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緒言 

 

Guided Tissue Regeneration（GTR）法は，歯槽骨欠損部に遮断膜（メンブレン）

を設置することで歯肉上皮や歯肉結合組織由来の細胞の侵入を防ぎ，露出根面

に歯根膜由来細胞や骨芽細胞といった組織再生に寄与する細胞を選択的に誘導

することで歯周組織の再生を図る方法である 1,2)．GTR 法で使用されるメンブレ

ンは，ポリテトラフルオロエチレン(PTFE)等を基材とした生体非吸収性メンブ

レン 3-6)と，動物由来材料 7-9)や生分解性高分子を基材とした生体吸収性メンブレ

ン 10-12)に分類されるが，非吸収性の場合は除去のための二次手術 13,14)が必要な

ため，再生組織の損傷や感染のリスク等の問題から，近年は，吸収性メンブレン

の利用が主流となっている 15,16). 

生体吸収性の GTR 用メンブレンとしては，現在，ウシやブタ等の動物由来コ

ラーゲンと，ポリ乳酸（polylactic acid，PLA）やポリグリコール酸（polyglycolic 

acid，PGA），あるいはポリ乳酸－ポリグリコール酸共重合体（Poly(lactic-co-

glycolic acid)，PLGA）を基材としたものが市販され，実際に臨床の場で用いられ

ている．しかし，動物由来コラーゲンから作られたメンブレンは，良好な生体適

合性や生分解性，優れた細胞親和性を有する 17,18)反面，動物由来の未知の感染性

因子を含有している可能性があり，原料が不特定多数の動物から採取されてい

る場合には，さらに感染性因子混入のリスクが高い 19,20)．また，こういった安全

性の問題に加えて，機械的強度が低い 21)ことや生体内での分解速度の制御が困

難である 22,23)といった欠点が指摘されている．一方，PLAや PGA，あるいは PLGA

等の生分解性合成高分子ポリマーで作られたメンブレンは，生体適合性や生分

解性に優れ 24-26)，機械的強度が高い 27)．また，最終的に二酸化炭素と水に分解

されるため生体に対する安全性が高く，生分解速度の制御も可能 28,29)である．し
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かしながら，コラーゲンメンブレンと比較すると細胞親和性が低く 29,30,31)，操作

性が悪い 32)ことが問題とされている． 

GTR 法の有効性に関する臨床報告に目を向けると，本法がいまだ理想的な治

療法と言えるには至っていないことが分かる．例えば，コラーゲンメンブレンを

用いた Tanner ら 33)の報告では，根面の封鎖が完全でないことから上皮組織の侵

入が生じ，最終的に上皮性付着の治癒形態をとることが多いとされている．また，

非吸収性の PTFE メンブレンを用いた場合でも，メンブレンと根面との間隙に上

皮細胞が侵入し，歯周組織の再生が阻害されたという報告 34,35)が認められる．し

たがって，上皮側では根面との間隙への組織の侵入を阻止し，骨欠損側では結合

組織や骨組織の再生を担う間葉系幹細胞の接着，増殖を促進するといった、細胞

機能の選択的制御能を備えたメンブレンが理想的であると言えるが，現在市販

されている GTR 用メンブレンで，そのような機能を発揮できるものは存在しな

い． 

ところで，高分子ポリマーを基材とする GTR 用メンブレンに対する細胞の挙

動については，以前より多くの研究がなされている．骨芽細胞を PLGA メンブ

レン上で培養すると，平坦な表面では細胞の伸展が抑制され，疎で多孔性の表面

では細胞がより伸展したという報告 36)や，線維芽細胞をポリ-L-乳酸（PLLA）メ

ンブレン上で培養すると，疎な表面では細胞増殖が促進され，密な表面では細胞

増殖が抑制されたという報告 37)がある．また，密な表面構造をもつポリ-DL-乳

酸（PDLLA）/PLGA メンブレン上で，上皮細胞である 293T 細胞を培養したとこ

ろ，メンブレン内部への細胞の侵入が抑制された 38)という報告もなされている．

したがって，高分子ポリマーを基材とするメンブレンの内外側面に異なる表面

性状を付与すれば，上皮側では細胞の増殖に抑制的に働き，組織欠損側では間葉
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系幹細胞の接着や増殖を促進して組織再生を促すことができる GTR メンブレン

が実現できるのではないかと考えられる． 

そこで，本研究では，高分子ポリマーの中でも，生体内での分解速度のコン

トロールが比較的容易である 39,40)ことから，GTR 用のメンブレン 38,41,42)のみな

らず，他の医療用材料 43-45)としても幅広く使用されている PLGA を用いて，内

外側面で異なる表面性状を有する二層性のメンブレンを試作し，その材料学的

特性と細胞挙動に与える影響を in vitro で検討するとともに，歯周組織再生用材

料としての有用性を動物実験により評価することを目的とした． 

 

 

材料と方法 

 

１．層構造を有するメンブレンの作製 

PLGA（乳酸：グリコール酸 = 75：25，Mw：25 kDa）を 1,4-ジオキサン（Wako，

大阪）に 2.7 wt%となるように溶解した．この溶液を図１に示す方法で処理し，

層構造を有する 2 種類のメンブレン（LM-1 および LM-2）を作製した．  

まずLM-1については，あらかじめ-30℃に冷却したステンレス板を底板とし，

その上にテフロン製枠と注入口付きのテフロン製蓋を乗せてモールドを作製し

た．底板から蓋までの高さは 4.5 mm とした．このモールドに 50 mL の PLGA 溶

液を注ぎ込み，10 秒間静置して底面の溶液を凍結させた．その後，注入口を封

鎖し，モールドを-80℃に冷却した真鍮板の上に乗せて溶液全体を凍結させた．

一方，LM-2 については，-80℃に冷却したステンレス板を用いて PLGA 溶液の

初期冷却を行い，以降，同様の手順で全体を凍結させた． 

つづいて，凍結乾燥装置（FDU-1110，東京理化器械株式会社，東京）を用いて
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凍結した PLGA 溶液を乾燥させてスポンジ状の塊とし，油圧式圧縮機（JP-1T，

日新化学，大阪）にて 300 kgf/cm2で 15 秒間加圧して PLGA メンブレンを得た．

作製したメンブレンは，γ 線滅菌の後，窒素雰囲気下の 4℃で保存し，各実験に

供した． 

コントロールには，試作メンブレンと乳酸：グリコール酸の配合比率が同じで

ある市販の GC メンブレン（GC，東京；以下 Con）を使用した．試作メンブレ

ンの厚さは，LM-1，LM-2 ともに約 570 μm であり，Con の厚さは 260 μm であ

る．なお，LM-1 と LM-2 については，初期冷却で凍結させて得られた密な性状

の面を外側面，反対側の疎な性状の面を内側面と定義した． 

    

