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研究成果の概要（和文）：水平的骨増生などの骨再生が困難な部位では確実な骨崔背は望めない．それゆえ骨形成を促
進させるハイブリッド生体材料の開発が強く望まれ，骨分化誘導促進作用を有するポリリン酸と組織形成促進作用を持
つbFGFをハイブリッドさせた新規人工骨の開発を行った．細胞実験において，ポリリン酸とbFGFの相互作用の確認およ
び動物実験において，骨形成促進効果を確認した．これにより，骨形成を確実とする新規生体材料の開発を達成した．

研究成果の概要（英文）：In difficult situation of bone augmentation such as horizontality bone regeneratio
n, development of newly habrized biomaterials with bone formation promoting effective is demanded. we dete
rmined the optimum chain length of poly(P) binding to bFGF, we developed a composite of poly(P) and bFGF w
ith IP-CHA as an innovative artificial bone for predictable bone regeneration. that in vitro study, poly(P
) and bFGF promote osteoblast activities as interaction efforts. Also in vivo study, poly(P) and b FGF com
bined onto IP-CHA were established promoted bone formation.
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１．研究開始当初の背景 
歯の喪失に対する補綴治療法として，イン

プラント補綴は広く認知され，その需要の高
まりは増加傾向にある．良好なインプラント
治療の達成には，埋入される部位の良好な骨
量および骨質が必要となる．骨量が不足する
場合，インプラントの骨支持が不良となるこ
とやフィクスチャーの露出による審美障害
をきたす原因となり，有効な対処治療が必要
となる． 
骨量が不足する場合には骨移植材を用い

た骨増生法を適応することで骨欠損部の骨
再生を行う．現在，自家骨が最も優れた移植
材として認知されているものの，その適応に
は供給能の限度ならび供給床への外科的侵
襲などの問題が残されており，それに代替す
る生体材料の開発，適応が行われている． 
骨の再生は，周囲骨および血管からの間葉

系幹細胞の凝集，増殖が起こり，骨形成タン
パク（BMP）などによる骨分化誘導により骨
芽細胞へ分化されることにより骨組織の形
成が行われる．この骨形成のメカニズムは，
幹細胞の存在や成長因子および栄養供給が
重要であり，それらは主に骨組織の骨髄や周
囲血管からの供給により支持される．しかし
ながら，大規模な骨欠損や水平性の骨吸収に
対する骨増生では移植床からの血管栄養供
給が乏しくなることから，生体材料を用いた
確実な骨増生の達成はいまだ困難であり，こ
の問題を解決するため，成長因子などを応用
したハイブリッド生体材料の開発が望まれ
る． 
繊維芽細胞成長因子（bFGF）は細胞増殖

作用および血管新生促進効果を有しており，
創傷の治癒起点に重要な役割を担っている．  
一方，生体高分子であるポリリン酸はその

鎖長構造により様々な生理活性効果を示す
ことが報告されており，その鎖長構造を 60
前後とした中鎖型ポリリン酸は，bFGF 受容
体に接合することによりbFGFの作用を安定
化させその効果を増強させることが知られ
ている．また骨芽細胞にポリリン酸を作用さ
せることでその石灰化が促進される効果も
実証されている．  
そこで，bFGF と中鎖型ポリリン酸を組み

合わせることで相互活性作用が期待できる
のではないかと考え，骨伝導能に優れた連通
多孔性ハイドロキシアパタイトに導入する
ことで，優れた骨形成促進効果を持つハイブ
リッド生体材料の開発に着想した．  

 
２．研究の目的 

bFGF とポリリン酸を組み合わせたハイブ
リッド人工骨を開発し，in vitro において骨
芽細胞用細胞への増殖および骨分化誘導に
及ぼすメカニズムを明らかとし，in vivo にお
いてその骨形成促進効果を明らかとするこ
とで，新規ハイブリッド生体材料としての有
効性を明らかとすることとした． 
 

３．研究の方法 
本研究計画では平成 24 年度は細胞実験によ
る検証を行い．平成 25 年度では動物実験に
よる検証を行い，これらを統括し研究課題の
有効性を明らかとした． 
平成 24 年度；細胞実験 
評価に用いる細胞はマウス骨芽細胞

（MC3T3-E1 細胞）を用いた．添加成長因子と
して中鎖型ポリリン酸（平均鎖長 60），bFGF-2
を準備した．これらにより細胞増殖および骨
分化誘導促進効果の評価を行った． 
培養培地は，α-MEM培地にウシ胎児血清10％，
抗生剤（ストレプトマイシン）の基礎培地内
に規定に従いアスコルビン酸，βグリセロー
ル，デキサメタゾンを添加した骨分化誘導培
地を準備した．培養条件は下記の通りに設定
した． 
実験条件 
①ポリリン酸群；ポリリン酸 10µg/ml 添加 
②bFGF 群；b FGF 30µg/ml添加  
③ポリリン酸+bFGF 群；それぞれ添加 
④control 群;リン酸緩衝液 10µg/ml添加 
 
