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学位論文内容の要旨

【緒言】

再生療法には細胞が増殖する場やgrowth factorの保持のために適切なスキャフオールドが必要であると考えられ

ている．アスコルビン酸一銅架橋によるコラーゲンハイドロゲルは，高い細胞誘導性と良好な生体吸収性を示すことが明

らかになっているが，スキャフオールドとして再生療法に応用する場合，流動性が高く，機械的強度が低いことが欠点と

して考えられ，水平性骨欠損や1壁性骨欠損症例ではゲルの保持が困難で，移植しても十分な歯周組織再生が得ら

れない可能性が考えられる．一方，線維化アテロコラーゲン―熱変性アテロコラーゲン複合体(FCーHAC)スポンジは，

スペースメイキング効果があることが確認されている．そこでFCーHACスポンジにコラーゲンハイドロゲルを含浸させた

コラーゲンハイドロゲル‐スポンジ複合体を用いることで，コラーグンハイドログルの流動性が改善され，高い細胞誘導効

果とともに，FC－HACスポンジが有するスペースメイキング効果を併せ持っことが可能であると考えた．またコラーゲン

ハイドロゲル・スポンジ複合体にさらにBMPを保持させることが可能であれば，高い骨誘導能を有した新しいスキャフオ

ールドとして再生療法に応用できるのではないかと考えた．本研究では，コラーゲンハイドログルースポンジ複合体のス

キ ャ フオ ー ルド と し ての 有 効性 と BMPを併 用 した 場 合 の効 果 につい て組織学的 評価を行 った．

【材料・方法】

Wistar系雄性ラット(10週齢)87匹に麻酔下にて皮膚切開を行い，頭蓋骨中央を露出，骨窩洞を形成し，移植材料

によって5群に分けた． BMP含有コラーゲンハイドロゲル―スポンジ移植群（以下BGS群）ではFCーHACスポンジにコ

ラーゲンハイドロゲルを浸透させ，コラーグンハイドロゲル―スポンジ複合体を作製したのち，リン酸緩衝生理食塩水

(PBS)を溶媒とした100弘g/mlリコンビナントヒトBMP-2溶液に浸漬して骨窩洞を被覆するように移植した．コラーゲン

ハイドロゲル―スポンジ移植群（以下GS群）ではコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体をPBSに浸漬して移植した．

BMP含有スポンジ移植群（以下BS群）ではFC―HACスポンジのみを100肛g/mlリコンビナントヒトBMP-2溶液に浸

漬して移植した，スポンジ移植群（以下S群）ではFC－HACスポンジのみをPBSに浸漬して移植した．非移植群（以下

C群）は何も移植しなかった．各群とも皮膚弁を縫合して閉鎖創とし，観察期間を5，10，15日とし，組織学的観察およ

ぴ計測を行った．組織学的計測は観察期間15日の標本を用いて，◎新生骨面積◎新生骨高さ◎残存スポンジ面積

＠残存スポンジ高さを求めた．

【結果】

病理組織学的観察結果

術後5日ではBGS群，GS群に韜いて多量のコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体が残存し，内部には線維芽細

胞様細胞が認められ，コラーゲンハイドロゲルースポンジ複合体と母床骨の間には骨芽細胞様細胞や線維芽細胞様細
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胞を含む結合組織が形成され，炎症性細胞浸潤がわずかに観察された．BS群，S群では多量のスポンジが残存し，ス

ポンジ内部には線維芽細胞様細胞と炎症性細胞浸潤がわずかに観察された．C群では炎症性細胞浸潤，フィブリン網

および赤血球が観察きれた．術後10日ではBGS群，GS群でコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体が残存してい

たがその量は減少して韜り，スポンジ周囲には血管新生を伴う結合組織が形成され，スポンジ周囲および内部には線

維芽細胞様細胞や骨芽細胞様細胞が豊富に見られ，炎症性細胞はほとんど認められなかった．骨窩洞底部ではコラ

ーグンハイドロゲル―スポンジ複合体周囲に新生骨の形成が観察され，骨芽細胞が顕著に認められた． BS群，S群で

はスポンジが残存し，スポンジ内には線維芽細胞様細胞が散在し，赤血球が多く観察された．スポンジ内および周囲に

は炎症性細胞浸潤が観察された．骨窩洞底部に若干の骨形成と骨芽細胞が認められた．C群では，骨窩洞に結合組

織の形成を認め，線維芽細胞様細胞や炎症性細胞浸潤が観察された，骨窩洞底部に新生骨の形成が若干見られた，

術後15日ではBGS群では骨窩洞の大部分が新生骨によって修復され，母床骨から連続して著しく増生している部位

や母床骨と連続しない新生骨が観察された．コラーゲンハイドロゲルースポンジ複合体は新生骨に接してわずかに残存

しており，周囲に骨芽細胞が多数観察された．GS群でも骨窩洞底部に新生骨形成が認められ，周辺に骨芽細胞が観

察された．コラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体は骨窩洞付近ではほとんど認められず，骨窩洞の多くは結合組織

