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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、従来ほとんど検討されていなかったオステオンの形成・再生機構を解明し
、さらに新規の生体材料技術を用いてオステオン形成・再生機構を生体内で再現することにより、これまで難しかった
成熟骨基質形成を誘導するin situ骨再生技術を確立することである。そのため、ヒトと同様にオステオン構造が見ら
れるイヌ（ビーグル）の実験モデルを使用し、成長因子・サイトカインを添加した皮質骨誘導型人工骨の有用性を検証
した。さらに、このような皮質骨誘導型人工骨を新規吸収性メッシュトレーに入れてin situ再生骨組織を作製し、ビ
ーグル骨欠損モデルに移植して、その有用性を検証した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the mechanism of osteons formation and reg
eneration that has never been studied and in vivo osteons formation and regeneration mechanism using novel
 biomaterials technologies. Therefore, we establish the in situ bone regeneration techniques to induce mat
uration bone matrix formation that was difficult until now. Thus, we examined the utility of cortical bone
 induced artificial bone with the addition of growth factors or cytokines by using the experimental dog (B
eagle) model which found osteons structure in the same as human.
Furthermore, we prepared in situ regenerative bone tissue, which placed in a new absorbable mesh tray cort
ical bone induced artificial bone, and implanted in beagle bone defect model to verify their usefulness.
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１．研究開始当初の背景 
口腔周囲には、下顎骨、上顎骨、口蓋骨、

篩骨、鋤骨などといった複雑な形状を持った
骨が多数存在し、これらの骨が複合して顎・
口腔領域のフレームワークを構成する。上記
の骨は、顔面の形状保持、歯の力学的支持、
その他、咀嚼、発声、構音などに重要な役割
を果たすが、このような多岐にわたる機能を
果たすためには、骨が複雑な形状を維持する
とともに、十分な力学的強度を保持すること
が不可欠である。したがって、これらの骨に、
癌や腫瘍の手術侵襲、外傷、先天性形態異常
や歯周病といった疾患で欠損を生じた場合、
欠損に対する治療としては、骨の生理的な 3
次元形状と各種機能を支持する力学的強度
の再現が必須となる。元来、骨は外殻となる
皮質骨と内部の海綿骨によって構成されて
いる。皮質骨はヒトをはじめとする大型哺乳
類で発達が目覚しく、躯体の支持、筋力の伝
達、外力からの防御などといった力学的な機
能の本質的な部分は皮質骨が担っていると
考えられる。さらに、ヒトとはじめとする大
型哺乳類の皮質骨には、小型哺乳類やそれ以
外の脊椎動物で見られない、オステオン構造
が見られる。オステオンは、脈管系が長軸方
向に貫通するはハバース管と、それを中心に
同心円状にとりまく骨細胞によって構成さ
れる。近年、骨細胞は骨の維持や代謝に重要
な役割を果たすことが明らかになってきた
が[Tatsumi et al Cell Metab 2007]、オス
テオンはこのような骨細胞を豊富にふくみ、
かつ骨細胞が整然と同心円状に配列された
構造をとっている。したがって、生理的な 3
次元形状の再現に加え、このオステオン構造
を含有する成熟した皮質骨の再生が、歯の力
学的支持、咀嚼、発声、構音などといった口
腔外科の臨床ニーズを適えるために不可欠
な条件であると申請者らは考えた。 
 
２．研究の目的 
口腔周囲には複雑な形状を持った骨が多

数存在し、顔面の形状保持、歯の力学的支持、
その他、咀嚼、発声、構音などに重要な役割
を果たす。これらの骨は癌や腫瘍の手術侵襲、
外傷、先天性形態異常や歯周病といった疾患
で欠損を生じるが、欠損に対する治療として
多岐にわたる機能を再建するためには、オス
テオン構造を含有する成熟皮質骨の再生が
不可欠である。本研究では、従来ほとんど検
討されていなかったオステオンの形成・再生
機構を解析し、この知見を応用した新規の生
体材料技術を用いて、オステオンを含有する
皮質形成を生体内で再現する。本研究の目的
は従来なしえなかった成熟骨基質形成を誘
導する in situ 骨再生技術を確立することで
ある。 
 
３．研究の方法 
1, セラミック／ポリマーコンポジットメ

ッシュの条件設定 

セラミック／ポリマーコンポジットをメ
ッシュとして使用するための条件設定を行
った。まず、βTCP と PLGC の混合比や混合方
法など、成分条件を変えた数種類の素材を作
製し、これらの素材を用いて厚さ、開口形状、
開口率など、材型条件の異なる数種類のメッ
シュを作製した。それらのメッシュに対し、
力学的強度、生分解性、分解産物の pH なら
びに成分などを評価し、顎顔面組織の形態保
持に必要な成分条件、材型条件を設定した。 
 
2,海綿骨細片(PCBM)を用いたビーグル骨区
域欠損に対する移植実験 
ビーグル下顎骨欠損モデルの作製をおこ

なった。ビーグル(1 歳齢)の下顎に骨区域欠
損を作製する。PCBM は、切除した下顎および
新たに採取した腸骨から作製した。１で検討
したセラミック／ポリマーコンポジットメ
ッシュを移植時に熱変形させて、欠損部と同
等の形状を付与した。メッシュで作ったトレ
ーに PCBM を充填して in situ 再生骨組織を
作製し、下顎欠損部に移植し、移植後摘出し、
骨再生の評価をおこなった。評価にはマイク
ロ CT による画像評価や組織学的評価、など
を行い、オステオン構造を有する成熟した皮
質骨の形成を観察するほか、組織の一部を採
取し生化学評価をおこなった。 
 

