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Highly pureβ-tricalcium phosphate(β-TCP)has been attracting attention because of its
 

biocompatibility and biodegradability as a bone substitute material.β-TCP has been used as
 

a shape of block or granules in clinical setting;however,handling properties of these configu-
ration are not optimal for some applications.The objective of this study was to clarify the

 
effects of a complex ofβ-TCP granules and 3.5% hyaluronate(β-TCP granules―HY com-
plex)compared with aβ-TCP block,in terms of osteoconductivity and biodegradability,to

 
determine whether this complex would be a good candidate for bone void filler.Both

 
materials were implanted into cavities drilled in rabbit femoral condyles.After the sacrifice

 
at 2,4,6,and 8 weeks postoperatively,radiographs of specimens harvested from the distal part

 
of the femur were taken.New bone formation and mineral apposition rate were evaluated to

 
analyze osteoconductivity,whereas residualβ-TCP within the defects and tartrate-resistant

 
acid phosphatase(TRAP)cellular activity were studied forβ-TCP resorption.The results

 
show that both theβ-TCP block and theβ-TCP granules―HY complex support bone ingr-
owth;however,bioresorption was rapid forβ-TCP granules―HY but weak forβ-TCP

 
block.The number of TRAP positive cells gradually decreased with time betweenβ-TCP

 
granules―HY complex andβ-TCP block.This biodegradation mechanism was considered to

 
be a cell-mediated disintegration because of the presence of numerous TRAP positive giant

 
cells.The time lag between the peak value of TRAP positive giant cell population and that

 
of new bone formation rate suggests that a coupling-like phenomenon could be occurring in the
β-TCP filled bone defects.In addition,β-TCP granules―HY complex,which is an injectable

 
and pastelike,has similar osteoconductive properties toβ-TCP block.Thus,this complex

 
may be useful as a bone filler in clinical application.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2005;120:9-18)
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I. 緒 言

本邦では，骨欠損の修復方法としておもに自家

骨移植術が行われているが，移植骨採取のために

新たに手術侵襲を加える必要があり，採骨量にも

限界がある．一方，欧米では自家骨の代替として
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同種骨が広く用いられている．しかし，同種骨移

植では骨癒合率の低下，HIVなどのウイルス感染

の可能性がある点が指摘されている ．移植骨は

母床の間葉系細胞が刺激されて骨形成細胞となり

（骨誘導:osteoinduction)，血管を伴った新生骨

を形成しながら移植骨の中に侵入し（骨伝導:

osteoconduction)，移植骨が吸収置換されて最終

的に局所の力学的要請に見合った力学的強度を獲

得する（骨造形:remodeling)．本邦では自家骨移

植や同種骨移植に替わる人工骨が開発され，臨床

応用されるようになってきた．なかでもhydrox-

yapatiteは骨組織との良好な親和性や骨伝導能

を有する自家骨の代替材として注目され，臨床応

用されてきたが，長期間生体内に残存し，自家骨

に置換されないといった問題点を有していること

が明らかにされている ．これに対し，近年開発

された多孔体β-tricalcium phosphateブロック

(porousβ-TCP block)は骨欠損部に充填すると

経時的に吸収され自家骨に置換され得る骨補填材

として多くの注目をあびている ．

1934年，ヒアルロン酸はウシの硝子体に存在す

ることがMeyer,Palmerにより初めて報告され

た ．ヒアルロン酸はD-glucuronic acidとN-

acetyl-D-glucosamineからなるnonsulfated
 

disaccharideのポリマーであり，皮膚，腱，筋肉，

関節軟骨や関節液など生体内に広く存在している

細胞外器質である．1985年，Westらが低分子ヒア

ルロン酸の血管新生の促進に関して報告して以

来，皮膚欠損や骨形成の治療にヒアルロン酸を応

用した研究が多く報告されるようになった ．

現在，使用されているβ-TCPはブロックや顆

粒の形状を有するセラミックであるため，複雑な

形状をした骨欠損部への充填は困難であった．そ

こで著者は，β-TCPの優れた骨伝導能を生かし

つつ，いかなる形状にも充填し得るペースト状の

β-TCP―HY複合体を開発し，従来の多孔体β-

TCPブロックと同等の骨伝導能や生体吸収性を

有するか否かについて検討した．

II. 対象ならびに方法

1. 実験材料

1) 多孔体β-TCPブロック

本研究で使用したβ-TCPは，メカノケミカル

法により作製したものである（オリンパス（株）よ

り供与） ．すなわち，CaHPO・2HOとCaCO

をCa/P比1.50となるよう調整し，湿式磨砕反応

（24時間）後，80℃で乾燥させ，750℃で1時間焼

成後，さらに1,050℃で1時間焼成してβ-TCP

ブロックを作製した．その性状はCa/P比1.50，平

均気孔径200μm，気孔率75%である．このブ

ロックを直径4 mm，長さ10 mmの円柱状に採型

した．各ブロックの重量は0.1 gであった．

2) β-TCP顆粒

上記の多孔体β-TCPブロックをセラミック

ボールを用いて250～500μm径の顆粒とし，ブ

ロックと等重量を実験に使用した．

3) ヒアルロン酸ナトリウム

今回，実験に使用したのは生化学工業（東京）か

ら提供されたもので，鶏冠から分離・精製した分

子量90万，3.5%のヒアルロン酸ナトリウム溶液

である．

4) β-TCP―HY複合体

無菌下に上記のβ-TCP顆粒0.1 gとヒアルロ

ン酸0.15 mlを混合し，均一化したものを複合体

とした．

5) 実験動物

体重3.3-3.5 kgの雌のニュージーランド白色家

兎を使用した．

2. 実験方法

麻酔方法は，droperidol(0.25 mg/kg）を筋肉内

注射後，pentobarbital(20 mg/kg）による静脈麻

酔を施し，isoflurane(2%）の吸入麻酔で維持麻

酔を行った．まず，右側の大腿骨外側顆部外側面

を展開し，外側側副 帯付着部の2 mm前方に，

直径4 mm，長さ12 mmの円柱状の骨孔を作製し

た．つぎに骨孔内を生理食塩水で充分に洗浄した

後，ガーゼを充填して，骨孔内の止血を行った．

ガーゼを除去した後，ただちに1 mlシリンジを用

いてβ-TCP―HY複合体を充填した（β-TCP―

HY複合体群)．この際，複合体の逆流を防止する

ため，骨孔入口部を円盤状の多孔体β-TCPブ

ロック（直径4 mm，高さ1.5 mm）で閉栓した．一

方，左側には同様に作製した骨孔にpress fitする

ように円柱状の多孔体β-TCPブロック（直径4
 

mm，長さ10 mm）を充填した（多孔体β-TCPブ

ロック群)．さらに大腿骨顆部に同様の骨孔のみを
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作製したものをコントロール群とした．