で満たされていた，BS群，S群ではスポンジが残存し，スポンジ内には線維芽細胞様細胞や赤血球が認められた．骨

窩洞底部に新生骨の形成がわずかにみられた．C群では新生骨が骨窩洞底部にわずかに形成されているのが観察さ

れ，骨窩洞は結合組織で満たされていた．

組織学的計測結果

新生骨面積においてBGS群は他の4群と比べて，GS群はC群と比べて有意に大きかった．新生骨高さにおいて

BGS群は他の4群と比較して，GS群，BS群およびS群はC群と比べて有意に大きかった．残存スポンジ面積におい

てBGS群はGS群，BS群およびS群に比べて有意に少なかった，残存スポンジ高さにおいてBGS群，GS群はS

群に比べて有意に少なかった．

【考察】

FC-HACスポンジは以前の研究から生体親和性が良好であることが明らかになっており，コラーゲンハイドロゲルは

アスコルビン酸一銅で架橋しているため細胞毒性が発現しなぃ特徴を有している．これらを併用したコラーゲンハイドロ

ゲル―スポンジ複合体は，移植後早期から内部へ線維芽細胞や骨芽細胞が侵入増殖し，吸収されたと考えられた．コラ

ーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体の吸収は，炎症性貪食作用よりもコラーグンハイドロゲル内に侵入増殖した線維

芽細胞が産生する酵素による分解が主体で，コラーゲンハイドロゲルースポンジ複合体の吸収と同時に結合組織形成

や骨形成が進み，組織への置換が迅速であったと考えられた．またBGS群では多量の骨増生が観察されたことから移

植後早期からコラーゲンハイドロゲル中で増殖した細胞が，コラーゲンの刺激やコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合

体に保持されたBMPによる刺激によって骨芽細胞への分化や骨誘導作用を促進された可能性が考えられた．以上の

ことからコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体は生体親和性，細胞侵入性が高く，骨窩洞部に移植することにより早

期に組織に置換されて骨増生を引き起こし，BMPを併用するとさらに骨形成量を増加させることが可能なことが明らか

となった．

【結論】

本研究ではコラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体のスキャフオールドとしての有効性とBMPを併用した場合の効

果について検討し，その結果，以下の結論を得た．

1． FC-HACスポンジにコラーゲンハイドログルを含浸させることによって，細胞侵入性と組織への置換性，再生スペ

ースの確保に有効なスキャフオールドになることが明らかとなった．
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2．コラーゲンハイドロゲルースポンジ複合体にBMPを併用することで新生骨量を増加させることができた
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

コラーゲンハイドロゲル―スポンジ複合体の

スキャフオールドとしての有効性とBMP併用による骨増生

  審 査 は 主 査 、 副 査 全 員 が 一 同 に 会 し て 口 頭 で 行 っ た 。 は じ め に 申請 者に 対 して 本論 文の 概要 の 説明 を

