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序論 

 

 獣医整形外科領域における犬の骨折は発生率 7％と報告されており、遭遇する機会の多

い疾患の一つである（Johnson JA. ら, 1989）。骨折治療において、外科的手技の失宣、血液

供給の不足、感染によって骨折後に癒合不全を呈し、広範囲の骨欠損が形成され、骨幹軸

の再建術を必要とする症例が存在する。特に対側肢に対して患肢長が 80％を下回る際には

跛行を呈すると報告されている（Franczuszki D. ら,1987）。その際には骨長の再建をするこ

とが必要となる。骨幹軸の再建には構造的に欠損部位を充填する必要があり、自家皮質骨

移植、同種保存骨移植、吸収性人工骨移植がその候補として挙げられる（Darryl LM. ら, 2003; 

Stevenson S. ら, 1999; Ragetly G.R. ら, 2012; Vertenten G. ら, 2010.）。自家骨移植は骨移植に

おいてはゴールドスタンダードとされている。自家骨は免疫反応を惹起せず、骨へと分化

する骨芽細胞前駆細胞を豊富に含み、骨誘導能と骨伝導能の両方を保持している理想的な

移植骨である(Samartzis D. ら,2005; Urist MR. ら,1967)。しかし、自家骨移植はその採取時に

患者に対して外科的侵襲を加えるために、疼痛や感染のリスクが存在する(Samartzis D. 

ら,2005)。そのリスクや外科的侵襲を軽減させるために考えられたのが、同種保存骨である。

同種保存骨は構造的に適切な強度を有していることから細胞の足場となる骨伝導能、さら

に細胞分化を促進させる骨誘導能を有していることから、荷重部位における使用には適切

であると考えられた (Darryl LM. ら, 2003)。しかしながら、同種保存骨自体は細胞成分に乏

しいという問題点を有している（Giannoudis PV. ら, 2005）。さらに、同種保存骨は-80℃の
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条件下で保存するための特殊な設備が必要であり、他の個体から採取するために、個体の

確保、採取に伴う感染のリスク、そして保存骨自体が宿主に完全吸収されるまで長期間の

経過観察が必要となる(Wilson  J.W. ら, 1990)。そのため、特殊な設備を必要とせず、管理

と術中の取り扱いが簡便であり、より早期に宿主に吸収される吸収性人工骨の開発が望ま

れていた。 

吸収性人工素材は大きく分類すると、poly glycolic acid（PGA）や poly lactic acid（PLA）

を代表例とする生体吸収性ポリマー、そして Hydroxyapatite（HA）や beta-tricalcium phosphate 

(β-TCP)を代表例とするリン酸カルシウムの 2 つに分けられる。1971年に Cutright DE et al

が、poly-L-lactide（PLLA）を吸収性骨接合材料として骨折治療への使用を報告して以来、

table 1-1 に示すように多くの人工素材が生体吸収性骨接合材料として利用されてきた

（Cutright DE. ら, 1971; Rezwan K. ら, 2006）。1977年にMiller et alが poly glycolic acid（PGA）、

PGAとPLLAの共重合体の埋植実験、さらに1992年にHolland et alがpolycaprolactone（PCL）

の埋植実験によって人工ポリマーが吸収性接合材料として利用可能であることが示されて

きた（Miller RA. ら, 1997; Holland SJ. ら, 1992）。しかし、PGAはその曲げ強度が埋植後 2

週間で半減し、さらにウサギ大腿骨遠位への埋植実験においては 36週目に完全吸収された

と報告されている（Rokkanen P.U. ら, 2000; Böstman O. ら, 1992）。一方で PCLは 24ヶ月の

経過観察後も分解吸収されず、生体内に長期間残存することが報告されている（Rezwan K. 

ら, 2006）。PGAは生体適合性に優れるとNellson et alやHollingerが報告した一方で、Böstman

は PGA の分解過程において異物反応が惹起され、骨融解を引き起こすと報告した（Nellson 
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JF. ら, 1977; Hollinger JO. 1983; Böstman O. ら, 1992）。吸収性骨接合材料は優れた強度と生

体適合性を有する人工素材が必要とされており、異物反応を惹起する人工素材の使用は不

適切である。PLLA を主成分とする人工素材では術後 16 週までの経過において、合併症の

発生は報告されていないが、PGA を主成分とする人工素材では約 2％と報告されている

（Rokkanen P.U. ら, 2000）。PLLA は骨の癒合において必要とされる期間、適切な強度を保

持し、さらに炎症反応を惹起することなく生体へと吸収されると報告された（Rokkanen P.U. 

ら, 2000; Böstman O. ら, 1992: Nellson JF. ら, 1977; Hollinger J.O. 1983; Böstman O. ら, 1992）。

さらに生体吸収性ポリマーの中で PLLA のみがピエゾ効果を有し、局所における骨形成を

有意に促進させることが報告されている。（Ikada Y. ら, 1996）。一方で、PLLA は 5年を超

える長期的な観察を行った報告において、遅延性無菌性壊死を引き起こし、疼痛を引き起

こすことが知られている（Matsusue Y. ら,1996）。そのため、生体適合性に優れるリン酸カ

ルシウムを主成分とする人工素材と PLLA を混合させることで生体適合性を向上させた人

工素材の開発が進められており、その人工素材としては特に HA とβ-TCP が注目されてい

る。HA と β-TCP は同等の生体適合性と骨形成能を有し、さらに HA はβ-TCP に比較し長

期間、生体内においてその強度を維持することが報告されている。（Doi Y. ら, 1999: Oyake Y. 

ら, 2002: Ghosh SK. ら, 2008）。1993年に Veheyen et alによって HA と PLLA を混合させて

作成された HA/PLLA は PLLA に比較し優れた生体適合性を示し、骨との直接癒合を得たと

報告されている（Verheyen C.C. ら, 1993）。獣医領域における生体吸収性骨接合材料の使用

は実験的な報告が多く、臨床応用に関する報告は非常に少ない（Backstorm AS,. ら 2005: 
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Pihlajamäki H. ら, 1992; Tegnander A. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994）。それは、

吸収性骨接合材料が金属製インプラントに比較し高価であり、活動制限の困難な動物にお

いては強度に劣る吸収性骨接合材料は選択肢となりにくいためである。しかしながら、犬

における骨折症例において術後に癒合不全が発生する頻度は約 4％とされており、癒合不全

と遭遇することは稀ではない（Rudd RG. ら, 1992: Smith SG. 1991: Hunt JM. ら, 1980）。こう

いった背景から、獣医整形外科領域においては、癒合不全症例に対する再建術に用いる移

植骨として吸収性人工骨が必要とされている。我々は先述した HA と PLLA、そして PLLA

の D 体である poly-D-lactide（PDLA）と PLLA のステレオコンプレックスである

poly-D/L-lactide（PDLLA）を主成分とする生体吸収性人工素材が新たな吸収性人工骨として

利用可能であると考え、以下に示す一連の検討を行った。 

第 2 章では、現在、本学附属動物医療センターにおいて行っている同種保存骨を用いた

広範囲の骨欠損を有する骨折後癒合不全症例に対する骨幹軸再建術の有用性とその問題点

についての検討を行った。第 3 章では、先述した HA/PLLA 製骨接合材料の長期的な経過観

察を行い、皮質骨へのリモデリングと炎症反応を PLLA 製骨接合材料と比較検討した。第 4

章では、新開発の HA/PDLLA 製吸収性人工骨の非荷重部位におけるリモデリング過程を吸

収性人工骨として一般的に使用されている β-TCP 製人工骨と比較検討し、その有用性につ

いて評価した。PLLA は構造異性体の PDLA を有し、この 2 つを混合させて作成された

PDLLA は PLLA に比較し早期に加水分解を受けることが報告されている（Pietrazak WS. ら, 

1997）。HA と PDLLA を組み合わせて開発された吸収性人工骨が骨欠損を伴う骨幹軸再建術
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に用いることが可能であると考え、その有用性について検討した。また、HA/PDLLA 製人

工骨は熱変形による欠損部位への充填が可能であることが特徴として挙げられる、熱変形

を行った HA/PDLLA 製人工骨と未変形 HA/PDLLA 製人工骨の比較検討を行い、熱変形によ

るリモデリングへの影響についても評価を行った。第 5 章では、脛骨骨欠損モデルを作成

し HA/PDLLA 製人工骨を埋植した。対側肢には同様の骨欠損を作成し β-TCP 製人工骨を埋

植し、荷重部位における両者のリモデリング過程について比較検討し、HA/PDLLA 製人工

骨の有用性を荷重部位において評価した。 
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Table 1-1：人工素材の融点・圧縮強度・分解速度 

 

人工素材 融点：Tm（℃） 圧縮強度（MPa） 
分解期間

（month） 

Poly-L-lactide (PLLA) 173-178 40-120 ＞24 

Poly-D-lactide (PDLA) 173-178 40-120 ＞24 

Poly-D/L-lactide (PDLLA) 不定形 35-150 12～16 

Poly glycolic acid (PGA) 225-230 340-920 6～12 

Polycaprolactone (PCL) 58 40-100 ＞24 
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2.1 緒言 

長管骨骨折後の癒合不全は一般に固定後の不安定性、血液供給の不足、そして感染に起因

する。癒合不全は犬において、橈尺骨に 60％、脛骨に 25％、そして大腿骨では 15％発生す

ると報告されている（Piermattei D.L. ら,  2006）。癒合不全は放射線学的所見によって生物

学的活性型と生物学的無活性型に分類される。生物学的活性型は骨折部位における固定強

度が不十分なことに起因し、一方で生物学的無活性型は血液供給の不足、組織の壊死、そ

して骨欠損に起因する。特に対側肢に対して 20％以上の骨欠損を有する症例では、跛行を

呈することが報告されている（Franczuszki D. ら, 1987）。健常肢に対して 20％以上の骨

欠損を伴う癒合不全症例に対しては骨癒合を達成させることと同時に、骨長を再建するこ

とが必要となる。 

 骨欠損の再建には自家海綿骨移植、自家皮質骨移植、同種保存骨など、様々な手法が報

告されている（Darryl L.M. ら, 2003; Stevenson S. ら, 1999; Ragetly G.R. ら, 2012; 

Vertenten G. ら, 2010.）。自家海綿骨移植は臨床的には骨折治療において骨治癒を促進させ

る目的で使用されているが、広範な骨欠損を有する癒合不全症例において自家海綿骨は構

造的な強度が低い事と、適切な量を採取することが困難な事から不適である。一方で同種

保存骨は構造的に適切な強度を有していることから細胞の足場となる骨伝導能、さらに細

胞分化を促進させる骨誘導能を有していることから、荷重部位における使用には自家海綿

骨に比較しより適切であると考えられた (Darryl L.M. ら, 2003)。しかしながら、同種保存

骨自体は細胞成分に乏しいという問題点を有している（Giannoudis P.V.ら, 2005）。 
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本検討では、大腿骨骨幹部骨折後の癒合不全に対する自家海綿骨と同種保存皮質骨を用

いた再建術の有用性を評価した。 

 

2.2 材料と方法 

2.2.1 同種保存骨 

同種保存骨は健常ビーグル犬から採取した。両側の長管骨(上腕骨、橈骨、尺骨、大腿骨、

脛骨)を滅菌下にて採取し、滅菌生理食塩加ガーゼにてパックし、プラスチックチューブ 

(BD Falcon, New Jersey, USA )に密封した後に－80℃にて保存した。使用する際には 37℃の滅

菌生理食塩水にて加温し、残存していた骨髄や筋肉、そして骨膜を除去した後に使用した。 

2.2.2 患者 

 2000年 1 月から 2010年 8月の期間に本学付属動物医療センターに来院し、再建手術を行

った大腿骨骨幹部骨折後の癒合不全症例 7頭を対象とした。7頭は骨幹部に大きな骨欠損を

有し、患肢への負重が術後 1 ヶ月後にも回復しなかった。症例の体重、年齢、犬種、そし

て雌雄は table 2-1 に示した。患者に対して過去に行われた処置、受傷から本施設への来院

までの期間、単純 X線検査から行った Weber BG et alによる癒合不全分類の結果を table 2-2

に示した（Weber B.G. ら,1976）。 

2.2.3 外科的手技 

麻酔前には一般身体検査、全血球検査、血液生化学検査、血液ガス検査を行った。ドロ

ペリドール（0.25mg/kg, IM）を前投与薬として使用した。プロポフォール (7mg/kg, IV)を用
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いて導入を行い、イソフルランと 100％酸素を維持麻酔として使用した。大腿骨外側からア

プローチを行い、大腿骨骨幹部を露出した。症例 3 と 6 では膝蓋骨内方脱臼を有していた

ため、脛骨粗面骨切り術を併用した。癒合不全部位を露出させた後に、インプラントと腐

骨を除去し、細菌培養検査と細菌感受性試験を行った (Mitsubishi Chemical Medience CO, 

Tokyo, Jpn)。近位と遠位の骨を皮質骨から出血が認められるまでサジタルソーを用いて切除

をした。切除後は欠損幅を測定し、単純 X 線検査で得られた正常肢長を参考にして保存骨

長を調節した。Plateには 2.5mmの reconstruction plate (MIZUHO, Tokyo, Jpn)、2.0 mmもしく

は 2.7 mmの screwを使用した。Plateは保存骨に固定された後に遠位の自家骨に screwに固

定した。その後、上腕骨近位から採取した海綿骨に 200μgの fibroblast growth factor 2（FGF2）

を添加し、保存骨の髄腔と宿主骨と保存骨の境界面に充填した後に宿主骨近位に固定し、

定法通り閉創した。浮腫予防を目的にロバート・ジョーンズ包帯を 7日間使用した。術後 3

週間までは運動制限を指示し段階的な負重を許可した。 

2.2.4 術後管理 

 術後 2週間は入院管理とした。退院後は術後 1、2，3，6，12ヶ月後に定期的なフォロー

アップを行った。一般状態、患肢の使用状況をオーナーより聴取し、さらに炎症マーカー

である C-反応性タンパク（CRP）の測定と単純 X線検査による癒合の状況を確認した。 

2.2.5 脚短率の算出 

 正常肢と術前と術後の患肢を内外側方向から撮影した。大腿骨の脚短率は Image J（NIH, 

Bethesda, MD, USA）を用いて計測した。正常肢長は大転子から大腿骨骨幹部の近位 1/3・中



12 

 

央・遠位 1/3の中央を通過し、大腿骨遠位において大腿骨顆にひいた接線に交差する点まで

の長さを正常肢長とした（Figure 2-1A）。患肢長の近位端・遠位端は正常肢長の測定と同じ

点を使用し、それぞれの骨片ごとの骨幹軸を通過する直線長を合わせたものを患肢長とし

た（figure 2-1B）。脚短率（％）は患肢長/正常肢長×100 で算出を行った。また、各症例に使

用した移植片の長さについて計測した。 

2.2.6 放射線学的骨治癒スコアによる経時的な骨癒合評価 

 Weiland AJ, et alの報告に基づいた放射線学的骨治癒スコアを一部改変し、術後 1，2，3，

6、そして 12 ヶ月でのスコア評価を行った（Weiland A.J. ら, 1984）（table 2-1）。宿主骨-

近位移植骨間、遠位移植骨-宿主骨間、そして移植骨本体の X線所見についてそれぞれ 6段

階で評価を行い、総スコアを算出した。この評価法では最高総スコアは 18点となる。 

2.2.7 C-reactive protein （CRP）の推移 

 術前・術後 7日目・術後 14日目、その後は一ヶ月毎の定期健診の際に CRP の測定を行っ

た。CRP は犬用 CRP 測定キット（Shima laboratories, Tokyo, Jpn） Automatic analyzer 7180

（Hitachi high-technologies, Tokyo, Jpn）を用いて測定を行った。 

2.2.8 統計処理 

CRP の統計処理には Turkey’s HSD test、脚短率には paired t test、放射線学的骨治癒スコアに

は turkey 法による多重範囲検定を行った。P<0.05 をもって有意差ありと判定した。表記は

放射線学的スコアについては中央値 ± SD、その他の表記については Average ± SDの形式で

表している。 
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2.3 結果 

 年齢、性別、犬種、そして体重は table1に示した。平均年齢は 4.2±3.2（0.6～9.1）歳、平

均体重は 4.8±4.0（2.5～13.8）kgであった。Table 2-2 には受傷から本学での治療までの期間、

初期治療での使用インプラント、癒合不全分類、そしてフォローアップ期間を記載した。7

頭中 6 頭で 2 度の手術を経験しており、主に使用されていたインプラントは髄内ピン（IM

ピン）あるいは plateであった。受傷から来院までの期間は平均 110.7±58.1日であった。初

診時の X 線検査所見よりWeber BG et alの報告に基づいた癒合不全分類を行ったところ、生

物学的無活性型癒合不全 4 例、生物学的活性型癒合不全 3 例であった（Stevenson S. ら, 

1991）。Weber BG et al の癒合不全分類は Table 2-3 の通りである。本学における治療後の合

併症は症例 2でのみ screwのルーズニングが認められた。その他の症例では合併症は認めら

れなかった。全ての症例は術後 2週間位内に患肢への負重が可能となり、3ヶ月位内に通常

歩行が可能となった。 

 正常大腿骨長は 92.3 ± 15.9mmであった。術前の患肢長は 78.5 ± 18.5mm、術後の患肢長は

90.3 ± 15.7mmであった。術前の脚短率は 85.2 ± 8.1％であったが術後には 95.0 ± 4.8％と顕著

な改善が認められた（figure 2-2）。使用した保存骨長は 29.1 ± 4.4mmであった。 

 単純 X 線検査所見からは症例 3 を除く 6 症例において術後 3 ヶ月までに近位の境界面の

消失が認められた、症例 2、3を除く 5症例においては術後 6ヶ月までに近位と遠位の両方

の境界面の消失が認められた。移植骨自体は術後 6 ヶ月目以降よりデンシティーの低下が
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認められ、リモデリングが進行したと考えられた。術後 12ヶ月まで経過観察の可能であっ

た 4 症例では移植骨は負重部位であったが破綻は認められなかった。放射線学的骨癒合ス

コアは術後 1ヶ月目は 9.1 ± 0.4（n=7）、術後 2ヶ月目は 10.0 ± 1.4（n=4）、術後 3ヶ月目は

10.3 ± 0.5（n=4）、術後 6ヶ月目は 13.2 ± 1.3（n=5）、術後 12ヶ月目は 14.8 ± 0.5（n=4）であ

った。一例として症例 4の経過を示す(Figure 2-3)。術後 3ヶ月目と術後 6ヶ月目の群の間に

有意差が認められた(p＝0.002、Fig ure 2-4)。 

 7 症例の経過観察の期間は table 2-2 の通りである。細菌培養検査の結果、症例 1 からは

Staphylococcus aureus、症例 7からは Non Fermentative Rodsが検出された。症例に使用した

抗生物質とその使用経過は table 2-4 の通りである。抗生物質の投与を中止した後に感染を

示唆する所見を呈する症例は認められなかった。 

CRP は術後 7 日目に 3.6 ± 1.6 mg/dl（平均±SD）と一過性の上昇を示したが、術後 14日目に

は 1.4 ± 0.3 mg/dlと減少傾向が認められた（Figure 2-5）。全ての群の間に有意差は認められ

なかった。その後も定期検診の際に測定を行ったが、症例 2 のみ異常値を示した。術後の

合併症として症例 2は術後 64日目に 1.82 mg/dlと高値を示し、screw・plateの破損が認めら

れたため、65 日目に screw・plate の交換を行った。交換後 12 日目の術後 77 日目には CRP

は 0.42mg/dlと正常値を示した。 

 

2.4 考察 

 本検討において、大腿骨骨折後の癒合不全症例に対して同種保存皮質骨移植を実施した。



15 

 

その結果、全ての症例で 2 週間後には患肢の負重が可能となり、術後 3 ヶ月目には通常の

負重歩行が可能となった。術後の合併症として 1例で screwの破損が認められたが、plate・

screwの再設置後には合併症は認められなかった。全ての症例で同種保存骨自体の破綻は観

察期間中には認められなかった。Sinibaldi KR は同種保存骨移植を行った症例の経過を経時

的に観察した報告を行っており、その中で同種保存骨移植においては強固な固定器具、移

植骨と宿主骨の連絡、そして海綿骨移植が骨癒合には重要であるとしている（Sinibaldi K.R. 

