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緒 言

　現代社会において国民の高齢化が進むなか，加齢ととも
に歯牙の喪失や歯槽骨の吸収が起こり，咀嚼機能の低下に
伴い生活の質（Quality of Life）が低下する．歯槽骨の吸
収が高度になると義歯やインプラント治療も困難になり，
咀嚼機能の回復は困難となる．この状況を解決する有力な
方法のひとつが骨の再生療法である．著しい歯槽骨吸収に

対する骨再生治療のゴールドスタンダードは新鮮自家骨移
植であるが，移植骨採取のため健康な組織を侵襲すること
と骨採取量に制限があるという欠点のため，特に高齢者の
治療には不向きである．近年，このような欠点を改良する
ため，自家骨の代わりにハイドロキシアパタイト（以後，
HAp）などのセラミックス人工骨を駆使した治療法が増
加してきておりHApは整形外科や歯科の分野において生
体適合性と骨伝導性を併せ持つ生体材料として使用されて
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抄　録：【背景・目的】ハイドロキシアパタイト（HAp）は生体親和性と骨伝導性に優れた生体材料であるが，そ
の硬さと脆性のため，望む形状に成形することが困難である．それゆえ，HApの欠点である成形性を改善する
HAp/高分子の新規複合材料の開発に多くの関心が集まっている．キトサンは甲殻類の外殻などに含まれる天然高
分子で，その生体吸収性や高い熱安定性などの性質から生体材料として注目されている．我々はこれまでに，多孔
性キトサン/HAp複合体を作製し，歯槽骨再生材料に適した柔軟性のある物性を持つことを報告してきた．本研究
では，この複合体の骨形成蛋白質（rhBMP-2）担体としての有用性を評価する目的で，ラット頭頂骨骨膜下埋入
実験を行い，骨形成過程と担体複合体の吸収変化を組織形態学的に検討した．
【方法】共沈澱法とポローゲンリーチング法により多孔性キトサン/HAp複合体を作製し，５μg のrhBMP-2を添加
した．rhBMP-2無添加の複合体を対照として，10週齢のSDラット頭頂骨骨膜下に埋入し，４，８週後に屠殺し，
組織学的観察および形態計測を行った．
【結果】rhBMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体では，埋入４，８週後に複合体の周辺部から中央部にかけて多
数の細胞侵入および骨形成が認められた．対照群では骨形成はみられなかった．形態計測した結果，埋入４，８週
後における複合体の占有率はrhBMP-2添加群では対照群に比べ有意に減少し（p＜0.05），骨形成に伴う複合体の吸
収が認められた．
【考察・結論】成形性や操作性の高い多孔性キトサン/HAp複合体は，rhBMP-2の担体として優れた骨形成能と生
体吸収性を有することから，複雑な形態を呈する骨欠損部における生体材料として有用であることが示唆された．

キーワード：キトサン，ハイドロキシアパタイト（HAp），rhBMP-2
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いる1-4）．しかし，HApはその硬さと脆性のため，望むよ
うな形状に成形することが困難である．それゆえに，
HApの欠点である成形性を改善する可能性のあるHApと
高分子材料との新規複合材料に多くの関心が集まっている．
　キトサンは，天然高分子として甲殻類の外殻などに含ま
れるキチンを脱アセチル化処理することで得られ，その生
体吸収性5）や高い熱安全性6）などの性質から生体材料とし
て注目されている．我々はこれまでに，多孔性キトサン/
HAp複合体を作製し，歯槽骨再生材料に適した成形性や
操作性の高い物理的性質を持つことを報告してきた7，8）．
　骨の再生医療の基本要素として，１）足場材料：担体，
２）細胞，３）細胞増殖因子の３つの要素が不可欠とされ
ている9）．骨欠損部位が小さく，周囲組織の再生能力が高
い場合は足場材料を与えるだけで再生が得られるが，欠損
部位が大きい場合は望む再生は得られず，細胞の分化増殖
を促す細胞増殖因子との併用が必要とされる．細胞増殖因子
として代表的なのは，骨形成蛋白質（Bone morphogenetic 
protein：BMP）である．BMPは1965年にUrist10）により筋
組織内での塩酸脱灰骨の軟骨性骨化が報告され，1971年
Uristら11）によって命名された．1990年にリコンビナントヒ
トBMP（recombinant human bone morphogenetic protein：
rhBMP）が発表された12）．現在までに約20種類以上の
BMPファミリー分子が同定されているが，中でもBMP-2
は強力な骨形成能を持つことが多くの研究により報告され
ている13，14）．しかし，BMP-2は生体内で拡散，吸収が早
いため，骨形成能を十分に発揮するためには，BMP-2を
保持してその作用を増強する担体が必要である．
　本研究では， rhBMP-2担体としての多孔性キトサン/
HAp複合体の有用性を評価する目的で，ラット頭頂骨骨
膜下埋入実験を行い，骨形成過程と担体複合体の吸収変化
を組織形態学的に検討した．