２．層状メンブレンの材料学的特性の評価 

１）表面構造観察 

各メンブレンの表面および割断面に，真空蒸着装置(IC50，島津製作所，京都)

を用いて金蒸着を施し,走査型電子顕微鏡（JSM-6390，JEOL，東京; 以下 SEM）

にて加速電圧 5 kV で観察した．  

また，各メンブレンの表面粗さを，形状解析レーザー顕微鏡(VK-X250，キー

エンス，大阪)を用いて測定した．各メンブレンを 10.0 x 10.0 mm に切り出し，

270 x 202 μm のレーザー照射エリアの中央部で平均線粗さ（Roughness average: 

Ra 値）の測定を行った．一試料につき任意に選んだ 3 ヶ所で測定を行い，その

平均値を算出した．試料数は 7 とした． 

２）接触角測定 

各メンブレンの濡れ性を評価するために，水成分に対する接触角の測定を行

った．5.0 x 5.0 mm に切り出したメンブレン上にリン酸緩衝生理食塩水（PBS，

日水製薬，東京）10 μL を滴下し，直後に，一眼レフカメラ（D5500，Nikon，東
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京）でメンブレン表面に対して平行方向に写真撮影を行った．得られた画像にお

いて，液滴の左右端点から接線を引き，メンブレン表面となす角度を測定し，左

右の 2 つの数値の平均値を各試料の接触角として算出した．試料数は 5 とした． 

３）寸法安定性試験 

各メンブレンを 10.0 x 10.0 mm に切り出し，PBS（日水製薬）に浸漬して 37℃

で静置保管した．1，3，7，21 日後に取り出し，辺縁の長さと厚さを電子ノギス

（CD-15CP，Mitutoyo，神奈川）で計測した．試料数は 4 とした．  

４）機械的性質の検討 

（１）引張り試験 

各メンブレンから 20.0 x 3.0 mm の試験片を切り出し，長辺の両端から 3.0 mm

の位置を冶具で把持した．万能試験機（EZ Test EZ-S，島津製作所)を用いて，ク

ロスヘッドスピード 1.0 mm/min で長軸方向に牽引し，最大試験力と最大ストロ

ークを測定した．これらの値から，以下の式により，引張り強さと破断ひずみを

算出した． 

引張り強さ（N/mm2）＝最大試験力（N）/試験片断面積（mm2） 

破断ひずみ（%）＝最大ストローク（mm）/標線間距離（mm） 

試料数は 14 とした． 

（２）縫合糸引き抜き試験 

各メンブレンから 10.0 x 40.0 mm の試験片を切り出した．試験片の一方の端か

ら 5.0 mm の位置を冶具で把持して固定側とし，もう一方の端から 5.0 mm 内側

で短辺の中点の位置に吸収性縫合糸(6-0.VICRYL，ETHICON，NJ，USA)を通し

た．その位置から牽引側方向に 20.0 mm 離れた位置で縫合糸を把持し，万能試

験機（EZ Test EZ-S）を用いて，クロスヘッドスピード 1.0 mm/min で長軸方向に

牽引して，縫合糸によって刺入部位にかかる最大試験力と最大ストロークを測
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定した．これらの値から，以下の式により，引き抜き強さと破断ひずみを算出し

た． 

引き抜き強さ（N/mm2）＝最大試験力（N）/試験片断面積（mm2） 

破断ひずみ（%）＝最大ストローク（mm）/標線間距離（mm） 

試料数は 8 とした． 

５）適合性評価試験 

各メンブレンの臨床使用上の操作性を評価する目的で，模型を用いて適合性

の評価を行った．3 壁性骨欠損を有する下顎左側第二大臼歯の歯周病模型（x-444, 

ニッシン，京都，図２a）をもとに，各メンブレンを設置した画像を重ね合わせ

た際に位置補正ができるように，底面に 2 ヶ所，近心側面に 1 ヶ所，歯冠部頬側

遠心咬頭頂と舌側遠心咬頭頂にそれぞれ 1 ヶ所の計 5 ヶ所にランドマークを設

置したエポキシ製の骨欠損模型を，3D プリンター（EDEN260，Stratasys, MN, 

USA）で造形した（図２b，c，d）．次に，各メンブレンを GC メンブレンに付属

する試適膜（W-1）に合わせて成形し，作製した骨欠損模型に吸収性縫合糸(6-

0.VICRYL, ETHICON）を用いて設置した．メンブレンの縫合部位は歯頚部近心

隅角部とし，メンブレンのそれぞれの辺縁から 2.0 mm 離れた部位とした（図２

e，f)． 

次に，マイクロ Computed Tomography （CT）（R_mCT2，Rigaku，東京）を用

いて，撮影視野 10.0 x 10.0 mm,解像度 20 μm の条件で各メンブレンを設置した

骨欠損模型を撮影した．得られたマイクロ CT 画像を模型上のランドマークをも

とに重ね合わせ，欠損部遠心を起点（計測点 1）として，1.0 mm ずつ近心方向に

移動させた前頭断画像における模型上の骨頂に計測点（計測点 2－9）を設け（図

２g），各点からメンブレン内側面までの最短距離を測定した(図２h)．試料数は

3 とした．  
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３．層状メンブレン上における細胞挙動の検討 

１）細胞培養 

本実験には，マウス由来線維芽細胞 L-929 （Riken cell bank，埼玉），マウス由

来骨髄間葉系幹細胞（Riken cell bank；以下 mBMSC），ならびにヒト由来骨髄間

葉系幹細胞（以下 hBMSC）の計 3 種類の細胞を用いた． 

細胞の培養は，増殖培地として 10% ウシ胎仔血清（Japan Bioserum，広島），

1% ペニシリン・ストレプトマイシン（Sigma Aldrich，St. Louis，MO，USA）含

有の Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium（D-MEM，Wako）を用い，37℃，5%二