ら, 1989）。同種保存皮質骨は異物反応を惹起せず、強度に優れてはいるが海綿骨移植に比

べ骨誘導能に劣る（Nather A. ら, 2010）。そのため、成長因子を添加した海綿骨移植は有

用であると考えられた。健常犬に保存骨を用いた移植実験において近位と遠位の境界面は

術後 3ヶ月で消失したと報告された（Johnson A.L. ら, 1988）。我々の放射線学的検討にお

いても同様に術後 3 ヶ月に近位と遠位の境界面の消失が認められた。本検討と過去の報告

の消失時期が同時期であったことは大腿骨癒合不全症例に対する治療法として患肢におけ

る癒合と機能回復が得られた点から有効であったと考えられた。 

 FGF2は骨代謝において重要な役割を果たす細胞や因子の活性上昇を促進すると報告され

ている（Solchaga L. ら,2005; Saadeh P.B. ら, 2000; Miraoui H. ら, 2009）。しかし、FGF2

の単回投与は半減期は 17時間とされているが、単回投与においても初期の反応を活性化し

骨形成を促進すると報告されている（Zuo J. ら, 2004; Nakamura T. ら, 1998; Kawaguchi 

H. ら, 2001; Kato T. ら, 1998）。Nakamura T et alは犬における FGF2 の使用によって顕著

な仮骨形成と破骨細胞形成が認められ、FGF2 の有する骨代謝の促進によって早期の骨癒合
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が得られたと報告した（Nakamura T. ら, 1998 ）。また、同種保存皮質骨が吸収されたこ

とによって BMP や IGF-1 といった骨形成に有用な因子を放出することが報告されている

（Stevenson S. ら, 1999）。同種保存骨移植を行った際に FGF2 を添加することは骨癒合を

促進する有用な組み合わせであると考えられた（Wang J.S. ら, 1994）。FGF2 は局所投与

された際にはウサギの脛骨骨欠損モデル、犬の尺骨骨切りモデルにおいても 200μg の使用

が骨形成には望ましいと報告されている（Kawaguchi H.ら, 2001; Kato T. ら, 1998）。 

FGF2 が骨代謝を促進するという過去の報告を考慮し、本手法が比較的早期の移植骨と宿

主骨との癒合に至ったと考えられた（Solchaga L . ら, 2005; Pri-Chen S . ら, 1998; Zuo J. 

ら, 2004; Gospodarowicz D. ら, 1987; Saadeh P.B. ら, 2000; Sinibaldi K.R. ら, 1989）。

本検討では同種保存骨と海綿骨移植のみを行った対照群は設定していないため、FGF2 の影

響は明確にすることは不可能であった。同様の理由で、組織学的な検討を行うことは高い

リスクが存在するため治癒後の症例からは行っていない。 

感染は癒合不全の一般的な原因である。感染の有無と抗生物質の感受性を除去したイン

プラントや感染部位から採取することは重要である（Piermattei D.L. ら, 2006）。凍結同

種保存骨は免疫反応を惹起しないが、バイオフィルムとして作用することが知られている

（Wang J.S. ら, 1994; Stevenson S. ら, 1989）。そのため、術中には腐骨、そして感染が

疑われる組織のデブリードメントをすることは重要であり、CRP を経時的に計測すること

は有用である（Stevenson S. ら, 1989）。本検討では 2症例に感染が認められた。しかしな

がら、抗生剤による処置を行ったにも関わらず 1 症例では CRP の上昇が認められた。持続
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的な CRP を示した症例では plateと screwのルーズニングが関連していたと考えられた。 

 移植骨の完全置換は 8 年以上を要すると報告されており、より長期間の経過観察が必要

であるが、本再建法は長管骨骨折後の癒合不全によって生じた広範な骨欠損に対する有用

な手法であると示唆された (Wilson  J.W. ら, 1990)。 

 しかしながら、本手法は健常ビーグル犬から骨を無菌的に採取し、－80℃の条件下にて

凍結保存することが必要となる。そのため、国内では一部の大学病院をはじめとする特殊

な施設でのみ使用が可能であり。再建術に使用可能な代替物の開発が望まれている。 

 

2.4 小括 

1 同種保存骨移植によって脚長が温存され、正常な歩行機能の回復が得られた。 

2 免疫反応や炎症反応は観察期間中には認められなかった。 

3 完全吸収には長期間を要する。 

4 同種保存骨の採取には健常犬・特殊な保存設備が必要であり使用可能な設備が一部に限

られる。 

 

 

 

 

 

 



18 

 

 

Figure 2-1 脚長計測  

内外側方向からの撮影を行った単純 X線写真を使用した。 

A）大転子から大腿骨全長の近位 1/3、1/2、遠位 1/3の中点を通過し、大腿骨骨顆の接線ま

での長さを正常肢長とした。 

B）近位端・遠位端は正常肢長の測定と同じ点を使用し、それぞれの骨折片毎の骨幹軸を通

過する直線長を合わせたものを患肢長とした。 
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Figure 2-2 術前と術後の患肢長 

術前と術後の患肢長を示した。85.3 ±8.1％から 97.3 ± 2.3％の術前と比較し術後には顕

著な患肢長の改善が認められた。 

Value：mean±S.D. 

Paired t-test *p<0.05 
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Figure 2-3 症例 4における放射線学的骨治癒スコアの一例 

内外側方向、前後方向からの単純 X線写真。 

A：スコア＝9。術直後は近位、遠位、移植骨共に 3。B：スコア＝9。術後 1 ヶ月では両境

界面、移植骨本体共に変化が認められないためスコア 3とつけた。C：スコア＝12。術後 2

ヶ月では骨折線の消失が認められたため近位・遠位を共に 4、移植骨自体の明瞭化が認めら

れたため 4。D：スコア＝15。術後 6ヶ月目には遠位・近位での皮質骨の連続性が認められ

たためスコア 5、移植骨は変化が認められなかったため 4とした。 
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Figure 2-4 放射線学的骨治癒スコアの推移 

 Table 1を元に術後 1・2・3・6・12ヶ月でのスコア評価を行った。術後 3ヶ月群と術後 6

ヶ月群、術後 6ヶ月群と術後 12ヶ月群の間に有意差が認められた。 

Turkey法による多重範囲検定 *p<0.05 
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Figure 2-5 CRPの推移  

術前・術後 7日目・14日目・28日目、その後 1ヶ月毎に CRPの測定を行った。各群間に

有意差は認められなかった。 

Value：mean±S.D. 

Turkey’s HSD test  p<0.05 
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Table 2-1症例の基礎データ 

 

症例 
年齢

（year） 
性別 犬種 

体重

（kg） 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

9.1 

0.8 

3 

0.6 

7.6 

5.3 

3 

未避妊♀ 

未避妊♀ 

未去勢♂ 

未避妊♀ 

去勢♂ 

避妊♀ 

未避妊♀ 

トイ・プードル 

トイ・プードル 

トイ・プードル 

トイ・プードル 

パピヨン 

パピヨン 

ビーグル 

3.5 

3.5 

3.4 

2.5 

4.8 

2.4 

13.8 

 

年齢、性別、去勢・避妊、犬種、体重を示した。初診時の平均年齢は 4.2±3.3歳（mean±S.D.）、

初診時の平均体重は 4.8±4.0 kg（mean±S.D.）であった。 
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Table 2-2 症例の経過、初診時の単純 X線検査所見、本学での経過観察期間 

 

症例 
受傷から受診まで

の日数 
使用された固定器具 癒合不全分類 経過観察可能な期間 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

108 

127 

124 

106 

217 

36 

57 

plate・ワイヤー 

plate 

IMピン・plate・創外固

定 

IMピン・創外固定 

plate 

plate 

IMピン・ワイヤー 

無活性型 萎縮型 

無活性型 欠損型 

活性型 低栄養型 

無活性型 萎縮型 

活性型 低栄養型 

無活性型 萎縮型 

活性型 寡少仮骨型 

357 

77 

56 

196 

1233 

1608 

770 

 

症例 7を除き 2度の手術を経験していた。また、Weber BG et alの報告に基づいた癒合不

全分類を行った（Weber B.G. ら, 1976）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

Table 2-3 放射線学的骨治癒スコア 

 

  近位・遠位の結合部     移植骨本体 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

完全な吸収像/偽関節 

Severeな吸収像 

Mildな吸収像 

術後と変化なし 

初期の癒合 

強固な癒合 

宿主骨サイズへのリモデリング 

  

  

  

  

  

  

  

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

完全な吸収像/偽関節 

Severeな吸収像 

Mildな吸収像 

術後と変化なし 

Mildな新生骨 

Moderateな新生骨 

宿主骨サイズへのリモデリング 

 

Weiland AJ,et alの報告に基づいたスコア評価法を一部改変し使用した。移植骨と宿主骨の

遠位・近位の境界面、移植骨自体の 3ヶ所の評価を行い、各部位 6点、最高 18点のスコア

評価を行った（Weiland A.J. ら, 1984)。 
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Table 2-4 使用した抗生物質とその期間 

 

症例 
CMZ 

(days) 

ゲンタマイシ

ン(days) 

バンコマイシ

ン(days) 

その他 

(days) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1～8 

1～9 

6～15 

1～3 

1～18 

1～14 

  

  

  

1～6 

  

  

  

6～11 

8～18 

  

1～6 

3～7 

1～10 

  

  

ミノサイクリン(7mg/kg bid)18

～96 

  

セファロスポリン(25mg/kg bid）

15-71 

  

  

  

エンロフロキサシン(5mg/kg 

bid) 1-20 

 

本学付属動物医療センターで手術を行った日を第 0病日とした。 

セファメジンは 25mg/kg bid、ゲンタマイシンは 2mg/kg bid、バンコマイシンは 10mg/kg 

bid CRIの用法用量で投与を行った。 
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第 3章 

Hydroxyapatite/poly-L-lactide 製人工素材

と poly-L-lactide 製人工素材の 

生体親和性と骨孔閉鎖に関する検討 
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3.1 緒言 

理想的な吸収性骨接合材料は整形外科領域の重要な研究テーマの一つである。理想的な

吸収性骨接合材料とは骨折の治療が完了するまでの期間はその部位に発生する荷重に耐え

骨折片の整復を維持し、骨癒合の進行とともに分解され、骨癒合完了後には異物反応を惹

起すること無く生体に吸収され、さらに骨孔自体も骨に置換される特性を有することが要

求される。過去には polyglycolic acid (PGA)、polydioxanone （PDS）そして poly L – lactic acid 

（PLLA）の使用が報告されてきた(Pihlajamäki H. ら, 1998; Rokkanen P.U. ら, 2000; Deorio 

J.K. ら, 2001)。そのうち、PLLA は優れた強度と生体適合性を有しており理想的な人工素材

として過去には前十字靭帯整復や骨折整復・固定といった整形外科領域において使用され

てきた(Pihlajamäki H. ら, 1992;  Tegnander A. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994)。

しかしながらヒトでは PLLA 製骨接合インプラントは分解の遅延、疼痛そして遅延性無菌

性腫脹などの合併症が報告されている (Tegnander A. ら , 1994; Bergsma E.J. ら 1993; 

Matsusue Y. ら, 1996)。Matsusue Y et alは PLLA 製骨接合インプラントの欠点として、PLLA

は異物反応を惹起し、構造的な特性により骨折片の整復には強度が低いと報告した

(Matsusue Y. ら, 1996)。また、PLLA 製骨接合インプラントをウサギ大腿骨に埋植し、長期

観察を行った研究結果からウサギでは PLLA 製骨接合インプラント周辺に、線維組織によ

るカプセル化が認められ骨との接合が弱いとされている。これらの報告から、PLLA 製骨接

合インプラントは最適な吸収性材料ではなく、さらなる生体適合性と長期間強度を有する

吸収性骨接合材料の開発が必要であるとされてきた。 
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これらの問題を解決するために、PLLA に Hydroxyapatite（HA）を含有させた HA/PLLA

が 1992年に Verheyen CC et alによって開発された(Verheyen C.C. ら, 1993)。HA/PLLA は HA

含有によって PLLA のみの素材に比較して優れた骨への接着と生体適合性の改善が得られ

ると報告されている(Verheyen C.C. ら, 1993; Saito T. ら, 2004; Hasegawa S. ら, 2006)。

HA/PLLA 製インプラントをウサギの大腿骨髄腔内に埋入した実験では術後 4～6 年にかけ

て吸収されていき、異物反応を惹起しないという結果が得られた(Hasegawa S. ら, 2006)。

Yasunaga T et al は HA/PLLA と PLLA の脛骨皮質骨への接着強度を評価し、その中で

HA/PLLA 製骨接合インプラントは PLLA 製骨接合インプラントに比較し有意に強固な固定

強度を有していたと報告した(Yasunaga T. ら, 1999)。このように、これまで HA/PLLA、PLLA

の接着強度や炎症反応について関心が持たれ検討されてきたが、これらの材料で作成され

た screwを皮質骨に使用した際の、皮質骨に形成された骨孔は再骨折を惹起する可能性を有

し、その閉鎖過程に関しての検討を行う必要がある。さらに、現在までに同一の動物で PLLA

と HA/PLLA の分解吸収過程の比較検討を行った報告も存在しない。そこで本研究は、

HA/PLLA 製骨接合インプラントと PLLA 製骨接合インプラントの皮質骨領域と髄腔領域に

おける分解吸収過程を評価し、PLLA に HAを含有させた有用性を評価することを目的とし

実験を行った。 

 

3.2 材料及び方法 

3.2.1 PLLA・HA/PLLA screwの準備 
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PLLA 製 screw と HA/PLLA 製 screw は GUNZE(Kyoto, Jpn).より提供を受けた。PLLA 製 

screwは GUNZEより市販されている GRANDFIX® cortex screwを使用した(Yasunaga T. ら, 

1999; Tatsumi A. ら, 1999)。 

HA/PLLA製 screwは平均分子量 2万の PLLAと 900度に焼成した HAを 70対 30の重量

比にて均一に混合させた。HA/PLLA 製 screw は高圧伸展法により作成した。さらにその後

プレス加工により成形されたものを使用した。今回、使用した screw シャフト径は 2.6mm、

screws直径は 3.5mmであり、長さは、18mm、24mm、そして 26mmのものを使用した。 

3.2.2 供試動物 

臨床的に健常な 12 頭の雌のビーグル成犬を使用した。全ての供試動物の年齢は 11～12

ヶ月齢、平均体重は 10.3±0.7kgであった。実験群はその観察期間により 12ヶ月群、36ヶ月

群、60ヶ月群、そして 84ヶ月群の 4群にランダムに分類した。各群ともは 3頭で構成した。 

3.2.3 外科的手技 

すべての供試動物に対してドロペリドール(0.5mg/kg,im)を使用した前処置後に、プロポフ

ォール(10mg/kg,iv)を使用して麻酔導入を行った。全ての犬に気管内チューブを挿管しイソ

フルランと酸素を使用した維持麻酔を行った。また硬膜外鎮痛として塩酸ブプレノルフィ

ン(5μg/kg)、塩酸ブピバカイン(0.5mg/kg)を使用した。供試動物の左右の後肢を剃毛後、無菌

的処置を施し、大腿骨骨幹部外側にアプローチにより大腿骨近位から遠位の外側面を露出

した。2.5mmのドリルを使用して大腿骨近位・大腿骨中央部・そして遠位に骨孔を作成し、

使用する screwと同じネジ山を備えた専用タップを用いてタッピングを行った。骨のデブリ
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スを十分に洗浄・除去した後に右側大腿骨近位には φ3.5mm×24mm、中央部には 18mm、そ

して遠位には 26mmの HA/PLLA screwをそれぞれ刺入固定した。また、左側の大腿骨には

右側と同じ位置に同様の手順で、同じ口径そして長さの PLLA screwをそれぞれ刺入固定し

た。固定後、各組織そして皮膚は定法通り閉鎖した。動物は処置肢の浮腫を予防する目的

で 1週間のロバート・ジョーンズ包帯法を装着した。術後 14日間は感染予防を目的として

セフメタゾン(25mg/kg)を 1日 2回経口投与した。観察期間中、動物はケージレストとした。 

一連の外科的処置、術後管理法、そして安楽死の方法は日本獣医生命科学大学の動物実

験倫理委員会の許可の基に実施した。 

3.2.4 血液検査 

術前、そしてその後は 12ヶ月間隔で全血球検査、血液ガス検査そして血液生化学検査を実

施した。CBC検査では白血球数（WBC）、赤血球数（WBC）、ヘモグロビン量（Hb）、ヘマ

トクリット値（Ht）そして血小板（PLT）の測定を行った。血液生化学検査では総蛋白（TP）、

アルブミン（Alb）、アルカリフォスファターゼ（ALP）、アスパラギン酸アミノトランスフ

ェラーゼ（AST）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、ビリルビン（Bil）、尿素窒

素（BUN）、クレアチニン（Cre）、グルコース（Glu）、総コレステロール（T-Cho）、カルシ

ウム（Ca）、リン（P）、の計測を行った。血液ガス検査として、pH、酸素飽和度（PO2）、

二酸化炭素飽和度（PCO2）、重炭酸イオン濃度（HCO3）、過剰塩基（BE）、そしてナトリウ

ムイオン濃度（Na）、カリウムイオン濃度（K）そしてクロール濃度（Cl）の測定を行った。 

3.2.5 単純 X 線検査 



32 

 

術後 1，3，6，12 ヶ月そしてその後は 6 ヶ月間隔で左右大腿骨の内外側方向そして前後

方向の単純 X 線撮影を定期検査ごとに実施した。撮影された X線前後象をもとにして、table 

3-1 に基づき近位・中央部そして遠位での screw 刺入部の皮質骨領域の骨孔閉鎖について評

価した。さらにそれぞれの screwに関して骨折、異常な骨形成や骨膜反応の有無について観

察を行った。 

3.2.6 X線 CT検査 

術後 1，3，6，12ヶ月そしてその後は 6ヶ月間隔で X 線 CT検査を実施し、screw刺入孔

のCa3(PO4)2相当量について評価した。全身麻酔下にて動物を伏臥位に固定し 120kv・100mAs

の 2mm スライス厚で大腿骨全長の撮影を行った。CT 画像再構成関数は FC30 に設定し

DICOMデータを Image J に取り込んだ。撮影した CT画像はウインドウ幅は 1500、ウイン

ドウレベルは 300 の条件下で評価した。CT 撮影時には標準骨塩量ファントム(B-MAS 200, 

Kyoto Kagaku, Jpn )を同時に撮影し、QCT 法により screw骨孔の CT 値を計測し、Ca3(PO4)2

相当量を算出した。 

3.2.7 組織学的評価 

 全ての実験犬はペントバルビタールの過剰投与によって安楽死を行った。安楽死直後に

左右の大腿骨を採取し、10%中性緩衝ホルマリン液にて固定し、4％ギ酸で脱灰した。その

後パラフィン包埋を実施し、大腿骨長軸に対して垂直方向に 5μm厚で切片を作成し、HE 染

色を実施した。作成した組織標本を基に骨孔の閉鎖、髄腔内における線維組織浸潤、組織

球浸潤そして screw の性状変化について評価を行った。骨孔閉鎖は、無形成、線維性閉鎖、
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線維性骨性閉鎖、そして骨性閉鎖の 4つに分類した(Figure 3-1)。それぞれ、骨孔領域に線維

