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研究成果の概要（和文）：顎骨切除後欠損への低侵襲で効率的な顎骨再建治療の確立を目的に,新規開発された生体活
性力を有する生体吸収性足場材料の多孔質u-HA/PDLLA複合体と骨形成細胞として骨膜由来細胞に着目し,治療法開発に
向け研究を行った.In vitroにおいて,本足場材料の評価として,骨形成細胞の内部での増殖と分化能について検索をお
こなったところ,有意な細胞増殖と骨芽細胞分化亢進が明らかとなった.また,In vivoにてラットを用いた顎骨欠損モデ
ルに移植したところ,従来からの骨補填材料と比較し,有意な骨再生能が形態組織学的検索により明らかとなった.さら
に骨膜由来細胞移植は,骨再生を高める可能性が明らかとなった.

研究成果の概要（英文）：The purpose of this researh was to develop and apply feasible and less invasive 
surgical treatments for maxillofacial boney defects using novel bioactive and bioresorbale scaffold 
materials of uHA/PDLLA composite for bone regeneration therapy in combination use of priosteal derived 
osteogenic progenitor cells. In vitro study, we elucidated the osteogenic cells could induce cell 
viablitity, growth and osteogenic differentiation in this novel scaffold showing the feasibility as a 
maxillofacial boney regenerative scaffold material. Further, in vivo study, we developed an animal model 
of critical boney defect with a diameter of 4mm in mandible using a rat. Then we grafted this scaffold 
materials into boney defects. The morphological and histomorphological studies obtained in this study 
showed this novel scaffold might induce bioactive function of osteogenic activity inducing bone 
regeneration. Also the periosteal derived osteogenic cells might further induce bone regenerative 
effects.
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１． 研究開始当初の背景 
口腔外科領域において、顎口腔腫瘍切除な
ど各種手術治療により、比較的広範な顎骨欠
損とそれらへの再建治療を要する症例は多
い。再建には、従来から血管柄付き遊離骨移
植に代表される新鮮自家骨を用いた移植手
術が広く行われるが、外科的侵襲性と機能形
態的合併症は大きい。一方、医療材料工学の
進歩から、人工骨による顎骨補填材料の開発
が進み、ハイドロキシアパタイトやリン酸カ
ルシウム、コラーゲン材料などを応用した生
体親和性の比較的高い生体材料が開発され、
臨床で用いられている。しかしこれらの応用
は、顎骨の中の歯槽骨レベルでの非常に小さ
な骨欠損での骨増生・造成に関する研究がほ
とんどである。 
現在、再生医療が注目されるが、顎骨再生
については依然として細胞ソースをどこか
ら得るのか、再生の足場材料と成長因子など、
臨床応用性の高い組織工学的手法の確立が
急務であり、骨形成細胞-足場材料による広範
な顎骨再建に向けた有用性の高い複合体形
成の検索が求められている。 
  
２． 研究の目的 
そこで本研究では、新規に研究開発され、
整形外科領域等でその有用性データーが明
らかとされつつある、機械的強度と簡易加工
性を有し、また熱変形性能と骨伝導性および、
高い生体吸収置換性を有することから、顎骨
再生の足場材料として画期的新材料と考え
られる多孔質未焼成ハイドロキシアパタイ
ト(u-HA)とポリ-DL-乳酸（PDLLA）の複合
体（以下 u-HA/PDLLA複合体）を応用させ、
顎骨再生の足場材料としての有用性を検討
する。さらに、この足場材料に、近年安全か
つ高効率的な骨形成誘導が可能と考えられ
報告される、骨芽細胞前駆細胞である顎骨骨
膜由来細胞を応用し、より効率的な顎骨再
生・骨形成手法の確立について検索すること
は、今後の顎骨再生療法として有用性臨床応
用性が高く、顎骨欠損患者への骨再生治療法
確立に向けた実験的研究を目的とする。 
 
３． 研究の方法 
① In vitro検索： 
 u-HA/PDLLA複合体に関して、顎骨再生の
足場材料としての生物学的物性に関して評
価検討を行った。 
マウス頭蓋冠由来前骨芽細胞様細胞 cell 

line 株  (MC3T3-E1 細胞 ) を用いて、
u-HA/PDLLA 複合体内部での細胞増殖に関
して alamarBLUE® assay を用いて評価を
行った。また骨芽細胞分化に関して、定量的
評価目的に qRT-PCR を用いて骨芽細胞分化
の転写因子である Runx2、Osterix、分化マ
ーカーの Osteocalcin の発現を検討した。比
較対象には、同一組成で 3次元多孔質構造を
有さない緻密体HA/PDLLAを用いた。 
② In vivo検索： 