酸化炭素雰囲気下で行った．また，骨芽細胞分化誘導培地（Osteoblast 

differentiation medium；以下 OS）として，増殖培地に β-glycerophosphate（Sigma 

Aldrich，1.0 mol/L），dexamethason（Sigma Aldrich，1.0 x 10-6 mol/L），ascorbic acid

（Sigma Aldrich，5 mg/mL）を添加した培地を用いた．培地交換は 3 日に 1 度行

った． 

２）細胞増殖試験 

（１）SEM 観察 

各メンブレンを 10.0 x 10.0 mm に切り出し，LM-1 と LM-2 については外側面

と内側面のいずれかが上面になるようにして，12 well マイクロプレート（IWAKI，

東京）のウェル底面に固定した．各ウェルに 5.0 x 103 cells の L-929 を播種し，

1，3，7 または 12 日間培養後に各メンブレンを取り出して PBS で 2 回洗浄した

後，4%パラホルムアルデヒド水溶液に 24 時間浸漬して固定した．その後，PBS

で 5 分間ずつ 3 回洗浄し，30%から 100%の系列エタノール水溶液に各 15 分間

浸漬した後，100%エタノールで 1 時間の脱水処理を行った．さらに，2：1，1：

1，1：2，0：1 の割合に調製したエタノール/t-ブチルアルコール混合液に 15 分
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間ずつ浸漬した．その後，凍結乾燥装置（JFD-320，JEOL）を用いて試料を 6 時

間凍結乾燥し, 真空蒸着装置（SC-701，サンユー電子，東京)で金蒸着を施して，

SEM（JSM-6390）にて加速電圧 5 kV で観察した． 

（２）細胞数測定 

前述と同様にして各メンブレン上で L-929 または hBMSC を培養し，Cell 

counting Kit-8（同仁化学，熊本)を用いて細胞数を測定した．すなわち，細胞培

養後，メンブレンを PBSで 2回洗浄した後に 24 wellマイクロプレート（IWAKI）

に移し，水溶性テトラゾリウム塩（WST-8）溶液と増殖培地が 1：9 なるように

調製した混合液 1.0 mLを各ウェルに添加した．37℃下で 90 分間静置した後，マ

イクロプレートリーダー（ARVO MX，PerkinElmer，Waltham，MA，USA）を用

いて，450 nm での吸光度測定を行った．試料数は 4 とした． 

３）石灰化基質産生能評価 

各メンブレン上における間葉系幹細胞の骨系分化誘導効率を評価することを

目的として，メンブレン上で hBMSC または mBMSC を培養後，von Kossa 染色

を行い，石灰化基質の産生を評価した． 

各メンブレンを 10.0 x 10.0 mm に切り出し，LM-1 と LM-2 については外側面

と内側面のいずれかが上面になるようにして，12 well マイクロプレート（IWAKI）

のウェル底面に固定した．各ウェルに 2.0 x 104 cells の細胞を播種し，21 日間培

養後にメンブレンを取り出して PBS で洗浄した後，4%パラホルムアルデヒド水

溶液に 24 時間浸漬して固定した．次いで，各メンブレンを蒸留水で 2 回洗浄し，

5%硝酸銀水溶液(Sigma Aldrich）を加えて紫外線を 30 分間照射した．その後，

各メンブレンを蒸留水で 2 回洗浄し，5%チオ硫酸ナトリウム溶液（Wako）を加

えて 5 分間静置した．そして，流水で 5 分間洗浄した後，染色された石灰化基質

を実体顕微鏡（SMZ745T，Nikon）で観察した．試料数は 3 とした．  
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４. In vivo での組織再生能評価 

本実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認（動物実験承認番

号：動歯-26–021–0）のもと,大阪大学動物実験規程に則って実施した．オス 10

週齢の Sprague-Dawley ラット（日本クレア，東京)に，ジエチルエーテル(関東

化学，東京)による吸入麻酔下で，鎮静剤として抱水クロラール(ナラカイ，京都)

を腹腔内注射（400 mg/kg）した．ラットの鎮静を確認した後，頭頂部正中の上

皮を外科ハサミで切開した．次に，骨膜をディスポーザブルメス(No.15，フェザ

ー，大阪) で切開し，骨膜剥離子(YDM，東京)を用いて頭蓋骨を露出した．イ

ンプランター（S NE-81，京セラ，京都）に外径 5.0 mm のトレフィンバー（マイ

クロテック，東京)を装着し，生理食塩水の注水下で，497 rpm で頭蓋骨を切削

し，左右側に円形の骨欠損を形成した．直径 7.0 mm の円形に切り出した各メン

ブレンで骨欠損部を被覆し，吸収性縫合糸(6-0.VICRYL, ETHICON）で骨膜を，

さらに絹糸（4-0.ネスコスーチャー，アルフレッサファーマ，大阪）で上皮を縫

合した．骨欠損にメンブレンを適用せずに縫合閉鎖した試料を Sham とし，試料

数は 4 とした． 

１）マイクロ CT による観察と新生骨量の測定 

メンブレン適用から4または8週間後，ジエチルエーテル（Wako）の過剰吸引

にてラットを屠殺し，頭蓋骨を一塊として摘出した．摘出した試料を生理食塩水

で洗浄し, 4%パラホルムアルデヒド水溶液に24時間浸漬して固定した後，マイ

クロCT（R_mCT2，Rigaku）で撮影した．撮影条件は，撮影視野を20.0 x 20.0 mm,

解像度を40 μmとした．そして，3D画像解析ソフト(TRI/3D-BON，RATOK，東

京)を使用して，骨欠損部における新生骨の体積割合を計測した．すなわち，ウ

レタン樹脂にハイドロキシアパタイト（200～800 mg/cm3）を混合した円板状フ
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ァントム（直径5 mm，高さ1 mm）の撮影画像から，CT 値を骨密度（Bone Mineral 

Density；以下BMD）に変換する検量線を作成した．次に，この検量線を用いて，

撮影した各試料のマイクロCT画像において，直径5 mmの欠損部範囲内の組織の

BMDを求めた．そして，硬組織抽出のBMD閾値を設定し，2 値化処理を行い，

骨欠損部内における新生骨の占める割合を算出した．  

２）組織学的評価 

摘出した試料を 10 % EDTA（Wako）溶液に 30 日間浸漬して脱灰後，パラフ

ィン包埋し，前頭面方向に厚さ 9 μm の薄切切片を作製して,スライドガラス

（Superfrost，Matsunami，大阪）にマウントした．薄切切片をレモゾール (Wako) 

に 4 分間ずつ 2 回浸漬することでパラフィンを除去し，99%，90%，80%，70%

のエタノール水溶液にそれぞれ 3 分間浸漬した．その後，ヘマトキシリン溶液

（Wako）に 3 分間浸漬し，流水にて 10 分間水洗後，エオジン溶液（Wako）に 1

分間浸漬してヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行った．染色した試料は，

光学顕微鏡(ECLIPSE CI-L, Nikon)を用いて観察した.   