組織、線維組織と骨性組織、そして骨性組織のみが観察されたことを示している。Screwは

変化なし、液状化、一部吸収、そして完全吸収の 4 段階に分類した(Figure 3-2)。線維組織浸

潤は微弱、中程度 そして重度の 3段階に分類した(Figure 3-3)。組織球浸潤は浸潤なし、軽

度、中程度、そして重度の 4段階に分類した(Figure 3-4)。 

3.2.8 統計解析 

HA/PLLA と PLLA screw の Ca3(PO4)2相当量の統計には one way ANOVAを使用した。統

計ソフトは SPSSを使用した。(SPSS, Japan Inc, Tokyo, Japan) P<0.05をもって有意差ありと

判定した。 

 

3.3 結果 

3.3.1 血液検査 

 Table 3-2A に全血球検査、table 3-2Bに生化学検査、table 3-2Cに血液ガス検査の結果を示

した。観察期間中に明らかな異常値は認められず、供試動物の一般状態に問題は認められ

なかった。 

3.3.2 放射線学的検討 

各実験群の大腿骨の経時的な X線前後像写真を Figure 3-5に示した。Figure 3-5A・C・E・

G・Iは PLLA 製 screwの埋入された左側大腿骨、Figure 3-5B・D・F・H・Jは HA/PLLA 製

screwの埋入された右側大腿骨の単純 X 線写真である。単純 X線検査で認められた screw刺
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入部での骨孔の変化を table 3-1に示したように分類した。Table 3-3は table 3-1に基づく結

果を示した。Figure 3-5 に示したように X線写真をもとに screw骨孔の閉鎖について評価す

ると、HA/PLLA 製 screwでは 60ヶ月目には完全な骨孔閉鎖が認められた(Figure 3-5H)。し

かしながら、PLLA 製 screw では完全な骨孔閉鎖はすべての部位で 84 ヶ月が経過した段階

でも認められなかった(Figure 3-5I)。観察期間を通じてすべての screw そしてその周辺に異

常な骨形成や骨膜反応そして刺入部位での骨折などの異常な所見は認められなかった。 

埋植後 12 ヶ月の時点では、骨孔に関して PLLA 製 screw は埋入直後と比較し変化が認めら

れなかった(Figure 3-5C)。しかし、HA/PLLA 製 screw は一部の X 線不透過性の亢進が認め

られた(Figure 3-5D)。埋植後 24ヶ月では骨孔に関しては HA/PLLA 製 screwでは大部分の X

線不透過性の亢進が認められたが PLLA 製 screw では一部の X 線不透過性の亢進が認めら

れたのみであった(Figure 3-5E・F)。 

埋植後 60 ヶ月では骨孔に関しては HA/PLLA 製 screw は共に大部分の X 線不透過性の亢

進が認められ、完全な閉鎖が認められたが、PLLA製 screwでは認められなかった。(Figure 

3-5G・H)。埋植後 72ヶ月では骨孔に関しては HA/PLLA 製 screwでは figure 3-5H と同様に

完全な骨孔閉鎖が認められた(Figure 3-5J)。しかしながら PLLA 製 screwでは 60ヶ月と比較

し変化が認められなかった(Figure 3-5I)。 

3.3.3 Screw骨孔の Ca3(PO4)2相当量 

HA/PLLA 群そして PLLA 群の骨孔の経時的な Ca3(PO4)2相当量は figure 3-6に示した。近

位・骨幹部そして遠位に固定されたすべての screwについて、HA/PLLA 群の Ca3(PO4)2相当
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量は PLLA 群と比較し術後から高値を推移した。また、36 ヶ月以降では全ての部位の

HA/PLLA screwのCa3(PO4)2相当量は各々の12ヶ月前の測定値に比較し有意な上昇が認めら

れた（近位：p＝0.01、中央：p＝0.04、遠位：p＝0.02）。しかし、PLLA screwでは Ca3(PO4)2

相当量は骨幹部に埋入した 48ヶ月において有意な低値を示したのみで、その他は観察期間

中には変化が認められなかった（p=0.04）。 

3.3.4 組織学的評価 

Table3-4に組織評価の結果を示した。組織学的検討では、HA/PLLA 群では 60 ヶ月後には

骨孔の骨性閉鎖が認められたが、PLLA 群では観察期間中には骨性閉鎖は認められなかった。 

12ヶ月： 

骨孔は両群とも術直後と変化は認められなかった。近位の HA/PLLA screwとすべての PLLA 

screwには変化が認められず、固形の状態であった。一方で、骨幹部そして遠位の HA/PLLA 

screwは髄腔内においては液状化が認められた。線維組織そして組織球の浸潤は両群共に軽

度であった。 

36ヶ月： 

骨幹部そして近位に埋入された HA/PLLA screwで骨孔では線維性骨性閉鎖が認められた。

一方、遠位に埋入された HA/PLLA screw そしてすべての PLLA screwは骨孔の線維性閉鎖

が認められた。両群ともにすべての髄腔内 screwにおいて液状化が認められた。髄腔内にお

ける screw 周囲の線維組織は 12 ヶ月に比較して両群ともに大半の screw で肥厚が認められ

たが、遠位の HA/PLLA screwのみ、その他の部位に比べて線維組織の肥厚が軽度であった。
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さらに組織球浸潤の程度は HA/PLLA 群に比較し、PLLA 群で強く認められた。 

60ヶ月： 

骨幹部そして近位に埋入された HA/PLLA screwでは骨性閉鎖が認められた。また、遠位

に埋入されたHA/PLLA screwそしてすべての PLLA screwは骨孔の線維性骨性閉鎖が認めら

れた。一方、PLLA screwはすべての部位で screwの一部吸収が認められた。しかし HA/PLLA

は 36ヶ月から変化が認められず、骨髄腔内では液状化した状態であった。近位そして骨幹

部に埋入された PLLA screwではすべての HA/PLLA screwと遠位に埋入された PLLA screw

に比較して強い組織球浸潤が認められた。 

84ヶ月： 

すべての HA/PLLA screwでは骨孔に完全な骨形成が認められた。しかしながら、すべて

の PLLA screwでは骨孔の線維性骨性閉鎖が認められた。PLLA screw自体は近位そして遠位

では完全な吸収が認められたが、骨幹部の PLLA screwそして HA/PLLA screwでは一部の吸

収が認められたのみであった。 

組織球の浸潤は PLLA 群では骨幹部において若干認められたが、近位そして遠位では認

められなかった。HA/PLLA 群では骨幹部では軽度の浸潤、近位そして遠位では中程度の組

織球の浸潤が認められた。 

 

3.4 考察 

本検討では全ての動物の一般状態は良好であり、跛行、screw適応部位の疼痛あるいは腫
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脹といった異常所見は観察期間中には認められなかった。そして全ての動物では血液検査

では異常値を示さなかったことから、PLLA 製 screw そして HA/PLLA 製 screw を使用する

ことにより、動物の一般状態、肢の使用状況には影響を与えないことが示された。一方で

は PLLA 製骨接合材料は遅延性無菌性腫脹、髄腔内における吸収遅延を含めた様々な合併

症が報告されている(Tegnander A. ら, 1994; 1993; Matsusue Y. ら, 1996: Verheyen C.C. ら, 

1993)。我々は本検討とこれらの報告の違いは動物種そして実験モデルの違いが影響してい

ると考えた。過去の報告では PLLA 製骨接合材料を骨折モデルあるいは前十字靭帯断裂モ

デルの整復に使用しているが、我々の実験モデルでは screwの吸収過程を評価することを目

的としており、骨折は作成されておらず、screwは健常な大腿骨に固定されている(Tegnander 

A. ら, 1994; 1993; Matsusue Y. ら, 1996: Verheyen C.C. ら, 1993)。従って、大腿骨に挿入固定

された各動物 6本の screwには外部からの力が加わっていない。このことが過去の報告とは

異なり臨床症状を呈さなかった理由の一つであると考えた。 

 吸収性骨接合インプラントを骨折治療に使用した際に骨孔は再骨折を惹起させる原因と

なるため、骨孔の皮質骨形成は理想的な結果の一つと考えられる。Yasunaga .TらはHA/PLLA

製 plateと PLLA製 plateを使用したウサギの実験では術後 4週目には皮質骨と HA/PLLA製

plateとの直接的な結合が認められたが、PLLA 製 plate では 25週後も骨との直接的な結合が

認められなかったと報告した(Yasunaga T. ら , 1999)。この結果は生体適合性に優れる

Ca3(PO4)2含有の有無によると考えられている。本検討では皮質骨領域において HA/PLLA 製

screwは骨孔領域において骨との直接的な接着、さらにその後に骨孔の皮質骨への置換が確



38 

 

認された。これに対して PLLA 製 screwでは骨孔領域において皮質骨と screwの間に線維組

織浸潤が認められ完全な皮質骨への置換は認められなかった。HA/PLLA 製 screw は放射線

学的検討では埋植後 72 ヶ月、組織学的検討では埋植後 60 ヶ月で骨孔の完全な皮質骨置換

が認められたが、PLLA 製 screw では埋植後 84 ヶ月の観察を続けたにも関わらず観察期間

中には完全な皮質骨形成は認められなかった。以上のことから、PLLA 製 screwでは問題と

なっていた骨孔の閉鎖不全が HA の添加によって改善したことから、HA/PLLA 製骨接合材

料は皮質骨置換においては理想的な結果を得ることの出来る吸収性骨接合材料であると考

えられた。 

皮質骨領域における Ca3(PO4)2相当量に関しては現在までに同一個体における経時的な変

化を観察した報告はない。本検討においては埋植直後から HA/PLLA 製 screwの HA含有の

影響により、PLLA 製 screw に比較し高値を推移したが、これは HA/PLLA 製 screw 自体に

含まれる HA の影響と考えられた。しかし、HA/PLLA 群では全ての screwにおいて埋植 36

ヶ月後には埋入直後と比較し有意なCa3(PO4)2相当量の上昇が認められ、さらにその後もHA

相当量の経時的な上昇が認められた。埋入 36ヶ月後の皮質骨領域における組織所見からは

HA/PLLA 製 screwは骨性線維性閉鎖が認められた。PLLA 群においても 60ヶ月後には骨性

線維性閉鎖が認められているが、Ca3(PO4)2相当量は術直後と比較して変化していなかった。

同様の組織所見にも関わらず Ca3(PO4)2相当量には HA/PLLA 群と PLLA 群との間で大きな

差異が生じていたが、これは皮質骨領域において置換された組織の細胞外 Matrix の石灰化

度に HA/PLLA と PLLA では大きな差異が生じていることが疑われた。In vitro の研究におい
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ても、HA/PLLA と PLLA 上に間葉系幹細胞を播種し分化を検討した報告において、HA 含

有によって有意に ALP 産生が促進されることが認められている(Wang M. ら, 1998)。PGA

や PDSといった PLLA以外の生体吸収材料(bioresorbable polymer)にHAを含有することに

よっても生体親和性の向上や骨への分化を促進することが報告されている(Wang M. ら, 

1998; Hench L.L. 1998; Ramakrisha S. ら, 2001）。HA を含有させることによって骨芽細胞は

HA に直接結合し、HA を分化増殖の場とする（Yasunaga T. ら, 1999）。以上のことから、

HA/PLLA 製骨接合材料は骨孔の皮質骨置換においては理想的な結果を得る事のできる吸収

性骨接合材料であると考えられた。 

組織球の浸潤は HA/PLLA 群に比較し PLLA 群でより強い浸潤が認められた。Matsusue Y.

ら、そして Hasegawa Y. らは組織球の浸潤は PLLA の分解吸収における最終段階において認

められると報告した(Matsusue Y. ら, 1995; Hasegawa Y. ら, 2002)。本検討においても組織球

の浸潤は screw 自体の分解後期から吸収の過程において強く認められる傾向があった。

HA/PLLA 群では埋植後 60ヶ月から埋植後 84ヶ月にかけて、PLLA 群では埋植後 36ヶ月か

ら埋植後 60ヶ月にかけて、ともに中程度以上の組織球浸潤が認められた。特に PLLA 群は

埋植後 60 ヶ月の組織学的所見において重度の組織球浸潤が確認された。PLLA に HA を含

有させることによって生体適合性が改善されるが、それと同時に吸収の遅延が報告されて

いる(Verheyen C.C. ら, 1993; Ishii S. ら, 2003)。今回の検討においても PLLA 製 screw は

HA/PLLA 製 screwに比較して早期に分解・吸収反応が進行することが確認された。HA/PLLA 

群では埋植後 84 ヶ月の時点で髄腔内において screw の残存が認められた。ウサギの髄腔内



40 

 

に PLLA 製 rodを埋入した Matsusue Y.らの実験では、埋植後 24～42ヶ月にかけては PLLA

の分解とその周囲に非常に多くの組織球浸潤が認められ、さらに埋植後 62ヶ月が経過した

段階ではPLLAは完全に吸収され骨髄への置換が認められたと述べられている (Matsusue Y. 

ら, 1995)。本検討においても PLLA 群では時期は異なるが、同様の変化が認められ埋植後

84 ヶ月が経過した時点で骨髄への完全な置換が認められた。現在までに最も長期間の

HA/PLLA の観察を行った Hasegawa S.らは、ウサギ大腿骨髄腔内に埋植後 88ヶ月の時点で

材料の萎縮と少数の組織球浸潤が認められたと報告した(Hasegawa S. 2006)。本検討におけ

る HA/PLLA 群においても同様の所見が認められ、さらに HA/PLLA の分解吸収が進行し

screw の内部にまで組織球の浸潤している所見が認められた。さらに Hasegawa S らの報告

と同様に本検討においても、髄腔内における HA/PLLA は埋入後 5年が経過した時点で、骨

幹部に比較して遠位側でより X線透過性の亢進が認められた(Hasegawa S. 2006)。 

 今回、健常ビーグル犬の大腿骨に HA/PLLA 製 screw を固定した後 84 ヶ月間、その吸収

過程そして骨孔の変化について検討した。その結果、HA/PLLA 製 screw を皮質骨に挿入固

定した場合、その吸収過程において HA/PLLA は PLLA に比較して炎症反応も少なく、また

HA/PLLA では吸収後に皮質骨に形成された骨孔は骨により置換されるという理想的な結果

が得られた。 

 これらの所見よりHA/PLLAは共に理想的な吸収性骨接合材料としての性質を備えている

ことが示唆されたが、本検討において 84 ヶ月を経過しても髄腔内において HA/PLLA は残

存し、さらに中程度の組織球浸潤が認められたことからも長期的な経過観察は不可欠であ
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ると考えられた。また、今回の検討では、骨折を伴わない健常な大腿骨に screwを埋入固定

したモデルを使用している。従って、骨折片を安定化する場合には screwに加わる力学的負

荷は最小限であったことが予測される。HA/PLLA 製 screw は PLLA の加水分解の進行する

とともに強度が低下することが予想され、in vivoにおいて HA/PLLA 製 screwの強度の経時

的な変化を評価することが必要であると考えられる。 

 

3.5 小括 

1  Ca3(PO4)2相当量は HA/PLLA 製 screw は経時的な数値の上昇が認められた。これは HA

が骨と直接的に癒合し自家骨への置換が進行したためであると考えられた。 

2  PLLA 製 screw は観察期間中に重度の組織球浸潤が認められたが、HA を含有させて作

製された HA/PLLA 製 screwは観察期間中、中程度の組織球浸潤が認められたのみであっ

た。 

3 HA/PLLA 製 screwは皮質骨との直接癒合を獲得し、その後、自家骨へと置換された。放

射線学的にも埋植後 60ヶ月において骨孔の閉鎖が認められた。 

4 これらの結果から HA と PLLA から構成された人工素材は自家骨へと置換することが認

められた。HAと PLLA から構成された人工素材は新たな吸収性人工骨としての利用が可

能であると示唆された。 
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Figure 3-1 骨孔閉鎖の分類 

HE標本を使用し、12.5 倍にて観察。 

0： 無形成 

1： 線維組織閉鎖 

2： 線維組織性骨性閉鎖 

3： 骨性閉鎖 
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Figure 3-2 Screwの性状変化分類 

HE標本を使用し、12.5 倍にて観察。 

0： 変化なし 

1： 液状化 

2： 一部吸収 

3： 完全吸収 
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Figure 3-3 線維組織浸潤の分類 

HE標本を使用し、12.5 倍にて観察。 

1： 若干の浸潤 

2： 中程度の浸潤 

3： 重度の浸潤 
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Figure 3-4 組織球浸潤の分類 

HE標本を使用し、20 倍にて観察。 

0： 浸潤なし 

1： 僅かな浸潤 

2： 中程度の浸潤 

3： 重度の浸潤 
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Figure 3-5 単純 X 線検査による骨孔の変化 

A, C, E, G, I： PLLA screw（左側） 

B, D, F, H, J： HA/PLLA screw（右側） 

A, B：術直後、C, D：術後 12ヶ月後、E, F：24ヶ月後 

G, H：60ヶ月後、I, J：72ヶ月後 



47 

 

 

Figure 3-6 皮質骨領域における Ca3(PO4)2相当量の推移 

Ca3(PO4)2相当量の変化を示した。大腿骨に埋植した HA/PLLA screw、PLLA screwの皮質骨

領域での Ca3(PO4)2相当量を測定した。 

Value：mean 

*・・・p＜0.05（Tukey HSD test） 
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Table 3-1 単純 X 線検査による骨孔閉鎖分類 

 

 

 

単純 X線検査所見から得られた骨孔閉鎖を table 3-1に基づいて分類を行った。 
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Table 3-2A：CBC検査結果 

 

（month） RBC (10
3
/μl） WBC (10

2
/μl） Ht (%) Hb (g/dl) MCV (fl) MCH (pg) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

720.6±113.2 

737.5±95.9 

747±56.2 

755.2±80.9 

753.7±50.2 

787.2±80.7 

687±41.3 

736.3±38.3 

128.9±26.3 

123.9±34.9 

113±29.2 

107.5±28.5 

116±10.9 

124.1±30.5 

85.3±11.2 

82±10.5 

49±4.7 

52.5±5.7 

50.6±5.1 

50.5±3.6 

48.5±2.8 

52.7±5.2 

43.8±2.7 

48.1±3.9 

16.9±3.1 

16.4±4.7 

18.4±1.0 

16.1±1.4 

18.2±2.8 

18.1±1.6 

17.1±0.8 

16.8±1.2 

68.8±2.1 

68.7±3.3 

67.4±3.8 

68±4.2 

66.7±2.9 

65.9±2.6 

69.5±3.4 

69.5±3.2 

23.5±0.8 

24.2±2.2 

21.1±1.1 

22.6±0.9 

24.4±1.4 

23.7±0.9 

22.6±1.3 

22.5±0.2 

 

（month） 
MCHC 

(%) 

PLT 

(10
4
/μl) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

23.5±0.6 

24.2±0.8 

21.1±0.6 

22.5±1.7 

22.6±0.5 

22.7±0.4 

23.7±1.2 

22.6±0.6 

30.5±10.5 

30.9±16.4 

33.5±10.9 

29.7±11.2 

34±9.2 

24.7±6.4 

30±10.6 

35.7±0.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

Table 3-2B：血液生化学検査結果 

 

（month） 
TP 

(g/dl) 

Alb 

(g/dl) 

Bil 

(mg/dl) 
Glu (mg/dl) 

T-Cho 

(mg/dl) 

BUN 

(mg/dl) 

Cre 

(mg/dl) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

6.2±0.7 

6.4±0.4 

6.7±0.3 

6.8±0.8 

6.3±0.3 

6.9±0.6 

6.5±0.3 

6.8±0.5 

3.5±0.2 

3.6±0.3 

3.4±0.2 

3.6±0.3 

3.6±0.2 

3.7±0.3 

3.8±0.4 

3.2±0.3 

0.15±0.01 

0.13±0.07 

0.08±0.05 

0.12±0.07 

0.03±0.01 

0.02±0.01 

0.05±0.02 

0.06±0.02 

99.6±18.2 

96±15.6 

106±8.6 

104.7±9.6 

97.3±10.6 

104.7±15.4 

100.8±12.7 

95.6±10.5 

159.3±60.5 

182.1±50.2 

181.9±18.2 

182.4±25.6 

174.2±9.6 

180.2±20.2 

171.1±11.5 

190.2±10.6 

15.4±4.8 

10.2±5.2 

14.3±2.8 

13.9±4.6 

9.8±2.8 

11.5±2.8 

9.8±1.6 

16.3±2.5 

0.66±0.17 

0.61±0.15 

0.71±0.16 

0.75±0.2 

0.81±0.18 

0.68±0.2 

0.75±0.19 

0.6±0.3 

 

