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Abstract

Bone defects in the oral region such as the alveolar bone

and jawbone often require hard tissue regeneration from the

viewpoint of oral system function recovery, and local bone

regeneration is a major issue in the dental field. In clinical

practice, it is common for compact bone plate to be used

for transplantation to be immediately transplanted with

freshly perforated autogenous bone. Therefore, we focused

on ultrasonic demineralization as a rapid demineralization

of perforated bone and further processing inside the bone.

In this experiment, adult rat parietal bone−derived compact

bone was subjected to physicochemical processing, that is,

treatment with mechanical perforation and ultrasonic demin-

eralization by 2% nitric acid. The purpose of this experi-

ment is to observe the ultrastructure of four types of proc-

essed bones ( FBP group, DFBP group, UFBP group,

UDFBP group) with a scanning electron microscope and to

observe bone and cartilage induction phenomena in the sub-

cutaneous tissue of the back of the rat after 4 weeks. Obser-

vation of the surface before implantation by SEM revealed

a fibrous structure that appeared to be acid−insoluble colla-

gen in DFBP and UDFBP. Focusing on the P and Ca ele-

ments present on the surface, DFBP and UDFBP were re-

duced to about 1/10 or less of FBP and UFBP. The proc-

essing of perforated plate−shaped compact bone (ultrasonic

nitric acid demineralization) results in a structural change

that allows cells and blood vessels to penetrate by the for-

mation and expansion of cracks in the bone matrix. This is

thought to have contributed to the osteoinduction of the

space.
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緒 言

口腔領域において，歯周疾患による歯槽骨の吸収や歯
の喪失後の高度顎堤萎縮，顎骨内の嚢胞や腫瘍摘出によ
る骨欠損あるいは顎裂部などは，口腔系機能回復の観点
から硬組織再生を必要とすることが多く，局所骨再生は
歯科領域の大きな課題になっている．近年，硬組織再生
の基本要素は骨を作る細胞（骨芽細胞／幹細胞），骨が
形成される足場：担体，増殖と分化を誘導する細胞増殖
因子を3要素としており（澤，2018），それらに加え体
液供給やメカニカルストレス影響も示唆されている
（Banno & Yoder, 2018 ; Yuan et al., 2016）．
欠損部の補填材としては自家骨のほか，リン酸カルシ

ウム系セラミック（Murata et al., 2007）やハイドロキシ
アパタイト（hydroxyapatite：HAp）（赤澤&村田，2007）
が検討されている．HApは組織親和性に優れ骨伝導能を
有することから，骨補填材として広く用いられている
（John et al., 1981；黒田，1983；落合，1992）．骨補填材
による骨造成では，骨補填材量が残存し骨補填材料と母
骨の結合によりなされる．一方，真の骨再生とは，欠損
部の骨補填材料が吸収され，骨補填部が母骨へと完全置
換されることである．高温焼結HApは非吸収性のため，
生体内で永久に残存して真の再生を阻害することやHAp

単独利用では予知性の高い骨増生を望めないことが指摘
されている（Ono et al., 1992）．一方，自家骨移植は正
常組織への手術的侵襲や感染，疼痛，神経麻痺などの合
併症を引き起こす可能性，採取する骨量や形態に制限が
あることなど問題もあるが，生体親和性に優れ母骨と一
体化する生体材料として最も有効な移植材料であり
（Ahmad et al., 2014），自家骨を加工することにより骨増
生をさらに促すような加工法が期待される．
超音波は様々な分野で応用されており，超音波脱灰装

置が硬組織標本作製時間を短縮する目的で使用され，医
療においては器具洗浄や非侵襲性検査法など，歯科臨床
では根管内治療や歯周治療，骨外科手術などで使用され
る簡便な処理法である．超音波とは可聴範囲である15－
20 KHzを超えた音で，応用範囲は動的超音波エネル
ギーを利用した洗浄や切削加工分野，情報分野（魚群探
知機，診断装置）などに大別される．超音波洗浄は超音
波によって生み出されるキャビテーション（空洞現象）
エネルギーの衝撃波を利用して汚れを落とす目的で開発
され，キャビテーション効果と機械的浸盪作用がある
（前田，1988；上羽，1991）．そこで穿孔移植骨の迅速な
脱灰と骨内部へさらなる加工処理として超音波併用脱灰
に着目した．本研究室において，onlay graftとして臨床