求めたところ、以下の内容について論述した。

  再珪繖こは~胞う湖夢置す弓場やgrowth fac虹）rの保持のために遥顫なスキャフオー・′W劫亀鹸妻であると考えら加′nヽ る。アス

コノ1／ビ：／酸鋪隅こよるコラーゲンヽイドログ′レは、亂ヽ綱飼講眦戯轍生脚淑髄示ナことが明らカゝになつ7とカ§、殱マ

フオー′レドと1て再徃黜ヰも弔する場合、滴勧陸う§高く、鰍窃飼妻カミ俚＆ヽことが女濠也1て考えられ、水耳制眸彩d昼や1壁陸骨

欠描斬童阿ぼはケシレの保持めミ匪敝、移滷ても十劣ぬ燗爵欝髢助糀加ない司能陞カミ考えられる。線維イル7テロコラーゲン・

譲暖溜プテロコラーゲン複合体（FCモ瞼C）スポンジは、その良好な生体親和陞カ鍋篩謎れ´ている。このFDHACスポンジにコラ

ール′ ソドロゲ′1／を合漫封誘槽 焔ことで、コラール′Wロゲ ノめ煎丶細簡―ともに瀬カ陞の問題翻ミら髏れ、

FC・R姫 スボ々めヌパ．ース坿シ燃 燥め陀持っことが頭bヒ鶴ると歡た。コラーゲソソドロゲノレスボゑ猿合依こさ

らにBMPを鰰謎せることが司薯蝕） れば、強ガ鮮弼導韻痢た新いスキャフかッレドと1て再生嚥封こ圃歌きるの弼ま

なしヽかと歡た。棚髏は、コラークリソドロゲ′1′ス米々榱合体のスキャフオッレドとしての有効眦B脚を併荊魁拾

のダ甥甘こつし丶て濠瞬欝詳臨羽面を；行った。ubtar系雄糟ラット87匹め煽蜘ご胃箔祢聴研貊翅、移椎豺料こよって5群に分すた。

BMP舗 コラ ツン ′ソ ド ロゲ ′レ ス米 々 溌簡 鞄圷 BGs鱒で は1℃mACス 米Aaこコラーか′ソドロゲ′ レを溺愁せ、

コラーゲン′ヽイドロゲル・スポン、こ擁舜割本劉1毒蛄たのち、リン酳緩擡珪聾強塩水¢E熾を溶媒としたBMP‐2溶液こ漫漬し，骨駕洞

を祷霧け―るように移簡た。コラーゲンハイドロゲル・スポンジ移植群（ピ圷GSヨ翰ではコラーゲンハイドロゲルウ球ンジ複合体を

PBSに 浸 演 移 簡 た 。 BMP含 有 ス ポ ン 謗 陟 随 群 Q圷 BS輔 で は F（ 冫 HACス ポ ンジ のみ をBMP12溶澗 こ浸 演 繃た 。

スポン：旆鋪餌峩ピnー、S君j9ではFO―HACスポンジのみをPBSに浸漬I移簡た．非移随群Q圷C君診は伺も移噛カめゝった各

群 拭） 廁 餅随 縫舒 て離 齲世 し 、観 欝騎 を5、10、15日とし丶繃欝謝― よび計測を彳〒つ也細議槲 預！は観繍15

日の榛槭ザ乱丶て、の謝捐圃誕潮生胃需麺廟覇米4湎積窃賄ヌ斌4ジ高趨球め也

  術後5日ではB（譌君装GS君輯こおいて多量のコラーグンハイドロゲルースポンジ後合鰤謬鉚乳ア、内鰓こ綉黼聞蝕赫恥j§、

コ ラ ー ル ′ ソ ド ロ ゲ ′ レ ス ポ ： 々 猿 帥 幽 覇 靖 の 間 こ fヤ 聯 田 j舗 孫 田 廿 ― 馳 隊 田 魅 哈 え 滞 舗B繊 繊 加た Bs

；S群でも多量のスポン、：劫黼’、内鰓こは線維辯聞包1瓣聞良炎倒蛍聞讎謝勘ミわずかIこ観察きれた。C群では炎症崗ミ田

臓 黐フ イ 刀ン 綱Sよ ぴ 赤血珈冫繕助§醗謎 れ也術後10日ではBGs群、GS群でコラーウリソドログノ レスオ誠穣合

働 ミ残 飼 むヽ 鬪滝 の昌 捌湖 て おり 、ス 米々 凋圃 こ は血 箇魁 劃粕 繍 湘鰤 ミチ燃れ丶ス賦々凋囲お よ乙肭觚こは
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紡瀦崩孫聞包閥孫聞包や骨耋赫聞箇諦聞包う§豊魯こ見られ、炎症r聞包まほとんど認めら加なかった骨窩f阿薗郭ではコラーゲンソヽイ

ド ロ ゲ ノ レ ス ポ ニ /-襁 合 体 周 圃 こ 綻 賄 の 7f戮 う 縦 れ 、 骨 粥 聞 勧 湖 静 こ 詔 め 吋 比 BS諜 S君 羊 rtス ボ 々 劫 滅 飼、 ス

オ ミンジ 脚こi瑚雛 荊ミ聞 舗孫聞 勧ミ 観生し 丶赤【 血珈§ 歓蘭貿刃′ヽ也ス米むジ内およて洞圃こf彭泣縣田9嫐湖察期た。

骨佑弥黼こ若干の骨究弼池骨耋赫聞包カ羇められたC群では、骨備嗣高吉合組織の死殱濫緲、綉雛夢赫聞蝕赫聞包や炎症蚶孫田

J蝕封I勤灌 臙れk_o術後15日では、BGS群では骨窩瀬め大商竕カ鴻昭ミ骨こよって修復され、母床胃カゝら襲兜て著1く隆起し

ロ 丶 る 音 L囃 抹 胃 i富 蘭楓 '新 蝴 ミ 驂謎 れ 恕 コ ラ 噸／ ノ ソ ド ロ ゲ′ レ ス ポン -穣 合f21g;V~r往 骨こ 掬てォ ）あゝ tこ 残存

