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概 要 

本研究は膜性骨骨再生におけるテトラポッド形を呈す人工骨である Tetrabone
®
 

（NEXT21, TB）と，TB とコラーゲンの併用による骨再生の効果を調べることを目的と

している。 実験動物として 9 週齢の雄性 Wistar 系ラットを用いた。 頭蓋骨欠損モデル

は，直径 8 mm の円柱状頭蓋骨欠損を作製し，同部に TB 単体（TB 群），コラーゲン単

体（コラーゲン群），あるいは TB とコラーゲンの併用したもの（併用群）を充填した。

また，未充填のものをコントロール群とした。術後 1，4，8 週で観察を行った。また，

下顎骨における TB 移植の影響を検討するために，直径 2 mm の円柱状下顎骨欠損モデ

ルラットを作製した。TB 単体を充填したものを TB 群，未充填のものをコントロール

群とし，術後 1, 4, 8, 12 週で観察を行った。 

マイクロ CT による頭蓋骨欠損モデルの新生骨量を定量的に解析した結果，併用群お

よびコラーゲン群では術後 4 および 8 週において，TB 群およびコントロール群より有

意に高い骨形成量を示した（p < 0.05）。組織学的には，TB 群では，既存骨端と TB 間に

形成された骨が連続して見られた。一方，コラーゲン群では欠損内に散在性の骨形成が

認められた。併用群では既存骨端とTB間に連続する骨形成と散在性の骨形成が見られ，

TB 群とコラーゲン群，双方の特徴を有していた。骨芽細胞分化に関与する Runx2 およ

び TGF-の陽性反応はコラーゲンおよび TB 表面に認められた。破骨細胞の指標である

TRAP 陽性反応は，TB および新生骨の表面に認められた。 
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下顎骨における骨欠損モデルの検討結果では，定量的解析において TB 群は術後 12

週において約 2 倍の骨形成量を示した。TB 群では既存骨と TB 間に連続した骨形成が

認められ，コントロール群では欠損は肉芽組織で占められていた。Runx2，TGF-およ

び TRAP の陽性反応を，TB および新生骨の表面に認めた。 

これらの結果から，TB は足場材料としての良好な特性を有し，TB とコラーゲンの併

用は骨欠損の効果的な治療法になりうると考えられた。 

なお，本論文は Uryu T et al., Histochemical and Radiological Study of Bone Regeneration 

by the Combinatorial Use of Tetrapod-Shaped Artificial Bone and Collagen, J Hard Tissue Biol  

(in press) を基幹論文とし，これに TB を下顎骨に移植した成績を新たな実験データとし

て加えることによって総括したものである。 
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緒言 

顎顔面領域の骨欠損部に用いる骨移植材は，主として自家骨が用いられている 1,2)。

自家骨は骨誘導因子や骨形成に関与する細胞を供給し，さらに骨誘導における足場材料

として機能することから，理想的な骨移植材と考えられている 3,4)。しかし，自家骨移

植には，手術時間の延長，供給量の制限，創傷合併症，術後の骨採取部の神経麻痺や慢

性疼痛などの有害事象を認めることがある 5,6)。これらの問題を克服するために種々の

人工骨が開発されている。しかし，これらの人工骨には特に骨誘導能，骨親和性，力学

的強度，異物反応の抑制において大幅な改善が必要である 4,7)。 

近年，新たな人工骨としてテトラポッド形を呈する-tricalcium phosphate（-TCP）顆

粒である Tetrabone
®（TB）が開発された 8,9)。TB の形態は，顆粒間に細胞や血管の遊走

を可能にする間隙を形成することが可能である 10)。TB の骨欠損部への移植では，TB

間隙に従来の-TCP 移植に比較して良好な骨形成が認められていた 8)。また，人工骨に

種々の成長因子やコラーゲンを添加した骨移植材による骨再生の研究が行われ，良好な

成績を収めている 11)。コラーゲン線維は骨形成の足場材料として重要な役割を持つ主要

なタンパクである 12,13)。ラット頭蓋骨欠損において，コラーゲンの移植は骨形成を促進

すると報告されている 14)。また，コラーゲンとオクタリン酸カルシウム複合体の移植も，

骨形成量が有意に増加したと報告されている 15)。 

今回の研究では，膜性骨骨再生における TB とコラーゲン併用の影響について検討を
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行った。さらに，口腔領域における骨欠損に対する TB の有用性についても検討を行っ