応用されている板状緻密骨を対象に酸性電解水による超
音波部分脱灰処理板状骨の骨誘導実験の結果，骨誘導超
音波脱灰緻密骨表面のみに加工処理後2週で骨誘導を認
めた（Shakya et al., 2018）．
本研究では凍結処理により，細胞成分を失活させ免疫

による拒絶反応を低減させ，穿孔により，超音波脱灰の
作用を骨表面のみではなく内部まで作用させる．超音波
処理により，骨表面及び内部に微細な亀裂を生じさせ
る．さらに，脱灰処理により微細な亀裂を拡大させ，骨
基質に内包された有機成分の除去とBone Morphogenetic

Proteinsの徐放性向上が期待される．しかしながら，加
工処理による骨形成促進は明らかとなっていない．
そこで，超音波脱灰により骨誘導が促進されるメカニ

ズムを解明し，より有効な加工処理を検討するために成
体ラット頭頂骨由来板状緻密骨に穿孔と超音波併用脱灰
による処理を施し，4種の加工処理骨（FBP群，DFBP

群，UFBP群，UDFBP群）を作製した．これらの微細構
造を走査型電子顕微鏡で観察するとともにラット背部皮
下組織内に移植し4週後の骨誘導を組織学的に検討し
た．本研究では，将来，無細胞性生体材料であるヒト象
牙質での応用を考え，本研究は凍結保存後の穿孔板状緻
密骨への加工処理を試みることとした．

方 法

1．板状頭頂骨
Wistar系ラット（雌性，12週齢，体重：約250g）を屠

殺し，骨膜を除去した頭頂骨を摘出した．頭頂骨を板状
（5×5×0．5mm3）に切断加工し，蒸留水で30分間撹
拌洗浄し，－80℃で凍結保存した．凍結穿孔骨（Frozen

bone with perforations：FBP）群は頭頂骨内外側板にダイ
ヤモンドバー（直径0．6 mm，歯科用ダイヤモンド
バー，BR－48F�，マニー，栃木）を用いて注水下穿孔
を5か所加え，－80℃で凍結保存した．脱灰凍結穿孔骨
（Demineralized frozen bone with perforations：DFBP）群
はFBP群に撹拌脱灰処理（2％硝酸，500 rpm，20
℃，90分間）を加え蒸留水で撹拌洗浄（500 rpm，30分
間）し，－80℃で凍結保存した．超音波凍結穿孔骨
（Ultrasonic frozen bone with perforations：UFBP）群は
FBP群に超音波処理（蒸留水，40kHz，220W，20℃，
90分間，超音波洗浄機，Powersonic603�，Kleentec，米
国）加え，－80℃で凍結保存した．超音波脱灰凍結穿孔
骨（Ultrasonic demineralized frozen bone with perfora-

tions：UDFBP）群はFBP群に超音波処理（2％硝酸，40
kHz，220W，20℃，90分間，超音波洗浄機，Power-

sonic603�，Kleentec，米国）を加え蒸留水で撹拌洗浄
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（500rpm，30分間）し，－80℃で凍結保存した4群を設
定した（図1）．

2．加工処理によるCT値変化
加工処理前後のCT値を全身用X線CT装置（MDCT，

Pro Speed FⅡ�，GEヘルスケア・ジャパン，東京）で測
定した．測定部位は試料につき非穿孔部の四隅（4点）

を計測した（N＝6）．加工処理前後CT値の平均値の比
較にはMann−Whitney検定を行った．なお，統計解析に
はIBM SPSS Statistics バージョン29．0．0．0（241）を使
用した．

3．加工処理骨表面におけるP，Ca含有量
加工処理骨を埋植前に，表面元素分析（P, Ca）を

図1：頭頂骨の調整
Wistar系ラット頭頂骨から凍結穿孔骨（FBP）群，脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群，超音波凍結穿孔骨
（UFBP）群，超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群の4群を作製し，比較検討した．穿孔は注水下ダ
イヤモンドバー（直径0．6mm）で行い，脱灰液は2％硝酸を使用した．
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行った．走査型電子顕微鏡（SEM，JSM−6610LA�，日
本電子，東京）を用いて単位面積（1250µm×940µm）
あたりの元素分析結果を比較した．