 

 

結果 

 

１．層状メンブレンの材料学的特性の評価 

１）表面構造観察 

各メンブレンの表面を SEM で観察した結果を図３に示す．Con は，両面が多

孔性であるが，LM-1 と LM-2 は，ともに外側面が充実性で密であり，内側面は

多孔性の構造を呈していた．ただし，LM-1 と LM-2 の内側面は，Con よりも疎
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な網目状であった．また，LM-2 の孔は LM-1 より全体的に小さく，よりきめ細

かい性状であった．  

図４に，各メンブレンの割断面の SEM 像を示す．LM-1，LM-2 はともに，疎

な内層と密な外層から構成されているが，両者ではそれぞれの厚みが異なって

いた．すなわち，LM-1 は外層と内層の厚みの比率がおおよそ 1：3 であったが，

LM-2 は外層が厚く，外層と内層の比率がおおよそ 3：1 であった．一方，Con は，

LM-1，LM-2 の内層よりも密で外層よりも疎な単層で構成されていた． 

各メンブレン表面のレーザー顕微鏡による三次元観察画像を図５に示す． 

LM-1 と LM-2 の外側面は，均等で小さな隆起が全体的に見られた Con よりも

平坦で隆起が少なかった．逆に内側面は，大小さまざまな隆起が認められ，Con

よりも凹凸が大きかった．LM-1 と LM-2 の比較では，内側面の凹凸が LM-1 で

より大きかった． 

表面粗さの測定結果を図６に示す．LM-1 と LM-2 の内側面の Ra 値は，それ

ぞれ 3.84 ± 0.54 μm と 3.12 ± 0.40 μm であり，Con と比較して有意に大きかった．

一方，LM-1 と LM-2 の外側面の表面粗さは，それぞれ 0.32 ± 0.07 μm と 0.42 ± 

0.17 μm であり, Con よりも有意に小さかった．内外側面それぞれにおいて，LM-

1 と LM-2 の間には有意差は認められなかった． 

２）接触角測定 

各メンブレンのPBSに対する接触角を図７に示す．Conの接触角は91.9 ± 6.3°

であったが，LM-1 内側面は 117.5 ± 4.6°，LM-2 の内側面は 107.5 ± 1.5°と，い

ずれも Con よりも有意に大きかった．LM-1 と LM-2 の外側面では，Con との間

に有意差は認められなかった． 
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３）寸法安定性試験 

各メンブレンを PBS に浸漬した場合の寸法変化を図８に示す．浸漬 1 日後，

辺縁の長さは，Con では 8.96 ± 0.23 mm，LM-1 で 7.92 ± 0.13 mm，LM-2 で 8.24 

± 0.12 mm となり，いずれのメンブレンにおいても減少した．しかし，その後 21

日まで変化は認められなかった（図８A）.一方，厚みについては，いずれのメ

ンブレンも PBS 浸漬 1 日後に平均値で 60～80 μm 増加した．その後，Con では

21 日まで増加傾向を示したのに対し，LM-1 と LM-2 では，3 日後から減少し， 

7 日目以降は一定の厚みを示した（図８B）．また，LM-1 と LM-2 の寸法変化に

ついては，観察期間中に有意差は認められなかった． 

４）機械的性質の検討 

（１）引張り試験 

図９に引張り強さと破断ひずみを示す．引張り強さは，Con で 3.88 ± 0.34 

N/mm2，LM-1 で 0.33 ± 0.05 N/mm2，LM-2 で 0.29 ± 0.17 N/mm2であった（図９

A）．破断ひずみは，コントロールで 44.43 ± 4.27%，LM-1 で 11.88 ± 1.22%，LM-

2 で 9.51 ± 2.07%であり（図９B），LM-1 と LM-2 は，引張り強さ，破断ひずみと

もに Con と比較して有意に低い値を示した．LM-1 と LM-2 間では，引張り強

さ，破断ひずみともに有意差は認められなかった． 

（２）縫合糸引き抜き試験 

縫合糸引き抜き試験の結果を図１０に示す．引き抜き強さは，Con で 1.85 ± 

0.32 N/mm2，LM-1 で 1.22 ± 0.07 N/mm2，LM-2 で 0.88 ± 0.07 N/mm2と，LM-1 と

LM-2 は Con より有意に低い値を示した（図１０Ａ）．一方，破断ひずみに関し

ては，Con，LM-1，LM-2 間で有意差は認められなかった（図１０Ｂ）． 
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５）適合性評価試験 

代表的なマイクロ CT 画像（計測点８と９における画像）を図１１Ａに，各計

測点でのメンブレン内面までの距離を図１１Ｂに示す．計測点 1 を除くすべて

の計測点において， LM-1 と LM-2 では Con と比較して距離が有意に小さく，

メンブレンと骨頂との間隙が小さいことが分かった．また，LM-1 と LM-2 の間

では，いずれの計測点においても有意差は認められなかった． 

 

２．層状メンブレン上における細胞挙動の検討 

１）SEM 観察 

L-929 を Con 上で培養した場合の SEM 像を図１２に，LM-1 内外側面または

LM-2 内外側面で培養した場合の SEM 像を図１３，１４に示す．培養 1 および

3 日後では，各試料間で，細胞の接着，伸展状態に違いは見られなかった．しか

し，培養 7 日後では，LM-1 内側面で，他の試料よりも多くの細胞が接着し，伸

展している様子が認められた．培養 12 日後には，LM-1 内外側面と LM-2 内側面

でさらに多くの細胞の接着と伸展が観察されたが，LM-2 外側面に接着した細胞

は少なく，また形態も球状で伸展が見られなかった． 

一方，細胞培養によってメンブレンの表面構造にも変化が認められた．Con

は，培養 1 日後には，培養前と比較して疎な構造になり，それ以降も変化が進行

する様子が見られた．LM-1 については，培養期間中，内側面にはとくに変化は

見られなかったが，外側面は，培養 12 日後に疎な状態となった．これに対して，

LM-2 では，内外側面とも，培養期間中，表面構造の変化は見られなかった． 

２）細胞数測定 

各メンブレン上での L-929の細胞増殖をWST-8アッセイにより検討した結果，

培養 1 および 3 日後では各試料間に有意差は認められなかった（図１５）．しか
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し，培養 7 日後には，LM-1 内側面で他の試料に比べて細胞数が有意に多くなり，

培養 12 日後には，LM-1 と LM-2 の内側面，および LM-1 外側面では，LM-2 外

側面や Con と比較して細胞数が有意に多くなった（図１５）． 

各メンブレン上で hBMSC を培養した場合は，1 から 7 日後まで各試料間に有

意差は認められなかったが，培養 12 日後には，L-929 細胞の場合と同様に，LM-

1 と LM-2 の内側面，および LM-1 の外側面では，LM-2 外側面や Con よりも有

意に細胞数が多い結果となった（図１６）．また，培養 12 日後の細胞数は，LM-

2 外側面では Con よりも有意に少なかった． 

３）石灰化基質産生能評価 

各メンブレン上で hBMSC または mBMSC を骨系分化誘導培養し，von Kossa

染色を施した結果を図１７と図１８に示す．いずれの細胞でも，LM-1 と LM-2

の内側面では，LM-2 外側面や Con よりも多くの石灰化基質の沈着が認められた. 