（month） 
Ca 

(mg/dl) 
P (mg/dl) 

GOT 

(U/L) 

GPT 

(U/L) 

ALP 

(U/L) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

10.7±0.7 

10.9±0.3 

10.5±0.4 

10.4±0.7 

10.3±0.8 

10.9±0.9 

9.8±0.7 

9.8±0.8 

5.7±1.3 

5.2±0.3 

3.9±0.6 

4.1±0.5 

4.2±0.8 

3.8±0.6 

3.9±0.7 

4.1±0.9 

32±14 

32±8 

31±9 

33±9 

35±8 

40±6 

26±8 

35±11 

59±15 

69±18 

41±9 

42±11 

54±9 

43±10 

47±12 

48±10 

252±35 

181±26 

135±36 

182±51 

126±26 

118±40 

152±26 

170±42 
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Table 3-2C：血液ガス検査結果 

 

（month） pH PO2 (mmHg) 
PCO2 

(mmHg) 

HCO3 

(mmol/L) 

BE 

(mmol/L) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

7.38±0.03 

7.4±0.03 

7.37±0.05 

7.31±0.03 

7.44±0.02 

7.42±0.03 

7.44±0.01 

7.36±0.11 

52.8±4.93 

51.73±10.68 

49.91±7.14 

50.25±13.49 

50.92±7.57 

47.99±8.44 

53.63±8.74 

43.9±10.01 

34.05±4.65 

39.53±4.32 

35.6±7.52 

34.48±4.15 

36.79±4.04 

31.56±1.15 

35.71±3.06 

30.94±3.06 

22.44±9.41 

24.36±1.7 

21.7±1.86 

22.5±1.71 

21.33±2.52 

19.5±1.31 

19.5±1.02 

20.7±1.06 

-2.7±1.7 

0.01±1.7 

-2.91±1.5 

-2.27±2.3 

-3.8±1.6 

-2.55±1.1 

-4.07±1.7 

-3.2±1.4 

 

（month） 
Na 

(mEq/L) 

K 

(mEq/L) 

Cl 

(mEq/L) 

Pre 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

151±4 

152±3 

150±4 

148±2 

153±5 

157±5 

148±3 

146±4 

4±0.8 

3.7±0.3 

3.6±0.4 

3.8±0.7 

3.9±0.4 

4.4±0.3 

4.2±0.4 

3.8±0.2 

114±3 

111±2 

113±5 

115±4 

106±6 

111±5 

112±3 

117±4 
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Table 3-3 骨孔閉鎖の経時的変化 

 

month Site Proximal Diaphysis Distal 

12 Left 0 0 0 

 
Right 0 1 0 

24 Left 0 0 0 

 
Right 1 2 0 

36 Left 0 1 0 

 
Right 2 2 1 

48 Left 1 1 0 

 
Right 2 2 1 

60 Left 1 2 1 

 
Right 2 3 2 

72 Left 1 2 1 

 
Right 2 3 2 

84 Left 2 2 1 

 
Right 2 3 2 

 

大腿骨近位、骨幹部、遠位にされた HA/PLLA 製 screwと PLLA 製 screwの骨孔閉鎖につい

て中央値を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

Table 3-4：Screwの性状変化結果 

 

 

 

大腿骨近位、骨幹部、遠位にされた HA/PLLA 製 screwと PLLA 製 screwの性状変化につい

て figure3-1～3-5までの分類に基づきスコア評価を行い、その中央値を示した。 
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第 4章 

非荷重部位における

hydoxyapatite/poly-D/L-lactide 製人工骨

の適応に関する検討 
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4.1 緒言 

 第 3章の結果から、PLLAに HAを含有させた HA/PLLA screwは皮質骨との直接的な癒合

を獲得し、さらに皮質骨への良好な置換を獲得した。PLLA に HA を含有させて作成された

吸収性骨接合材料は優れた生体適合性を有していると考えられた。現在までに吸収性人工

骨は人医領域においては腫瘍、外傷、そして骨折後の癒合不全により生じた骨欠損部位に

対する再建術の一つとして用いられている(Galois L. ら, 2002)。獣医領域においては、癒合

不全により生じた骨欠損部位や骨切り術の際に生じた欠損部位への充填に用いられている

（Spector D.I. ら, 2007: Boudrieau R.J. ら, 2004）。理想的な吸収性人工骨の性質とは骨伝導能、

骨誘導能、骨形成が得られるまで維持される適切な強度、そして骨形成の過程に合わせて

置換される事が必要であるとされている。HA と PLLA から作成された人工素材は第 3章の

結果より、良好な生体適合性を有し、そして自家骨への置換を行うことが認められ、骨再

建に使用する吸収性人工骨としても利用することが可能であると考えた。しかしながら、

HA/PLLA screw は 7 年の経過においても完全吸収には至ることがなかったと報告されてい

る。（Akagi H. ら, 2013; Hasegawa S. ら, 2006）。このことから、PLLA の有する優れた強度

は吸収性骨接合材料としては有用であるが、吸収性が遅延する傾向にあることは吸収性人

工骨として使用する際には改善すべき点であると考えられた。L-乳酸には構造異性体の D-

乳酸が存在する。L-乳酸は D-乳酸と同様の性質を有する人工素材であるが、共重合体であ

る poly-D/L-lactide（PDLLA）は、単一素材とは異なる性質を示す（Pietrazak W.S. ら, 1997）。

第 1章の table 1-1に示したように PDLLA は PLLA とは融解温度、強度、さらには分解速度
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まで異なる。特に PDLLA の完全分解には皮下への埋植においては 12 から 16 ヶ月、PLLA

は 24ヶ月以上を要すると報告されている（Pietrazak W.S. ら, 1997）。7年が経過した段階に

おいても完全吸収には至らない HA/PLLA に比較し、HA/PDLLA は優れた分解吸収能を有し

ていることが Hasegawa S.らによって報告された。（Akagi H. ら, 2013; Hasegawa S. ら, 2006）。

過去に HA/PDLLA 製人工骨をウサギ大腿骨髄腔領域に埋植した実験においては、HA 単体

の人工骨に比較し、良好な骨形成と人工骨吸収が認められ、海綿骨の再建が得られたと報

告している（Hasegawa S. ら, 2005）。これまでに、髄腔領域における骨形成と人工骨吸収に

ついて評価されたが、HA/PDLLA 製人工骨がより一般的に使用されるには、現在、一般的

に用いられている吸収性人工骨であるβ-TCP製人工骨と同一動物において置換過程につい

て比較を行い、HA/PDLLA 製人工骨の有用性を検討する必要がある。また、HA/PDLLA 製

人工骨の特徴として術中に熱成型が可能であることが挙げられる。しかし、熱変形による

骨形成や人工骨吸収に対する影響についてはこれまで検討されていない。 

本検討の目的は、β-TCP 製人工骨と HA/PDLLA 製人工骨の非荷重部位における置換過程

を組織学的に評価し、さらに接着強度試験を行い HA/PDLLA 製人工骨とβ-TCP 製人工骨の

宿主骨との接着強度を評価することで HA/PDLLA 製人工骨の有用性を評価することである。

さらに、熱変形後の HA/PDLLA 製人工骨と未変形 HA/PDLLA 製人工骨の組織学的な比較検

討を行い、熱変形後の HA/PDLLA 製人工骨における置換過程について評価した。 

4.2 材料と方法 

4.2.1 生体吸収性人工骨 
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非焼成の HA と PDLLA（重量平均分子量：Mw：210kDa、D/L＝50/50 mol ％）を重量比

70：30で、PDLLA に顆粒状の HAを複合繊維沈殿法（composite fiber precipitation method）

により合成させた。HA/PDLLA 製人工骨は気孔率 70％、気孔径は 40～480μm(平均 170μm)

の連通構造を有しており、圧縮強度は 4.1±0.4MPaを有している(Hasegawa S. ら, 2005)。対

照として β-TCP 製人工骨は気孔率 75％、圧縮強度 0.9 MPa の Osferion○R  
(Olympus

 
Terumo 

Biomaterials, Tokyo, Jpn)を使用した。両人工骨は共に φ8.0×20 mmの円柱状のものを使用し

た。 

4.2.2 実験 1 組織学的検討による HA/PDLLA 製人工骨とβ-TCP 製人工骨の比較検討 

4.2.2.1 供試動物 

平均体重は 10.5 ± 0.9 kg、平均年齢は 12.1 ± 0.8ヶ月齢の雄の健常ビーグル犬 16頭を実験

に供試した。実験群はその観察期間により、1ヶ月群、3ヶ月群、6ヶ月群、そして 12ヶ月

群の 4群を設定し各群 4頭の合計 16頭を実験に供試した。今回の実験で実施した一連の外

科的手技と術後管理の方法は日本獣医生命科学大学の動物倫理員会の承認を得て行った。 

4.2.2.2 外科的手技 

すべての供試動物に対して前処置としてドロペリドール(0.5mg/kg, im)を使用し、プロポフ

ォール(7mg/kg, iv)を使用して麻酔導入を行った。気管内チューブを挿管しイソフルランと

酸素を使用した維持麻酔を行った。また硬膜外鎮痛として塩酸ブプレノルフィン(5μg/kg)、

塩酸ブピバカイン(0.5mg/kg)を使用した。供試動物の左右の後肢と前肢を剃毛後に無菌的処

置を施し、左側大腿脛関節に外側アプローチを行い、関節包を切開した後に膝蓋骨を内方
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へ脱臼させた。両側大腿骨骨顆を露出した後に、φ8.0mmのドリルを使用して骨孔を作成し

た。作成時のデブリを除去した後に、骨孔には φ8.0×20mm の β-TCP 製人工骨を埋植した。

大腿骨外側面と内側面から逸脱した人工骨はメスを使用して切除した。その後は定法通り

閉鎖した（TCP 群）。その後、右側にも同様の手技にて HA/PDLLA 製人工骨を埋植した（FHP

群）。術後 14 日間は感染予防を目的としてセフメタゾン ( 25mg/kg, SC ) と疼痛管理のため

にブプレノルフィン ( 20μg/kg, IM ) を 1日 2回投与した。観察期間中、動物はケージレス

トとした。一定期間の経過観察を行った後に、ペントバルビタールナトリウムの過剰投与

により安楽死を実施した 

4.2.2.3 X 線 CT 検査 

安楽死後には、速やかに X線 CT 検査 ( Asteion, Toshiba medical systems corporation, Tokyo, 

Jpn )を実施した。120kv・100mAs の 1.0mm スライス厚で脛骨全長の撮影を行った後に

DICOMデータを Image Jに取り込んだ。撮影した CT画像はウインドウ幅 1500HU、ウイン

ドウレベル 300HUの条件下で評価した。CT 撮影時には標準骨塩量ファントム(B-MAS 200, 

Kyoto Kagaku, Jpn )を同時に撮影し、quantitative Computed Tomorography（qCT）法により人

工骨中央部分の sagital面における Ca3(PO4)2相当量の測定を行った。 

4.2.2.4 組織学的検討 

 X線 CT撮影後にはダイアモンドソー ( BC-3000CP, EXAKT cutting system )を使用して、

大腿骨に対して横断面中央部にて切断を行った。4％パラホルムアルデヒドを使用して固定

後に近位部は 10％EDTA を用いて脱灰標本とし、作製した組織切片には TRAP 染色、そし



59 

 

てⅠ型 collagen（COLⅠ）と Runt related transcription factor（RUNX2）の免疫組織化学染色

を実施した。使用した一次抗体、二次抗体については table 4-1に示した。遠位部は 30、50、

70、80、90そして 100％のエタノールにそれぞれ 2日ずつ浸漬させ脱水した後に、LR ホワ

イトレジン(LONDON Resin company Ltd)を使用して包埋した。バンドソー(BC-3000CP, 

EXAKT cutting system)を使用して切断した後に、ダイアモンドペーパー（MG-4000, 

EXAKT cutting system）を使用して研磨した。完成した組織切片には villanueva goldner（VG）

染色を実施した。 

4.2.2.5 定量評価 

 VG染色を対象として中心領域全域を撮影し、figure 4-1に示したように赤い枠で示した領

域の残存人工骨面積と新生骨面積を計測した。TRAP 染色を実施した標本の中心領域 5視野

を×200 の倍率で撮影した。デジタル画像は BX51 ( Olympus, Tokyo, Jpn )を使用して撮影を行

った。画像は tiff形式に変換した後に、画像解析ソフト Image J（NIH, Bethesda, MD）を使用

して計測を行った。COLⅠは 100倍、RUNX2は 200 倍と 400倍の倍率で観察を行った。 

免疫染色を行った組織はそれぞれ figure 4-2に示したように 1～3までの段階評価を行った。 

それぞれ、1：全く認められない、あるいはわずかに陽性細胞・組織が認められる、2：軽

度の浸潤が認められる、3：中程度の浸潤が認められると分類した。Figure 4-1で示した赤い

枠で囲まれた部分に相当する部分を観察した。 

4.2.3 実験 2 熱変形 HA/PDLLA 製人工骨と未変形 HA/PDLLA 製人工骨の比較検討 

4.2.3.1 外科的手技 
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実験 1 と同一個体を用いて、後肢への埋植手術が終了した後に、硬膜外ブロックと同用

量の腕神経叢ブロックを実施した。右肩関節の頭側アプローチを行った。右上腕骨大結節

を露出させ、棘上筋付着部の一部を切断、さらに上腕横支帯を付着部で切断した後に上腕

二頭筋を脱臼させた。上腕大結節の内外側を視認可能とした後に上腕骨長軸に垂直に

φ8.0mm のドリルを使用して骨孔を作成した。その後、HA/PDLLA 製人工骨を 60℃に加熱

した滅菌生理食塩水内で 60 秒間温浴させ、熱変形をさせた後に骨孔を内外側に貫通させ用

手にて成型した後に、逸脱した人工骨は切除した（RHP 群）。その後、切除した上腕横支帯、

棘上筋を縫合し、定法に従い閉鎖した。同様の手技にて左側上腕骨には未変形の HA/PDLLA

製人工骨を埋植した（LHP 群）。術後管理、安楽死については実験 1と同様の手技にて行っ

た。 

4.2.3.2 X 線 CT 検査 

 実験 1と同様の手技を用いて同時に測定を行った。 

4.2.3.3 組織学的評価 

 実験 1 と同様の染色方法を用いて、同様に測定を行った。ただし免疫染色は実施しなか

った。 

4.2.4 実験 3 力学的検討と HA/PDLLA 製人工骨の平均分子量変化 

4.2.4.1 供試動物 

平均体重は 10.6 ± 1.1 kg、平均年齢 11.9 ± 0.8 ヶ月齡、雄の健常ビーグル犬 12 頭を実験に

供試した。実験 1と同様の手技を用いて両側大腿骨骨顆に φ8.0mmの骨孔を作成し、左側に
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は β-TCP 製人工骨、右側には HA/PDLLA 製人工骨を埋植した。大腿骨骨顆の内外側面から

逸脱していた人工骨はメスを用いて切除した。術創は定法に従い閉鎖した。術後管理につ

いても実験 1 と同様の手法を用いた。観察群は 1、3、そして 6 ヶ月の 3 群、各群 4 頭を設

定した。安楽死にはペントバルビタールナトリウムの過剰投与により安楽死を行った。 

4.2.4.2 強度試験 

 安楽死後には大腿骨骨顆部分を切り出し、生理食塩水に浸漬させた。大腿骨骨顆は中央

部分で切断し、外側を皮質骨側からの圧縮強度試験、内側を海綿骨側からの圧縮強度試験

に使用した。左側皮質骨（LCO）、左側海綿骨（LCA）、右側皮質骨（RCO）、そして右側海

綿骨（RCA）と定義し実験を行った。強度試験は ISO 844 （Rigit cellular plastics – Determinatio 

of compression properties：2007）に準拠して行った。精密万能試験機（AG-20kNXD, Shimadzu 

co, Kyoto, Jpn）に検体を設置し、φ7.0mmのジグを使用して 10％のひずみが認められるまで

圧縮を行い、その際の圧縮強度を測定値とした。 

4.2.4.3 重量平均分子量の測定 

 強度試験後に、HA/PDLLA 製人工骨に残存している重量平均分子量（Mw）を測定した。

採材した HA/PDLLA 製人工骨はテトラヒドロフラン（WAKO, Osaka, Jpn）に溶解させた後

に、HA顆粒と不溶性物質を除去し、gel permeation chromatography（GPC, TOSOH Cor, Tokyo, 

Jpn）を用いて、強度試験実施後の RCOと RCAのMwを測定した。 

4.2.5 統計学的処理 

β-TCP 製人工骨と HA/PDLLA 製人工骨、そして熱変形 HA/PDLLA 製人工骨と未変形
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HA/PDLLA 製人工骨の比較は Mann whitney test、それぞれの人工骨における経時的な変化に

ついては Tukey HSD test を用いて有意差判定を行った。統計ソフトは SPSS を使用した。

(SPSS, Japan Inc, Tokyo, Japan) p<0.05 をもって有意差ありと判定した。表記はすべて平均±

標準偏差とした。 

4.3 結果 

4.3.1 実験１ 

4.3.1.1 Ca3(PO4)2相当量 

 Ca3(PO4)2相当量の結果は Figure 4-3に示した。TCP 群と比較し、FHP 群は 1（p<0.01），6

（p＝0.01）、そして 12ヶ月（p＝0.03）において有意な高値が認められた。全観察期間を通

じて TCP 群では経時的は認められなかった。FHP 群では術後 6ヶ月の時点で 1ヶ月に比べ

有意な高値が認められ（p<0.01）、術後 12ヶ月の時点では全ての観察時に対して有意な高値

が認められた（vs 1 month：p<0.01、vs 3 month：p<0.01、vs 12 month：p＝0.02）。 

4.3.1.2 組織学的評価 

VG 染色から得られた組織所見は Figure 4-4に示した。骨形成面積、残存人工骨面積につい

ては Figure 4-5、4-6 に示した。3ヶ月（p<0.01）、6ヶ月（p<0.01）の時点において TCP 群は

有意な骨形成の増加が認められた。残存人工骨面積については TCP 群では 1 ヶ月群と 3

（p<0.01）、6（p<0.01）、12（p<0.01）ヶ月群の間で有意差が認められた。FHP 群では全観

察期間を通じて有意な変化が認められなかったが、TCP 群に比較し残存面積は有意に高値

を示した（3、6、12ヶ月群において p<0.01）。 
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TRAP 染色の組織所見は Figure 4-7に示し、計測を行った結果は Figure4-8に示した。TRAP

