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Abstract: A rabbit experimental mandibular defect was reconstructed with rhBMP-2 and atelocollagen gel, and
examined using ìCT (R_mCT, Rigaku mechatronics, Tokyo) in vivo and histological techniques. Using eight
rabbits, we made an experimental mandibular defect and filled it with 1% atelocollagen gel including rhBMP-
2 10ìg (Astellas Pharma Inc.). In ìCT observation, the density was slightly elevated at the bone marrow side
at day 5, and the phenomenon gradually expanded during the course of this experiment. Histologically,
mesenchymal cell proliferation and immature bone formation occurred at one week，and mature bone gradually
increased and filled in at four weeks. The histological data suggests that atelocollagen gel is effective as carrier
of rhBMP-2. The ì C T observation is extremely useful for follow-up of such reconstruction of animal bone
defect model.
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緒言緒言緒言緒言緒言
骨折の治癒、骨欠損に対する再建、および修復には骨形

成因子（Bone morphogenetic protein：BMP）が重要な役
割を果たしていることは周知の事実である1)。現在では遺伝
子組換え型ヒトBMP（recombinant human BMP、以下rhBMP)
が合成されており、臨床応用に向けて活発に研究されてい
る。すなわち、これら臨床応用に向けたものとしてラット
などの小動物を用いたrhBMPによる骨形成実験が数多く為
され、良好な結果が得られている2, 3)。ウサギ4)、イヌ5)、サル

6, 7)など、動物が大型になるに従い骨形成量が減少し、多量の
rhBMPが必要になるようである。なお、これらの場合には
その場に合った適切な担体を用いることが必須である。
  さて骨の形成過程を知るには、組織所見の観察とＸ線写
真を併用が有効である2)。しかし、Ｘ線写真は経時的に縦断
的な観察を行うことはできるが、一方向からの撮影とな
り、骨の形成過程の全貌を詳細に明らかにするという点で
は十分ではない。また、組織観察では詳細な骨の形成過程
を観察することができるが、当然のことながら実験動物を
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屠殺した後に試料作製するため、同一個体の経時的な観察
は不可能である。
従来から、3次元的な画像が得られる非破壊検査としてＸ

線マイクロＣＴが活用されてきたが、撮影時間が長く、被
写体を回転させなくてはならないことから、飼育中の実験
動物を、経過を追って観察することは難しかった8-10)。
一方、歯科臨床に最適化された小照射野X線CTが開発11, 12)

され、利用されている。この装置の特性には高い解像度、
17秒という短い撮影時間、低被曝などがあげられる11, 12)。
今回この技術を応用した実験小動物に最適化した専用のＸ
線マイクロCT装置（R_mCT、理学メカトロニクス、東京、以
下μCT）が開発された13)。
そこでこの装置を用いて、ウサギの実験的顎骨欠損モデ

ルについてアテロコラーゲンゲルを担体としたrhBMP-2によ
る再建過程を経時的に観察した。

材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法
実験動物には生後8週、体重約1.4kgの雄性日本白色種ウ

サギ（Slc: JW/CSK）８頭を使用した。リドカイン噴霧剤に
て耳の皮膚に表面麻酔を施した後、1%ペントバルビタール
ナトリウム25mg/kgの耳静脈内投与によってウサギに全身麻
酔を施行した。顎下部を広く剃毛した後、手術野の消毒を
行い、8万分の1エピネフリン添加2%リドカイン溶液2mlを局
所に数箇所に分けて注射した。次に顎下部を皮切し、咬筋
と内側翼突筋から骨膜に至る切開を加えた。その後、下顎
骨下縁の骨膜を剥離し、同部顎骨下縁に骨髄に達する約6×
4mmの方形骨欠損を作製した（図1a）。同部にrhBMP-2-10μ
g（アステラス製薬より供与）を含む1％アテロコラーゲン
ゲル（以下ACG、高研）を充填し、顎骨の外形に沿うように
ポリ乳酸グリコール酸共重合体膜（GCメンブレン、（株）

ジーシー、以下PL G A）で覆い縫合、閉鎖した（図1ｂ、
ｃ）。
なお対照としては、rhBMPを含まないACGのみを充填した

後、PLGAで覆い縫合し2週間経過を追ったものとrhBMP とACG
の両者を充填せずPLGAで覆い４週間経過を追ったものの2者
を設定した。
μCTの撮影は実験動物の全身麻酔下で行い、術直後、5日