4．走査型電子顕微鏡（SEM）による加工処理骨表面
試料は処置後直ちに2％グルタールアルデヒド溶液に

1時間浸漬固定を行った．エタノールによる脱水後，t−

Butyl Alcohol（2−Methyl−2−propanol）に包埋し凍結乾燥
機（Free dryer，FDU−035�，EYELA，東京）で凍結乾
燥した．通法に従って表面処理を施し，走査型電子顕微
鏡（SEM，JSM−6610LA�，日本電子，東京）を用いて
微細構造の観察を行った．

5．表面積における亀裂部分の割合
埋植前加工処理骨の表面積当たりの亀裂面積が占める

割合の計測を行った．走査型電子顕微鏡（SEM，JSM－
6610LA�，日本電子，東京）を用いて単位面積（1250×
940µm2）あたりの亀裂割合を比較した．面積計測はIm-

ageJ（ImageJ 1.46r, developed by the National Institutes of

Health (NIH) of the United States of America）を使用した
（N＝6）．

6．実験：ラット加工処理骨による背部皮下骨誘導実験
1）実験動物
実験動物はWistar系ラット（雌性，4週齢，体重：約

80g）を使用した．1週間の検疫期間をおき，異常のな
いことを確認した後，以下の実験に用いた．なお，実験
動物は室温平均24℃，明暗12時間周期の下で固形飼料
と水を自由に与えて飼育した．また，実験に際しては，
北海道医療大学動物実験室動物取り扱い規約に従い行っ
た．
2）埋植前と埋植4週後ヘマトキシリン－エオジン（H

−E）染色による組織学的評価
加工処理骨をラットの背部皮下に埋植した．4週後に

ペントバルビタールNaを用いて屠殺し，試料は周囲軟
組織を一塊として切除した．埋植前試料と4週後切除試
料は処置後直ちに10％中性緩衝ホルマリン液で24時間浸
漬固定を行った．10％蟻酸溶液で1週間脱灰を行い，通
法に従いエタノールにより脱水後パラフィン包埋しミク
ロトームを用いて厚さ3 µmの連続切片を作製した．通
法に従ってH−E染色を施し，光学顕微鏡（正立顕微鏡，
ECLIPSE80i�，ニコンインステック，東京）を用いて
組織学的観察を行った．
3）埋植前と埋植4週後ヘマトキシリン－エオジン（H

−E）染色による形態計測

（1）骨髄相当部に占める誘導骨の割合
骨髄腔相当部面積に対する骨の占める割合を計測し

た．面積計測はImageJを用い，穿孔部を除いた骨髄腔面
積を100％とし，穿孔面積の占める割合を計測した（N

＝6）．

本研究は北海道医療大学倫理審査委員会の承認（北海
道医療大学倫理審査委員会承認番号第034号）を得て
行った．

結 果

1．加工処理前後のCT値変化
加工処理前のFBP群は952．6±236．7HU，DFBP群は

1060．1±116．5 HU，UFBP群は961．2±246．6 HU，
UDFBP群は1012．9±165．1 HUであった．DFBP群と
UDFBP群は加工処理前後でCT値平均値の有意差を認め
た（表1）．
2．加工処理骨表面におけるP，Ca含有量

CaはFBP群と比較するとUFBP群が僅かに大きく，
DFBP群，UDFBP群の順で小さくなった．

PはFBP群と比較すると，UFBP群で僅かに大きく，
DFBP群，UDFBP群の順で小さくなった（図2）．
3．走査型電子顕微鏡（SEM）による加工処理骨表面
1）凍結穿孔骨（FBP）群
切断加工断端は平滑で，外側板と内側板の形態保持を

認めた（図3a）．穿孔（直径約690 µm）形状は正円形
を保ち，穿孔部辺縁および穿孔部内壁も平滑であった
（図3b）．
表面は平滑でわずかに亀裂（大きさ約10µm）を認め

た（図3c）．
2）脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群
外側板の一部に線維を認めた（図3d）．穿孔（直径約

690 µm）形状は正円形を保ち，穿孔部辺縁および穿孔
部内壁に一部線維と断片化を認めた．断片は扁平で母骨
と連続していた（図3e）．

群
CT値〔HU〕 FBP DFBP UFBP UDFBP

加工処理前 952.6±236.7 1060.1±116.5 961.2±246.6 1012.9±165.1

加工処理後 898.1±197.2 197.8±112.5 896.3±191.7 228.3±128.7

加工処理前後
の有意差 ※ ※

表1：加工処理によるCT値変化［HU］（N＝6）
加工処理前後のCT値がFBP群とUFBP群は同程度であった

のに対し，DFBP群とUDFBP群では有意差を認めた（N＝6）．

※：p＜0.01
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表面に線維状構造物と亀裂（大きさ約10µm）を認め
た（図3f）．
3）超音波凍結穿孔骨（UFBP）群
外側板と内側板の形態保持と亀裂を認めた（図3g）．