方 法

１．実験動物
　10週齢Sprague Dawley（SD）雄性ラット（体重300～
350g）８匹を使用した．実験に際し，１週間健康状態を
観察し，異常のないものを使用した．なお，動物実験は「国
立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に基づき行
なった（承認番号：09-0008）．

２．実験材料
１）キトサン粉末
　キトサン粉末は北海道曹達株式会社から提供された．そ
の脱アセチル化度（Degree of deacetylation : DDA）はフー
リエ変換赤外線分光光度計（Fourier transform infrared 
spectrophotometer : FTIR）による吸光度比より算出した
ところ，96％であった．試薬として，85.0wt％リン酸，
99.5wt％炭酸カルシウム，99.7wt％酢酸，99.0wt％塩化ナ

トリウム（和光純薬工業株式会社，東京）を使用した．

２）キトサン/HAp複合体の作製と多孔質化
　Yamaguchiらの方法15）に準じて共沈澱法によるキトサ
ン/HAp複合体の作製，及びその多孔化を行なった．３
wt％のキトサン水溶液を，１wt％の酢酸を含む蒸留水に
キトサンの粉末を溶かし，次いでその溶液に8.5wt％のリ
ン酸溶液を加えて作製した．市販されている水酸化カルシ
ウムは純度が低いため，高純度の炭酸カルシウムを加水消
化することで水酸化カルシウムの合成を行なった．まず，
炭酸カルシウムを10℃ /分の速度で温度上昇し，1050℃で
３時間焼成することで，酸化カルシウムを作成した．次い
で自然冷却し，300℃以下になった時点で２ℓの蒸留水を
加え，24時間撹拌し0.5mol/lの水酸化カルシウム懸濁液を
作製した．次にキトサン/リン酸溶液を水酸化カルシウム
懸濁液にpH9.0±0.2になるまで撹拌（300rpm）しながら
滴下すると，キトサン/HAp複合体が沈澱した．反応温度
を25℃に保ち，滴下速度はチューブポンプを使用し，
3.2ml/minに制御した．DDA＝96％，混合比率がキトサン
/HAp＝80/20（％）のキトサン/HAp複合体を作製するた
めに表１で示す試薬の分量で上記合成を行なった．合成し
た泥漿を24時間撹拌し熟成させた後，酢酸を用いてpHを7.2
±0.2に調整した。次にその沈澱物を濾過し，蒸留水で３
回水洗し，脱水した．多孔質化はポローゲンリーチング法16）

を用いて行なった．ポローゲンリーチング法は水溶液の糖
質や塩化ナトリウムの微粒子をポローゲンとして用いて多
孔質材料を作製する方法である．ポローゲンとしては粒径
を100～300μmとした塩化ナトリウムを用いた．キトサン/
HAp複合体100重量部に対し，塩化ナトリウムの添加量を
1250重量部とした．複合体脱水後，塩化ナトリウムが混和
しやすいように，重量の1.5倍量の塩化ナトリウム飽和水
溶液を加えた．スラリー状になったキトサン/HAp複合体
に粒径100～300μmの塩化ナトリウムを上記の重量で加え，
素早く撹拌した．再度脱水し，単動型シリンダで一軸方向
に20MPaの圧で24時間圧縮，脱水させた．単動型シリン
ダから塩化ナトリウム粒子を含有した複合体を取り出し，
恒温水槽にて20℃で12時間，50℃で12時間かけて塩化ナト
リウムを溶出させ，多孔性キトサン/HAp複合体を得た．
複合体は滅菌したメスにて埋入実験で使用するサイズ（３
×３×３mm）に成形し，オートクレーブにて蒸気加圧滅