た。 
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材料および方法 

1． 実験動物 

 体重 210 - 230 g の 9 週齢の雄性 Wistar 系ラット（三共ラボサービス）75 匹を実験に

用いた。実験動物は，気温 22˚C，湿度 55％，標準明暗サイクル下（12 時間）で飼育し

た。飼料と水道水を任意に与えた。なお，本研究は日本大学歯学部実験動物委員会の承

認を得て実施し，実験動物の取り扱いは同委員会の指針に従って行った（承認番号 

AP10D020）。 

 

2． 移植材料 

 TB 群では欠損部に 50 mg の TB を移植した。コラーゲン群ではコラーゲン（Avitene
®
, 

Davol）と滅菌生理食塩水（大塚生食注，大塚製薬）を最終濃度 0.1 g/ml となるよう混

合し，コラーゲン移植材として 0.05 ml を欠損部に移植した。本コラーゲンはウシ由来

のⅠ型およびⅢ型コラーゲンを主成分とする微線維性の局所止血剤である。併用群の移

植材は TB とコラーゲンを重量比 1：5 で混合したものを 0.05 ml 用いた。これら移植材

料は，手術直前に調整した。 

 

3．頭蓋骨欠損モデル 

ラットはペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg, 共立製薬）を腹腔内投与して麻
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酔を行った。頭頂部を剃毛した後，頭頂部皮下に 2%リドカイン（キシロカイン®
, 

AstraZeneca）で局所麻酔し，皮膚および骨膜を約 20 mm の長さで剥離・翻転して頭蓋

骨を露出し，ダイアモンドバー（直径 8 mm）で持続的注水下に直径 8 mm の円柱状骨

欠損を頭蓋骨に作製した。骨欠損部は TB 単体（TB 群 n=15），コラーゲン単体（コラ

ーゲン群 n=15），および TB とコラーゲンの混合物（併用群 n=15）で充填した。欠損

部に何も充填しないものをコントロール群（n=15）として設定した。拳上した骨膜を旧

位に復し，5-0 吸収性糸（アルフレッサ）で縫合した後，皮膚を 5-0 ナイロン製糸（ベ

アーメディック）で縫合した。 

 

4．下顎骨欠損モデル 

 頭蓋骨欠損モデルと同様に，Wistar 系ラット 15 匹に麻酔を行った後，左側下顎角部

を剃毛し，同部に局所麻酔を行った。皮膚，筋肉および骨膜上に約 20 mm の横切開を

加え，筋肉および骨膜を剥離・翻転して下顎骨を露出し，ダイアモンドバー（直径 2 mm）

で直径 3 mm の円柱状骨欠損を作製した。骨欠損部は TB 単体 1.5mg（TB 群 n=8）で充

填し，欠損部に何も充填しないものをコントロール群（n=7）として設定した。皮膚，

筋肉および骨膜を旧位に復した後縫合した。 

 

5．マイクロ CT 解析 
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動物用マイクロ CT（リガク）（マイクロ CT）撮影を，頭蓋骨欠損モデルでは術直後，