陽性細胞数は全期間を通じてTCP群に比較し FHP群で有意に高値を示した（1 month：p<0.01、

3 month：p=0.01、6 month：p<0.01、12 month：p<0.01）。TRAP 陽性細胞数は TCP 群では術

後 3ヶ月をピークとして 6ヶ月（vs 3 month：p=0.01）、12ヶ月（vs 1 month：p<0.01、vs 3 month：

p<0.01）と有意な低値が認められた。FHP 群では 1ヶ月をピークとして徐々に減少し 1ヶ月

と比較し 3（p<0.01）、6（p<0.01），12ヶ月（p<0.01）では有意に低値を示した。 

RUNX2と COL1 の免疫組織染色の代表的な所見は Figure 4-9に示した。定性評価の結果

は Table 4-2 に示した。TCP 群では COL1、RUNX2 は共に陽性組織、細胞は FHP 群に比較

し、僅かに認められるのみであった。対して、FHP 群では COL1、RUNX2 共にその多くに

おいて中程度の浸潤が認められた。 

4.3.2 実験 2 

4.3.2.1  Ca3(PO4)2相当量 

 Ca3(PO4)2相当量の結果は Figure 4-10 に示した。LHP と RHP の比較では両群間において

有意差は認められず、6ヶ月のRHP群において1ヶ月に比較し有意差が認められた（p=0.01）。

12ヶ月において、LHP 群は 1（p=0.02）、3ヶ月群（p=0.02）に対して、RHP 群は 1（p<0.01）、

3（p<0.01），6ヶ月群（p<0.01）に対して有意な高値が認められた。 

4.3.2.2 組織学的評価 

 VG染色から得られた組織所見は Figure 4-11に示した。骨形成面積、残存人工骨面積につ

いては Figure 4-12、4-13に示した。骨形成については術後 1ヶ月の時点では LHP は有意に
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高値が認められたが（p<0.01）、その後は認められなかった。経時的な変化については LHP

群と RHP 群は共に同様の経過が認められ、6 ヶ月群（LHP 群：p=0.03、RHP 群：p<0.01）

と 12 ヶ月群（LHP 群：p=0.02、RHP 群：p<0.01）は 1ヶ月群に比較し有意な高値が認めら

れたが、3ヶ月群との間では有意な変化が認められなかった。残存人工骨は術後、一貫して

LHP 群と RHP 群では有意差は認められず、経時的な変化も認められなかった。 

TRAP 染色の組織所見は Figure 4-14に示し、計測を行った結果は Figure 4-15 に示した。

LHP と RHP を比較した際には、観察期間中は両群間に有意差は認められなかった。LHP 群

は 6ヶ月と 12ヶ月においてそれぞれ 1ヶ月（vs 6month：p<0.01、vs 12 month：p=0.03）と

3 ヶ月（vs 6month：p=0.03）に対して有意な低値を示した、RHP 群においては 6 ヶ月群と

12ヶ月群は 1ヶ月群と比較し有意に低値を示した（vs 6 month：p<0.01、vs 12 month：p=0.01）、

両群ともに陽性細胞数は一貫して減少傾向にあることが示唆された。 

4.3.3 実験 3 

4.3.3.1 強度試験 

強度試験を行った結果は Figure 4-15に示した。LCO、RCO、LCA、RCA の間では全観察

期間を通じて各群間に有意差は認められなかった。LCO においては 3、6ヶ月において 1ヶ

月と比較して有意差が認められた（3 month：p=0.04、6 month：p=0.04）。RCA においては 6

ヶ月において 1、3ヶ月との間に有意に高値を示した（1 month：p=0.03、3 month：p=0.02）。

しかし、全体の傾向として時間経過とともに徐々に強度が上昇する傾向が認められた。 

4.3.3.2 HA/PDLLA 製人工骨の Mwの経時的変化 
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 Mwは RCO、RCA共に 1、3、そして 6ヶ月と経時的に有意な減少が認められた（すべて

p<0.01）。RCO 群と RCA群では 6ヶ月の段階で有意差が認められた（p<0.01）。 

4.4 考察 

Ca3(PO4)2相当量は FHP群、LHP群、そして RHP 群においては徐々に増加傾向が認め

られ、6ヶ月、12ヶ月と有意な Ca3(PO4)2相当量の増加が認められた。一方で TCP群にお

いて有意差は認められなかったが、経時的に減少傾向にあることが認められた。TCP 群に

おいては VG 染色の結果から良好な置換が得られていることが認められた。残存人工骨の

面積は徐々に減少し、新生骨についても 6 ヶ月の時点では一時的に高値を示したが、その

後はさらなる置換の進行に伴い、髄腔構造が形成され新生骨面積が減少していることが認

められた。12 ヶ月における TCP 群の VG 染色では正常な骨梁構造が再構築され、自家骨

への置換が完了しつつあることが認められた。動物種、埋植したβ-TCP量、そして観察期

間は異なるが、ウサギ大腿骨顆へのβ-TCP製人工骨の埋植実験においては、術後 8週にお

いて残存β-TCP 面積は一視野あたり約 20％、同様に新生骨面積についても約 20％と報告

されており、本検討と同様の経過が認められた。（Chazono M. ら, 2004）。β-TCP製人工

骨は優れた生体吸収性を有することが報告されており、ウサギの埋植実験例において 12ヶ

月で完全吸収に至ると報告されている（Morikawa S. ら, 2000; Stubbs D. ら, 2004）。一

方でHA/PDLLA製人工骨を使用した FHP群は TCP群の比較において 1、6、12ヶ月にお

いて有意に高値が認められた。当初の TCP 群における Ca3(PO4)2相当量の高値は素材自体

による差異であるが、6 そして 12 ヶ月の時点で FHP 群では有意な高値が認められた。そ
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の原因としてはVG染色結果から認められたように FHP群における骨形成と人工骨吸収の

遅延が影響していると考えられたが、特に、人工骨吸収の遅延が影響していると考えられ

た。12 ヶ月が経過した時点で、TCP 群は FHP 群に対して高値を示す傾向にはあるが、有

意差は認められなかった。しかし TCP群と FHP群と比較した際には残存人工骨料が 12ヶ

月の時点で FHP群は TCP群に比較し有意に高値を示した。HA/PDLLAのうち 70％は HA

であり、HA の生体吸収の遅延が FHP 群において Ca3（PO4）2の高値を示した原因である

と示唆された。TRAP染色の結果からはFHP群においてTCP群に比べ有意に多くの TRAP

陽性細胞数が確認された。β-TCPの吸収は全て破骨細胞が担うとされており、TCP群にお

いて確認された TRAP陽性細胞は破骨細胞であると考えられた（Kondo N. ら, 2005）。し

かし、HA/PDLLA 製人工骨においては含有されている HA は破骨細胞が吸収を担うが、

PDLLAは加水分解によって分解され、Mwを減少させることで最終的には水と二酸化炭素

にまで分解される。今回、FHP群、LHP群、そして RHP群で確認された TRAP陽性細胞

の一部は炎症反応により集合したマクロファージの可能性が示唆された。過去にShikinami 

Y.らが犬背部への埋植実験を行った際には炎症反応は認められなかったと報告したが、

Heidemann W.らはラット背部へ埋植した HA/PDLLA製 rod周辺では、炎症が認められた

と報告している（Shikinami Y. ら, 2006: Heidemann W. ら, 2001.）。この点に関しては、

さらに CD68 による破骨細胞の同定を行い検討する必要があると考えられた（Athanasou 

N.A. ら, 1990）。 

 過去にチタン製あるいはステンレス製 screwや rod周囲に顆粒状のβ-TCPやHAを噴霧
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し作成した screwの引き抜き試験においてはβ-TCPとHAの間には引き抜き強度に有意な

差は認められなかったと報告されている（Oyake Y. ら, 2002: Ghosh S.K. ら, 2008）。本検

討においても同様に TCP 群と FHP 群の間で有意差は認められなかった。これらの報告に

おける組織評価においては、HAとβ-TCPは同等の骨伝導能を有しており、埋植 4週後に

は宿主骨と直接癒合を獲得する。その後、本検討においても確認されたようにβ-TCPは速

やかな生体吸収性を示すことが報告されている（Oyake Y. ら, 2002: Ghosh S.K. ら, 2008: 

Morikawa S. ら, 2000; Stubbs D. ら, 2004 ）。HA/PDLLA 製人工骨内部には埋植 12ヶ月

後に、COLⅠ陽性組織がβ-TCP 製人工骨に比較し多く認められた。HA/PDLLA 製人工骨

における接着強度には COLⅠによる支持が寄与している可能性が示唆された（Brodsky B. 

ら,2005）。また、RUNX2は間葉系幹細胞を骨分化させる重要な役割を有する転写因子であ

り、RUNX2陽性細胞が多数認められた HA/PDLLA 製人工骨では自家骨置換は遅延傾向に

あるが、骨代謝活性は低下していないことが示唆された（Komori T. 2011.）。 

過去にラット背部に PDLLA 製 rodと HA/PDLLA製 rodを埋植し、生体適合性と生体吸

収性の比較検討を行った報告では、PDLLA 製 rod は埋植後 3 ヶ月において Mwが約 60％

減少し、埋植 12 ヶ月後には完全吸収が認められたと報告されている（Heidemann W. ら, 

2001.）。同報告の中で HA/PDLLA 製 rodは 12ヶ月が経過した段階で PDLLAの分解が終

了したが、完全吸収には 24ヶ月以上を要するとしている。本検討においてもMwは埋植後

6ヶ月の時点で残存分子量が約 50％を示しており、Heidemann W.らと同様の経過が認めら

れた(Heidemann W. ら, 2001.）。 
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本検討において、実験 2 から LHP 群と RHP 群では Ca3(PO4)2相当量、新生骨面積、残

存人工骨、そして TRAP 陽性細胞数については、新生骨面積の 1 ヶ月以外では有意差は認

められなかった。特に 12ヶ月群において、両群間に有意差が認められなかったことから熱

変形を行うことによる骨形成や人工骨吸収に対しての影響は存在しないと考えられた。こ

れまでに、熱変形によって欠損部位への補填が可能な吸収性人人工素材は報告されておら

ず、HA/PDLLA 製人工骨の良好な操作性は外科医の術中操作を容易にする一助となると考

えられた。 

β-TCP 製人工骨に比較し HA/PDLLA 製人工骨は残存し、骨形成が遅延する傾向が認めら

れた。PDLLA 製人工骨は PDS 液中に浸透し荷重条件下にて Mw の測定を行った結果、12

週後には 50％、非荷重条件下においては 22％のMwの低下が起こると報告されている（Fan 

YB. ら, 2008）。PDLLA は荷重を受けることによってその構造内に水分子が侵入し、加水分

解が引き起こされ、それにより分子量が低下し吸収が促進される（Fan YB. ら, 2008）。本検

討における、β-TCP 製人工骨に比較し HA/PDLLA 製人工骨の置換過程が遅延することの原

因として非荷重部位への埋植が原因の一つとして考えられた。しかしながら、β-TCP に比

較し置換が遅延することは必ずしも人工骨の素材として一概に劣っていることを示唆する

所見ではなく、糖尿病や骨粗鬆症、そして大理石病といった破骨細胞の活性に左右されず

一定の期間、埋植部位に存在することは、局所に安定した強度をもたらし、さらに細胞の

足場として機能する有利な点でもあると考えられた（Maquest V, ら 2003）。 
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4.5 小括 

1 新生骨・残存人工骨面積の測定結果から、HA/PDLLA 製人工骨は β-TCP 製人工骨に比較

して、自家骨置換が遅延する傾向が認められた。 

2 しかし、HA/PDLLA 製人工骨内部には 12 ヶ月後に RUNX2 陽性細胞が多数認められ、

自家骨への置換過程は停止していないことが示唆された。 

3 HA/PDLLA 製人工骨とβ-TCP 製人工骨は同等の接着強度が認められ、両人工骨ともに

自家骨との直接癒合が認められた。β-TCP 製人工骨は自家骨への置換によって強度の増

加が得られており、HA/PDLLA 製人工骨では自家骨との直接癒合と同時に COLⅠ陽性組

織が人工骨内に浸潤しており、それが強度の増加の一助となっていることが示唆された。 

4 HA/PDLLA 製人工骨の Mwは有意な低下が認められたが、過去の報告と同等の減少率で

あったが、荷重条件下において PDLLA はより早期に Mwが減少することが報告されてお

り、HA/PDLLA 製人工骨の荷重下での使用が期待された。 

5 熱変形による自家骨置換への影響は認められなかった。HA/PDLLA 製人工骨は欠損部位

への熱変形による埋植が可能であり、有用な手法となることが示唆された。 



70 

 

 

 

Figure 4-1：VG染色を用いた新生骨、残存人工骨面積測定部位 

 

VG 染色組織切片を用いて枠内における、新生骨面積と残存人工骨面積を計測した。 

枠は短軸長の 1/2を一辺とする正方形とし、設置場所は短軸中心と枠中心が一致するポイン

トとした。 
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Figure 4-2： RUNX2と COLⅠの定性的評価 

COL1 と RUNX2の免疫組織化学染色を実施した。COL1 は 100倍、RUNX2は 200倍にて観

察を行った。 

1：わずかに陽性組織や細胞の浸潤が認められた 

2：経度の浸潤が認められた。 

3：中程度の浸潤が認められた。 

以上の、3段階に分類し定性評価を行った 
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Figure 4-3： TCP と FHP の Ca3（PO4）2相当量測定結果 

（1 month：n=16、3 month：n=12、6 month：n=8、12 month：n=4） 

Gray box：TCP 群、Black box：FHP 群 

*・・・ vs TCP group（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡ ・・・vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

# ・・・vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-4：大腿骨における VG染色結果 

TCP 群と FHP 群の 1，3，6そして 12ヶ月群の VG染色結果を示した。 
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Figure 4-5：VG染色による TCP groupと FHP group の骨形成面積（全て n=4） 

Gray box：TCP 群、Black box：FHP 群 

*・・・ vs TCP（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-6：VG染色による TCP groupと FHP group の残存人工骨（全て n=4） 

Gray box：TCP 群、Black box：FHP 群 

*・・・ vs TCP（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-7； 大腿骨における TRAP 染色（200倍にて観察） 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 6ヶ月、G・H：術後 12 ヶ月 

A・C・E・G：TCP group、B・D・F・H：FHP group 
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Figure 4-8 ：大腿骨における TRAP 陽性細胞数（全て n=4） 

Gray box：TCP 群、Black box：FHP 群 

*・・・ vs TCP（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-9：COL1 と RUNX2の免疫染色結果 

COLⅠは 100倍、RUNX2は 200倍と 400倍で観察を行った。 

定性評価の結果は Table 4-2に示した。 
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Figure 4-10： LHP と RHP の Ca3（PO4）2相当量測定結果 

（1 month：n=16、3 month：n=12、6 month：n=8、12 month：n=4） 

Gray box：LHP 群、Black box：RHP 群 

*・・・ vs TCP group（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡ ・・・vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

# ・・・vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-11：上腕骨における VG染色結果 

LHP 群と RHP 群の 1，3，6そして 12ヶ月群の VG 染色結果を示した。 
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Figure 4-12：VG染色による LHP groupと RHP group の新生骨形成面積（全て n=4） 

Gray box：LHP 群、Black box：RHP 群 

*・・・ vs LHP（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-13： VG 染色による LHP groupと RHP group の残存人工骨面積（全て n=4） 

Gray box：LHP 群、Black box：RHP 群 

*・・・ vs LHP（Mann whitney test：p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-14； 上腕骨における TRAP 染色（200倍にて観察） 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 6ヶ月、G・H：術後 12 ヶ月 

A・C・E・G：LHP group、B・D・F・H：RHP group 
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Figure 4-15：上腕骨における TRAP 陽性細胞数（全て n=4） 

Gray box：LHP 群、Black box：RHP 群 

*・・・ vs LHP（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・ vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

‡・・・ vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

#・・・ vs 6 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-16：強度試験結果（全て n=4） 

Blue box：LCO群、Red box：LCA群、Green box：RCO群、Purple box：RCA 群 

#： vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

##： vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Figure 4-17：重量平均分子量（Mw）の経時的変化（全て n=4） 

Gray box：RCO 群、Black box：RCA群 

*・・・vs RCO（Mann whitney test： p<0.05） 

†・・・vs 1 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

§・・・vs 3 month（Tukey HSD test：p<0.05） 

Value：mean±S.D. 
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Table 4-1 使用した抗体 

 

Name Primary antibody Dilution rate Secondary antibody 

COL Ⅰ Rabbit polyclonal anti-COLⅠ 5000 Anti-rabbit IgG 

Runx2 Goat polyclonal anti-runx2 100 Anti-goat IgG  

    

    

    

 

Rabbit polyclonal anti-COLⅠ CosmoBio, Tokyo, Jpn  

 

Goat polyclonal anti-runx2 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA 

 

Anti-rabbit IgG DAKO, Glostrup, Denmark 

 

Anti-goat IgG Nichirei Biosciences, Inc., Tokyo Jpn  
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Table 4-2：RUNX2と COLⅠの定性評価 

 

  No. 1 2 3 4 

RUNX2 TCP 1 1 2 1 

  

COLⅠ 

FHP 

TCP 

2 

1 

3 

1 

3 

1 

3 

1 

 
FHP 2 3 3 3 
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第 5章 

荷重部位における 

hydroxyapatite/poly-D/L-lactide 製人工骨

の適応に関する検討 
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5.1 緒言 

 腫瘍、外傷、感染、そしてそれらに対する治療により生じた大きな骨欠損への治療法と

しては、第 2 章で述べた凍結同種保存骨移植、自家皮質骨移植、そして吸収性人工骨移植

による再建術がその選択肢として挙げられる。長管骨は持続的に荷重の加わる部位である

ことから、強度に優れた素材が求められていた。しかし、Liu G.らは適切な固定器具の使用

により、強度に劣る吸収性人工骨の荷重部位への使用が可能であると報告した(Liu G. ら, 

2008)。 

1980 年から、生体適合性に優れ、骨伝導能と骨誘導能を有しそして生体に吸収される特

性を有する吸収性人工骨の研究が進められてきた（Navarro M. ら, 2008）。現在ではリン酸

カルシウムや吸収人工素材を利用した人工骨が開発され、骨や軟骨の再建術に利用されて

いる（Slivka M. ら, 2001; Yang S. ら, 2001; Doi Y. ら, 1996; Watanabe T. ら, 2004）。 

リン酸カルシウムから構成される多孔性素材の人工骨は生体親和性が高く、細胞の足場

として機能する優れた骨伝導能を示す（Daculsi G. ら, 2003）。こういったリン酸カルシウム

を主成分とする素材はその結晶構造が本来の骨を構成する構造である HA と同一あるいは

酷似しているために、骨芽細胞や破骨細胞といった骨の形成と吸収を担う細胞の適合性に

優れることから優れた生体適合性と骨伝導能を有するとされている（Singh S. ら, 2000: 

Basset C.A.L. ら, 1962: Shimazaki K. ら, 1985）。しかしリン酸カルシウムは吸収に時間を要

すること、そして骨誘導能に乏しい事が問題点として挙げられていた（Daculsi G. ら, 2004）。

特に非焼成 HA は β-TCP に比較し、骨伝導能に優れるが、生体への吸収は遅延すると報告
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されている（Doi Y. ら, 1999）。 

2000 年以降にはリン酸カルシウム製人工骨と生体吸収性人工素材の組み合わせによって、

互いの長所を生かし短所を補う概念を有する新しい吸収性人工骨の開発が進められた

（Kasuga T. ら, 2003; Kunze C. ら, 2003）。この組み合わせは適切な強度を有し、自家骨との

直接的な癒合を獲得し、そして人工骨の吸収過程と骨形成の調和のとれた治癒過程を得る

ことを目的としている。HA/PDLLA 製人工骨は異所性の骨形成を示す骨誘導能と優れた生

体適合性、そしてウサギの骨内において良好な生体吸収性を示した（Hasegawa S. ら, 2007）

第 4章の結果からは β-TCP製人工骨と比較した際にはHA/PDLLA製人工骨は自家骨置換の

進行が遅延する傾向が認められたが、人工骨内部にはⅠ型コラーゲン陽性組織、RUNX2陽

性細胞が多数確認され、自家骨への置換が停止しているのではなく徐々に進行しているこ

とが認められた。現在までに、HA/PDLLA 製人工骨は非荷重下において良好な置換を行う

事が証明されたが、荷重部位における置換過程について検討されていない。そこで、本検

討ではHA/PDLLA製人工骨の荷重部位における皮質骨形成と置換過程を β-TCP製人工骨と

比較し、HA/PDLLA 製人工骨の荷重部位における有用性について検討を行った。 

 