また，いずれの細胞の場合も，LM-1 の外側面は，内側面と同様の染色程度を示

した． 

 

３．In vivo での組織再生能評価 

１）マイクロ CT による観察と新生骨量の測定 

メンブレン適用 4 および 8 週間後のマイクロ CT 画像の代表例を図１９に示

す．4 週間後，sham では骨欠損部辺縁にわずかに骨の新生が認められたが，メ

ンブレンを適用した群においては，骨欠損部辺縁から中心部にかけて新生骨が

形成されている様子が観察された．また，LM-1，LM-2 では Con よりも多くの

骨が形成される傾向にあった．8 週間後になると，sham でも新生骨が観察され

たが，メンブレンを適用した群では 4 週間後よりもさらに多くの骨新生が認め

られた．とくに，LM-1 と LM-2 では，Con よりも骨新生が明瞭で、欠損部全体
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が骨で覆われている様子が観察された．  

得られたマイクロ CT 画像から新生骨量の体積割合を算出した結果を図２０

に示す．4 週間後における新生骨量の割合は，メンブレンを適用した群では，sham

と比較して有意に大きかった．しかし，Con と LM-1 または LM-2 の間に有意な

差は認められなかった（図２０Ａ）．8 週間後も，メンブレンを適用した群では，

sham と比較して新生骨の体積割合が有意に大きかったが，LM-1 と LM-2 では，

Con よりも有意に体積割合が大きい結果となった．ただし，LM-1 と LM-2 の間

では，新生骨量に有意差は認められなかった（図２０Ｂ）． 

２）組織学的評価 

メンブレンで骨欠損を被覆後 4 週間経過時の HE 染色像（弱拡大像と強拡大

像）を図２１，２２に示す．いずれのメンブレンにおいても，メンブレン内側面

と再生組織の緊密な接合が観察され，メンブレン直下に新生骨の形成が認めら

れた（図２１)．また，Con では外側と内側の両方からメンブレン内部に多数の

細胞が侵入していた．LM-1 においては，内側面では，メンブレン内層に向けて

結合組織の侵入が認められ，外側面では部分的に結合組織が侵入している様子

が観察された（図２２）．一方，LM-2 においては，LM-1 と同様に，内側面でメ

ンブレン内層に向けて結合組織が侵入している様子が見られたが，外側面では，

表層に細胞の接着が見られるのみで，メンブレン内部への結合組織の侵入は観

察されなかった（図２２）． 

メンブレン適用 8 週間後の HE 染色像（弱拡大像と強拡大像）を図２３，２４

に示す．LM-1 と LM-2 においては，4 週間後と比較して，欠損部に形成された

新生骨が垂直的な厚みを増している状態が観察された（図２３）．Con において

は，結合組織のみならず，新生骨も外側からメンブレン内部に侵入していた（図

２４）．また，LM-1 では，外層と内層へ結合組織が侵入しており，メンブレンが
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全体的に吸収崩壊していた（図２４）．一方，LM-2 においては，内側面では結合

組織がメンブレン内部に向けて侵入していたが，外側面においては，表面に一層

の細胞群が付着している様子が認められるものの，メンブレン内部への組織の

侵入は見られなかった．  

 

 

考察 

 

本研究では，GTR 法の臨床成績向上に寄与できる新規メンブレンの開発を目

指して，内外側面で異なる表面性状を有する二層性の PLGA メンブレンを試作

し，その有用性を in vitro および in vivo にて評価した．PLGA 溶液を二段階のプ

ロセスで凍結させ，凍結乾燥処理後に加圧することで，密な層（外層）と網目状

の疎な層（内層）からなる二層性メンブレンの作製が可能であった．この作製法

では， PLGA 溶液を急速に冷却・凍結させると，溶媒である 1,4 ジオキサンが

小さな結晶を形成し，逆に緩徐に凍結すると，結晶が大きくなる性質を利用して

いる．すなわち，最初に PLGA 溶液の一部を急速に冷却することで形成された

小さな 1,4 ジオキサン結晶を有する部分が，凍結乾燥処理することで密な層とな

り，緩徐な冷却で形成された大きな結晶を有する部分が疎な層となり，最終的に

異なる二層の構造が得られるというメカニズムである．さらに，ステンレス板で

の初期冷却温度を-30℃と-80℃に変化させ，急速に凍結する PLGA 溶液量を調節

すると，密な外層の厚みを変化させることが可能であり，外層が比較的薄い LM-

1 と，外層の厚い LM-2 の二種のメンブレンの試作に成功した．結晶粒径の異な

る 1,4 ジオキサンを内包した PLGA 溶液を凍結乾燥処理することで，同一の溶

液から異なる密度を持つ PLGA の層を作製する本法は，単純なプロセスでメン
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ブレンの構造制御が可能であり，汎用性が高い点でも非常に有益な作製法であ

ると言える． 

 

１．層状メンブレンの材料学的特性の評価 

得られた二種の試作メンブレンの構造を，まずSEMによる形態観察により評

価した．表面観察の結果，LM-1，LM-2ともに，内側面が疎な多孔性で，外側面

が密な構造をしていることが確認できた，LM-2の内側面においては，LM-1内側

面と比較して，より小さな気孔が形成されており，LM-2作製時の初期冷却時の

PLGA溶液の温度低下が，後に続く真鍮板を用いた凍結過程にも影響を与えたも

のと考えられた．しかし，レーザー顕微鏡を用いて表面粗さを測定したところ，

この気孔の大きさの違いは，Ra値に有意差を与えるものではなかった．また， 

LM-1とLM-2の内側面のRa値は，インプラントにおいて良好な骨反応が得られる

とされている1～2 μm46)より若干大きな値であるものの，平均で0.3～0.4 μmであ

る外側面とは10倍近い差があり，設計通りの二層性構造の付与がなされたこと

が確認できた． 

各メンブレンのPBSに対する接触角を測定したところ，LM-1，LM-2の内側面

は，コントロールやLM-1外側面，LM-2外側面と比較して有意に大きくなった．

一般的に，粗面の濡れ性は，θwを粗面上での接触角，θを同一材料平面で

の接触角とした場合に，以下のWenzelの式 47)で表せる .  