し て お り 、 周 囲 ヰ 鏘 聞 勧 § 參 ― れ /- GS群で も 骨 窩 ・ mこ 新 制 朝 刎 劼ミ 詔 め ら れ 丶 骨辯 聞 包 カ 湖 察さ れ た コ テ ーゲ

ン ソ ド ロ ゲ ノ レ ス ポ ・ ： /： 穣 合 依 謂 嚮 鮒 駅 は ほ と ん ど 認 め ら オ ´ ず 、 儲 緲 教 ｜ 辮 舗 職 で 織 さ れ m比 Bs秩 S群

で は 刈 も ジの 瑚 勃 ミ 詔 めら れ 、 刃 ン ジ内 に は 線 儚赫聞 舗鄒胞 繭荊蹄 ）荷 鋤§詔 めらオ 1虎 。骨織 脚こ新 制駟 ）7臨 効ミ

わ ずかに みらオ Uた C群 では新 生勲ミ わず功 ゝに 励戎さ れ´丶 るのが 観察さ れ、 骨織凧 欝豁瞭 B織 で満と詞vaヽ 也新生胃面

積こおし丶てBGs群珊め4群抄b丶ミて、Gs群顫群と比ぺ潮こブ嗹功め也新―におし丶てBGs群醐め4ヨ鞄比

輯 ノ て 、 GS諜 Bsお 鞍 ヨ よ び S群 ま C群 と 比心 哺 魯 こ ブ 睦カ め た 残 序 ス飛 々 凅 蘭 こ お し丶 て BGs群 剖 め 3群 ヰヒ ベ て 有

憩びぬうめた残存ヌ米だ補さに輒ヽてBGs職Gs群まS群こ比丶ミ1繍薗こ少勧めた

  以上の結果からコラール′ソドロゲ′レスポこA穣合体ま繃鹸早期ゝら幡盻繍餅細餅悧綱勧帳瑚，．吸

¢功ミ起こったと考えられーた．コラーゲンソ＼イドロク沁／．スポンジ複合触の吸収は，炎症陸貪食作撒りもコラーゲンノヽイドロクシレ内に

侵 入増魑 た線鰄 孫聞勧 §蓙 け讃臻 による 鎖勧ミ 捧で， コラ ーゲン ノソド ロゲ′ レス米／：猿合僻の吸収と同議磔継目織形

成 や胃 翻あ訪 瀧み ，ネ鴎 いの倒 勦お西 諺ぐ あった と考え らオ1虎． またBGS群で は多 塾群黜 縦れた ことカ ゝ朔辣 鬱を 早期

からコラーゲン′リドロゲノレ喞雛鏑た綱勧ミ，コラーゲン｜ふっで胃，あ聞包q河劼瀞尊され，さら｜こコラーゲンソドロゲノレ‐

ス 米 々 諾 給 体 iこ 保 持 さ れ た BMPが 細 惣 黼 囃め う 河 ば 喟 誘 導阿 議 微 た 司 能陞 が 考 え ら オ仇 以 ヒ の こ とカ ゝ ぢ ユ ラ ‐

ゲンハイドロ’ゲル・冫q巻た瑚夐合1教ま生体老肝ロ1生糸聞餌曼入畦助s高く，骨窩7賦珊こ移植することにより早期に繊こ置換さゎて喟増

生を引き起こ．し，BMPを併用するとさらに骨形成量猟り暗せることが可詣にとが明らかとなった．

  引き続き審査担当者と申請者の間で、論文内容及び関連事項について質疑応答がなされた。主な質問事項

として、

  （1）アスコルビノ酸嚇喋僑のヌカニズムについて。

  (2）コテつ竃／/ヽ イドロクシレ儁貼拙こっいて。

  (3）ラット頭蓋骨に作製した骨窩洞の大きさ及び穿孔について。

  (4) BGS君勒§骨増生を増強するメカニズムについて。

  （5）臨床で使用する場合、どのようなケースで用いるのが良いか、また今後の展望について。

  などであった。

  これらの質問に対し、申請者は適切な説明によって回答し、本研究の内容を中心とした専門分野はもとより、関連

分野についても十分な理解と学識を有していることが確認された。本研究はコラーゲンハイドロゲル・スポンジ複合

体のスキャフオールドとしての有効性とBMPを併用することによる骨形成能を評価しており、臨床における骨欠損部

へのコラーゲンハイドロゲル‾スポンジ複合体移植の応用に対し重要な指針を与えたことが高く評価された。本研究

の内容は、歯科医学の発展に十分貢献するものであり、審査担当者全員は、学位申請者が博士（歯学）の学位を授

与するのに値するものと認めた。
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