後、7日後、10日後、14日後、21日後および28日後まで経時
的に行った。撮影条件は管電圧60kV、管電流は60μA-130μ
Aとし、画像再構成ソフトにはi-view（モリタ製作所、京
都）を使用した。本μCTの画素数は512×512×384で撮影時
間は17秒、画像再構成時間は約2分であった。断層画像は、
X方向は側方向、Y方向は前後方向、Z方向は下方向からの三
方向からの画像を同時に確認することが可能で、画素サイ
ズは100μm×100μm、撮像範囲は51mm×51mm×38mmである。
組織学的には、5日後、7日後、14日後、28日後に実験動

物の屠殺を行い、通法に従い10％EDTAによる脱灰パラフィ
ン切片とし、hematoxylin-eosin染色を施し観察した。

結果結果結果結果結果
１．実験群
① μCT観察所見
術直後の画像では、周辺骨と明らかな境界を示す顎骨下

縁から骨髄に達する方形の骨欠損がX方向の画像で観察され
た。Y方向の画像では頬舌側方向に骨の欠損が抜けているの
が確認され、Z方向の画像でも骨欠損部が周辺骨と明らかな
境界となって認められた（図2.a）。
図2.aで示す術直後の画像と同一個体の同部位において、

実験7日後の骨欠損部は骨髄側から僅かではあるがX線吸収
度の上昇が認められた（図2.ｂ）。実験14日後の所見では

図１．a. ウサギ下顎骨下縁に約6×4mmの方形骨欠損を作製
b. rhBMP-2-10μgを含む1％アテロコラーゲンゲルを充填し、顎骨の外形に沿うようにPLGAで覆い縫合、
閉鎖 c. 模式図
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境界は認められるもののX線吸収度の上昇範囲は拡大して骨
欠損部全域に亘った（図2.ｃ）。X線吸収度の上昇範囲は経
時的に上昇を示し、実験28日後では周辺骨と骨欠損領域の
境界が不明瞭となっていた。（図2.ｄ）。
② 組織観察所見
実験5日後で早くも骨欠損部領域をPLGAで覆った内側か

ら楕円形や紡錘状を呈する未分化な間葉系細胞の増殖が一
部に認められた。実験7日後には骨髄側から間葉系細胞の増
殖によって一部ではあるが幼若な骨形成が存在し（図2.ｂ
.Y’）、実験14日後では顎骨下縁から骨髄側に至るまでほぼ
全域に幼若な細い骨梁で満たされ（図2.ｃ.Y’）、実験28日
終了時には骨欠損部位に全域に亘って成熟された骨梁と

なっていた（図2.ｄ.Y’）。
２．対照群

ACGのみを充填した群においては、μCTを用いた経時的
な観察では28日実験終了時においても僅かなX線吸収度の
上昇は認められるのみであった。28日実験終了時点の組織
観察所見では、骨髄側の一部に間葉系細胞の増殖があった
が骨梁は形成されていなかった。また骨欠損部位をPLGA
のみで覆った対照群のμCTを用いた経時的な観察で、14日
時点において欠損領域の境界は明瞭なままで組織観察所見
においても、未分化な間葉系細胞の増殖と若干の幼若な骨
梁形成があったが、その範囲は骨髄側の一部にとどまって
いた。

図2．a.X,Y,Z.方向　術直後、マイクロCT観察所見：周辺骨と明らかな境界を示す顎骨下縁から骨髄に達する方形の骨欠損
が観察される。ｂ.X,Y,Z.方向　実験7日後、マイクロCT観察所見：同一個体の同部位において、骨髄側からX線吸収度の上
昇が認められ、明らかな骨の添加像を確認することができる。Y’:Y方向同様部位、組織学的観察所見:骨欠損部領域をポリ
乳酸グリコール酸共重合体膜で覆った内側から円形や紡錘状の未分化な間葉系細胞の増殖が一部に認められ、骨髄側から間
葉系細胞の増殖が認められる。
c.X,Y,Z.方向　実験14日後、マイクロCT観察所見：境界は認められるもののX線吸収度の上昇範囲は拡大して骨欠損部全域
に亘る。Y’: Y方向同様部位、組織学的観察所見:顎骨下縁から骨髄側に至るまでほぼ全域に幼若な細い骨梁で満たされて
いる。
d.X,Y,Z.方向　実験28日後、マイクロCT観察所見：周辺骨と骨欠損領域の境界は不明瞭となり、明らかな骨修復と考えられ
る所見を示す。 Y’:Y方向同様部位、組織学的観察所見:顎骨下縁から骨髄側に至る骨欠損部位のほぼ全域に亘って成熟さ
れた骨梁が満たされている。
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考察考察考察考察考察