3. 実験モデル

屠殺2週前に3,3′-Bis［N,N-di(carboxy-

methyl)-aminomethyl］-fluorescein(カルセイ

ン)（和光純薬工業，大阪)10 mg/kgを皮下注射

し，さらに1週前にTetracycline hydrochloride

(ファイザー製薬，東京)20 mg/kgを筋肉内注射

にて骨標識を行った．術後，2,4,6,8週と経時的に

各個体をpentobarbital深麻酔により安楽死させ

（各週 n＝6)，大腿骨顆部を採取した．Band saw

を用いて大腿骨顆間部中央の矢状面での連続切片

を作製し，軟X線撮影を行った後，脱灰標本なら

びに非脱灰標本を作製した．

4. 検討方法

1) 軟X線撮影

大腿骨顆部矢状面切片を軟X線撮影し，骨孔内

の骨新生ならびにβ-TCPの吸収に関してX線

学的に評価した．

2) 組織学的検討

大腿骨顆部より採取した組織切片は2% par-

aformaldehyde/0.75 M lysine/0.01 M sodium
 

periodate(PLP)液で固定した後，15%EDTA

液に含浸させ14日間の脱灰を行った．パラフィン

包埋の後，4μm厚で組織標本を作製した．

Hematoxylin-Eosin(H-E）染色ならびに酒石酸

抵抗性酸フォスファターゼ（Tartrate Resistant
 

Acid Phosphatase:TRAP）染色を施行し，組織

学的検討を行った．また，骨孔内の新生骨量を定

量化するために組織標本を光学顕微鏡に接続した

カラーモニター（PixelaR CCD camera,Olympus
 

Optical Co.Ltd.,Tokyo,Japan）上に投影し，画

像解析ソフトウエア（Adobe Photoshop 5.0R）を

用いて骨の画像濃度を設定し，2値化にて新生骨

量を計測した．この際，骨孔と近接する海綿骨と

の境界部分の計測誤差を除去するために，直径4
 

mmに収まる1辺が22 mmの正方形内部を新

生骨量計測範囲と定義した（Fig.1a,b)．また，

TRAP染色標本ではTRAP陽性細胞数の計測を

経時的に行った．非脱灰標本として組織切片を

70% ethanolで固定，脱水した後，Villanueva
 

bone染色でブロック染色後，methyl-metha-

crylate樹脂に包埋，厚さ20μmの非脱灰研磨標

本とし，骨孔内に残存するβ-TCPの面積率を同

様に計測した．また，落射蛍光顕微鏡（Olympus
 

BX 60,blue-violet励起）で観察，2重ラベル間の

距離を標識日数で除し，それぞれの類骨石灰化速

度を求めた．

5. 統計学的解析

統計学的解析にはMann-Whitney testを用

い，β-TCP―HY複合体群とβ-TCPブロック群

との比較において p 値＜0.05を有意水準とした．

III. 結 果

1. 軟X線像

1) β-TCP―HY複合体群:充填した複合体

と周囲の骨との境界は術後2週の時点で不明瞭と
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Fig.1.Histomorphometric measurements in the bone defect(a,b).To exclude measurement error in the
 

margin of the implant,a square with sides of 22 mm in the bone defect(4 mm diameter)was defined
 

as the total area,and the rate of new bone formation was calculated with respect to this total area.



なっていた．経時的に骨孔内のβ-TCP顆粒は淡

くなり，術後8週ではそのほとんどが消失し，自

家骨に置換され，骨梁の連続性も確認された（Fig.

2a)．

2) 多孔体β-TCPブロック群:術後4週で多

孔体β-TCPブロックの周囲から骨新生が観察さ

れ，経時的に骨梁の連続性が見られたが，術後8週

の時点でも多孔体β-TCPブロックは残存してい

た（Fig.2b)．

3) コントロール群:術後6週まで骨孔の辺縁

は明瞭であったが，術後8週では骨孔周囲がわず

かに不明瞭となっていた（Fig.2c)．

2. 組織学的検討

1) 脱灰標本（H-E染色)

a) β-TCP―HY複合体群:術後2週でβ-

TCP顆粒の周囲に骨新生を認めた（Fig.3a)．ま

た，単層配列した骨芽細胞は多核巨細胞とともに

新生骨の表面に存在していた (Fig.3b)．4週で

は，woven bone（線維性骨）の成熟化がみられ，

骨組織内に血管の形成も認められた．術後8週で

は骨梁の幅は増大し，lamellar bone（層板骨）も

観察された（Fig.3c)．

b) 多孔体β-TCPブロック群:術後2週より

β-TCPの周囲から骨新生が認められ，β-TCP―

HY複合体群と同様に経時的に骨新生が観察され

た．

c) コントロール群:術後8週でも骨孔内には

辺縁にわずかな新生骨を認めるのみであり，中央

部は線維性組織で充満されていた．

2) 脱灰標本（TRAP染色):β-TCP―HY複

合体群，多孔体β-TCPブロック群ともに術後2

週でβ-TCPの表面に多数のTRAP陽性細胞の

出現が観察された．また，新生骨組織の表面にも

TRAP陽性細胞がみられた（Fig.4)．そこで，骨

孔内におけるTRAP陽性細胞数の計測を行う

と，両群とも術後2週でTRAP陽性細胞数は

519,498とそれぞれ最高値を示し，以後，4週で

319,367，8週で197,208と経時的に減少した．両
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Fig.2.Representative soft X-ray of empty defects and defects with a complex ofβ-TCP granules and
 