術後 1，4，8 週で，下顎骨欠損モデルでは術後 1，4，8，12 週に行った。ラットをイソ

フルラン（DS ファーマアニマルヘルス）で麻酔し，ラットの頭部をマイクロ CT のチ

ャンバーに固定した。マイクロCTの撮影条件はBouxseinらのガイドライン 16)に従って，

倍率 6.7 倍，ボクセルサイズ 30×30×30 m
3，管電圧：90 kV，管電流：100 A，照射時

間：17 秒に設定し，周囲の既存骨を含む範囲で設定した。3D 画像構築には i-VIEW-R 

image reconstruction software（リガク）を使用し，水平方向，矢状方向，前頭方面で再構

築した。骨量は 3 by 4 viewer software（ver. 2.4; 北千住ラジスト歯科, i-View イメージセ

ンター）を用いて計測した。関心領域（ROI）を頭蓋骨欠損モデルは直径 8.76 mm × 厚

さ 3.00 mm の円柱状領域，下顎骨欠損モデルは直径 3.00 mm × 厚さ 3.00 mm の円柱状

領域に設定し，ROI 内で骨量を測定した（第 2 図 A，B）。ROI 内での新生骨量を評価す

るために，既知の骨密度模型（400 mg/cm
3）（ラトックシステムエンジニアリング）と

対比し，400 mg/cm
3以上を骨とみなした。術直後撮影時と比較し，増加部分（緑）と減

少部分（赤）の骨ボクセル数を計測し，骨ボクセルの増加量から減少量を減算して骨量

とした（第 2 図 C）。統計学的分析は Kruskal Wallis H-test と Student-Newman-Keuls test

を用い，有意水準を p < 0.05 とした。 

6．組織学的解析 

 頭蓋骨欠損モデルでは術後 1, 4, 8 週で，下顎骨欠損モデルは術後 12 週でラットを安
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楽死させた。ラットの頭蓋骨および下顎骨を採取し，4%パラホルムアルデヒドで 24 時

間固定した。その後，骨組織を 0.5 M エチレンジアミン四酢酸（EDTA，和光純薬工業

株式会社）で 14 日間脱灰した。次いで，骨組織をエタノール上昇系列により脱水処理

し，通法に従ってパラフィン包埋した。パラフィン包埋した検体は 5 m の厚さで薄切

切片を作製した。切片はヘマトキシリン/エオジン（武藤化学株式会社）染色を施し，

デジタル顕微鏡システム（顕微鏡: DM6000B, Leica Microsystems；カメラ: DFC500, Leica 

Microsystems）で撮影した。 

 骨芽細胞を検出するために，Runx2 の免疫組織化学を行った。脱パラフィン処理した

切片を 10 mM クエン酸緩衝液（pH 6.0，和光純薬）で 98˚C，20 分間反応させ，抗原賦

活化処理した。蒸留水で洗浄後，非特異的抗体反応を阻害するため，5%BSA/TBST（5%

ウシ血清アルブミン，0.05%Tween-20 添加 Tris 緩衝食塩水）で 5 分間処理した。一次抗

体としてウサギ抗 Runx2 抗体（ab23981，Abcam）を用い，4˚C で一晩反応させた。二

次抗体としてヒストファインシンプルステインラット MAX-PO MULTI（ニチレイバイ

オサイエンス）を用い切片と反応させた後， 0.01%過酸化水素添加， 0.05% 

3,3'-diaminobenzidine tetra hydrochloride（D5637，Sigma-Aldrich）を反応させ，免疫複合

体を可視化した。ネガティブコントロールとして，一次抗体の代わりに 1%BSA/TBST

を用いた。 

破骨細胞を標識するために，切片を TRAP/ALP 染色キット (和光純薬工業株式会社)
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を用い，用法に従って TRAP 陽性細胞の局在を調べた。 

 

7．蛍光免疫染色 

 切片は 5%BSA/TBST で非特異的抗体反応のブロッキング処理を行った後，一次抗体

としてマウス抗 TGF-抗体（ab66043, Abcam）と 4˚C で一晩反応させた。次いで，切片

を二次抗体としてビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（BA1000, Vector laboratories）と 1

時間反応させた。さらに，Streptavidin-FITC（554060, BD Biosciences）で反応させた後，

4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride solution（DAPI, Dojindo Laboratories）を 37˚C

で 30 分間反応させた。 

 蛍光シグナルの撮影には，蛍光顕微鏡システム（顕微鏡: BX60F5，Olympus；カメラ：

Penguin 600CL，Pixera）を使用した。 
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結果 

マイクロ CT 所見 

頭蓋骨欠損モデル 

TB 群では，術後 1 週間ではほとんど変化は認められなかったが，術後 4 および 8 週

で，high density 像が既存骨端と TB 間に認められた（第 3 図 A, 白矢印）。また，一部

に High density 像とともに，moderate density 像も TB 間に認められた（第 3 図 A, 黒矢

印）。 

 コラーゲン群では術後 1 週より moderate density 像が認められ，以降 high density 像に

変化していく様子が認められた（第 3 図 B，黒矢印，白矢印）。術後 4 週以降，high density

像が散在性に認められた。 

 併用群では，術後 1 週から TB 間に moderate density 像が認められた（第 3 図 C，黒矢

印）。さらに術後 4 週以降では，既存骨と連続する high density 像と，欠損中央付近の

TB 間に認められた moderate density 像が high density 像に変化した（第 3 図 C，白矢印）。 

コントロール群では，術後 1 週で欠損中央に moderate density 像を認めた。同時に既

存骨断端の肥厚も認められた。その一方で，術後 4 週以降では顆粒状の high density 像

を認めるのみであった（第 3 図 D，白矢印）。 

下顎骨欠損モデル 

TB 群では，術後 1 週より既存骨の肥厚が認められ，術後 4 週以降，経時的に既存骨
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から欠損部の TB 表面を伝う high density 像が認められた（第 3 図 E）。 