穿孔（穿孔径約690 µm）形状は正円形を保ち，穿孔部
辺縁に連続した亀裂を認めた．穿孔内部には亀裂と断裂
しつつある断片を認めた（図3h）．
表面は平滑で凹凸を呈し，亀裂（大きさ約15－20

µm）を認めた（図3i）．

4）超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群
外側板と内側板の断端部の線維状構造物の著明な露出

と亀裂を認めた（図3 j）．穿孔（穿孔径約700×830
µm2）形状は楕円形で，穿孔部辺縁および穿孔部内壁に
亀裂と線維を認めた．穿孔内部には断片を認めなかった
（図3k）．
表面に多数の亀裂（大きさ約20－30µm）と線維状構

造物の露出を認めた（図3l）．

図2：加工処理骨表面におけるP，Ca含有量
（a）：FBP群 （b）：DFBP群
（c）：UFBP群 （d）：UDFBP群

P，Ca含有量はUFBP群が最も多く，FBP群，DFBP群，UDFBP群の順で含有量は小さくなった．
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4．表面積における亀裂部分の割合
FBP群は1．2±0．4％，DFBP群は6．7±2．3％，UFBP群

は9．0±4．2％，UDFBP群は17．1±7．4％でFBP群の14．3
倍であった（表2）（N＝6）．

5．実験：ラット加工処理骨による背部皮下骨誘導実験
1）埋植前のHE染色による組織学的所見
（1）凍結穿孔骨（FBP）群

FBP群 DFBP群 UFBP群 UDFBP群

表面積における
亀裂割合［%］ 1.2±0.4 6.7±2.3 9.0±4.2 17.1±7.4

図3：走査型電子顕微鏡（SEM）による加工処理骨表面
（a, d, g, j）：切断加工断端 （b, e, h, k）：穿孔部 （c, f, i, l）：外側板表面
：亀裂 ：線維状構造物 ※：外側板

（a−c）：FBP群は表面平滑で亀裂（大きさ約10µm）を認めた．
（d−f）：DFBP群は外側板の一部線維を認めた．
（g−i）：UFBP群は穿孔部辺縁に連続した亀裂を認めた．
（j−l）：UDFBP群は線維状構造物の露出と亀裂（大きさ約20－30µm）を認めた．

表2：表面積における亀裂部分の割合［%］（N＝6）
UFBP群はFBP群の約7．5倍に増加し，UDFBP群は約14．3倍
の増加を認めた．
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図4：埋入前移植骨片のHE染色
（a, c, e, g）外側板表面 （b, d, f, h）骨髄腔
＊：骨基質 ：骨小腔
（a, b）：埋入前のFBP群
（c, d）：埋入前のDFBP群．
（e, f）：埋入前のUFBP群．
（g, h）：埋入前のUDFBP群．
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図5：埋入4週後移植骨片の肉眼写真
（a）：凍結穿孔骨（FBP）群 （b）：脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群
（c）：超音波凍結穿孔骨（UFBP）群 （d）：超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群
：穿孔部 ：新生血管 ：穿孔部への侵入血管

FBP群とUFBP群の穿孔部は辺縁不正で，DFBP群とUDFBP群の穿孔部は円形であった．UDFBP群には穿孔部への血
管侵入を認めた．
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外側板と内側板の外形保持を認めた．穿孔部と島状骨
髄腔の点在を認め，骨小腔と横走する骨改造線を認め
た．外側板外側表面は平滑であった．骨髄腔辺縁は円形
で骨髄腔内に細胞は認めず，FBP群は骨小腔に骨細胞の
封入を認めた（図4a, b）．

（2）脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群
移植骨に穿孔部と島状骨髄腔の点在を認めた．外側板