表１　キトサン/HAp複合体の作製

Chitosan a）CH3COOH b）H3PO4 c）Ca（OH）2
Suspention

Chitosan/HAp
composition

（Weight Ratio）

16.0（g） 5.19（g） 2.75（g） 166.0（ml） 80/20

a）CH3COOH aq. Solution of 1.5wt％
b）H3PO4 aq. Solution of 8.5wt％
c）Ca （OH）2 Suspention of 0.5wt％
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菌を行なった（図１）．

３）多孔性キトサン/HAp複合体の微細構造
　作製した複合体の微細構造を評価するために，走査電子
顕微鏡（Scanning Electron Microscope : SEM）による観
察，エネルギー分散型X線分析（Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy : EDX），X線回折分析（X-ray Diffraction : 
XRD）を行なった．

４）複合体へのrhBMP-2の添加
　rhBMP-2粉末（PEPROTECH社，ロンドン）10μgに滅
菌蒸留水20μlを加えてrhBMP-2溶液（濃度0.5μg/μl）を作
製した．多孔性キトサン/HAp複合体を滅菌シャーレ内に
置き，rhBMP-2溶液10μl（rhBMP-2：5μg）を複合体に
滴下含浸させた．対照群として滅菌蒸留水10μlのみを滴下
含浸した複合体も作製した．

３．実験方法
１）埋入方法
　滅菌生理食塩水にて希釈したペントバルビタール（ネン
ブタール®：40mg/kg，大日本住友製薬株式会社，大阪）
の腹腔内投与による全身麻酔下でSDラットの頭頂部を剃
毛し，術野を10％ポビドンヨード（イソジン®液，明治製
菓株式会社，東京），70％エチルアルコールで消毒した．
両耳の間にハサミで皮膚に約10mmの切開を加えた後，メ
スで骨膜切開し，骨膜を鈍的に剥離挙上して骨膜下に試料
を埋入するための空隙を形成した．複合体（rhBMP-2添
加群，対照群：３×３×３mm）をピンセットで把持し，
切開創から10mm前方に挿入し，創部をナイロン糸で１針
縫合し閉鎖創とした．術後感染予防のため抗生物質軟膏（ク
ロロマイセチン軟膏®，第一三共株式会社，東京）を創部
に塗布して終了とした．

２）摘出と組織標本作製
　埋入後４，８週後に各４匹ずつジエチルエーテルで屠殺
し，頭部を剃毛しハサミで埋入部を幅５mm程で取り囲む
ように周囲の頭頂骨から皮膚まで同時に切開を加え，各埋
入物および皮膚・頭頂骨まで一塊として摘出した．試料は
直ちに10％中性緩衝ホルマリン液で５日間浸漬固定を行っ
た．試料は10％ EDTA溶液で６週間脱灰を行い，通法に
従いエタノールで脱水後パラフィン包埋し，ミクロトーム
を用いて厚さ５μmの切片を作製した．通法に従ってヘマ
トキシリン－エオジン染色を行った．

３）組織形態計測
　複合体の吸収と骨形成過程を光学顕微鏡（Nikon. 
ECLIPSE®. 80i， 株式会社ニコン，東京）を用いて組織学
的観察を行った．また，埋入物の最大割面での高さを測定
した．なお，埋入物組織中に占める複合体，新生骨，骨髄，
線維性結合組織の割合はWeibel法17）に基づき，埋入物組
織面積に占める各組織面積の割合をImage-ProPlus® （株
式会社プラネトロン，東京）を用いて算出することにより
形態計測を行った．形態計測は，それぞれ４検体中３検体
を無作為に抽出し，各検体の中央部最大割面を計測範囲に
設定した．算出したそれぞれの割合について有意差検定（ｔ
検定）を行った．