hyaluronate andβ-TCP block(from left to right:time＝2,4,6,and 8 weeks).The margin between
 

adjacent bone and defects filled with theβ-TCP granules―HY complex was already indistinct,at 2
 

weeks.Granules ofβ-TCP became more coarse with time,most of them having disappeared and been
 

replaced by bone at 8 weeks(a).New bone formation around theβ-TCP block was found radiogra-
phically at 4 weeks.Although trabecular continuity was seen over the course of time,β-TCP block

 
was partially recognized at 8 weeks(b).In the control defects,only a small amount of bone forma-
tion was observed at 8 weeks(c).



群間に有意差は認められなかった（Table 1)．

3) 新生骨量ならびに残存β-TCP量:術後2

週のβ-TCP―HY複合体群の面積率は9.2%で

あったのに対し多孔体β-TCPブロック群では

9.8%であった．多孔体β-TCPブロック群では術

後4週で31.6%，β-TCP―HY複合体群では術後

6週で26.3%とそれぞれ最高値を示した．術後8

週では両群とも24%とほぼ同等であり，いずれの
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Fig.3.Photomicrograph of hematoxylin-eosin staining at 2 weeks.β-TCP appears to incorporate with
 

bone,and osteoblasts are depositing osteoid(a).Active new bone formation is occurring with
 

numerous multinucleated giant cells in the resorptive lacunae.No inflammatory cells are noted(b).
At 8 weeks,the thickness of trabecula increases and the boundary between new bone and the adjacent

 
trabecula becomes indistinct(c).Original magnification:(a):×200;(b):×400;(c):×100.

Fig.4.Photomicrographs of TRAP staining at 2 weeks.Numerous TRAP-positive cells are mainly in
 

contact with the surface ofβ-TCP.Original magnification:×200.

Table 1.Mean values and SD of TRAP-positive
 

cells
 
2 W  4 W  6 W  8 W

 
TCP graniles-HY 

519±151 319±145 262±69 197±52
 

TCP block  498±127 367± 75 279±31 208±62



週においても両群間に有意差を認めなかった

(Fig.5)．一方，骨孔内の残存β-TCP量は，術後

2週でβ-TCP―HY複合体群が29.3%，多孔体

β-TCPブロック群では46.3%であった．4週で

はβ-TCP―HY複合体群が10.7%，β-TCPブ

ロック群が28.8%であり，8週ではそれぞれ

7.8%，18.8%となり，いずれの時点においてもβ-

TCP―HY複合体群は多孔体β-TCPブロック

群より有意に吸収されていた（Fig.6)．

4) 類骨石灰化速度:術後4週での類骨石灰化

速度は，β-TCP―HY複合体群で3.77μm/day，

多孔体β-TCPブロック群で3.12μm/dayで

あった．6週ではβ-TCP―HY複合体群で3.51

μm/day，多孔体β-TCPブロック群で3.12μm/

day，8週ではそれぞれ3.19 mμm/day，3.02μm/

dayとなり，その速度は各週ともβ-TCP―HY複

合体群が多孔体β-TCPブロック群より大きい値

を示していたが，両群間に有意差はなかった

（Table 2)．

IV. 考 察

本研究におけるX線学的ならびに組織学的検
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Fig.5.Bone formation versus time

 

Fig.6.Material degradation versus time

 

Table 2.Mean values and SD of mineral apposi-
tion rate(μm/day)