分離した細胞を各デッシュに播種（5000/ml）
し，3日毎にPBSによる洗浄(3times)を行い，
培地交換の際に各条件の成長因子の添加を
行った．細胞増殖の測定はMTT分析法にて１，
３，５，７日培養期間において，細胞増殖促
進効果を評価した．骨分化誘導の測定は３，
７，１４日培養期間においてアルカリフォス
ファターゼ活性測定ならび２１，２８日培養
期間においてアリザリンレッドS染色にて石
灰化度の評価を行った． 
以上の方法により in vitro でのポリリン酸
と bFGF の骨芽細胞に及ぼす細胞増殖ならび
骨分化誘導・石灰化促進効果の有効性ならび
メカニズムを検証した． 
 
平成 25 年度；動物実験 
実験動物には雄性ニュージーランドホワ

イトラビット（17 週齢）を用いた．担体には
円柱状連通多孔性ハイドロキシアパタイト
（IP-CHA；気孔率 75％，焼結温度 1200℃，
圧縮強度１２Mpa）をカスタムメイドにて準
備した．この円柱状 IP-CHA をポリリン酸溶
液および bFGF 溶液に単独浸漬および混合浸
漬させることで成長因子を含浸させたハイ
ブリッド生体材料を準備した．埋入条件は各
条件の溶液に浸漬させ下記のとおりとした． 
①ポリリン酸群（10µg/ml溶液に浸漬） 
②bFGF 群（30µg/ml溶液に浸漬） 
③bFGF+ポリリン酸群 
④IP-CHA 群（control，生理食塩水に浸漬） 
 
Ⅰ大腿骨での検討； 
全身麻酔化においてラビット大腿骨内に骨
窩（直径：3mm，深さ 5 ㎜）を形成し，準備
した各移植材をそれぞれ埋入した．埋入後は
吸収性糸にて筋膜および粘膜での縫合を行
い，感染予防のため抗菌剤を筋肉注射にて投



与した．埋入から 2週後に動物から移植材を
含む骨ブロックを採取し，通法にしたがい脱
灰薄切標本を製作し，ヘマトキシリン・エオ
ジン染色を行った．組織学的評価として光学
顕微鏡による観察および組織形態計測評価
を行った．組織学的評価は下記の算定式によ
り求めた． 
新生骨骨面積率＝IP-CHA 気孔内骨組織面積/
気孔内総組織面積 
 
Ⅱ頭頂骨での検討； 
埋入条件は下記のとおりとした． 
①ポリリン酸群（10µg/ml溶液に浸漬） 
②bFGF 群（30µg/ml溶液に浸漬） 
③bFGF+ポリリン酸群 
④IP-CHA 群（control，生理食塩水に浸漬） 
全身麻酔化においてラット頭頂骨を露出さ
せ骨窩（直径：3mm，深さ１㎜）を形成し，
準備した各移植材を設置（アンレータイプ）
した．設置時，血管栄養の確保のため移植床
底面位骨線香を 2カ所行った．その後吸収性
糸にて粘膜での縫合を行い，感染予防のため
抗菌剤を筋肉注射にて投与した．観察期間中
は移植材料の動揺が行らないように留意し
た．埋入から 6週後に動物から移植材を含む
骨ブロックを採取し，通法にしたがい脱灰薄
切標本を製作し，ヘマトキシリン・エオジン
染色を行った．組織学的評価として光学顕微
鏡による観察を行った．  
 
４．研究成果 
細胞実験結果： 
細胞増殖試験の結果では，bFGF群およびbFGF
＋ポリリン酸群は有意に高い細胞増殖促進
効果を示した．骨分化誘導試験の結果では
ALP 活性およびアリザリンレッド S 染色にお
いて，ポリリン酸群および bFGF＋ポリリン酸
群は有意に高い値を示し，濃染した石灰化を
確認した．これらの結果は，bFGF 単独では細
胞増殖促進効果，ポリリン酸単独では骨分化
誘導促進効果を示し，これらの相互作用を期
待しポリリン酸と bFGF を併用させることで
細胞増殖促進機能ならびに骨分化誘導促進
機能を付与させるメカニズムが明らかとな
った．以上より，ポリリン酸とｂFGF を併用
することで，細胞増殖促進効果ならび骨分化
誘導促進効果が骨形成部で達成されること
により，骨欠損部での骨再生が確実なものと
なることが示唆された． 
動物実験の結果； 
Ⅰ 大腿骨での検討 
組織所見において bFGF 群，ポリリン酸群お
よび bFGF+ポリリン酸群の気孔内は多くの新
生骨組織の形成が認められた（図１）．骨面
積率の測定結果では bFGF 群，ポリリン酸群
が bFGF 群，ポリリン酸群および control 群
に対して有意に高い値を示した（P＜0.05，
図 2） 
 
Ⅱ 頭頂骨での検討 

FGF+ポリリン酸群の気孔内は底部から上部
に向けての新生骨組織の形成が認められた．
一方，bFGF 群およびポリリン酸群では骨形成
は下方部にのみ認められ，水平性骨増生は不
確実であった．IP-CHA 群の気孔内は繊維性結
合組織で占められ骨形成は認められなかっ
た．  
以上より，骨再生における bFGF とポリリ

ン酸の相互活性作用を明らかとし（図３），
骨形成が不確実な水平的骨増生の症例にお
いて，これらを用いたハイブリッド生体材料
を適応することで，血管新生，細胞増殖およ
び分化誘導の促進効果が達成でき予知性の
高い骨形成を可能とする新規人工骨の開発
が行えることが明らかとなった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 組織学的観察 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 新生骨骨面積率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  明らかとなった骨再生に及ぼすポリ
リン酸と bFGF の相互活性作用 
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