cos θw＝ r cos θ 

ここで，r は平面に対する粗面の面積比（r ≧ 1）を表し，表面が粗いほど面

積比 r は増大する．Wenzel の式では，θ < 90°の場合に θw < θ となり，

θ > 90°では θw > θ となることを示している．つまり，表面粗さが増加

するにつれて，親水性表面では接触角が小さくなり，疎水性表面では接
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触角が増大する．試作メンブレンも Con もすべて PLGA を素材とし，

疎水性を示すことから，表面粗さの小さい Con や LM-1，LM-2 外側面に

比べて，粗な表面である LM-1，LM-2 内側面の接触角が有意に大きくなった

ことは妥当な結果であると言える．  

生分解性材料は，生体内において，酵素 48)や細胞の活性 49)により加水分解が

促進されることが分かっている．また，PLGA の加水分解率は，ポリマーの分子

量や形態によって変化することが分かっている 50,51)．PBS に浸漬する寸法安定

性試験では，材料が吸収しない環境下，つまり酵素や細胞の活性による加水分解

の影響を受けない条件下における試作メンブレンの安定性を評価した．その結

果，Con，LM-1，LM-2 のいずれのメンブレンも浸漬 24 時間で辺縁の長さが減

少し，厚みが増加するものの，その後は寸法が安定することが分かった．PLGA

は水中でわずかに膨張することが知られており，さらに，Chantal ら 52)は，PLGA

多孔質体では，その構造内に水分が侵入することで，さらなる膨張が引き起こさ

れると報告している．本実験において，Con も含めたすべての PLGA メンブレ

ンの厚みが増加したことは，上述した水分の影響によるものと考えられた．また，

試作メンブレンの辺縁の長さが Con よりもやや大きく減少したのは，凍結乾燥

により得られたスポンジ状の PLGA を圧縮した際に，材料内に伸展方向に向け

た内部応力が発生し，水中浸漬でその残留応力の一部が開放され，圧縮以前の形

態に戻ろうとする力が働いたためと考えられる．以上のように，Con とは挙動の

違いはあるものの，試作メンブレンは湿潤環境において Con と同様に安定した

材料であることが分かった．  

GTR 用メンブレンは，骨欠損の形態に応じて適当な大きさに切り出して欠損

部分に置き，縫合糸を通して歯に固定する．したがって，これら一連の操作に適

した材料特性を備えていることが重要となる．まず，引張り試験と縫合糸引き抜
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き試験においては，試作メンブレンの引張り強さと引き抜き強さが Con よりも

有意に小さいことが分かった．しかし，縫合糸引き抜き試験における破断ひずみ

の結果は Con と差がなかったことから，試作メンブレンは，引きちぎろうとす

る力には弱いものの，縫合の際には Con と同様に伸びやすい性質であることが

確認された．そこで，臨床的な操作性をより具体的に評価できる適合性評価試験

を考案し，実施した．基本的に，術者の感覚に依存する“臨床における使いやす

さ”を数値化することは難しく，適切な評価法は今のところ存在しない．メンブ

レンの操作性が良いということは，意図する形態を付与しやすく，また，設置し

た位置でその形態を維持できるということに他ならない．そこで本研究では，骨

欠損模型とマイクロ CT による撮影を利用し，骨欠損辺縁部に設置したメンブレ

ンと模型間の距離を複数個所で測定し，メンブレンの適合性の定量的評価を行

った．その結果，9 つの計測点のすべてにおいて，試作メンブレンでは，Con と

比較してメンブレン-模型間距離が有意に短いという結果が得られた．本実験で

は，縫合による引張り力が負荷されない部位を測定点として選んでいるため，試

作メンブレンが本来有する適合性を判定できる．メンブレンと模型間の間隙が

小さいことは，より確実な辺縁封鎖が可能となることに繋がり，試作メンブレン

が臨床的な操作性にすぐれていることを意味している．ただし，疎水性の樹脂製

模型を使用する本実験では、歯槽骨が湿潤した環境を設定できないため、実際の

湿潤環境下でのメンブレンの使用状態を再現できていない．より厳密にメンブ

レンの操作性を判定するためには、評価方法のさらなる改善が必要である． 

以上の結果から，試作メンブレンは，Con に劣るものの，実際の縫合糸による

牽引力に耐えることが可能であり，また，GTR 用メンブレンに必要とされる歯

根周囲を被覆できる伸展性 53)，ならびにすぐれた辺縁封鎖性をもたらす適合性

を備えており，十分臨床使用可能な材料であることが明らかとなった． 
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２．層状メンブレン上における細胞挙動の検討 

 メンブレン表面で L-929 または hBMSC を培養したところ，いずれの細胞にお

いても，培養 1 日後と 3 日後では，各メンブレン間でその接着と増殖に有意差

は認められなかった．しかし，いずれの細胞の場合でも，培養 12 日後には，LM-

1 と LM-2 の内側面で，Con や LM-2 外側面より有意に細胞数が多い結果となっ

た．ただし，LM-1 と LM-2 の外側面では，培養 12 日後の細胞増殖の状態が異な

り，LM-1 外側面では，LM-1，LM-2 の内側面と同様に増殖が促進され，LM-2 外

側面では逆に増殖が抑制された．Huang54)らは，細胞接着と増殖に限界のあるポ

リビニルアルコールで表面構造が異なる 2 種類のメンブレンを作製し，さらに，

生体活性作用の向上のために細胞外マトリックスの一種であるコラーゲン由来

の天然ポリマーであるゼラチンを添加した場合で，試料上での線維芽細胞の増

殖を比較している．それによると，ゼラチン添加の有無に関わらず，培養 1 日後

と 3 日後では，三次元的に疎な構造を有するメンブレンと密な構造を持つメン

ブレンの間に有意差は見られなかったとしている．また，Deepika Gupta55)らも，

Huang ら 54)が作製した試料と同じものを作製し，その上で，ラット由来のシュ

ワン細胞を培養したところ，培養 3 日後までは，三次元的に疎な構造を有する

メンブレンと密な構造を持つメンブレンの間で細胞増殖に有意差は見られなか

ったと報告している．本研究の結果も同様であり，高分子系メンブレンにおいて

は，細胞の初期接着には疎か密かといった表面性状は影響をもたらさないもの

と考えられた． 

一方，前述の Deepika Gupta55)らの実験では，培養 6 日後以降から，ゼラチン

を添加したグループにおいて，疎な構造のメンブレンは密な構造のものより有

意に細胞増殖が促進されたと報告しており，今回の実験の結果を支持する内容
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となっている．また，Jahani ら 56)は，三次元的に疎な構造と密な構造を持つンブ