コントロール群では術後 1 週で TB 群と同様に既存骨の肥厚が認められた。しかし，

欠損に向かう骨形成は少わずかであり，術後 12 週においても欠損の大部分は残存して

いた（第 3 図 F）。 

 

マイクロ CT による定量的解析 

頭蓋骨欠損モデル 

各群の骨量(各群：n = 5 匹)は術後 8 週まで経時的に増加した（第 4 図 A，第 1 表）。

術後 4 週における全実験群の骨量は（TB 群：3.71 ± 0.35 mm
3；コラーゲン群：8.45 ± 0.92 

mm
3；併用群：7.98 ± 0.95 mm

3），コントロール群（1.51 ± 0.33 mm
3， p < 0.05）と比較

し有意に多かった。加えて，術後 4 週におけるコラーゲン群と併用群の骨量は，TB 群

と比較し有意に骨量が多かった。術後 8 週におけるコラーゲン群（9.20 ± 1.30 mm
3）と

併用群（9.30 ± 1.93 mm
3）の骨量は，TB 群（3.98 ± 1.15 mm

3， p < 0.05）と比較し有意

に増加していた。しかしながら，コラーゲン群と併用群では有意差が認められなかった。

コントロール群（1 週: 0.34 ± 0.03 mm
3， 4 週: 1.51 ± 0.33 mm

3）と比較し，術後 1 週，4

週では TB 群（1 週: 2.68 ± 0.32 mm
3， 4 週: 3.71 ± 0.35 mm

3）が有意に骨量が多かった

が（p < 0.05），術後 8 週では有意差は認めなかった（コントロール群：1.61 ± 0.46 mm
3，

TB 群：3.98 ± 1.15 mm
3）。術後 8 週における併用群の骨量（9.30 ± 1.93 mm

3）は，術後 8



 

12 

 

週におけるコントロール群の骨量（1.61 ± 0.46 mm
3）の約 6 倍の形成量を示した。 

下顎骨欠損モデル 

両群の骨量（各群：n = 6 匹）は術後 12 週で増加していた（第 4 図 B，第 2 表）。TB

群の骨増加量（5.47 ± 1.86 mm
3）はコントロール群（2.72 ± 1.14 mm

3）に比べ有意に多

い骨形成を示した（p < 0.05）。 

 

組織学的評価 

頭蓋骨欠損モデル 

TB 群では術後 1 週で TB 間は肉芽組織で占められており，同部に小石灰化物を混じ

ていた。TB と石灰化物の表面に楕円形の間葉系細胞を多数認めた（第 5 図 A）。さらに，

術後 4 週および 8 週では TB 表面に骨が形成され，既存骨端と癒合する像を認めた（第

5 図 B, C）。しかし，欠損中央付近の TB 間は，術後 8 週まで線維性結合組織で満たされ

ていた。 

コラーゲン群では，術後 1 週において移植したコラーゲンの周囲を肉芽組織が取り囲

んでいた（第 5 図 D）。術後 4 週でコラーゲンは欠損全体で徐々に線維骨へ置換され減

少した（第 5 図 E）。さらに，術後 8 週では，線維骨の一部が層板骨へ置換され，骨の

占める面積が拡大した（第 5 図 F）。 

併用群では，術後 1 週では TB 間は肉芽組織およびコラーゲンで満たされていた（第
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5 図 G）。TB およびコラーゲン周囲に，楕円形の大型の単核細胞と多核巨細胞が認めら