表面性状は平滑であった．骨髄腔辺縁は楕円形で，骨髄
腔相当部に細胞は認めなかった（図4c, d）．
（3）超音波凍結穿孔骨（UFBP）群

図6：凍結穿孔骨（FBP）群の埋入4週後HE染色
（a）全体像 （b）外側板表面
（c）骨髄腔 （d）穿孔部断端
（e）切断加工断端
＊：骨基質 ：多核巨細胞 ：骨小腔
加工処理骨は形状を保持していた（図6a）．加工処理骨周囲には線維芽細胞による被包化を認めた（図6b）．骨髄腔辺
縁は円形であった（図6c）．穿孔部断端は断片化と結合組織を認めた（図6d）．切断加工断端表面は粗造で，一部多核巨
細胞を認めた（図6e）．
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外側板および内側板の形状保持を認めた．陥凹周囲の
骨小腔は骨細胞を認めなかった．骨髄腔辺縁は円形を呈
したものの，骨髄腔周囲の板間層に間隙を認めた（図4
e, f）．
（4）超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群

外側板表面は平滑で一部骨小腔の空胞化を認めた．骨
髄腔辺縁は凹凸のある辺縁不正であり，骨髄腔周囲の板
間層に間隙を認めた（図4g, h）．

6．埋植4週後の肉眼的所見

図7：脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群の埋入4週後HE染色
（a）全体像 （b）外側板表面
（c）骨髄腔 （d）穿孔部断端
（e）切断加工断端
＊：骨基質 ：多核巨細胞 ：骨小腔
加工処理骨は形状を保持していた（図7a）．外側板表面性状は平滑で紡錘形間葉系細胞の付着を認め，骨基質に空の
骨小腔を認めた（図7b）．骨髄腔周囲は空の骨小腔とヘマトキシリン好染性の骨改造線を認めた（図7c）．穿孔部断端
と切断加工断端周囲に多核巨細胞を認めた（図7d, e）．
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（1）凍結穿孔骨（FBP）群
粘膜色は正常であり，移植骨穿孔部は中央部のみ辺縁

不正な赤色を呈していた．穿孔部（大きさ約0．7mm）
は辺縁不正であった（図5a）．
（2）脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群

穿孔部（青矢印）全体が赤色を呈し辺縁は穿孔部と一
致した円形（大きさ約1．1mm）を呈した．移植骨周囲
に血管を認めた（図5b）．
（3）超音波凍結穿孔骨（UFBP）群
移植骨穿孔部（青矢印）は中央部のみ辺縁不正な赤色

図8：超音波凍結穿孔骨（UFBP）群の埋入4週後HE染色
（a）全体像 （b）外側板表面
（c）骨髄腔 （d）穿孔部断端
（e）切断加工断端
＊：骨基質 ：骨小腔
加工処理骨は形状を保持していた．（図8a）．最外層骨表面に亀裂を複数認めた（図8b）．板間層骨基質は複数亀裂と
亀裂間隙に紡錘形間葉系細胞の侵入を認めた（図8c）．穿孔部断端表面に生じた亀裂の内部に円形間葉系細胞の侵入を
認めた（図8d）．切断加工断端表面の断片化と亀裂を認めた（図8e）．
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図9：超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群の埋入4週後HE染色
（a）全体像 （b）外側板表面
（c）骨髄腔 （d）骨髄腔
（e）穿孔部断端（f）切断加工断端
＊：骨基質 B：誘導骨
：骨芽細胞 ：軟骨様細胞 ：骨小腔
移植骨外側板の一部が骨梁状を呈し骨髄腔および内側板の連続性を認めた（図9a）．骨表面付近の骨改造線は不明瞭
で亀裂と一部断片化した骨基質を認めた（図9b）．骨髄腔辺縁は亀裂と断片化が複合し辺縁不正で周囲は骨細胞を含む
誘導骨と空の骨小腔を持つ既存骨がモザイク状を呈していた．一部軟骨様細胞とヘマトキシリンに染まる基質を認め
た．誘導骨表面にはヘマトキシリン好染性で豊かな細胞体の骨芽細胞の配列を認めた（図9c, d）．穿孔部断端に波状亀
裂と亀裂拡大を認めた（図9e, f）．
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を呈していた．穿孔部（大きさ約0．7mm）は辺縁不正
であった（図5c）．
（4）超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群
穿孔部全体が赤色を呈し辺縁は穿孔部と一致した円形