レンでラット由来の間葉系幹細胞を 5 日間培養した結果，疎な構造のメンブレ

ンで細胞増殖が促進したことを示し，その理由について，表面の疎な網目状構造

と内部のポアの多さが細胞の接着と増殖に有利であったためと述べている．さ

らに Stachewicz ら 36)は，マウスの骨芽細胞を表面構造の異なる PLGA メンブレ

ン上で 4 日間培養し，FIB-SEM で観察した結果，表面性状の違いによって細胞

が増殖していく方向が異なることを報告している．すなわち，三次元的に疎な構

造では，細胞が内部に伸展増殖することができるが，密な構造だと，細胞は内部

へ進入することができないためメンブレン表層でとどまると述べている．今回

の実験で，培養 12 日後に LM-1 と LM-2 の外側面で細胞増殖において異なる傾

向が見られ，LM-1 の外側面では内側面と同様の増殖促進効果が認められたこと

も，この理論で説明が可能である．LM-1 上で L-929 を培養した試料の SEM 像

から，本来密な性状をしている外側面が，培養 12 日後には疎な構造を呈してい

た．LM-1 は LM-2 と比較して外層が薄いため，細胞培養によって外層が加水分

解されて消失し，内層の疎な構造が露出したものと考えられる．これに対して，

LM-2 は厚い外層を有しているため，一部は LM-1 と同様に加水分解されても内

層には及ばず，表面構造が密な状態で維持されたので，細胞の増殖が抑制された

のであろう．なお，細胞培養が進むにつれて Con の表面がより疎な構造になり

孔が大きくなったにもかかわらず，細胞増殖が LM-1，LM-2 内側面または LM-

1 の外側面のように促進されなかったことには，Con の厚みが関係しているもの

と思われる．Con は培養前の厚みが試作メンブレンの約半分であり，細胞培養に

よって加水分解が生じると，全体の厚みが大きく減少する．そのため，LM-1 と

LM-2 内側面のような疎な状態となっても，三次元的にメンブレン内部に細胞が



25 

 

増殖進入していくだけの厚みがなく，LM-1 と LM-2 内側面と同様の細胞増殖促

進効果は得られなかったのであろう． 

 次に，各メンブレン上で骨髄間葉系幹細胞を培養し，石灰化基質の産生を評

価したところ，hBMSC と mBMSC のいずれでも，LM-1 と LM-2 の内側面およ

び LM-1 の外側面では，LM-2 外側面や Con よりも多くの石灰化基質の沈着が

見られた．Sonomoto57)らは，ヒト由来の骨髄間葉系幹細胞を，PLGA で作製し

た疎な網目状構造のスキャホールドとプラスチック製の平坦なスキャホールド

で 28 日間培養して von Kossa 染色を行った結果，疎な網目状構造の方が石灰化

基質産生が多かったことを示している．また，培養７日後に real-time PCR で遺

伝子発現を調べたところ，疎な網目状構造のスキャホールドの方が，平坦なも

のに比べ，骨芽細胞の分化に必須の転写因子である Runx2（runt-related gene 

2）の発現が多い傾向にあったと報告している．したがって，試作メンブレン

は，細胞増殖だけでなく，細胞の分化にも有利に働き，石灰化基質産生を促進

した可能性が考えられる． 

以上の細胞培養実験より，LM-1，LM-2 は，網目状の疎な表面性状の内側面

で細胞の増殖が促進され，また，間葉系幹細胞の分化を促して基質産生能を高

めることが分かった．ただし，外層の薄い LM-1 では，加水分解によって外側

面も疎な性状となるため，細胞挙動の制御という点では LM-2 の方が有利であ

ることが示唆された．  

 

３．In vivo での組織再生能評価 

ラット骨欠損モデルに対して試作メンブレンを適用し，マイクロ CT 撮影を行

った結果，8 週間後では，LM-1 と LM-2 の間に差は認められないものの，とも

に Con と比較して有意に新生骨量が多いことが分かった．さらに，HE 染色によ
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る組織学的評価から，LM-1 と LM-2 では，4 週間後の HE 染色像と比較して新

生骨が垂直的に厚みを増していることが観察され，試作メンブレンが Con より

も組織再生に有利な材料であることが確認された． 

LM-1 と LM-2 を比較すると，まず内側面では，いずれも 4 週間後に Con より

も多くの結合組織の侵入が生じていることが観察され，8 週間後にはさらに多く

の結合組織が侵入して，内層を構成するポリマーと混在する状態となっていた．

骨再生における理想的なスキャホールドは，細胞の分化や増殖の場として，天然

の骨の細胞外マトリックスの構造，つまり三次元的な網目状構造を模倣してい

ることが重要であると言われており 58,59)，試作メンブレンの内側面の網目状の

表面性状はこの理論に適った形態であると言える．一方，外側面については，

LM-1 では，内側面と同様に結合組織の侵入が生じて内外層は全体的に崩壊して

いたが，LM-2 では，結合組織の侵入は見られず，二層構造の形態が維持されて

いた．これらの結果は，細胞増殖試験で観察された細胞挙動とメンブレンの性状

を如実に反映している．Stachewicz ら 36)は，PLGA ナノファイバーを整列させた

メンブレンと不規則に編み込んだメンブレンを作製し，それらの上で骨芽細胞

を培養する実験を行い，細胞の侵入状態を比較している．その結果，不規則なナ

ノファイバー上では，骨芽細胞がファイバー間に侵入してメンブレン内部に向

けて増殖したが，ファイバーを整列させたメンブレンでは細胞が侵入できる空

隙が存在しなかったため，メンブレン内部への細胞の侵入が阻害されたと報告

している．また，Hoornaert ら 60)は，フィルム状の密な表面性状をもつ PLGA メ

ンブレンをラット頭蓋骨骨欠損モデルに適用した場合，上皮組織のメンブレン

内部への侵入が起きなかったという結果を示している．本研究の結果と照らし

合わせると，適用 8 週間後においても LM-2 外層が一部残存したことにより，密
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な外側面で細胞の増殖が抑制され，さらに細胞が侵入するための空隙も形成さ

れなかったため，外層への組織の侵入が起こらなかったものと考えられた． 

以上のことから，LM-2 では，in vitro で確認された細胞挙動を制御する機能が

in vivo でも長期間にわたり発揮され，外側面では細胞増殖に対して抑制的に働

きながら上皮組織の侵入を阻害することができ，内側面では組織再生を担う細

胞の増殖や骨系分化が促進されて，骨組織の再生が促されることが示された． 

   