結 果

１．多孔性キトサン/HAp複合体の微細構造
　作製した複合体の微細構造を評価するためにSEM観
察，EDS，XRDを行なった．低倍率にて複合体のSEM観
察を行うと，気孔率75～80％，孔径100～300μmの外部と
交通する連通孔が認められた（図２-Ａ，図２-Ｂ）．高倍
率にてSEM観察を行うと，粗造な形状を呈する複合体表
面が認められ，キトサン単体の存在やHAp結晶の偏在は
みられなかった（図３-Ａ，図３-Ｂ）．2000倍率でSEM観
察した複合体表面をEDSでマッピングした結果，キトサン
に由来する炭素の均一な拡散像が認められ（図３-Ｃ），
HApに由来するカルシウムの均一な拡散像が認められた
（図３-Ｄ）．キトサン単体と複合体のXRDを行なった結果，
キトサン単体のXRDパターンでは，２θ＝20°付近にピー
クが見られたが，複合体のXRDパターンでは，ピークが
消失し，HApの特徴を示す２θ＝32°付近に弱いピークが
見られた（図４）．

２．組織学的所見
１）rhBMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体群
　⑴　埋入４週後
　複合体の吸収がかなり進んでおり複合体中心部まで新生
骨が見られた．また骨髄も見られた（図５-Ａ）．複合体周
囲から内部にかけて頭頂骨と連続した新生骨がみられた

図１　多孔性キトサン/HAp複合体の外観像
　滅菌したメスにて埋入実験で使用するサイズ（３×３×３
mm）に成形後，オートクレーブにて蒸気加圧滅菌を行なった
複合体．
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図２　多孔性キトサン/HAp複合体のSEM
　キトサン/HAp複合体100重量部に対する塩化ナトリウムの添加量を1250重量部とし，ポローゲンリーチング法で作製した多孔体
表面のSEM．孔径100～300μmの連通孔を認める．気孔率は75～80％．
　A：×50　　B：×200　　bar：200μm

図３　多孔性キトサン/HAp複合体のSEMとEDS
A：複合体表面2000倍のSEM．複合体表面は一様に粗造な形状をしている．
     B：複合体表面10000倍（写真Aの枠の拡大像）のSEM．複合体表面には，HAp単体の結晶やキトサン単体の結晶が存在するといっ

た像は見られない．
      C：炭素のマッピングではキトサンに由来する炭素が均一に散在している．
    D：カルシウムのマッピングではHApに由来するカルシウムが均一に散在している．

Ａ Ｂ
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（図５-Ｂ）．複合体周囲には複合体を貪食している多核巨
細胞が存在し，新生骨周囲や複合体周囲に沿って並んでい
る骨芽細胞も観察された（図５-Ｃ）．新生骨が複合体を取
り込むように形成を進めている像が観察された（図５-Ｄ）．

　⑵　埋入８週後　
　骨形成がさらに進み，複合体は新生骨に取り囲まれ，そ
のほとんどが吸収されていた（図６-Ａ）．骨梁の連続性が
増加して新生骨が母床の頭頂骨と連続していた．新生骨の
一部に骨髄が認められ骨量の増加が観察された（図６-Ｂ）．
４週後と比べて複合体の量が減少しており，断片化したわ
ずかな複合体が，広範囲を占める新生骨内部に局在してい
た（図６-Ｃ，Ｄ）．
　
２）対照群（多孔性キトサン/HAp複合体単独群）
　４，８週後ともに複合体内部での骨や骨髄は見られな
かった．４週後では複合体内部は線維性結合組織で満たさ

図４　多孔性キトサン/HAp複合体のXRDパタ－ン
　図の上方のXRDパターンはキトサン単体のもので，２θ＝20°
前後にキトサンの結晶のピークが見られる．
　図の下方のXRDパターンは複合体のもので，複合体では２θ
＝20°前後のキトサン結晶のピークが消失し，HApの特徴とさ
れる32°付近に弱いピークがみられる．