5.2 材料と方法 

5.2.1 生体吸収性人工骨 

HA/PDLLA 製人工骨は第 4 章と同じ素材を使用した。対照として β-TCP 製人工骨は気孔率

60％、圧縮強度 20MPa の Osferion 60○R  
(Olympus

 
Terumo Biomaterials, Tokyo, Jpn)を使用した。
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両人工骨は共に 15×10×10mm、かつ中心領域に直径 3mmの円筒形の孔を作成した。 

5.2.2 供試動物 

一般状態と筋骨格系に異常のない 9 頭の雄の健常ビーグル成犬を使用した。全ての供試

動物の年齢は実験開始時には 11.4±0.5ヶ月齢、平均体重は 10.3±0.7 kg であった。実験群は

その観察期間により、1ヶ月群、3ヶ月群、12ヶ月群の 3群を設定し各群 3頭の合計 9頭を

実験に供試した。今回の実験で実施した一連の外科的手技と術後管理の方法は日本獣医生

命科学大学の動物倫理員会の承認を得て行った。 

5.2.3 外科的手技 

すべての供試動物に対して前処置としてドロペリドール(0.5mg/kg, im)を使用し、プロポ

フォール(7mg/kg, iv)を使用して麻酔導入を行った。気管内チューブを挿管しイソフルラン

と酸素を使用した維持麻酔を行った。また硬膜外鎮痛として塩酸ブプレノルフィン(5μg/kg)、

塩酸ブピバカイン(0.5mg/kg)を使用した。供試動物の左右の後肢を剃毛後、無菌的処置を施

し、最初に右側脛骨骨幹部に内側アプローチを行い、脛骨骨幹部内側面を露出した。事前

に単純 X 線内外側像より脛骨長を計測し、その脛骨中央部 15mm をサジタルソーを使用し

て切除した。その後、10×10×15mmの直方体の中心に直径 3.0mm空洞を作成した HA/PDLLA

製人工骨を挿入した(HP群)。その後、81mm長、9穴の Locking Compression plate( LCP, Synthes, 

SE)を、φ2.7mm×16mmの Locking Head screw（ Synthes, SE ）で近位と遠位にそれぞれ 3本

ずつの架橋固定を行い、その後は定法通り閉鎖した。対照として左側の脛骨には右側と同

じ位置に同様の手順で β-TCP 製人工骨を挿入し、定法通り閉鎖した(TCP 群)。動物は術後の
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安静そして、処置肢の浮腫予防を目的に 2週間のロバート・ジョーンズ包帯法を装着した。

術後 14 日間は感染予防を目的としてセフメタゾン(25mg/kg SC)と疼痛管理のためにブプレ

ノルフィン(20μg/kg IM)を 1日 2 回投与した。観察期間中、動物はケージレストとした。一

定期間の経過観察を行った後に、ペントバルビタールナトリウムの過剰投与により安楽死

を実施した。 

5.2.4 単純 X 線検査 

 手術日から 1、3、6、9、12ヶ月後に両後肢の前後像と内外側像を撮影し、人工骨と宿主

骨との癒合状況や人工骨の破損や逸脱、さらに固定器具の破損の有無を確認した。 

5.2.5 Ca3(PO4)2相当量測定 

供試動物の安楽死後に、左右脛骨の全てのプレートとスクリューを除去し、X 線 CT 撮影

(Asteion, Toshiba medical systems corporation, Tokyo, Jpn )を実施した。120kv・100mAs の 1.0mm

スライス厚で脛骨全長の撮影を行った。DICOM データを Image J に取り込んだ。撮影した

CT 画像はウインドウ幅 1500HU、ウインドウレベル 300HU の条件下で評価した。CT 撮影

時には標準骨塩量ファントム(B-MAS 200, Kyoto Kagaku, Jpn )を同時に撮影し、QCT法によ

り中央部分の横断面における人工骨領域の Ca3(PO4)2相当量の測定を行った。 

5.2.6 組織学的評価 

 X 線 CT 撮影後に左右の脛骨を採取し、10%中性緩衝ホルマリン液にて 7 日間固定した。

横断面中央にて人工骨を切断し、近位部を脱灰標本、遠位部を非脱灰標本とした。10％EDTA

液を使用して脱灰を行い、その後パラフィン包埋を実施し、矢状断面 5μm厚で薄切し、HE
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染色ならびに鍍銀染色を実施した。 

 遠位部は 30、50、70、80、90 そして 100％のエタノールにそれぞれ 2 日ずつ浸漬させ、

脱水した後に、LR ホワイトレジン(LONDON Resin company Ltd.)を使用して包埋した。バン

ドソー(BC-3000CP, EXAKT cutting system)を使用して切断した後に、ダイアモンドペーパー

を使用して研磨し、完成した組織切片には villanueva goldner染色を実施した。 

5.2.7 免疫組織化学染色 

 脱灰標本に対して、脱パラフィン処理を施した後に免疫組織染色を実施した。 

・Ⅰ型コラーゲン 

 polyclonal rabbit anti-collagen type 1 (1:5,000, CosmoBio, Jpn )を 4℃にて over nightさせ、二

次抗体として anti-rabbit monoclonal secondary antibody (DAKO, Glostrup, DK)を使用した後に

DAB( DAKO )にて発色を行った。 

・フォン・ウィレブランド因子（VW因子：Von Willebrand Factor） 

 血管形成は骨折治癒の際には重要な治癒過程の一つである(Hausman MR. ら, 2001)。一次

抗体として rabbit polyclonal anti-von willebrand factor（1:2,000, DAKO）を 4℃にて over night

させ、二次抗体として anti-rabbit monoclonal secondary antibody(DAKO)を使用した後に

DAB( DAKO)にて発色を行った。 

・カテプシン K  

 一次抗体として goat polyclonal anti-cathepsin K (1:300, Santa Cruz biotechnology)を 4℃にて

over nightさせ、二次抗体として Anti-goat secondary antibody (Nichirei biosciences inc)を使用
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した後に DAB( DAKO )にて発色を行った。 

・Runt-related transcriptional factor 2 （RUNX2） 

一次抗体としてgoat polyclonal anti-RUNX2 antibody(1:100, Santa Cruz )を4℃にて over night

させ、二次抗体として anti-goat secondary antibody (Nichirei biosciences inc, Tokyo, Jpn)を使用

した後に DAB( DAKO )にて発色を行った。 

5.2.8 組織写真を用いた定性評価と面積測定、細胞数計測による半定量評価 

 鍍銀染色を行った 3 枚の組織標本を使用して、浸潤の認められた線維組織面積を計測し

た。1標本の頭側領域 3視野と尾側領域 3視野の合計 6視野を×40の倍率で撮影した。デジ

タル画像は BX51( Olympus, Tokyo, Jpn )を使用して撮影を行った。画像は tiff形式に変換し

た後に、画像解析ソフト Image J（NIH, Bethesda, MD）を使用して線維組織面積の測定を行

った。 

Ⅰ型コラーゲン 

 鍍銀染色によって線維組織と判断した部位の大部分がⅠ型コラーゲン陽性反応を示し、

その代表的な部位の写真を撮影した。BX51(Olympus)を使用し、×100の倍率で撮影した。 

カテプシン K陽性細胞数測定 

 カテプシン Kの免疫染色を実施した組織標本 3枚を、BX51 ( Olympus )を使用して×200

の倍率で 1標本から頭側領域 5視野と尾側領域 5視野の合計 10枚の撮影を行った。撮影し

た画像は tiff 形式に変換した後に、Image J に取り込み、5 核以上かつ、カテプシン K 陽性

細胞を破骨細胞と定義し細胞数を計測し、その平均値を算出した。 
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VW因子陽性血管腔数測定 

 VW因子の免疫染色を実施した組織標本 3枚を、BX51 ( Olympus )を使用して×100の倍率

で 1標本からそれぞれ 10枚の撮影を行った。撮影した画像は tiff形式に変換した後に、Image 

Jに取り込み VW因子陽性細胞に囲まれた血管腔数を計測し、その平均値を算出した。 

Runx2 陽性細胞数測定 

 Runx2の免疫染色を実施した組織標本 3枚を、BX51(Olympus)を使用して×200 の倍率で 1

標本からそれぞれ 10 枚の撮影を行った。撮影した画像は tiff形式に変換した後に、Image J

に取り込み Runx2陽性細胞数を計測し、その平均値を算出した。 

新生骨、類骨、残存人工骨面積評価。 

Villanueva goldner染色（VG 染色）を行った組織標本上で、新生骨、類骨、そして残存人

工骨の各面積測定を行った。組織写真は×20の倍率にて頭側と尾側領域の中央部分の組織写

真をそれぞれ 1枚ずつ撮影した。取り込んだ画像は同様に Image J を使用して 3つの面積を

それぞれ計測した。 

5.2.9 統計学的処理 

β-TCP と HA/PDLLA 製人工骨の比較にはMann whitney test、それぞれの人工骨における

経時的な変化については Tukey HSD test を使用して有意差判定を行った。統計ソフトは

SPSSを使用した。(SPSS, Japan Inc, Tokyo, Japan) p<0.05 をもって有意差ありと判定した。表

記はすべて平均±標準偏差とした。 

5.3 結果 
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5.3.1 単純 X 線検査 

単純 X 線の変化は前後像を Figure 5-1 に、内外側像を Figure 5-2 に示した。Figure5-1 と

figure5-2 は共に A、B は術直後、C、D は術後 1 ヶ月、E、Fは術後 3ヶ月、G、H は術後 6

ヶ月、I、J は術後 9 ヶ月、K、L は術後 12 ヶ月に撮影した。さらに A、C、E、G、I、K は

右側に埋植された HP 群、B、D、F、H、J、L は左側に埋植された TCP 群である。腓骨骨

折が術後 1ヶ月から 3 ヶ月において 6頭、左側 3肢、右側 5肢の合計 8肢で確認された。3

ヶ月以降では新たに腓骨に骨折や再骨折は認められなかった。また、移植した人工骨の変

位や破損、そして脛骨の固定インプラントの破損はすべての実験犬で認められなかった。 

前後像では HP 群に比較し、TCP 群は術後から高い X 線不透過性を示していた。術後 12

ヶ月までの全観察期間を通じてこの傾向が認められた。12ヶ月では単純 X線検査において

両人工骨共に髄腔構造が明確に認められた（Figure 5-1 K, L）。 

 内外側方向では HP 群は HA/PDLLA 製人工骨自体の X 線不透過性が徐々に亢進してくる

傾向が認められたが、TCP 群では β-TCP 製人工骨の周囲を覆うような仮骨の形成が顕著に

認められた。9ヶ月を経過した段階で、内外側方向からは HP 群では人工骨と宿主骨との境

界面は不明瞭であり(Figure 5-2 I)、宿主骨との連続性が認められたが、TCP群では宿主骨と

の境界面が明瞭であり、さらに仮骨内部に人工骨自の形状が明瞭に維持されていた(Figure 

5-2 J)。これは 12ヶ月群においてもそれぞれ同様の所見が認められた（Figure 5-2 K, L）。 

5.3.2  Ca3(PO4)2相当量 

Ca3(PO4)2相当量の測定結果は Figure -3に示した。HP 群では術後 1、3ヶ月と比較し術後
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12ヶ月において有意なCa3(PO4)2相当量の上昇が認められた（vs 1 month、3 month：p＜0.01）。

TCP 群では術後 1、3ヶ月と比較し術後 12ヶ月においては有意 Ca3(PO4)2相当量の減少が認

められた（vs 1 month、3 month：p＜0.01）。HP 群と TCP 群の同月の Ca3(PO4)2相当量を比較

した時、術後 1ヶ月（p＜0.01）と 3ヶ月 （p＜0.01）の時点では TCP 群の Ca3(PO4)2相当量

は HP 群に比較し有意に高値を示したが、術後 12ヶ月では HP 群と TCP 群の Ca3(PO4)2相当

量に有意差は認められなかった。 

5.3.3 組織学的検討 

HE染色を実施した組織標本は Figure -4に示した。Figure 5-4 A、Cそして 4E は TCP 群、

Figure 5-4 B、Dそして Fは HP 群のそれぞれ術後 1、3、そして 12ヶ月の経過を示した。低

倍率で 2 つの人工骨を比較した際には、骨形成については同程度の形成過程が認められた

が、人工骨の吸収については TCP 群に比較し HP 群では比較的早い段階から吸収が促進さ

れている傾向があった。また、それぞれの人工骨における置換過程に相違が認められた。

特徴的な所見として TCP 群においては、線維組織の浸潤はわずかに認められるのみであっ

たが、HP 群では線維組織の浸潤が非常に強く認められた。 

5.3.4 成熟骨、類骨、そして残存人工骨面積測定 

 VG染色標本から成熟骨、残存人工骨そして類骨面積の測定を行った。組織標本は Figure 

5-5に示した。それぞれの面積を計測した結果はそれぞれ Figure 5-6 A, B, Cに示した。Figure 

5-6 A より両群ともに経時的な骨形成面積の増加が認められた。両群とも術後 1ヶ月と術後

3ヶ月（TCP group：p＝0.03、HP group：p＝0.04）、そして術後 3ヶ月と術後 12ヶ月（TCP group：
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p<0.01、HP group：p<0.01）の間に有意差が認められた。残存人工骨面積については Figure 5-6 

B より両群ともに経時的な減少傾向が認められたが、HP 群では術後 1 ヶ月と術後 3 ヶ月

（p<0.01）、そして術後 3ヶ月と術後 12ヶ月（p<0.01）の間で有意な減少が認められた。一

方で TCP 群では術後 3 ヶ月と術後 12 ヶ月（p<0.01）の間で有意な減少が認められた。HP

群は全期間を通じて TCP 群に比較し残存人工骨面積が有意に少ないことが認められた（1 

month：p<0.01、3 month：p<0.01、12 month：p＝0.04）。figure 5-6 C より術後 1ヶ月と 3ヶ

月では両群ともに類骨はごく僅かに認められるのみであった。しかし、術後 12ヶ月の時点

では両群とも術後 3ヶ月に比較し有意な類骨面積の増加が認められ（HP group：p<0.01、TCP 

group：p<0.01）、特に TCP 群では HP 群に比較しても有意な類骨面積の増加が認められた

（p<0.01）。 

5.3.5 線維組織面積測定 

 鍍銀染色を実施した組織標本は Figure 5-7に示した。線維組織面積の測定結果は figure 5-8

に示した。TCP 群では 3 ヶ月においては 1ヶ月に比較して優位に高値を示し（p<0.01）、12

ヶ月において 3 ヶ月に対して有意に低値を示したが（p<0.01）、すべての期間を通じて線維

組織の浸潤はわずかに認められた程度であった（Figure 5-4 A,C,E）。一方、HP 群では TCP

群に比較し強い線維組織の浸潤が認められた（Figure 5-7 B,D,F）。HP 群は 1（p<0.01）、3（p

＝0.04）、そして 12ヶ月（p<0.01）とすべての期間を通じて TCP 群に比較し有意な線維組織

の浸潤が認められた。HP 群では 1、3（vs 1 month：p<0.01）、12ヶ月（vs 1 month：p<0.01、

vs 3 month：p＝0.04）と時間経過とともに前回計測値に対して有意に浸潤面積が低下してい
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ることが認められた。 

5.3.6 Ⅰ型コラーゲン 

I 型コラーゲンの免疫組織化学染色により得られた組織所見を figure 5-9 に示した。人工

骨内に浸潤した線維組織の多くは両人工骨共にⅠ型コラーゲン陽性反応を示していた。そ

のため、人工骨内に線維組織浸潤がほとんど認められない β-TCP 製人工骨では Figure 5-9 A. 

C .E に示すように、わずかに陽性反応が認められたのみであったが、figure 5-6 B. D. Fに示

すように HP 群では非常に多くの範囲で陽性反応が認められた。特に線維組織浸潤の強く認

められた 1、3ヶ月の HP 群では非常に多くのⅠ型コラーゲンの陽性反応が認められた。 

5.3.7 血管腔数測定 

VW 因子の免疫組織化学染色により得られた組織所見は Figure 5-10 に示した。VW 因子

陽性細胞に囲まれた血管腔数の測定結果は Figure 5-11に示した。HP 群では、術後 1ヶ月か

ら多くの血管腔数が認められ（Figure 5-10 B）、3ヶ月（Figure 5-10 D）（vs 1 month：p<0.01）、

12ヶ月（figure 5-10 F）（vs 1 month：p<0.01）と経過日数と共に減少していることが認めら

れた。一方、TCP 群では 3 ヶ月において術後 1 ヶ月と比較して有意な血管腔数の上昇が認

められたが（p<0.01）、12ヶ月では減少傾向が認められた（p<0.01）。HP 群と TCP 群を比較

した際には 1（p<0.01）、3（p<0.01）、そして 12ヶ月（p<0.01）において HP 群が有意に高値

を示していた。 

5.3.8 破骨細胞様細胞数測定 

カテプシン Kの免疫組織化学染色により得られた組織所見は Figure 5-12に示した。カテ
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プシン K陽性細胞数の測定結果は Figure 5-13に示した。術後 1（p<0.01）、3（p<0.01）そし

て 12ヶ月（p<0.01）において HP 群は TCP 群に比較して有意なカテプシン K陽性細胞数の

増加が認められた（p<0.01）。HP 群では時間経過と共に有意に陽性細胞数が減少しているこ

とが認められた。TCP 群では術後 3 ヶ月の時点で有意な上昇が認められた（p<0.01）。しか

し、術後 1 ヶ月の時点での組織浸潤が TCP 群では非常に微弱であり、人工骨内におけるカ

テプシン K 陽性細胞数はごく僅かであった。術後 3 ヶ月においてもこの傾向は同様であっ

たが、浸潤組織の増加に伴い増加していたことが認められた。HP 群では 1、3（vs 1 month：

p<0.01），12ヶ月（vs 1, 3 month：p<0.01）と時間経過とともに有意な減少が認められた。 

5.3.9 RUNX2陽性細胞数測定 

RUNX2の免疫組織化学染色により得られた組織標本は Figure 5-14に示した。RUNX2陽

性細胞数の測定結果は Figure 5-15に示した。HP 群において浸潤が多く認められた紡錘形形

状の細胞の多くは RUNX2 陽性細胞であった。特に 1 と 3 ヶ月では HP 群において RUNX2

陽性細胞数が多く認められたが、12 ヶ月の時点での発現は 1 と 3 ヶ月に比較し有意な低下

が認められた（vs 1, 3 month：p<0.01）。TCP 群は術後 3ヶ月において 1ヶ月に比較し有意な

陽性細胞数の増加が認められたが（p<0.01）、術後 12ヶ月は術後 1ヶ月に比較し高値を示し

たが（p＝0.02）、術後 3ヶ月に比較し低値を示した（p＝0.03）。全観察期間を通じて、RUNX2

陽性細胞数は HP 群に比較し有意に低値を示した。 

 

5.4 考察 
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本検討の目的は新開発の HA/PDLLA 製人工骨を現在、吸収性人工骨として最も一般的に

使用されている β-TCP 製人工骨と比較することで、HA/PDLLA 製人工骨の有用性を評価す

ることである。過去には β-TCP 製人工骨は優れた骨伝導能と骨誘導能を有し、Cutlight D.E 

らがラット脛骨への埋植実験において、術後 48日後には 95％が吸収され骨髄の形成まで認

められたと報告したように、β-TCP 製人工骨は吸収性に優れた素材であると報告されている

（Littlewood-Evans A.J. ら, 1997; Cutright D.E. ら, 1972）。しかし、本検討において、単純 X

線検査では TCP群は術後 12ヶ月までの観察期間中にはその形状が intactの形状のまま明確

に維持されていたことが確認された。これは使用した β-TCP 製人工骨の気孔率そして使用

した形状が影響していると考えられた(Karageorgiou V. ら, 2005)。一方で HP 群は術後 9ヶ

月の時点で宿主骨と人工骨との境界面が認められなくなった。ウサギ大腿骨髄腔への埋植

実験では術後 26 週までの経過で HA/PDLLA 製人工骨の X 線透過性の亢進が認められたと

されているが、本検討では X 線透過性は徐々に低下し、術後 9 ヶ月では宿主皮質骨と同等

のX線透過性を呈していた。イヌとウサギでは元来の皮質骨のX線透過性が異なるために、

本検討では X 線透過性が徐々に亢進する経過が得られたと考えられた(Hasegawa S. ら, 

2005)。時間経過とともに宿主骨と同等の X 線透過性が認められたという点では同様の結果

であった。 

組織学的評価の結果、骨形成については HP 群と TCP 群は同等の骨形成を示した。残存

人工骨について、HP 群は TCP 群に比較し有意に低値を示した。以上の評価項目からは、術

後 12 ヶ月目までの観察期間においては、HP 群は TCP 群と同等以上の有用性を有する人工
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骨であると考えられた。しかしながら、HP 群では線維組織の浸潤が強く認められるが、TCP