れた。術後 8 週では，欠損中央部のコラーゲン周囲に線維性化骨と，TB 周囲に層板状

の骨形成が見られた（第 5 図 H, I）。 

コントロール群は術後 1 週では，小石灰化物が欠損周辺部に限局して見られた。欠損

部は線維性肉芽組織で満たされ，また既存骨端部には骨の添加が見られた（第 5 図 J）。

術後 4 週では肉芽組織内の小石灰化物の量が増加した。8 週では，欠損内の肉芽組織中

に小型顆粒状の石灰化物が骨化する像を認めるものの，その量は前述の二者に比べ極め

て少量であった（第 5 図 K, L）。 

下顎骨欠損モデル 

TB 群では既存骨端で骨の添加と， TB 表面での層状の骨形成を認めた。また，欠損

内の TB 間に浮腫性の肉芽組織を認めた（第 5 図 M）。 

コントロール群では既存骨端で骨の添加が認められたが，欠損へ向かう骨形成は認めら

れず，線維性肉芽組織で満たされていた（第 5 図 N）。 

 

免疫組織化学的評価 

1．Runx2 

頭蓋骨欠損モデル 

TB 群は，術後 1 週で Runx2 陽性の細胞を既存骨，TB および石灰化物表面に認めた
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（第 6 図 A）。さらに術後 4 週では新生骨と TB の表面に多数の陽性細胞を認めた（第 6

図 B, C）。 

コラーゲン群では，術後 1 週から 4 週にかけて，陽性細胞を既存骨およびコラーゲン

表面に認めた。加えて，コラーゲン内に少量の陽性細胞が侵入していた（第 6 図 D）。

術後 4 週では，陽性細胞が増加し，コラーゲン周囲と，線維性化骨周囲に認められた（第

6 図 E）。術後 8 週では層板骨周囲に多数の陽性細胞を認め，さらに骨細胞が陽性を示し

ていた（第 6 図 F）。 

併用群では，術後 1 週から 4 週にかけて陽性細胞をコラーゲン周囲と TB 周囲に認め

た（第 6 図 G）。前述の TB 群とコラーゲン群と同様な陽性細胞の分布が認められた（第

6 図 H, I）。 

コントロール群では既存骨に添加された骨表面と石灰化物の表面に陽性細胞を認め

たが，その数は TB 群，コラーゲン群および併用群と比較して少量であった（第 6 図 J, 

K, L）。 

下顎骨欠損モデル 

TB 群では，TB および新生骨表面に Runx2 陽性細胞を認めた（第 6 図 M）。コントロ

ール群では肥厚した既存骨表面に Runx2 陽性細胞を認めた（第 6 図 N）。 

2．TRAP 染色 

頭蓋骨欠損モデル 
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TB 群では，術後 1 週で，既存骨表面の多核巨細胞に陽性反応が認められた（第 7 図

A）。術後 4 週では，TB 表面の多核巨細胞においても陽性反応が認められた（第 7 図 B）。

術後 8 週では，TB 表面に加えて新生骨表面とその内部にも陽性反応が認められた（第

7 図 C）。 

コラーゲン群では，術後 1 週で既存骨と添加された骨およびコラーゲン表面に陽性反

応が認められた（第 7 図 D）。術後 4 週以降では，新生骨表面とその内部およびコラー

ゲン周囲に陽性反応が認められた（第 7 図 E, F）。 

併用群では，術後 1 週では既存骨周囲にのみ陽性反応を認めた（第 7 図 G）。術後 4

週から 8 週にかけて既存骨，新生骨および TB 表面と，新生骨内部に陽性反応を認めた

（第 7 図 H, I）。 

コントロール群では，術後 1 週で既存骨表面に陽性反応を認めた（第 7 図 J）。その後，

陽性反応は既存骨および石灰化物周囲に散在していた（第 7 図 K, L）。 

下顎骨欠損モデル 

TB 群では，TB および新生骨表面に陽性反応を認めた（第 7 図 M）。コントロール群

では既存骨に添加された骨の表面に陽性反応を認めた（第 7 図 N）。 

3．TGF-

頭蓋骨欠損モデル 

TB 群では，術後 1 週で肉芽組織内の単核細胞と，TB 表面の単核細胞および多核巨細
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胞に陽性反応を認めた（第 8 図 A）。術後 4 週以降では，TB 表面および新生骨表面の単

