bone 
regeneration: GBR)法を応用し、GBR 膜とし
てポリテトラフルオロエチレン（e-PTFE）膜
（非吸収性膜）を、スペ−スメ−キング材料と
して HAP を用い、GBR 膜下での骨形成の検索
を行い、これまでの研究で、すでに良好な結
果を得ている。しかし、膜により同時に必要
な細胞成分の遮断も行い、スペース内に十分
骨芽細胞を誘導できないことも推察された。
そこで次に、ブロック上で骨髄幹細胞を培養
し、骨芽細胞へ誘導した培養人工骨を用いる
ことを考案した。この培養人工骨を用いるこ
とにより、膜によって完全に外部から遮断さ
れ、細胞成分が存在しない状況下においても
十分な骨形成が可能となることが期待され
る。 
 今回、人工材料として培養人工骨に着目し
たが、培養人工骨として、HAP 上で骨髄幹細
胞を培養し、これが骨再生に有効であるとい
う研究は以前よりなされている。また、動物
実験において、培養人工骨の軟組織への異所
性移植で、骨形成が確認されたとする報告は
なされているが、骨への同所性移植の報告で
も臨床報告が多く、基礎実験における報告は
あまりなされておらず、培養人工骨の移植に
おける骨再生機構は十分解明されていない。
さらにこの培養人工骨の移植にGBRを応用し
たとの研究はまだされていないため、骨再生
機構の解明と、GBR 法の効果の確認をするた
め、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、臨床において広範に吸収した顎
堤を再建することを目的に行う基礎研究で
あり、培養人工骨の移植における骨再生機構
の解明と、さらにこれに GBR 法を応用するこ
とによる効果を検討するものである。 
 
３．研究の方法 
（１）予備実験 
 ①培養人工骨の作製 
 Maniatopoulos らの方法に準じて、ラット
の大腿骨を摘出し、大腿骨骨断端より注射針
にて骨髄幹細胞を採取し、初代培養を行った。
１、２、３、４週間培養した後、アルカリフ
ォスファターゼ(ALP)活性（図１）、DNA 量（図
２）、Ca(カルシウム)量（図３）を測定し、

予備実験で、順調な骨形成が認められること
を確認した。 
 
 
 
 
 
図１ ALP 活性   図２ DNA 量 
 
 
 
 
 
図３ Ca 量 
また、初代培養を行い、付着した細胞を回
収した後、多孔質 HAP 気孔内で培養し、デキ
サメサゾンで誘導することにより、骨髄幹細
胞から骨芽細胞へ分化させ、培養人工骨を作
製した。 
②培養期間 
上記条件で、２、４週間培養して作製した
培養人工骨を、ラットの背部に埋入し、２週
間後、埋入部位である軟組織を摘出し、ALP
活性（図４）、骨組成のマーカーであるオス
テオカルシン(Oc)のタンパクの発現（図５）
を測定した。その結果、２週後には骨芽細胞
が増加し、その後４週にかけては骨細胞が増
加する傾向が認められた。 
 
 
 
 
 
 図４ ALP 活性   図５ Oc タンパク

発現量 
病理組織学的には、２週培養、４週培養とも
に、骨再生は、HAP 上部には認められるが、
HAP 中央部には認められず、骨量は、２週培
養の方が多い傾向にあった。本実験では、２
週培養の培養人工骨を用いることにした。 
（２）材料の埋入 
①埋入材料：直径５㎜、厚さ２㎜、焼成温度
１，２００℃の多孔質 HAP ブロックを埋入材
料として用いた。GBR 用膜として、本実験で
予定していた生体内吸収性のポリ乳酸（PLA）
膜は、予備実験において、生体内で明確な炎
症反応を示さないことは、病理組織学的にも
確認したが、滅菌や十分な成形が難しかった
ため、生体内非吸収性膜の e-PTFE 膜を使用
した。 
②埋入方法：ラット頭頂部皮膚に骨面に達す
る半月状の切開を加え、皮膚・骨膜を剥離し
た。以下の４群に関する実験を行った。４群
は、HAP ブロックを正中部頭頂骨上に位置し、
皮膚・骨膜を縫合したものをⅠ群、培養人工
骨を正中部頭頂骨上に位置し、皮膚・骨膜を
縫合したものをⅡ群、HAP ブロックを正中部
頭頂骨上に位置し、これを e-PTFE 膜で被覆
し、皮膚・骨膜を縫合したものをⅢ群、培養
人工骨を正中部頭頂骨上に位置し、これを