群ではごく僅かに認められたのみであったように、その置換過程には大きな相違が認めら

れた。β-TCP 製人工骨は犬の背部に埋植された実験からは、膜性骨化様に骨形成がなされて

いると報告された(Kondo N. ら, 2006)。本実験においても Figure 5-4 A、C、E に示したよう

に TCP 群における線維組織の浸潤は HP 群に比較しわずかであり、さらに Figure 5-5 E に示

したように術後 12ヶ月の VG 染色から非常に多くの類骨が認められたことからも、膜性骨

化様の骨形成過程を経ていることが示唆された。一方で、HP 群では多数の線維組織の浸潤

が認められ、その線維組織が徐々に骨へと分化するような骨化様式が認められたことから、

それぞれの人工骨における骨形成の特徴を明確にするために鍍銀染色や免疫組織化学染色

を実施した。 

鍍銀染色による線維組織の面積評価結果から HP 群は TCP 群に比較し全ての観察期間に

おいて有意に高値を示した。VW因子は血管内皮細胞に特異的に発現し（McComb R.D. ら, 

1982; Weidner N. ら, 1995）、血管形成は軟骨内骨化、膜内骨化の両方の骨形成様式において

重要な役割を果たすとされている(Harper J. ら, 1999)。血流を通じて、各種ホルモン、栄養、

酸素、そして様々な細胞が人工骨内へと宿主より運搬される(Jienau J. ら, 2009)。さらに、

骨折症例においては血液供給の不足は癒合遅延や癒合不全の原因となる事が報告されてい

ることからも、血管形成は宿主の様々な細胞が人工骨内部へと浸潤する際には非常に重要

な過程の一つである（Hausman M.R. ら, 2001）。Figure 5-10.11で示したように HP 群は TCP

群に比較し有意に多くの血管腔数が形成されていることが認められた。鍍銀染色と VW 因
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子陽性血管腔数の結果から β-TCP 製人工骨に比較し、HA/PDLLA 製人工骨は宿主組織の浸

潤性に優れることが示唆された。 

人工骨内部に形成された血管により様々な細胞が人工骨内部へと浸潤する。特に人工骨

吸収を担う破骨細胞の人工骨への浸潤は重要である。Chazono M.らは破骨細胞による人工骨

吸収の後に骨形成がなされると報告している(Chazono M. ら, 2004)。カテプシン Kは破骨細

胞に豊富に発現している事が知られている（Littlewood-Evans A.J. ら, 1997; Tezuka K. ら, 

1994; Inaoka T. ら, 1995）。HP 群では全観察期間を通じて Cathpsin K陽性細胞の多く認めら

れ、TCP 群に比べ有意に破骨細胞による人工骨の吸収が起きていると考えられた。以上の

点から HA/PDLLA 製人工骨は初期の血管形成、さらにはそれに続く破骨細胞吸収が非常に

迅速に行われていることが示唆された。 

線維組織内部に浸潤していた線維の大部分はⅠ型コラーゲン陽性であり、さらに浸潤細

胞の多くは抗 RUNX2 抗体陽性反応を示した。HP 群においては TCP 群に比較し有意に多数

の抗 Runx2 抗体陽性細胞が認められた。RUNX2は骨形成をはじめ、置換過程において中心

となって作用する必要不可欠な転写因子である。その役割として、RUNX2は間葉系細胞が

骨芽細胞へと分化するために不可欠であり、Ⅰ型コラーゲンの発現を活性化することや、

血管形成にも関係していることが報告されている（Komori T. ら, 2006; Komori T. ら, 2005; 

Inada M. ら, 1999; Kim I.S. ら, 1999）。RUNX2は骨形成だけでなく骨吸収に対しても影響す

る。Receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) – RANKシグナルが破骨細胞形成には不可欠

であるが、RUNX2は骨芽細胞への分化を促進することによって RANKL発現を促進し、そ
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れにより破骨細胞形成を促進することが報告されている（Hsu H. ら, 1999; Nakagawa N. ら, 

1998; Enomoto H. ら, 2003. ）。HP 群では TCP 群と比較し、RUNX2陽性細胞が全観察期間

を通じて有意に多く認められたことから、自家骨への置換過程が活性化されていることが

示唆された。 

一般的には吸収性人工骨は強度に劣るために、荷重部位での使用は避けられていたが Liu 

G.らは適切な固定器具の使用により、強度に劣る吸収性人工骨の荷重部位への使用が可能で

あると報告した(Liu G. ら, 2008)。しかしながら、報告の中で Liu G.らは広範囲の骨欠損に

対しては β-TCP 製人工骨単体での使用では良好な骨形成は得られないとも結論づけた。つ

まり、海綿骨移植や何らかの成長因子の添加が広範な骨欠損に対する治療には不可欠であ

るとした。本検討においては広範な骨欠損に対して人工骨単体の移植によって良好な骨形

成が得られ、過去の報告とは異なる結果が得られた。これは動物種、人工骨の気孔径、気

孔率、さらには人工骨に作成した髄腔様構造など様々な要因がその原因として考えられた

が、骨癒合に至った最大の要因は骨欠損を血液供給が十分に得られる健常ビーグル犬の脛

骨に作成したことであると考えられた。 

HA/PDLLA 製人工骨は過去に行われた皮下への埋植実験において、術後 3 週後には軟骨

組織や軟骨細胞の形成が認められた(Hasegawa S. ら, 2007)と報告されたが、本検討において

は認められなかった。これは力学的負荷のかかる環境がその理由の一つと考えられたが、

詳細は不明である。 

Ozawa M.らは 167例の β-TCP 製人工骨の臨床例において移植部位において放射線学的に自
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家骨置換が進行していることを報告したが、 その一方で、β-TCP 製人工骨は複雑な形状を

した欠損部への補填が非常に困難であり、HA/PDLLA 製人工骨はメスや熱変形によって

様々な形状の欠損部への成型が容易であることから、HA/PDLLA 製人工骨は外科医にとっ

て術中の取り扱いが容易なより有用な人工素材であると推測された(Ozawa M. ら, 2000)。 

以上の点から、HA/PDLLA 製人工骨は β-TCP 製人工骨と同等の骨形成能を有し、吸収性

と操作性に優れる新たな吸収性人工骨であると考えられ、新たな吸収性人工骨としての臨

床応用が期待された。しかしながら、本検討は 12ヶ月を観察期間として設定したが、両人

工骨共に完全置換には至っていない。人工骨の残存は臨床的に疼痛や機能障害を惹起する

ことから、より長期間の観察を行う必要が考えられた。また、本検討は健常動物に作成し

た新鮮骨切除モデルを使用した検討であり、様々な程度の血行障害を伴う臨床的に発生す

る骨折後癒合不全症例に対しては条件が著しく異なる。 

 

5.3.5 小括 

1 第 4 章の結果から、HA/PDLLA 製人工骨は置換過程が遅延する傾向が認められたが、荷

重部位においてはHA/PDLLA製人工骨はβ-TCP製人工骨と同等の骨形成と優れた生体吸

収性が認められた。 

2 HA/PDLLA 製人工骨は優れた組織浸潤性が認められ、人工骨内部には多くの宿主細胞や

組織の浸潤が認められた。β-TCP 製人工骨に比較し、血管腔、COLⅠ陽性組織、RUNX2

陽性細胞が有意に多く認められた。このことから、人工骨内部における置換過程が
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HA/PDLLA 製人工骨ではβ-TCP 製人工骨に比較し活性化していることが示唆された。 

3 両人工骨ともに完全吸収は認められなかったことから、より長期的な経過観察が必要で

あると考えられた。さらに近年、注目されている骨分化を促進させる成長因子の添加は

人工骨内部に多くの細胞を有するHA/PDLLA製人工骨ではβ-TCP製人工骨への添加以上

に有用な結果が得られると期待された。 
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Figure 5-1：術後の単純 X 線検査所見（前後方向像）  

A・B：術直後, C・D：術後 1 ヶ月, E・F：術後 3ヶ月, G・H：術後 6ヶ月,  

I・J：術後 9ヶ月, K・L：術後 12ヶ月 

A・C・E・G・I・K：HA/PDLLA 製人工骨 

B・D・F・H・J・L：β-TCP 製人工骨 
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Figure 5-2：術後の単純 X 線検査所見（内外方向像）  

A・B：術直後, C・D：術後 1 ヶ月, E・F：術後 3ヶ月, G・H：術後 6ヶ月,  

I・J：術後 9ヶ月, K・L：術後 12ヶ月 

A・C・E・G・I・K：HA/PDLLA 製人工骨 

B・D・F・H・J・L：β-TCP 製人工骨 
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Figure 5-3：Ca3(PO4)2相当量 

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p＜0.05：Mann–Whitney U test） 

†・・・ vs 1 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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Figure 5-4：HE 染色 12.5倍、200倍にて観察 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-5： VG染色 20倍にて観察 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-6 A：VG 染色による新生骨面積、B：残存人工骨面積、C：類骨面積 

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p＜0.05：Mann–Whitney U test） 

†・・・ vs 1 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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Figure 5-7：鍍銀染色 40倍にて観察 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-8：線維組織面積 

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p＜0.05：Mann–Whitney U test 

†・・・ vs 1 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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Figure 5-9：Ⅰ型 Collagen免疫染色結果 100倍にて観察 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-10：Von willebrand factor免疫染色結果（100 倍にて観察） 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-11：血管腔数測定結果  

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p<0.05：Mann–Whitney U test） 

†・・・ vs 1 ヶ月（p<0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p<0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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Figure 5-12： Cathepsin K免疫染色結果 200倍にて観察 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 

 

 

 



120 

 

 

Figure 5-13：破骨細胞様細胞数測定結果 

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p＜0.05：Mann–Whitney U test） 

†・・・ vs 1 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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Figure 5-14： RUNX2免疫染色結果（200倍、400倍にて観察） 

A・B：術後 1 ヶ月、C・D：術後 3ヶ月、E・F：術後 12ヶ月 

A・C・E：TCP group、B・D・F：HP group 
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Figure 5-15：RUNX2陽性細胞数測定結果 

TCP group（grey box）、HP group（black box）（全て n=3） 

*・・・TCP group vs HP group（p＜0.05：Mann–Whitney U test） 

†・・・ vs 1 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

§・・・vs 3 ヶ月（p＜0.05：Tukey HSD test） 

Value：mean ± S.D. 
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総括 
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総括 

 

獣医整形外科領域における犬の骨折は発生率 7％と報告されており、遭遇する機会の多い

疾患の一つである（Johnson J.A. ら, 1989）。癒合不全によって広範囲の骨欠損を有する症例

においては骨長の温存が必要となる。骨幹軸の再建術には構造的に欠損部位を充填する必

要があり、自家皮質骨移植、同種保存骨移植、吸収性人工骨移植がその候補として挙げら

れる（Darryl L.M. ら, 2003; Stevenson S. ら, 1999; Ragetly G.R. ら, 2012; Vertenten G. ら, 

2010.）。自家骨移植は骨移植においてはゴールドスタンダードとされている。自家骨は骨芽

細胞前駆細胞を豊富に含み、骨誘導能と骨伝導能の両方を保持している理想的な素材であ

るが、同時に患者への外科的侵襲が非常に強いことが問題点として挙げられる( Samartzis D. 

ら, 2005; Urist M.R. ら, 1967 )。同種保存骨は優れた強度、骨伝導能、さらに骨誘導能を有し

ていることから、荷重部位における使用には自家海綿骨に比較しより適切であると考えら

れた。しかしながら、同種保存骨自体はリモデリングに長期間を要し、さらに-80℃の条件

下で保存するための特殊な設備が必要である(Bacher J.D. ら, 2008; Johnson L.L. ら, 2000; 

Marsh J.L. ら, 2006; Welch R.D. ら, 2003)。そのため、特殊な設備を必要とせず、管理と術中

の取り扱いが簡便であり、より早期に宿主に吸収される吸収性人工骨の開発が望まれてい

た。 

吸収性人工素材は大きく分類すると、PGA や PLA を代表例とする生体吸収性ポリマー、

そして HA や β-TCP を代表例とするリン酸カルシウムの 2 つに分けられる。この内、強度

に優れる吸収性ポリマーが吸収性骨接合材料として使用されてきた。過去には PGA、PDS、
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PLLA など様々な生体吸収性ポリマーが用いられてきたが、その中で PLLA が骨の癒合にお

いて必要とされる期間、適切な強度を保持し、さらに炎症反応を惹起することなく生体へ

と吸収されると報告された（Rokkanen P.U. ら, 2000; Böstman O. ら, 1992: Nellson J.F. ら, 

1977; Hollinger J.O. 1983; Böstman O. ら, 1992）。さらに生体吸収性ポリマーの中で PLLA の

みがピエゾ効果を有し、局所における骨形成を有意に促進させることが報告されている。

（Ikada Y. ら, 1996）。獣医領域における生体吸収性骨接合材料の使用は主には実験的な報告

であり、臨床例へ用いた報告は非常に少ない（Backstorm A.S,. ら 2005: Pihlajamäki H. ら, 

1992; Tegnander A. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994; Hara Y. ら, 1994）。それは、吸収性骨接合材料

が金属製インプラントに比較し高価であり、活動制限の困難な小動物においては強度に劣

る吸収性骨接合材料は選択肢とならないためである。しかしながら、犬における骨折症例

において術後に骨癒合不全が発生する頻度は約 4％とされており、吸収性人工骨はそういっ

た症例のうち広範囲の骨欠損を有する症例への応用が望まれている。（Rudd R.G. ら, 1992: 

Smith S.G. 1991: Hunt J.M. ら, 1980）。 

PLLA は炎症反応を惹起しないと報告されていたが、5年を超える長期的な観察において

遅延性無菌性壊死により疼痛を引き起こすと報告されてきた（Matsusue Y. ら, 1996）。近年、

生体適合性に優れるリン酸カルシウムを主成分とする人工素材と PLLA を混合させること

で生体適合性を向上させた人工素材の開発が進められており、その人工素材としては特に

HA が注目されている。HA は骨を構成する主成分であり、その結晶構造から β-TCP に比較

し優れた生体適合性を有し、HA 単体を骨へ埋植した結果、4 週後には宿主骨との直接癒合
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が得られたと報告されている（Oyake Y. ら, 2002: Ghosh S.K. ら, 2008）。1993 年に Veheyen 

C.C.らによって HAと PLLA を混合させて作成された HA/PLLA は PLLA に比較し優れた生

体適合性を示し、骨との直接癒合を得たと報告されている（Verheyen, C.C. ら, 1993）。 

 我々は HA と PLLA の組み合わせにより作成された新たな吸収性人工骨が、吸収性人工骨

に必要とされる、骨誘導能、骨伝導能、そして生体適合性を有する新たな生体吸収性素材

として機能すると考えた。PLLA は構造異性体の PDLA を有し、この 2つを混合させて作成

された PDLLA は PLLA に比較し早期に加水分解を受けることが報告されている（Pietrazak 

W.S. ら, 1997）。HA と PDLLA を組み合わせて開発された吸収性人工骨が骨欠損を伴う骨幹

軸再建術に用いることが可能であると考え、その有用性について検討した。第 2 章におい

て、現在、本学附属動物医療センターにおいて行っている同種保存骨を用いた広範囲の骨

欠損を有する骨折後癒合不全症例に対する骨幹軸再建術の有用性とその問題点についての

検討を行った。第 3章において、先述した HA/PLLA 製骨接合材料の長期的な経過観察を行

い、皮質骨への置換過程と炎症反応を PLLA 製骨接合材料と比較検討した。第 4 章におい

て、新開発の HA/PDLLA 製吸収性人工骨の非荷重部位における置換過程を吸収性人工骨と

して一般的に使用されているβ-TCP製人工骨と比較検討し、その有用性について評価した。

また、HA/PDLLA 製人工骨は熱変形による欠損部位への充填が可能であることが挙げられ

る、本検討においては熱変形を行った HA/PDLLA 製人工骨と未変形 HA/PDLLA 製人工骨の

比較検討を行い、熱変形による置換への影響についても評価を行った。第 5 章において、

脛骨骨欠損モデルを作成し HA/PDLLA 製人工骨を埋植した。対側肢には同様の骨欠損を作
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成し β-TCP 製人工骨を埋植し、荷重部位における両者の置換過程について比較検討し、

HA/PDLLA 製人工骨の有用性を荷重部位において評価した。 

 

第 2章 

同種保存骨移植は優れた強度と低い免疫原性を有する優れた移植骨である。同種保存骨

は優れた強度を有し細胞増殖と分化の足場として機能するが、細胞成分に乏しいことが問

題点として挙げられる（Darryl L.M. ら, 2003: Giannoudis P.V.ら, 2005）。今回、その問題解決

のために自家海綿骨移植を同種保存骨移植に組み合わせた骨幹軸再建術を、大腿骨骨折後

に癒合不全を呈した 7 症例に対して行い、放射線学的検討を中心に経過を評価した。 

壊死組織の切除と十分な洗浄を行った後に、正常肢長を参考に適切な長さにトリミングし

た同種保存骨を移植した後に、宿主骨と移植骨の境界面を中心に FGF-2 を添加した自家海

綿骨移植を行った。術後は定期的な CRP の観察と単純 X線検査を行った。単純 X線写真は

Weiland A.J.らの報告に基づいた放射線学的骨癒合スコアを用いて宿主骨と移植骨の境界面

と移植骨自体の経時的な変化を 1 箇所の最高点を 6 点とし、3 箇所の合計 18 点満点で評価

した（Weiland A.J. ら, 1984）。CRP については術後、一過性の上昇は認められたが適切な抗

生剤の使用により術後は安定して低値を示した。患肢長は術前の 85.2 ± 8.1％から 95.0 ± 

4.8％と優位に改善した。術後 3ヶ月の時点で近位境界面における骨折線の消失が確認され、

術後 6 ヶ月には近位と遠位の両方での境界面の消失が認められた。宿主骨自体のリモデリ

ングは術後 6 ヶ月以降に進行していることが認められた。放射線学的骨癒合スコアからは
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術後 3ヶ月と 6ヶ月の間に有意差が認められた。 

 本手法は術後 2 週目から患者は負重が可能となり、良好な機能回復が得られた。過去に

実験的に作成した骨欠損モデルに同種保存骨移植を移植し経過観察を行った報告と同様の

経過が認められた（Sinibaldi K.R. ら, 1989）。本検討は骨形成が遅延傾向にある癒合不全症

例における検討であり、同様の経過が得られたことは本手法による骨幹軸再建術は癒合不

全に対する優れた治療法として考えられた。しかし、同種保存骨は宿主に完全吸収するに

は７年以上を要するとされており、長期的な経過観察が必要である。-80℃の低温条件下に

おいて細胞成分を除去し、免疫原性を低下させ保存する必要がある。そのため、特殊な設

備が必要であり、使用可能な施設は限られている。我々はより簡便に使用可能な足場材料

の開発が必要であると考えた。 

 

第 3章 

 吸収性人工素材として我々は PLLA に注目した。その他にも PGA や PDSといった吸収性

ポリマーの使用が報告されてきたが、生体における骨折の治癒過程、吸収性骨接合材料と

しての強度には PLLAが最適であると考えられた(Pihlajamäki H. ら, 1998; Rokkanen P.U. ら, 

2000; Deorio J.K. ら, 2001)。しかしながら、PLLA は 3～5年の経過において遅延性無菌性壊

死を起こし、疼痛を引き起こすことが報告されている（Tegnander A. ら, 1994; Bergsma E.J. 