図５　rhBMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体群　４週後
    A：全体像（H-E染色，×20）．複合体（＊）は吸収が進んでおり，新生骨（黒矢印）と骨髄（白矢印）の形成がみられた．
        B：頭頂骨側拡大像（H-E染色，×100）．複合体と接して新生骨が形成されている部分も観察された．
      C：中央部拡大像（H-E染色，×400）．複合体周囲には貪食している巨細胞（黒矢頭）が存在し，新生骨周囲や複合体周囲に沿っ

て並んでいる骨芽細胞（白矢頭）も観察された．
    D：中央部拡大像（H-E染色，×400）．複合体と接するように新生骨が形成されている．
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れており（図７-Ａ），複合体の連続性も残っていた（図７
-Ｂ）．８週後では４週後と比べ複合体の量は減少していた
（図７-Ｃ）．４週後に比べて，複合体は断片化されており，
周囲は線維性結合組織で満たされていた（図７-Ｄ）．

３．埋入物の高さ
１）rhBMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体群
　埋入物の高さの平均値は，４週後では1.64±0.08mm，
８週後では1.65±0.08mmで，ほとんど変化は見られなかっ
た（表２）．
２）対照群（多孔性キトサン/HAp複合体単独群）
　埋入物の高さの平均値は，４週後では1.18±0.20mm，
８週後では0.88±0.20mmと経時的に低下した（表２）．図
８に示すように４週後と８週後のいずれにおいても
rhBMP-2添加群に比べて埋入物の高さは有意に低下した
（p＜0.05）．
　

４．形態計測
　全組織面積に占める骨，骨髄，線維性結合組織，複合体
の割合を表３に示す．骨および骨髄は複合体単独群では認
められず，rhBMP-2添加群のみに観察された．図９に示
すようにrhBMP-2添加群における線維性結合組織の占有
率は，４，８週後のいずれにおいても対照群に比べ有意に
低い値を示した（p＜0.05）．また，rhBMP-2添加群におけ
る複合体の占有率も，４，８週後のいずれにおいても対照
群に比べ有意に低い値を示した（p＜0.05）．

考 察

　現在，骨再生材料としてHApについては数多くの基礎
研究18，19）ならびに臨床応用20，21）が報告されているが，そ
の硬さと脆性のため，望むような形状やサイズに成形加工
することが困難であった．今回，吸収性高分子であるキト
サンに注目し，スポンジ様の柔軟性を持ち，歯科用メス等
で成形可能な物性を持つ多孔性キトサン/HAp複合体を

 　図６　rhBMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体群　８週後
  A：全体像（H-E染色，×20）．複合体は新生骨（黒矢印）に取り囲まれており，そのほとんどが吸収されている．骨髄（白矢印）

の形成もみられる．
      B：頭頂骨側拡大像（H-E染色，×100）．複合体（＊）は新生骨に取り囲まれている．
     C：中央部拡大像（H-E染色，×200）．複合体周囲に新生骨が形成され，複合体は新生骨に取り込まれている．
    D：中央部拡大像（H-E染色，×400）．複合体は新生骨に取り囲まれ，同化している．
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rhBMP-2担体として使用した．この複合体のrhBMP-2担
体としての有用性を評価する目的で，ラット頭頂骨骨膜下
埋入実験を行い，骨形成過程と担体複合体の吸収変化を組
織形態学的に検討した．

図７　対照群（多孔性キトサン/HAp複合体単独群）
  A：４週後全体像（H-E染色，×20）．複合体内部への新生骨形成は見られない．
      B：４週後頭頂骨側拡大像（H-E染色，×100）．複合体（＊）内部は線維性結合組織（黒矢印）で満たされている．
     C：８週後全体像（H-E染色，×20）．複合体内部への新生骨形成は見られない．
    D：８週後頭頂骨側拡大像（H-E染色，×100）．４週後と比べ複合体は断片化されており，周囲は線維性結合組織で満たされている．