核細胞と多核巨細胞にのみ陽性反応を認めた（第 8 図 B, C）。 

コラーゲン群では，術後 1 週で肉芽組織内の単核細胞に加えて，コラーゲン表面の単

核細胞および多核巨細胞に陽性反応を認めた（第 8 図 D）。術後 4 週以降では，コラー

ゲンおよび新生骨表面の単核細胞と多核巨細胞にのみ陽性反応を認めた（第 8図E, F）。 

併用群では，術後 1 週で肉芽組織内の単核細胞に加えて，TB およびコラーゲン表面

の単核細胞と多核巨細胞に陽性反応を認めた（第 8 図 G）。術後 4 週以降では，肉芽組

織内の陽性細胞が減少し，TB，コラーゲンおよび新生骨表面に分布する単核細胞と多

核巨細胞に陽性反応を認めた（第 8 図 H, I）。 

コントロール群では，各実験期間において小石灰化物と既存骨に添加された骨表面に

陽性反応を認めた（第 8 図 J, K, L）。 

下顎骨欠損モデル 

TB 群では，TB 表面の単核細胞と多核巨細胞に陽性反応を認めた（第 8 図 M）。コン

トロール群では，既存骨に添加された骨表面の単核細胞および多核巨細胞に陽性反応を

認めた（第 8 図 N）。 
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考察

本研究では，TB とコラーゲンを併用した骨移植材が骨再生におよぼす影響を，骨形

成量および，Runx2，TRAP，TGF-の各陽性細胞の局在に注目して検討した。その結果，

TB のみを移植した場合，組織学的には既存骨端に添加される骨に加えて，TB の表層に

層状の骨形成を示した。コラーゲンのみを移植した場合，欠損部肉芽組織中に散在性の

骨形成を示した。TB とコラーゲンを混和して移植した併用群では TB 群とコラーゲン

群の両者の骨形成像が混在して認められた。これらの骨形成過程は，マイクロ CT と組

織所見で一致していた。Rodriguez らの研究では-TCP 顆粒を移植した結果，欠損周囲

と顆粒間に high density 像が認められたと報告されている 17)。さらに，コラーゲンを移

植した研究においては，散在性の骨形成を示したと報告されている 15)。これらの結果は，

本研究で得られた TB 群とコラーゲン群の結果と一致する。併用群は，骨欠損部に充填

した TB の表面と，TB 間でコラーゲンを足場とした骨形成を示した。同様の結果がオ

クタリン酸カルシウムとコラーゲンを併用した研究で報告されている 15,18)。 

マイクロ CT による定量的解析結果は，併用群の骨量およびコラーゲン群の骨量は，

TB 群と比較して有意に増加していた。また，併用群とコラーゲン群では，同等の骨量

を示した。これらの結果は，TB とコラーゲンの併用は TB 顆粒間の骨形成によって早

期の欠損閉鎖を可能にすることを示唆している。 

 骨芽細胞の局在を調べるために，Runx2 に対する免疫組織化学的検討を行った。
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Runx2 は未分化間葉系細胞からの骨芽細胞への分化に必須な転写因子であり，Ⅰ型コラ