一方、In vivoにおける本新規 u-HA/PDLLA
複合体の顎骨再生の足場材料としての評価
検索が必要であるため、Sprague-Dawley
（SD）ラット（オス、10週齢：約 300‐330g）
を用い、下顎骨に直径 4mm の顎骨欠損モデ
ルを、トレフィンバーを用いて頬舌側貫通骨
欠損を作製し Critical bone defectモデルを
作製確立し研究に応用した。同部に
u-HA/PDLLA複合体（直径 4mm 厚さ 2mm
のディスク）を移植し、1、2、4、8 週にて
それぞれ 3個体づつ実験群、顎骨欠損のみコ
ントロール群 1個体づつを作製し、それぞれ
の術後期間にて安楽死を行い、研究検体検体を
採取し骨形態学的にMicoro-CTにて、また組
織学的および免疫組織学的に評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③ 顎骨骨膜由来細胞を用いた多孔質
u-HA/PDLLA と顎骨骨膜由来骨形成細胞複
合体による顎骨再生に関する In vivo検索： 
われわれの過去の方法に準じ、クローズド
コロニーにて繁殖された同一系統 SDラット
顎骨より採取した顎骨骨膜より Outgrowth
法にて細胞を培養増生させ、得られた細胞を
顎骨骨膜由来細胞として使用した。以降の諸
実験には２代目の継代細胞を使用した。この
顎骨骨膜由来細胞を Ex Vivo にて前述と同
様に多孔質 u-HA/PDLLA（直径 4mm 厚さ
2mm のディスク）内へ、2×104注入移植し
多孔質 u-HA/PDLLA－顎骨骨膜由来骨形成
細胞複合体を作製した。②と同様に、SD ラ
ット（オス、10 週齢：約 300‐330g）下顎
骨に作成した Critical bone defect部へ移植
し、1、2、4、8 週にてそれぞれ 2 個体ずつ
を作製し、それぞれの術後期間にて安楽死を
行い、研究検体検体を採取し骨形態学的に
Micoro-CTにて、また組織学的および免疫組
織学的に評価した。 

 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
① In vitro 検索： 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
・前骨芽細胞様細胞は、3次元 u-HA/PDLLA 複
合体にて、経時的に有意な細胞増殖能を示し、
また内部への細胞生着と増殖が確認された。
さらに骨形成培地に置き換えることで、石灰
化能が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
・多孔質 u-HA/PDLLA は、有意に前骨芽細胞
様細胞において、骨芽細胞転写因子活性
（Runx2、Osterix）および分化マーカー(オ
ステオカルシン)の発現増強を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② In vivo 検索： 
ラットを用いた顎骨 Critical bone defect
モデルによる In vivo モデルでは、1 週目よ
り3次元多孔質 u-HA/PDLLA 内への骨誘導
再生が認められ、 2 週以降では顎骨新生が明
らかとなり、4 週において著明な新生顎骨再
生による欠損部の骨架橋が認められた。 
 さらにMicoro-CTを用いた、また骨形態学
評価においても組織学的検索と同様の良好
な顎骨再生の足場材料となる可能性が示さ
れた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
したがって 3 次元多孔質 u-HA/PDLLA は、生
体吸収性と骨誘導能を有し、さらに熱可塑性
と強度から顎骨再生足場材料として非常に
有用であると考えられた。 
③ 顎骨骨膜由来細胞を用いた多孔質
u-HA/PDLLA と顎骨骨膜由来骨形成細胞複合
体による顎骨再生に関する In vivo 検索： 
・ラット顎骨骨膜を Outgrowth 法にて細胞
を培養増生させ、得られた細胞を顎骨骨膜由

来細胞として
使用した。こ
の 細 胞 は 、
ALP活性陽性
を示し、骨芽
細胞・骨形成
細 胞 の
phenotype を

示した。これにより得られた骨膜由来細胞を
用いて、多孔質 u-HA/PDLLA－顎骨骨膜由
来骨形成細胞複合体を作製し、ラット顎骨欠
損モデルへの移植を行ったところ、組織学的
および骨形態学的に有用な顎骨再生・骨形成
が確認された。しかしながら、明らかな有意
性を示すには、さらなる解析検討および客観
的評価の必要性と、移植細胞量や 3次元複合
体としての 3次元培養法の確立など、課題も
残され、今後本骨膜由来骨形成細胞と多孔質
u-HA/PDLLA による顎骨再生療法確立に向
け更なる研究の拡大と方向性が示された。 
 今回の研究は、ほぼ当初の研究申請および
仮定・想定された様な、新規顎骨再生治療へ
の優れた有用性が示され、成果があげられ、
成果は国内外の学術大会において発表し、国



内外の学術雑誌へ報告を行うことが出来た
ことから有用な研究が行え、また今後のさら
なる顎骨再生・骨形成研究発展への方向性を
示すことが出来た。  
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