を呈していた．穿孔部（大きさ約1．1mm）へ侵入した
血管の存在と移植骨周囲に血管の存在を認めた（図5
d）．

7．埋植4週後のHE染色による組織学的所見
（1）凍結穿孔骨（FBP）群
移植骨長径は5 mmであり，穿孔部と島状骨髄腔の点

在を認めた（図6a）．外側板と内側板の外形保持を認
め，骨小腔と横走する骨改造線を認めた．加工断端周囲
に新生血管（直径約12µm）を認めた．骨基質表面に紡
錘形間葉系細胞を認め，周囲には線維芽細胞による被包
化と新生血管（直径約29．5µm）を認めた（図6b）．骨
髄腔辺縁は円形で，周囲は骨基質で骨小腔は大小不同で
あった（図6c）．穿孔部断端は断片化を認め，穿孔部は
新生血管（直径約25µm）の侵入を複数認めた．穿孔部
内部は新生血管の間隙を線維芽細胞と線維の充満を認め
た（図6d）．切断加工断端表面は粗造であり，偏在した
多核の多核巨細胞（大きさ約25µm）と新生血管（直径
約10µm）を認めた（図6e）．
（2）脱灰凍結穿孔骨（DFBP）群
移植骨に穿孔部と島状骨髄腔の点在を認めた．外側板

と内側板は外形保持を認めた（図7a）．外側板表面性状
は平滑で多核巨細胞の付着を認めた．骨基質外層の骨小
腔は紡錘形を呈した（図7b）．骨髄腔辺縁は楕円形で
あった．骨髄腔周囲は壊死骨でヘマトキシリン好染性の
骨改造線を認めた（図7c）．穿孔部断端は断片化し周囲
に多核巨細胞（直径約55µm）を認めた（図7d）．切断
加工断端表面は平滑であり，周囲に新生血管（直径約12
µm）を認めた（図7e）．
（3）超音波凍結穿孔骨（UFBP）群
板間層骨基質が亀裂拡大を呈した（図8a）．最外層骨

表面に亀裂（深さ約25µm）を複数認め，周囲間葉系細
胞の亀裂内部への侵入は認めなかった（図8b）．板間層
骨基質は複数亀裂と亀裂間隙に紡錘形間葉系細胞の侵入

を認めたが，誘導骨は認めなかった（図8c）．穿孔部断
端表面に亀裂（深さ約30µm）を認めた．穿孔部断端表
面に紡錘形間葉系細胞を認め，亀裂内部に円形間葉系細
胞の侵入を認めた（図8d）．切断加工断端表面の断片化
と亀裂（深さ約45－140 µm）を認めた．亀裂内部は紡
錘形間葉系細胞の侵入を認めた（図8e）．
（4）超音波脱灰凍結穿孔骨（UDFBP）群
移植骨外側板の一部が骨梁状を呈し骨髄腔および内側

板の連続性を認めた（図9a）．骨改造線は不明瞭で大き
めの骨小腔を認めた．周囲に紡錘形間葉系細胞を認め，
表面に亀裂（深さ約10－25µm）と一部板間層骨基質の
断片化を認めた．骨髄腔辺縁は亀裂と断片化が複合し辺
縁不正であった（図9b）．骨髄腔部に誘導骨領域を認め
た．誘導骨領域では骨基質を橋渡しする誘導骨を認め
た．誘導骨は骨小腔に骨細胞を内包し，表面にヘマトキ
シリン好染性で豊かな細胞体の骨芽細胞（大きさ約10
µm）の配列を認めた（図9c）．一部で軟骨様細胞（直
径約15µm）とヘマトキシリン好染性の軟骨様基質の存
在を認めた．周囲に骨芽細胞の配列と誘導骨の存在を認
めた（図9d）．穿孔部断端に波状亀裂と亀裂拡大を認
め，亀裂へ紡錘形間葉系細胞の侵入を認めた（図9e）．
切断加工断端は断片化と亀裂（約45－175 µm）を認
め，表面は粗造化を呈した．亀裂内部は紡錘形間葉系細
胞の侵入を認め，骨小腔は不明瞭であった（図9f）．

8．埋植前と埋植4週後ヘマトキシリン－エオジン（H

−E）染色による形態計測
1）骨髄相当部に占める誘導骨の割合
誘導骨はUDFBP群のみに認め，誘導骨は骨髄腔の約

1／4を占めていた（表3）（N＝6）．

考 察

本研究においてUDFBP群のみに4週後著明な誘導骨
を認め，脱灰処理と超音波処理の併用が骨誘導に有効な
環境を作り出す加工処理であることが示唆された．
すべての群で凍結処理をしており，細胞成分を除去し