e-PTFE 膜で被覆し、皮膚・骨膜を縫合したも
のをⅣ群とした。培養人工骨は２週培養のも
のを使用し、実験期間は、２、８週とした。 
③データの解析：摘出した埋入部位である頭
蓋骨を試料とし、一部は、脱灰標本とし、ヘ
マトキシリンーエオジン染色（HE 染色）を施
し、HAP ブロックおよび e-PTFE 膜周囲の組織
反応を病理組織学的に検索した。また、培養
人工骨の生化学的分析、確認も行った。 
 
４．研究成果 
（１）生化学的分析 
 Maniatopoulos らの方法に準じて、２週間
培養して作製した培養人工骨に関してALP活
性、DNA 量の分析を行い、活性が認められ、
順調に骨芽細胞が増加していることが確認
された。 
（２）病理組織学的結果 
２週間後では、新生骨は母床骨側に認めら
れるが、Ⅱ群ではブロック上部にも新生骨が
認 め ら れ る も の も あ り 、 破 骨 細 胞      
も認められた。ブロック上部に比較すると、
ブロック中央部には新生骨は少なかった。ま
た、Ⅳ群では、新生骨がブロック中央部に認
められるものもあったが、Ⅱ群と比較して、
ブロック上部に認められる新生骨量は少な
かった。HAP と膜と母床骨との間隙にも、膜
の遮蔽効果による新生骨が認められた（図６、
７）。 
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図６ Ⅱ群２週組織像 
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図７ Ⅳ群２週組織像 

 
８週後では、４群ともに母床骨上に成熟し
た新生骨が認められた。また、Ⅰ群、Ⅲ群で
は、HAP 上部には新生骨はほとんど認められ
なかったが（図８、１０）、培養人工骨を用
いたⅡ群、Ⅳ群では、HAP 中央部から上部に
かけて成熟した新生骨が多い傾向にあり（図
９、１１）、Ⅳ群では、膜に接して新生骨を
認めたものもあった（図１１）。Ⅲ群、Ⅳ群
では、膜の遮蔽効果による新生骨も確認され、
Ⅱ群とⅣ群を比較すると、Ⅳ群の新生骨量が
多い傾向にあった。いずれも、HAP 内では新
生骨上に、多くの破骨細胞を認めた。４群を
比較すると、HAP と培養人工骨とでは、膜の
有無に関わらず、培養人工骨を用いた場合の
方が、新生骨はブロック中央部にも多く認め
られ、その量も多い傾向にあった。これは、
HAP 上で培養された骨芽細胞の効果であるこ
とが示唆される。 
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図８ Ⅰ群８週組織像 
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図９ Ⅱ群８週組織像 
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図１０ Ⅲ群８週組織像 
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図１１ Ⅳ群８週組織像 

 
 以上より、HAP 上で骨髄幹細胞を培養した
培養人工骨を埋入することによって、より多
くの骨形成が観察され、さらに、結合組織の
外部からの侵入を遮断するGBR法を応用する
ことで、新生骨量の増加傾向が認められ、骨
形成期間の短期化が可能になることが示さ
れた。この結果は、特に、骨芽細胞数の少な
い、あるいは活性の弱い高齢者や有病者には
多大な効果が期待でき、今後の骨再生医療へ
の貢献となるものと考えられる。 
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