骨欠損、骨折などの骨再建実験モデルとしての動物実験
において、rhBMPの有用性は数多く報告されている。しか
し、その実験系や実験動物は様々である。小動物である
ラットを用いた大腿骨骨折モデル2 )や歯槽骨欠損部3 )に
rhBMPを応用して骨の形成が促進したという報告がＸ線写
真による所見や組織学的所見で明らかにされている。ま
た、ウサギの顎関節の切除実験4)やイヌの下顎歯槽骨に欠損
を作製しrhBMPを用いた報告5)など大型な動物を用いた骨
欠損モデル実験も認められる。さらに臨床応用の前段階と
して、よりヒトに近いサルを用いた実験系では下顎骨下縁
に骨欠損部位を設け、ハイドロキシアパタイトの果粒やブ
ロックにrhBMPを加えたモデル6)や下顎骨を離断、30mm
の骨切除を行いチタンプレートで固定した後、rhBMPで骨
再生を促がしたモデル7)などがある。この離断実験では再生
された骨にデンタルインプラントを埋入し、約1年間長期維
持されたとしており、今後のヒトへの臨床応用が期待され
る。しかしながら、この顎骨再建には高濃度のrhBMPが必
要であり、その濃度はイヌの顎骨再生の5-10倍、ラットの
20-50倍が用いられており、高等な動物になるにしたがい、
BMPの用量は増加する。この実験系では担体としてポリ乳
酸―グリコール酸共重合体で被覆したゼラチンスポンジを
用いていたが、骨再建においてrhBMPを効果的に用いる方
法についてはその応用法によってどのような担体が適切な
のかについては、いまだ確立されていない。
今回のわれわれの実験はACGをrhBMP-2の担体として用

い、欠損部に充填させてPLGA膜で覆う実験系である。そ
の結果、経時的な骨形成の様相が組織学的に観察できた。
ACGのみを充填した群においては未分化な間葉系細胞の増
殖と幼若な骨梁を一部に認めたがその範囲は僅かで、
rhBMPをACGに充填し同期間（実験終了時28日経過）観察
した群における骨形成の成熟度と比較し、明らかに幼若で
あった。以上の結果から、骨形成におけるACGをrhBMP-2
の担体として用いた効果は、対照群の観察との比較でも明
らかであった。
今回の実験の最大の特徴は、この実験系の検証にあたっ

て、われわれは著者の一人である新井が開発した実験動物
用のＸ線マイクロCT装置を用いたことである13)。現在、一
般に使用されているマイクロCT装置は工業用に開発された
ものを応用しており、Ｘ線とセンサーが固定されており、
被写体を小型のターンテーブルに乗せて撮影されている8,

9)。このため、生きたまま撮影することは困難で、撮影には
5分から数時間を要することからも骨の変化の観察には多数
の小動物の標本を作成した後に撮影する必要があった10)。
今回、撮影に用いたＸ線マイクロCT装置は実効焦点サイ

ズ7μm、光電子倍増管は4インチで、Ｘ線管球と光電子倍
増管をIの字型のアームとして固定し、Iアームが垂直面状を
回転するrotate-rotate方式のcorn-beam X-ray CTである。
これによりIアームの中心部に10x10cm程度の自由空間が確
保され、実験動物を安定したステージに置いて撮影するこ
とが可能となる。画素数は512x512x384で撮影時間は17

秒、画像構成時間は約2分であった。撮影時間が従来のシス
テムに比べ非常に短いため、実験動物を屠殺することなく
麻酔下における生体で撮影が可能となり、実験動物の
rhBMPによる骨の形成過程の観察に非常に有用な方法で
あった。　　　　　
このマイクロCT装置による経時的な生体観察により、

エックス線密度の上昇が僅か5日目で観察され、その範囲は
骨髄側より経時的に段階的に拡大されており、これは骨形
成の組織的観察所見に一致していた。　　　　　

まとめまとめまとめまとめまとめ
顎骨欠損モデルの再建過程について日本白色種ウサギを

用い検討した．下顎骨下縁に骨欠損を作製し，rhBMP-2-10
μg（アステラス製薬）を含む1％アテロコラーゲンゲルを
充填した．以後4週まで経時的にμCT（R_mCT，理学メカ
トロニクス，東京）観察と組織学的検討を行った．μCT観
察において，5日で骨髄側から僅かであるがX線吸収度の上
昇があり，以後拡大を示した．これは2週以降で骨欠損部全
域に亘っていた．組織学的に，１週では骨髄側からの間葉
系細胞の増殖と一部に幼若な骨形成があり，４週で成熟し
ていた．以上の結果から，rhBMP-2の担体としてアテロコ
ラーゲンゲルを用いた顎骨再建の有効性が明らかになっ
た．
なお、本稿の要旨はInternational Symposium of

Maxillofacial & Oral Regenerative Biology in OKAYAMA
2005（口腔顔面頭蓋再生研究国際シンポジウム;　2005年9
月17日.岡山）において発表した。
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