表２　埋入物の高さ（mm）

４週後 ８週後

rhBMP-2添加群 1.64±0.08 1.65±0.08

対照群 1.18±0.20＊ 0.88±0.20＊

（n＝3，＊p＜0.05，値＝平均値±標準偏差）

表３　形態計測（％）

BMP-2添加多孔性キトサン/HAp複合体 多孔性キトサン/HAp複合体単独

骨 骨髄 結合組織 複合体 骨 骨髄 結合組織 複合体

４週 51.3±5.82＊ 24.39±8.4＊ 13.72±1.99＊ 10.59±1.22＊ 0 0 70.07±2.38 29.93±2.38

８週 57.8±3.64＊ 22.87±3.75＊  9.94±7.11＊  9.39±0.72＊ 0 0 77.05±6.05 22.95±6.05

（n＝3，＊p＜0.05，値＝平均値±標準偏差，ALL tissue＝100％）

図８　埋入物の高さ
　４週後と８週後のいずれにおいてもrhBMP-2添加群の埋入
物の高さの平均値は，対照群に比べて有意に高かった．（n＝3，
＊···p＜0.05）
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１．多孔性キトサン/HAp複合体の微細構造について
　本研究では作製した複合体の微細構造を評価するために
SEM観察，EDS，XRDを行なった．高倍率のSEM観察よ
り，複合体表面は一様に粗造な形状を呈しており，キトサ
ンやHAp結晶の偏在はみられなかった．2000倍率でSEM
観察した複合体表面をEDSでマッピングした結果，キトサ
ンに由来する炭素の均一な拡散像とHApに由来するカル
シウムの均一な拡散像が認められ，その両元素の拡散の状
態は類似していた．これは，キトサンとHApが分子レベ
ルで均質に複合化されていることを示しており，
Yamaguchiらの解析と一致している15）．キトサン単体と
複合体のXRDを行なった結果，キトサン単体のXRDパター
ンでは，２θ＝20°付近にキトサンのピークがみられたが，
複合体のXRDパターンでは，キトサンのピークが消失し，
HApの特徴を示す２θ＝32°付近に弱いピークがみられた．
このことから複合体はHAp単体，キトサン単体と比べて
結晶化度が低く，アモルファスな状態であると考えられ，
結晶粒界や格子欠陥のような物理的強度を弱くする構造が
ほとんど存在しないことが，この複合体にスポンジ様の物
性を与えている１つの要因と考えられる．

２．多孔性キトサン/HAp複合体の生体材料としての構造
について
　骨再生の足場材料として，必要な細胞群に十分な栄養と
酸素を供給しなければならないため多孔質体である必要が
あるといわれている22）．また，約20～30μmの骨芽細胞が
分化・増殖しネットワークを構成するのに必要なスペース
はその10倍といわれている23）．藤田ら24）は，気孔率70％，
孔径20μmのHAp単体をラット頭蓋骨骨膜下への移植にて
新生骨を確認し，村田ら25）は気孔率70％，孔径100～300μm
のHApを部分精製BMP-2の担体として用いラット皮下に
て新生骨を確認している．本研究では使用した多孔性キト
サン/HAp複合体は，気孔率75～80％，孔径100～300μm
の外部と交通する連通孔を有している．本実験では４週以

降にはrhBMP-2添加群，対照群ともに複合体内部気孔内
への線維性組織の侵入が観察された．また多核巨細胞も観
察されたことから，本実験材料の内部構造は細胞の遊走が
十分可能な連通孔構造を有しており，ラット頭頂骨骨膜下
という複合体に負荷のかかりやすい環境においても複合体
の強度をある程度維持できると考えられた．埋入後の複合
体の高さについては，対照群，rhBMP-2添加群ともに埋
入時に形成した３mmよりも低い値となっていたが，
rhBMP-2添加群のほうが対照群よりも有意に高い値を示
した．これはrhBMP-2を添加したことで複合体の気孔内
に早期に細胞・血管が侵入・増殖して骨芽細胞への分化が
おこり，骨が誘導されたことで強度が増し，頭頂部皮膚の
張力に抵抗したためと考えられる．