ーゲンやオステオカルシンなど骨マトリックスタンパク遺伝子の発現を誘導する 19-21)。

移植後 1 週では，骨芽細胞が TB 表面とコラーゲン表面を取り囲んでいた。その後，骨

組織が TB 表面とコラーゲン表面に形成されていた。これらの結果から，TB とコラー

ゲンが骨形成の足場として機能したと推測される。 

TGF-は骨微小環境において，骨芽細胞，破骨細胞や線維芽細胞から産生される，多

機能を有する成長因子である 22,23)。TGF-は骨欠損部位への間葉系幹細胞の遊走を促進

することから，TGF-の発現は骨形成を増強すると報告されている 20,23,24)。また，TGF-

は RANKL 誘導型破骨細胞形成を促進することが知られている 6,25-27)。骨欠損部位に

TGF-を添加したコラーゲンスポンジを移植した研究では，TGF-の添加により骨形成

量が増加することが明らかにされている 11)。これらの作用は骨の形成およびそのリモデ

リングに重要な役割を果たしている 8)。本研究では，TGF-陽性の細胞が，コラーゲン，

TB および新生骨表面に豊富に認められた。また，この TGF-の局在は，TRAP 陽性の

破骨細胞と Runx2 陽性の骨芽細胞に一致していた。これらの結果は，併用群において

骨芽細胞と破骨細胞による TGF-産生が，骨欠損部への未分化間葉系幹細胞の遊走に関

与していることを示唆している。
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結論 

本研究では TB とコラーゲンを併用した骨移植材が，頭蓋骨および下顎骨欠損ラット

モデルにおける骨再生におよぼす影響を検討し，以下の結果を得た。 

1．定量的解析では，併用群は術後 8 週において TB 群と比較して約 2 倍の骨形成量を

示した。また，コラーゲン群と比較し同等の骨形成量を示した。 

2．組織学的検討では，TB 群は既存骨端と TB 表面間に連続する骨形成を認め，コラー

ゲン群では欠損内に散在性に骨形成を認めた。併用群は TB 群，コラーゲン群の両者

の特徴を持つ骨形成を示していた。 

3．免疫組織化学的検討では，TB およびコラーゲンの表面に，TGF-陽性の細胞を認め，

この TGF-の局在は，TRAP 陽性の破骨細胞と Runx2 陽性の骨芽細胞に一致してい

た。 

以上のことから，TB とコラーゲンの併用は骨形成の足場として機能し，広範な骨形

成を促進することが示唆され，骨欠損に対する有用な移植材となり得ると考えられた。 
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第 1 図 本研究に用いた移植材 

（A）TB，（B）コラーゲン，（C）TB およびコラーゲンの混和物。 

 

 

第 2 図 定量的解析イメージ  

（A）頭蓋骨欠損モデルにおける関心領域（ROI） （B）下顎骨欠損モデルにおける関心領域

（ROI） （C）3 by 4 viewer software による欠損部解析画面。緑部：増加部分，赤部：減少部分。 
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第 3 図 3D 画像および CT 画像  

TB 群の術後 4 週以降で既存骨端と連続する high density 像を認めた（第 3 図 A，白矢印）。コラ

ーゲン群の術後 4 週以降で欠損中央付近に high density 像を認めた（第 3 図 B，白矢印）。併用群

の術後 4 週以降で，既存骨端と連続する high density 像に加えて，欠損中央付近にも high density

像を認めた（第 3 図 C，白矢印）。コントロール群は術後 4 週以降で，欠損内に顆粒状の high density

像を認めるのみであった。（第 3 図 D，白矢印）。 

黒矢印：moderate density 像，白矢印：high density 像 
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第 4 図 新生骨の定量的解析結果 

（A）頭蓋骨欠損モデル （B）下顎骨欠損モデル（mean ± SD，*p < 0.05，**p < 0.01）。 
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第 5 図 組織学的解析結果 TB 群では，既存骨端から TB 表面に伸びる伝導性の骨形成を認め

た。コラーゲン群では，散在性の骨形成を認めた。併用群では，TB 群とコラーゲン群の両者の

骨形成の特徴を有していた。コントロール群は，既存骨端の肥厚および石灰化物を認めたが，欠

損部は線維性結合組織で満たされていた。 

#：コラーゲン，*：新生骨，TB：テトラボーン，+：石灰化物，e：既存骨. Scale Bar = 200 m 
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第 6 図 Runx2 免疫染色結果 Runx2 陽性反応を TB およびコラーゲン表面に認められた。 

#：コラーゲン，*：新生骨，>：陽性反応部位，TB：テトラボーン，+：石灰化物，e：既存骨. Scale 

Bar = 200 m 
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第 7 図 TRAP 染色結果 TRAP 陽性反応を TB およびコラーゲン表面に認められた。 

#：コラーゲン，*：新生骨，矢印：陽性反応部位，TB：テトラボーン，+：石灰化物， 

e：既存骨. Scale Bar = 200 m 
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第 8 図 TGF-免疫染色結果 

#：コラーゲン，*：新生骨，>：陽性反応部位，TB：テトラボーン，+：石灰化物，e：既存骨. Scale 

Bar = 50 m 
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Bone volume (mm
3
) 

   

  1w 4w 8w 

TB 2.68 ± 0.32 3.71 ± 0.35 3.98 ± 1.15 

Collagen 0.76 ± 0.09 8.45 ± 0.92 9.20 ± 1.30 

Hybrid 2.53 ± 0.66 7.98 ± 0.95 9.30 ± 1.93 

Control 0.34 ± 0.03 1.51 ± 0.33 1.61 ± 0.46 

第 1 表 頭蓋骨欠損モデルでの新生骨の定量的解析結果（mean ± SD） 

 

Bone volume (mm
3
) 

  

  1w 12w 

TB 1.11 ± 0.60 5.47 ± 0.70 

Control 0.82 ± 0.16 2.72 ± 0.46 

第 2 表 下顎骨欠損モデルでの新生骨の定量的解析結果（mean ± SD） 

 