3,皮質骨再生における成長因子ならびにサ
イトカインの分泌変化の評価 
２における顎骨修復過程は、皮質骨再生モ

デルとして、オステオンの再建、再生の分子
機構を解析することが可能である。移植後摘
出した再生組織から蛋白や遺伝子を採取し、
成長因子ならびにサイトカインを計測した。 
 

4,徐放化した成長因子・サイトカインを含有
した硫酸カルシウム顆粒の作製 
PCBM の代替となる生体材料の検討を行う。

この生体材料は、骨伝導能と骨誘導能の両者
を具備する必要がある。そのため、薬剤の徐
放化が可能で、生体吸収性を調整できる硫酸
カルシウム系素材を用いた。3 項で変動が認
められた成長因子あるいはサイトカインの
経時的変化を再現するよう、因子の濃度なら
びに硫酸カルシウム系素材の製造条件を検
討し、素材は顆粒状に加工した。顆粒状素材
を細胞外液に浸漬し、顆粒径、力学的強度、
溶出ミネラル濃度、溶出因子濃度、などの経
時的変化を評価し、これらの結果から、徐放
化した成長因子・サイトカインを含有した硫
酸カルシウム顆粒の作製条件を最適化し、皮
質骨誘導型人工骨の確立をおこなった。 
 
5,ラットを用いた皮質骨誘導型人工骨によ
る骨形成実験 
Fisher344 ラット(7 週齢オス)に、４項で

検討した皮質骨誘導型人工骨を移植した。硫
酸カルシウム系素材の形状はφ5X2 mm とし、
ラットの背部に移植した。移植後、組織を摘



出し、骨再生を評価した。評価にはマイクロ
CT による画像評価、または組織学的評価、な
どを行った。 
 
6,皮質骨誘導型人工骨を用いた in situ 再生
骨組織のビーグル移植実験 
2 項と同様のビーグル下顎骨欠損モデルを

作製した。ビーグルの下顎に骨区域欠損を作
製する。1 で検討したセラミック／ポリマー
コンポジットメッシュに欠損部と同等の形
状を付与し、4 項で検討した皮質骨誘導型人
工骨を充填して in situ 再生骨組織を作製し、
下顎欠損部に移植しチタンスクリュースク
リューで固定し、移植後 2 週、１ヵ月、2 ヶ
月で X線撮影をし、骨再生を評価するととも
に、移移植後 2ヵ月で移植組織を摘出し、マ
イクロ CT 撮影、組織学的評価、などを行い、
成熟した皮質骨の形成を観察した。 
 
４．研究成果 
研究初年度の成果として、研究計画、方法

の１および２項のセラミック/合成ポリマー
メッシュの条件設定を行った。β-TCPと PLGC
の混合比率の設定、メッシュの厚さ、気孔径
の設定を行い、力学的強度、生分解性を評価
した。これにより、セラミック/合成ポリマ
ーメッシュの製造条件を決定した。 
ついで、本研究において非常に重要な成長

因子の徐放化システムについて検討を行っ
た。代表的な骨形成性成長因子の一つである
FGF-2 を用いて、吸収性材料に内包し、成長
因子含有顆粒を作製した。顆粒作製に関して
は、成長因子溶液を固層化する方法を検討し、
作製に成功した。また、成長因子活性を維持
するために、保護剤としてさまざまな生体材
料の検討を行った。それぞれの生体材料を、
固層化に用いられる有機溶剤に対しての成
長因子活性の影響を検討したところ、ヘパリ
ン、BSA などといった生体材料を保護剤とし
て使用することにより有機溶剤の影響はほ
とんどなく、成長因子活性も多保持すること
ができ、成長因子含有顆粒の作製方法に重要
な知見を得ることができた。また、これらの
製造法によって作製された顆粒から抽出し
た液性成分から、成長因子の濃度を測定した
ところ、ヘパリンを用いた製造で作製された
顆粒が最も成長因子含有率が高かった。加え
て、細胞増殖を検討するため、ヒト軟骨細胞
を 4x104 cells/6well plate, 2000 
cells/96well plate で播種し、顆粒抽出溶液
を段階希釈で培養液に添加し、1 週間培養を
行った結果、抽出液添加により効果的な増殖
が認められ、細胞生存率も基礎培地よりも有
意に高かったことから、これらの成長因子の
経時的な徐放を検討するために、in vitro の
実験系で 4 週までの成長因子の徐放量を
ELISA で測定したところ、経時的な徐放が認
められた。 
さらに、設定したセラミック/合成ポリマ

ーメッシュを用いて動物実験を行った。

Fisher344 ラットに、セラミック/合成ポリマ
ーメッシュをもちいた皮質骨誘導型人工骨
の移植を行った。対照として成長因子・サイ
トカインを含有しない素材のみを移植した。
移植後、骨再生の評価をマイクロ CT による
画像評価、組織学的評価などを行ったところ、
対照群と比較して良好な骨形成が認められ
た。ビーグルで骨欠損を作製し、同様な実験
をおこなったところ、皮質骨誘導型人工骨の
移植を行なった群で、良好な骨形成が認めら
れた。 
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