３．多孔性キトサン/HAp複合体の骨形成能および吸収性
について

　本研究では，HApの欠点である低い成形性を改善する
ために，吸収性高分子であるキトサンに注目し，多孔性キ
トサン/HAp複合体をrhBMP-2担体として使用した．吸収
性である複合体でも組織増量材としてBMPによる骨形成
の場を一定期間維持すれば，骨形成および骨増生が可能で
あることを期待した．その結果，rhBMP-2添加群におい
て埋入４週後には全組織面積の半分以上を占める新生骨を
形成することに成功し，対照群では骨形成が認められな
かった．rhBMP-2添加群に新生骨の形成が認められた理
由として，多孔性キトサン/HAp複合体の構造が細胞増殖
や血管侵入を妨げることなく，rhBMP-2による骨芽細胞
への分化誘導に適した環境を提供した可能性やキトサン/
HAp複合体とrhBMP-2の結合度が比較的高く適度な徐放
効果を示した可能性が考えられる．またrhBMP-2添加群
では，骨形成が進むにつれて複合体の占有率が対照群に比
べ有意に減少していた．埋入８週後には複合体のほとんど
が吸収，断片化され，その一部は新生骨に取り囲まれてい
た．多核巨細胞による複合体の貪食や骨芽細胞による骨形

図９　形態計測
　新生骨および骨髄の形成は複合体単独群では認められず，rhBMP-2添加群のみに観察された．rhBMP-2添加群における複合体
の占有率は，４，８週後のいずれにおいても対照群に比べ有意に減少した．（n＝3，＊···p＜0.05）
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成も見られた．これは佐々木ら26）の報告と同様に，
rhBMP-2を複合体に添加することにより，骨芽細胞，多
核巨細胞に対する情報伝達が活性化され，骨改造に組み込
まれた様式で複合体の吸収が促進すると考えられる．以上
より，この複合体はrhBMP-2担体として骨形成能と生体
吸収性に優れ，生体のリモデリングシステムに早期に組み
込まれる生体材料であると考えられた．

結 論

　成形性に優れた有機無機複合体である多孔性キトサン/
HAp複合体をrhBMP-2の担体に用いて，ラット頭頂骨骨
膜下における骨形成過程と複合体の吸収変化を組織形態学
的に検討し，以下の結論を得た．
　ラット頭頂骨骨膜下埋入実験において，rhBMP-2添加
群では埋入４週後に複合体中心部まで骨形成が観察され，
対照群では骨形成がみられなかった．rhBMP-2添加群で
は埋入８週後に骨形成がさらに進むと共に複合体のほとん
どが吸収され，その一部は新生骨に取り囲まれていた．以
上より，成形性や操作性の高い多孔性キトサン/HAp複合
体は，rhBMP-2の担体として優れた骨形成能と生体吸収
性を有することから，複雑な形態を呈する骨欠損部におけ
る生体材料として有用であることが示唆された． 
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ORIGINAL

Bone formation by porous chitosan /hydroxyapatite composite
with rhBMP-2 on rat calvaria

Naoki Harada1）, Haruhiko Kashiwazaki1）, Toshiyuki Akazawa2）, Masaru Murata3）,
Tomoyasu Aizawa4）, Makoto Demura4）, Junzo Tanaka5）, Tadashi Iizuka6） and Nobuo Inoue1）

ABSTRACT : The objective of this study was to estimate bone formation and bio-absorption of porous chitosan/ 
hydroxyapatite （HAp） composites with 5μg of recombinant human bone morphogenetic protein-2 （rhBMP-2） for use in 
an alveolar bone substitute. The SEM observations confirmed that composites with 75-80％ porosity resulted in interconnected 
pores with pore diameters of 100-300 μm. Porous chitosan /HAp composites with or without rhBMP-2 were implanted 
beneath the calvarial periosteum of 10-week-old SD rats to assess bone development. At 4 and 8 weeks after 
implantation, the composites with the rhBMP-2 displayed active bone formation, whereas the composites alone showed 
no bone formation. The average areas of composites with rhBMP-2 were significantly smaller than those without 
rhBMP-2 in the implant. These results suggest that porous chitosan/ HAp composites with rhBMP-2 is an effective 
absorbant compound with osteoconductivity in applications as an alveolar bone substitute. 

Key Word : Chitosan, Hydroxyapatite （HAp）, rhBMP-2
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