細胞に適切な間隙を有する加工骨となっている．しかし
ながら，加工骨内の骨小腔内に核酸成分が残存してお
り，この間隙は内包された閉鎖的間隙である．骨新生促
進には75 µmの連通構造が必要（高畠ら，2019）であ
り，凍結処理による間隙を連通構造にするためにも酸処
理や超音波処理が骨誘導促進に寄与すると考えられる．

UDFBP群とUFBP群のSEMと組織像から，超音波は周
囲に大きな圧力を及ぼすキャビテーション効果（空洞崩
壊）によって骨表面と層板間に亀裂を生じさせたことが

FBP群 DFBP群 UFBP群 UDFBP群

骨髄腔における
誘導骨割合［%］ 0 0 0 26.6±10.4

表3：移植骨埋入前後における形態学的評価（N＝6）
骨髄腔における誘導骨の割合：
誘導骨はUDFBP群でのみ認め，誘導骨は骨髄腔の約1

／4を占めた（N＝6）．
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示唆された．さらに，超音波処理によって生じた亀裂と
超音波が有する浸透作用との相乗効果でUDFBP群基質
内への脱灰液の浸透性が向上したと考えられる．つまり
骨基質内部にまで発生した亀裂によって増大した表面積
全体が脱灰液にさらされることでHApなどのミネラルが
除去されBMP徐放性が向上したと考えられる．骨基質
内部の亀裂は脱灰により拡大し（半場ら，2017），血管
と細胞が侵入可能となり，骨基質内部に侵入した細胞が
周囲骨基質から放出されたBMPによって骨芽細胞に分
化した（Murata et al., 1998 ; Groeneveld & Burger, 2000）
と考えられる．このような骨芽細胞への分化と骨芽細胞
による骨形成が亀裂間隙の複数箇所で起こったことによ
り，埋植4週後の組織像にみられるような骨小腔に骨細
胞を内包した誘導骨領域と空の骨小腔がみられる既存骨
領域がモザイク状の骨梁を形成していたことが示唆され
た．誘導骨領域は，表面にヘマトキシリン好染性で豊か
な細胞体の骨芽細胞（大きさ約10µm）の配列と骨改造
線を認め，活発な骨形成と骨改造が示唆された．移植片
周囲に血管が豊富に局在したことはこれらの骨形成が活
発なことと一致する．超音波脱灰処理時間の短いShakya

らの研究では骨表面の亀裂にのみ誘導骨を認め，本研究
のUDFBP群のような骨基質内部にモザイク状の骨梁を
形成することはなかった．このことは本研究のUDFBP

群での穿孔と超音波脱灰処理時間が骨基質内部への亀裂
を形成するとともに骨基質内部の脱灰を促進し，骨誘導
に適した300－400µm（Tsuruga et al., 1997）と類似した
亀裂間隙を骨基質内部に形成させたと考えられる．一部
の骨基質内部に認めた軟骨様細胞は，骨基質内部の亀裂
間隙が狭いことを示唆した．
本研究ではUDFBP群でのみ骨誘導を認め，脱灰骨移

植片であるDFBP群では認めなかった．どちらもSEMに
よる骨表面では線維状構造物であるコラーゲン線維を認
め，骨表面のP，Ca元素分布は同程度であり，加工処理
前後CT値変化はDFBP群とUDFBP群でともに有意差を認
めたことからUDFBP群とDFBP群の骨表面における脱灰
程度は同程度と考えられる．これはUDFBP群が超音波
によって形成された骨基質内部の亀裂によって骨基質内
部まで脱灰が進んだのに対し，DFBP群では亀裂が形成
されず脱灰が骨表面のみにとどまったことによる差であ
ると推察する．このことは，Akazawaらの報告と同様に
超音波脱灰により骨の脱灰が迅速に進むことを示してい
る（弘中ら，1991；Akazawa et al., 2012）．そのため，
DFBP群はBMP徐放が骨芽細胞の分化を誘導し骨形成す
るに至らなかったことが示唆された．

結 論

穿孔板状緻密骨への加工処理（超音波脱灰処理）は，
骨基質内部への亀裂形成と拡大により細胞・血管侵入が
可能な構造変化をもたらし，この構造変化が脱灰された
内部空間の骨誘導に貢献したと考えられる．
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