ら 1993; Matsusue Y. ら, 1996）。近年ではこの問題点の解決として、生体適合性に優れた HA

を含有させた HA/PLLA が Verheyen C.C.らによって開発された(Verheyen C.C. ら, 1993)。
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HA/PLLA 製骨接合材料は PLLA 製骨接合材料に比較し、骨との直接癒合を獲得し異物反応

を惹起させない優れた生体適合性を示した (Verheyen C.C. ら, 1993; Saito T. ら , 2004; 

Hasegawa S. ら, 2006)。我々はこの HA/PLLA 製骨接合材料に注目し、その皮質骨への置換

と炎症反応について PLLA 製骨接合材料と比較検討しその有用性を評価した。左側大腿骨

に PLLA 製骨接合材料、右側大腿骨に HA/PLLA 製骨接合材料を埋植し、12、36、60、そし

て 84 ヶ月の放射線学的評価と組織学的な評価を行った。放射線学的には HA/PLLA 製骨接

合材料において骨孔の閉鎖が 60ヶ月で認められたが、PLLA 製骨接合材料においては 84ヶ

月までの経過観察においても認められなかった。組織学的には HA/PLLA 製骨接合材料では

骨孔の骨性閉鎖が確認されたが、PLLA 製骨接合材料では 84 ヶ月の経過においても認めら

れなかった。髄腔内における screwの吸収は HA/PLLA 製骨接合材料において遅延する傾向

にあり、84ヶ月においても残存が確認された。一方で PLLA 製骨接合材料では 60ヶ月の段

階で急激な screwの分解吸収が生じ、強い組織球浸潤が認められた。 

 本検討から HA/PLLA 製骨接合材料は分解吸収が遅延する傾向にあるが、組織球浸潤はわ

ずかに認められたのみであり、遅延性無菌性壊死を示唆するような所見は全個体で認めら

れなかった。しかし PLLA 製骨接合材料では埋植後 3～5年において急激な分解吸収が生じ、

強い組織球浸潤が認められた。また、HA/PLLA 製骨接合材料は 60ヶ月の時点で完全な皮質

骨への置換が得られた。骨孔は再骨折を引き起こす原因となるため、皮質骨の形成は骨接

合材料の理想的な結果の一つと考えられた。また、線維組織を挟まずに直接骨と癒合する

優れた生体親和性も認められた。これらの点から HAと PLLA を組み合わせた吸収性人工素
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材は生体適合性に優れており、骨との直接的な癒合を獲得する優れた人工素材であり、広

範な骨欠損に対する足場材料として利用可能であると示唆された。 

 

第 4章 

 第 3章より、PLLA に HA を含有させた吸収性素材は広範な骨欠損における足場材料と

して利用可能であると示唆された。しかし、HA/PLLA は吸収までに長時間を要するため吸

収性人工骨としての利用は不適当であると考えられた。PLLA は構造異性体として PDLA が

存在している。PDLA と PLLA を 50：50 の重量比で混合させ、作成させることでステレオ

コンプレックスを作成し、PDLLA となる。PLLA は完全吸収には 24 ヶ月以上を要するが、

PDLLA は 12～16ヶ月で完全吸収に至ると報告されている（Pietrazak W.S. ら, 1997）。過去

に HA/PDLLA 製人工骨をウサギ大腿骨髄腔領域に埋植した実験においては、HA 単体の人

工骨に比較し、良好な骨形成と人工骨吸収が認められ、海綿骨の再建が得られたと報告し

ている（Hasegawa S. ら, 2005）。しかしながら、現在までに犬における HA/PDLLA 製人工

骨の経時的な置換過程について検討されていない。また、HA/PDLLA 製人工骨はその特徴

として術中のメスやハサミによる裁断、さらに熱による変形が可能である。しかし、現在

までに、熱変形後の置換過程についても未変形のものとは比較検討されていない（Shikinami 

Y. ら, 2006）。本章では、実験 1として HA/PDLLA 製人工骨と β-TCP 製人工骨、さらに熱変

形後のHA/PDLLA製人工骨と未変形HA/PDLLA製人工骨について組織学的な比較検討を行

った。また、実験 2として HA/PDLLA 製人工骨と β-TCP 製人工骨の打ち抜き強度試験によ
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る人工骨と宿主骨との接着強度を比較検討した。強度試験後には HA/PDLLAの Mwを計測

した。実験 1 の実験モデルとして左側大腿骨骨顆に β-TCP 製人工骨、右側大腿骨骨顆に

HA/PDLLA 製人工骨を埋植し、組織学的な評価を行った。また、右側上腕骨大結節には熱

変形 HA/PDLLA 製人工骨、左側上腕骨大結節には未変形 HA/PDLLA 製人工骨を埋植した。

実験 2 の実験モデルとして実験 1 の大腿骨に行った処置を実施した。VG 染色の結果から、

β-TCP 製人工骨は HA/PDLLA 製人工骨に比較し優れた骨形成と早期の生体吸収性を示した。

HA/PDLLA 製人工骨の熱変形による置換過程への影響は認められなかった。 

TRAP 染色からは TRAP 陽性細胞数は全観察期間を通じて HA/PDLLA 製人工骨において

β-TCP 製人工骨に比較し有意に多く認められた。熱変形による骨形成や生体吸収性について

は影響が認められなかった。強度試験からは HA/PDLLA 製人工骨と β-TCP 製人工骨の間に

有意差は認められなかった。また、HA/PDLLA 製人工骨の Mw は経時的に有意に減少して

いることが GPCを用いた検討から確認された。 

 本章において HA/PDLLA 製人工骨の自家骨置換が遅延する傾向が認められたのは、

PDLLAは荷重が加わり持続的に負荷が加わることでMwが減少していくことが報告されて

おり、本検討は非荷重部位への埋植であったために PDLLA 自体の分解が遅延した可能性が

示唆された(Heidemann W. ら, 2001.）。本検討における Mwの減弱は各経過観察時において

約 20％程度、荷重条件下に比較して遅延していることが認められた。また、TRAP 陽性細

胞が HA/PDLLA 製人工骨では有意に多数確認されたが、VG 染色からは β-TCP 製人工骨に

おいて人工骨吸収が有意に促進されていた。HA/PDLLA製人工骨において確認された TRAP
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陽性細胞については詳細を検討する必要が考えられた（Athanasou N.A. ら, 1990）。接着強度

については両群とも有意差は認められず、同等の値を示した。β-TCP については自家骨置換

が進行しているが、一方で HA/PDLLA 製人工骨では自家骨への置換自体の進行は遅延して

いたが、COLⅠ陽性領域が広範囲に認められ、接着強度の向上に寄与している可能性が示

唆された。以上のことから、非荷重部位における HA/PDLLA 製人工骨は β-TCP 製人工骨に

比較し、吸収が遅延する傾向にあるが、明らかな分解吸収遅延は認められず、さらに強度

に関しても明らかな脆弱性は認められなかった。長期間の経過観察が必要になるが、明ら

かに生体に対して機能不全を引き起こす人工骨ではないことが示され、さらに荷重条件下

においては、PDLLA の分解が促進され、さらに良好な組織浸潤性によって骨形成を促進さ

せることが期待された。 

 

第 5章 

第 4 章の結果を受け、我々は小動物整形外科領域において必要とされる機会の多い、荷重

条件下における HA/PDLLA 製人工骨の有用性を評価した。 

脛骨骨幹部中央に 15mm の骨欠損を作成し、架橋 plate を行った後に欠損部に左側は β-TCP

製人工骨、右側は HA/PDLLA 製人工骨を埋植した。その後、1、3、12ヶ月の 3群を設定し

経過観察の後に安楽死を行い、組織学的な検討を中心にその置換過程の比較検討を行った。

VG 染色の結果から、HA/PDLLA 製人工骨と β-TCP 製人工骨は同等の骨形成を示した、生

体吸収性については全観察期間を通じてHA/PDLLA製人工骨は β-TCP製人工骨に比較し有
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意に優れた生体吸収性を示した。線維組織の浸潤、血管新生、破骨細胞様細胞数、など浸

潤性を示す評価項目の全てにおいてHA/PDLLA製人工骨は β-TCP製人工骨に比較し有意に

優れた浸潤性を示した。また、HA/PDLLA 製人工骨に浸潤していた組織の多くは COL1 陽

性組織であり、さらに浸潤していた紡錘形の細胞は RUNX2陽性細胞であった。 

以上のことから、HA/PDLLA 製人工骨に浸潤している組織や細胞は骨の主成分である

COLⅠと間葉系幹細胞を骨へと分化させる RUNX2 陽性細胞であった。一連の観察結果から、

HA/PDLLA 製人工骨は現在まで、一般的に使用される吸収性人工骨である β-TCP と同等の

骨形成と優れた生体吸収性と浸潤性を示した。これらの結果から、HA/PDLLA 製人工骨は

新たな吸収性人工骨として利用可能であると示唆された。 

 

第 3 章の結果から、HA と PLLA を主成分とする骨接合材料は優れた生体適合性を示し、

さらに宿主骨へと完全にリモデリングされる結果を得た。また、PLLA の構造異性体である

PDLAと PLLAのステレオコンプレックスである PDLLAと HAからなる吸収性人工骨は非

荷重部位における使用ではリモデリング速度は β-TCP 製人工骨に比較し遅延する傾向が認

められたが、生体との接着性については両人工骨間に有意差は認められなかった。また、

熱変形によるリモデリング過程については有意な変化は認められなかった。さらに荷重部

位における HA/PDLLA 製人工骨と β-TCP 製人工骨との比較検討においては、骨形成につい

ては同等であったが、人工骨の生体吸収性や細胞と組織の浸潤性は HA/PDLLA 製人工骨に

おいて有意に優れている結果が得られた。優れた浸潤性は今後、成長因子の添加によって
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より多くの細胞を骨分化へと促進させる働きが期待された。しかしながら、人工骨の残存

は疼痛を引き起こすことが知られている、本検討においては 12ヶ月の経過観察においても

人工骨の残存が認められた。そのため、吸収性人工骨が完全吸収されるまでの期間、経過

観察を行う追加実験が必要であると考えられた。しかしながら、HA/PDLLA 製人工骨は

β-TCP 製人工骨と荷重部位において同等の骨形成能と細胞浸潤性を有し、さらに優れた操作

性を有することから新たな吸収性人工骨として今後、新たな吸収性人工骨として臨床利用

が期待された。 
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Fractures are common in small animal orthopedics, with the rate of 

incidence being approximately 7%. The incidence rate of nonunion fractures 

in the dog was about 4%. In some nonunion fracture cases with a large bone 

defect, restoration of the limb length requires reconstruction. Several 

methods of bone reconstruction using an autograft, allograft, and a 

bioresorbable scaffold have been reported. Bioresorbable scaffolds have the 

advantages of being minimally invasive, not requiring any special storage 

facilities, and ease of intervention; they are therefore needed in veterinary 

orthopedic surgery. 

     Bioresorbable scaffolds are divided into two major groups: 

bioresorbable polymer and calcium phosphate. Several bioresorbable 

polymers have been used as the bioresorbable osteosynthetic material, 

particularly poly-L-lactide (PLLA), because PLLA maintains mechanical 

strength during bone healing and is absorbed without any inflammatory 

reaction. Furthermore, PLLA also has a piezoelectric effect and promotes 

local bone formation. Although the use of bioresorbable osteosynthetic 

implants was not popular in veterinary orthopedics, the bioresorbable 

scaffold might have a potency to be a usefull implant as an artificial bone for 

the dog with nonunion. However, it has been pointed out that PLLA caused 
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pain and acute aseptic necrosis five years after implantation in the past 

report. Then, a  bioresorbable osteosynthetic material composed of a 

combination of a hydroxyapatite(HA) and PLLA was developed. The 

biocompatibility and osteoinductive potential of HA are equal to those of 

beta-tricalcium phosphate (β-TCP), and it maintains mechanical strength 

longer than β-TCP. It has been reported that a HA/PLLA osteosynthetic 

implant showed good biocompatibility and direct integration with the host 

bone. However, PLLA needs a long period for its degradation and absorption 

more than poly-D-lactide (PDLA), which is an structural isomer of PLLA.  

Then, HA/PDLLA, which is composed of HA and PDLLA, has recently 

developed as a new bioresorbable material. I considered that HA/PDLLA 

might be suitable for a bioresorbable scaffold.  

     In this study, I studied on the application of this bioresorbable scaffold 

as an artificial bone. In chapter 2, we discussed the application and issues 

associated with a frozen cortical allografts(FCAs) for a femoral nonunion 

patient. In chapter 3, the substitution process and inflammatory reaction of 

the HA/PLLA composite was compared to the PLLA composite in the cortical 

bone. In chapter 4, the HA/PDLLA scaffold was studied, and the substitution 

process and mechanical strength were compared to those of the β-TCP 
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scaffold at the unloading site. The HA/PDLLA composite has a 

characteristics to be transformed with heat and trimmed with a scalpel. We 

conducted an experiment to analyze the transforming effect of heat on the 

substitution process. In chapter 5, the substitution process of HA/PDLLA 

scaffold was studied histologically and compared to the β-TCP scaffold at the 

loading site using the canine tibial ostectomy model. 

 

2: The application and issues associated with frozen cortical allografts(FCAs) 

at a femoral nonunion fracture. 

     We performed reconstructive surgery using a frozen cortical 

allografts(FCAs) and cancellous autograft for femoral nonunion patients. 

The remodeling process of the FCAs itself and the interface of proximal and 

distal portions of the FCAs and host bone were analyzed according to the 

radiographic score system reported by Weiland et al. The bony union 

between the proximal or distal host bone and FCAs was observed after 3 

months. The remodeling of the FCAs was recognized at six months. The 

continuousness between the ends of the host bone and FCAs were observed. 

Moreover, it was observed that remodeling of the FCAs itself were 

progressed after 12 months. These results indicated that the FCAs showed 
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good mechanical strength and biocompatibility in the grafted site. However, 

it has been reported that the implanted allograft needs a long period more 

than 7 years to be completely substituted by the host bone. These findings 

indicated that a long-term follow-up would be needed. Moreover, FCAs need 

special storage to maintain the temperature at -80° and normal dogs to 

retrieve their bone. Therefore, reconstructive surgery using FCAs was 

conducted in only a few facilities in Japan in the field of veterinary 

orthopedics. It was concluded that more convenient bioabsorbavle scaffolds 

would be needed to treat a bone defect of nonunion fractures. 

 

3: Comparative study of PLLA composite and HA/PLLA composite on the 

substitution process in canine femur 

     It has been reported that the HA/PLLA osteosynthetic implants 

achieved direct union with the host bone and demonstrated a superior 

biocompatibility to the PLLA osteosynthetic implants. We therefore studied 

the use of HA and PLLA osteosynthetic implants as a bone scaffold. The 

basis of this chapter was a study of whether the HA/PLLA osteosynthetic 

material achieved substitution to the host bone. The aim of this study was to 

analyze the substitution process of the HA/PLLA osteosynthetic implants to 
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cortical bone histologically and compare it to the PLLA osteosynthetic 

implants. The HA/PLLA screws and PLLA screws were inserted in the femur 

and a histological analysis was performed at 12, 36, 60, and 84 months.  

     It was confirmed that the screw hole were closed radiographically at 60 

months in the HA/PLLA group, and histological analysis demonstrated that 

screw holes were substituted by bony tissue. However, in the PLLA group, 

screw holes were not closed by the bony tissue at 84 months. Additionally, 

the PLLA screw showed severe histiocyte cell infiltration at 60 months, 

whereas the HA/PLLA screw did not show severe infiltration during the 

follow-up period. This study showed that the HA/PLLA composite showed 

superior biocompatibility compared to the PLLA screw, direct union with the 

host bone, and substitution to the host bone. These results indicated that a 

bioresorbable composite composed of HA and PLLA might be available for 

use as a bioresorbable artificial bone. 

 

4: A comparative study on the substitution process of HA/PDLLA scaffold 

and β-TCP scaffold, and the heat-transforming difference of HA/PDLLA 

scaffold at the unloading site.  

     In this chapter, I studied on the application of the HA/PDLLA scaffold 
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compared to the β-TCP scaffold.  Experiment 1 was conducted to analyze 

the area of new bone formation and the residual HA/PDLLA and β-TCP 

scaffolds. Experiment 2 was conducted to evaluate the transforming 

influence by heat. Experiment 3 was conducted to analyze the adherence 

strength of HA/PDLLA scaffold and host bone compared to that of the β-TCP 

scaffold. Then, the average molecular weight (Mw) of HA/PDLLA scaffold 

was measured. 

     The results of experiment 1 showed that bone formation and scaffold 

absorption of the HA/PDLLA scaffold was delayed compared to the β-TCP 

scaffold. Although the remodeling process of the HA/PDLLA scaffold was not 

stopped, numerous Runt-related transcription factor 2 (Runx2) -positive cells and 

type I collagen(Col-I)-positive tissue were observed in the HA/PDLLA scaffold 

compared to that in the β-TCP scaffold. The results of experiment 2 showed 

that the heat-transforming of the HA/PDLLA scaffold did not affect any 

substitution process. The results of experiment 3 showed that the 

HA/PDLLA scaffold and β-TCP scaffold had equal bonding strength, and the 

Mw of HA/PDLLA scaffold decreased significantly with time. These results 

indicated that the substitution process of the HA/PDLLA scaffold was 

slightly delayed compared to the β-TCP scaffold at the unloading site. 
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5: A comparative study on substitution process of the HA/PDLLA scaffold 

and β-TCP scaffold at the loading site. 

     It has been reported that the degradation rate of PDLLA was promoted 

at the loading site. In this chapter, I evaluated the substitution process of the 

HA/PDLLA scaffold at the loading site. The tibial diaphysis was 

ostectomized(15 mm) and the HA/PDLLA scaffold and β-TCP scaffold were 

inserted on each side, and three experimental groups were prepared (1, 3, 

and 12 months). After the follow-up period, we conducted a histological 

analysis. The results of this study showed that the HA/PDLLA scaffold and 

β-TCP scaffold represented equal bone formation. The HA/PDLLA scaffold 

showed earlier and better infiltration of the cell and tissue than the β-TCP 

scaffold. In the HA/PDLLA scaffold, numerous vessel cavities and osteoclast 

like-cells as well as Runx2-positive cells were present that were responsible 

for primary bone formation and scaffold substitution, as well as 

differentiation to osteoblasts, respectively. These results showed that the 

HA/PDLLA scaffold had induced numerous cells that were essential for bone 

remodeling and promoted the substitution process. There were many 

differences in the substitution process between the HA/PDLLA scaffold and 
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β-TCP scaffold. However, both scaffolds did not show complete substitution 

at 12 months; a long-term follow-up is therefore needed for observation of 

complete substitution.  

 

     This study showed that the HA/PDLLA scaffold, which was developed 

as a new artificial bone, showed no inflammatory reaction as well as the the 

β-TCP scaffold and were substituted to the host bone. The HA/PDLLA 

scaffold was slightly delayed in the substitution process compared to the 

β-TCP scaffold at the unloading site, although their bonding strength was 

equal. Furthermore, the HA/PDLLA scaffold showed equal bone formation 

compared to the β-TCP scaffold, and superior infiltration of tissue and cell 

compared to the β-TCP scaffold at the loading site. It was concluded that the  

HA/PDLLA scaffold was expected to be usefull as a new bioresorbable 

artificial bone. However, neither scaffold achieved complete substitution to 

the host bone, therefore, it was considered that the follow-up study would be 

needed to confirm the complete substitution. 

 

 