4 W  6 W  8 W
 

TCP granules-HY 3.77±0.54 3.51±0.35 3.19±0.95
 

TCP block  3.12±0.28 3.12±0.41 3.02±0.43



討から，β-TCP―HY複合体は多孔体β-TCPブ

ロックと同等の骨伝導能を有することが明らかと

なった．本複合体はペースト状のため経皮的注入

が可能である．しかし，リン酸カルシウム顆粒を

骨欠損部へ充填した場合，その顆粒の大きさが骨

形成になんらかの影響を及ぼすとの報告があるた

め ，予備実験として至適な顆粒径の検討を

行った．その結果，顆粒径が100μm未満の場合，

β-TCP顆粒は充填後早期に吸収され骨形成の足

場とならず，また500μm以上の場合には経皮的

注入が不可能であった．このため，250～500μm

のβ-TCP顆粒を選択した．Eggliらは，NZW
 

rabbitの海綿骨骨欠損部に気孔径が200～400

μmのβ-TCPを充填したところ，術後2週で

7.1%の新生骨を認めたと報告している ．Shi-

mazaki＆ Mooneyらは，術後3週で約7.0%の

骨再生が認められたと述べている ．今回の結果

はβ-TCP―HY複合体群，多孔体β-TCPブロッ

ク群とも術後2週においてそれぞれ9.2%，9.8%

の骨新生を認めたことから，本研究で使用したβ-

TCPは，きわめて高い骨伝導能を有するものと思

われる．

本研究で用いたβ-TCP量はβ-TCP―HY複

合体，多孔体β-TCPブロックともに0.1 gであっ

たが，吸収に関してはブロックより顆粒のほうが

有意に早かった．そこで骨孔内におけるβ-TCP

の吸収状況について詳細に観察してみると，多孔

体β-TCPブロックでは周辺部より吸収されてい

たのに対して，β-TCP―HY複合体では，中央部

ならびに周辺部から同時にβ-TCP顆粒が吸収さ

れていた．その理由として最も考えられるのは，顆

粒のほうがブロックに比べ表面積が大きいためで

はないかと推察される．すなわち，本研究の結果

よりβ-TCPの形状をブロックから顆粒へ変える

ことで吸収性を早められることが明らかとなっ

た．

多孔体セラミックの吸収に関するメカニズムは

体液と接触することによって起こる溶出と細胞の

貪食によるものとが考えられている ．De Groot

は，セラミックの吸収にはmicroporosityが大き

く関与していると述べている ．Micropore（5

μm以下の気孔径）を有しない多孔体セラミック

では，新生骨の内部への進入を認めるのみで，

macropore（100μm以上の気孔径）さえ有しない

緻密体では，移植してもまったく吸収されないこ

とが報告されている ．本研究で用いたβ-TCP

の表面をSEMにて観察してみると，macropore

のみならず多数のmicroporeも有している

(Fig.7)．細胞の貪食によるセラミックの吸収に

関して，Bhaskarらは，間葉系細胞の関与を指摘

している ．また，Renooijらは，イヌの大腿骨骨

欠損部にβ-TCPを移植した場合，術後20週のセ
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Fig.7.Scanning electron micrograph ofβ-TCP showing a very rough surface on which tetrapod-shaped
β-TCP grains with sizes of up to several micrometers are uniformly distributed.Original magnifica-
tion:×2,000.



ラミック表面に破骨様巨細胞が観察されたと報告

している ．Eggliらはウサギ大腿骨・脛骨にβ-

TCPを移植した際，術後2週でその表面に

TRAP染色陽性の破骨細胞様細胞が観察された

ことを報告している ．これら過去の研究結果か

らはβ-TCPの吸収には少なからず細胞の関与が

示唆される．元来，TRAP染色陽性細胞とは骨を

貪食する破骨細胞を同定し得るものであるが，β-

TCPというセラミックを吸収する細胞も破骨細

胞であるとはTRAP染色のみでは断定できず，

現在のところTRAP染色陽性の細胞は破骨細胞

に極めて近い破骨細胞様細胞と考えるのが妥当で

ある．

本研究では，組織学的検討より術後2週のH-E

染色標本においてβ-TCPの表面に多数の多核巨

細胞が観察され，連続切片にてこれらのほとんど

がTRAP陽性細胞であることが確認された．こ

のことは早期よりβ-TCPの吸収には細胞を介し

た吸収が生じていると考えられ，骨を吸収する破

骨細胞に極めて類似した破骨細胞様細胞によるも

のと考えられる．この点に着目してTRAP陽性

細胞と骨孔内の残存β-TCP量との関係を検討し

てみると，β-TCP―HY複合体群，多孔体β-TCP

ブロック群ともTRAP陽性細胞数と残存β-

TCP量は，術後2週で最大値を示し以後，減少す

る傾向がみられた．また，興味深いことにTRAP

陽性細胞数と新生骨量のピーク出現時期の間に

は，2～4週の時間差を見出すことができた．すな

わち，TRAP陽性細胞は術後2週で最大値を示

し，一方，新生骨量は術後4または6週で最大値

であった．これらの現象は，通常の骨でみられる

骨芽細胞と破骨細胞のバランスによる骨代謝，い

わゆるカップリングと極めて類似した現象がβ-

TCP充填後の局所の生物学的応答としてみられ

ることが示唆される．つまり，β-TCPは単なる異

物としてではなく，骨と親和性の高い自家骨に置

換し得る生体材料である．

本研究におけるヒアルロン酸の生物学的影響は

明らかではないが，少なくとも充填部位にβ-

TCP顆粒を留めておくことで，β-TCP顆粒間へ

の良好な骨新生が期待できると考えられる．

Sasakiらは，骨欠損部における高分子ヒアルロン

酸の粘弾性の影響を検討した結果，高分子ヒアル

ロン酸はその生物学的活性により骨形成を促進す

る成長因子を局所に留め，未分化間葉系細胞の骨

芽細胞への分化を促進する作用がある可能性を示

唆している ．また，Radomskyらは，ヒアルロ

ン酸が局所に存在することで細胞増殖の足場とな

り，Fibroblast growth factor-2(FGF-2)が直

接作用しているのではないかと想定している ．

β-TCP―HY複合体は，高分子ヒアルロン酸溶液

により高い粘弾性をもったペースト状の骨補填材

である．一般的に粘弾性は分子量よりも濃度に依

存すると報告されている ．本研究で用いた3.5%

のヒアルロン酸の粘弾性は1%のそれの約10倍

である．すなわち，本複合体を充填した場合，周

囲に拡散することなく良好な骨伝導能を期待でき

るものと考える．

骨欠損部にリン酸カルシウム骨セメントを充填

した場合，新生骨は通常，骨伝導能によりセラミッ

クの周囲に骨形成が起こるが，その低吸収性によ

り長期間体内に残留することが報告されてい

る ．一方，β-TCP―HY複合体は，充填後す

ぐに固形化されるものではないものの，新生骨の

骨形成を促進させ，同時にβ-TCPが経時的に吸

収されることで充填部位の機械的強度に応じなが

ら自家骨に置換されるものである．さらに，本複

合体は単なる骨原性細胞の足場になるだけでな

く，骨形成に関与する成長因子の担体としても期

待されるものと考える．

V. 結 語

ニュージーランド白色家兎の大腿骨顆部に作製

した骨欠損部にβ-TCP―HY複合体を充填し，

経時的に組織学的検討を行ったところ，以下のご

とく結果が得られた．

1.β-TCPブロックと比較して，β-TCP―HY

複合体充填後の骨孔内の新生骨量は同等であり，

良好な骨伝導能を有していることが判明した．

2.β-TCP―HY複合体は充填後速やかに吸

収され，β-TCPブロックと比較して早期より骨

の再構築が認められた．

3.β-TCPの吸収のメカニズムは充填後早期

より破骨細胞様細胞の貪食によると考えられる．

4.β-TCP移植後の局所における生物学的応

答は骨芽細胞と破骨細胞のcoupling formation
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に極めて類似したものと推察される．

5.β-TCP―HY複合体はペースト状で，いか

なる形状にも充填可能であり，経皮的注入も可能

な新しい骨充填材として期待される．

稿を終えるに臨み，終始懇切なるご指導とご校閲を

賜りました東京慈恵会医科大学整形外科学講座主任

教授，藤井克之先生に深謝いたします．また，本研究

を行うにあたり直接ご指導，ご鞭撻いただきました国

立病院機構宇都宮病院臨床研究部長，田中孝昭先生な

らびに試料提供いただきましたオリンパス（株)，入江

洋一様，生化学工業（株)，浜井昭夫様に厚く御礼申し

上げます．
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