本研究における材料学的特性の評価から，試作メンブレンがすぐれた適合性

を有し，GTR 法における歯頚部での辺縁封鎖を改善できる可能性のあることが

明らかとなった．また，in vitro での細胞培養実験から，試作メンブレンの内外

側面では細胞の増殖特性が異なり，二層性にすることで細胞挙動を制御できる

ことが示され，さらに in vivo での実験で，試作メンブレンの細胞挙動制御能に

基づく組織再生の観点での有用性が確認された．とくに，密な外層が厚い LM-2

においては，8 週間経過後もメンブレンはある程度その形態を維持するため外側

面からメンブレン内部への組織侵入は認められず，また内側面では，新生骨の再

生が促進されたことが示された．よって，今回試作した，内外側で異なる表面性

状を有する二層性の PLGA メンブレン，とりわけ LM-2 を応用することで，GTR

法において，歯肉上皮の侵入を抑制すると同時に，歯周組織再生に寄与する細胞

を効果的に誘導できるものと期待される． 

今後，試作メンブレンの実用化に向けて，大型の動物での歯周病モデルでの使

用試験を実施し，その有用性を評価していく必要があると考えている．また，湿

潤下での操作性や，生体内における物性の変化と吸収性等をより詳細に検討し，

臨床応用を目指したい．その一方で，孔のサイズと表面粗さが大きい LM-1 の方

が細胞増殖促進の点では有利な傾向が認められたことから，理想的な孔サイズ
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と表面性状が得られるようにメンブレンの製造法を改良するとともに，機械的

強度を増大させる工夫も必要である．さらに，本研究で創出した，PLGA の表面

構造を変化させて細胞挙動や組織再生を制御する技術は，GBR 用メンブレンは

もとより，組織工学用のスキャフォールド等，さまざまな再生用材料への応用が

可能であると考えられ，本技術を用いて幅広く材料開発を展開したいと考えて

いる． 

 

 

結論 

 

本研究において，内外側面で異なる表面性状を有する二層性の PLGA メンブ

レンを作製することに成功した．この層状 PLGA メンブレンは，臨床使用可能

な材料学的特性を有し，組織再生を担う細胞の挙動制御と実際の動物実験にお

ける組織再生に有利であることが明らかとなり，歯周組織再生を効率よく誘導

する新規の生分解性材料として有用である可能性が示された． 
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10秒間により底部からPLGA溶液を凍結

ステンレス板（-80℃）

全てのPLGA溶液を凍結

2.7 wt% PLGA溶液

真鍮板（-80℃）

注入口を閉鎖

テフロン製蓋

テフロン製枠

4.5 mm

300 kgf/cm2で15 秒間加圧

LM-1 LM-2

図１ 層構造を有するPLGAメンブレンの作製法
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ステンレス板（-30℃）
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3Dプリンターで造形

a: 歯周病患者説明用模型（下顎左側第二大臼歯）

c, d: ランドマークの位置（○）

2 mm

2 mm
縫合点

e, f :   吸収性縫合糸でメンブレンを模型に固定

図２ 適合性評価試験の概要

a b

c

d

e f

マイクロCT撮影

g:   計測点（1－9）

・1

・
・ ・ ・

・ ・ ・ ・

68 4
2

3 57
9 

（起点）

g

b: 3Dプリンターで造形した骨欠損モデル

h:  メンブレン内面までの距離の計測方法（摸式図）

：測定距離

・ ：計測点から最短距離のメンブレン内側面における接点

・

・

h
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LM-2（内側）

図 ３ 各メンブレンのSEM観察像（表面）

Con

30 μm

LM-1（外側）

30 μm

LM-1（内側）

30 μm

LM–2（外側）

30 μm 30 μm
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図４ 各メンブレンのSEM観察像（断面）

*はメンブレン表面を示す．
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*

* 200 μm

*

LM-1

外層

内層

200 μm

*

LM-2

外層

内層

200 μm

*

39

*

*



図５ 各メンブレン表面のレーザー顕微鏡による三次元観察画像

LM-2（内側）

Con

LM-1（外側） LM-1（内側）

LM-2（外側）
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a, b, c : 異なる文字間に有意差を認める (One way ANOVA, Dunnet Test; p < 0.05, n = 7）.
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c

b
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内側 内側外側 外側Con

LM-1 LM-2

図６ 各メンブレンの表面粗さ(Ra値)
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a, b : 異なる文字間に有意差を認める（One way ANOVA, Tukey’s HSD Test; p < 0.05, n = 5）.
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図７ 各メンブレンのPBSに対する接触角
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図８ PBS浸漬による各メンブレンの寸法変化
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図９ 引張り試験の結果

A：引張り強さ

B：破断ひずみ
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* 有意差を認める（One way ANOVA, Tukey’s  HSD Test; p < 0.05, n = 14）．
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図１０ 縫合糸引き抜き試験の結果
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* 有意差を認める（One way ANOVA, Tukey’s  HSD Test; p < 0.05, n = 8）．



図１１ 適合性評価試験の結果

A :計測点8, 9でのマイクロCT画像

B :各計測点におけるメンブレンまでの距離

* 有意差を認める（One way ANOVA, Dunnett T3 Test ;* p < 0.05 , n = 3）．
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図１２ Con上で培養したL-929のSEM像
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100 μm

図１３ LM-1内外側面で培養したL-929のSEM像

LM-1（内側） LM-1（外側）

１日後

3日後

7日後

12日後
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図１４ LM-2内外側面で培養したL-929のSEM像

１日後

3日後

7日後

12日後
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* 有意差を認める（One way ANOVA, Tukey’s HSD Test; p < 0.05, n = 4） ．

図１５ 各メンブレン上でL-929を培養した場合の細胞増殖(WST-8アッセイの結果）
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* 有意差を認める（One way ANOVA, Tukey’s HSD Test; p < 0.05, n = 4） ．

図１６ 各メンブレン上でhBMSCを培養した場合の細胞増殖(WST-8アッセイの結果）
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図１７ 各メンブレン上におけるhBMSCによる石灰化基質産生
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図１８ 各メンブレン上におけるmBMSCによる石灰化基質産生



Sham : メンブレンを設置せず

図１９ 各メンブレン適用4および8週間後のマイクロCT画像
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a, b, c : 異なる文字間に有意差を認める(One way ANOVA, Dunnett Test; p < 0.05, n = 4).

図２０ 欠損部を占める新生骨量の体積割合

A：4週間後

B：8週間後
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St = soft tissue，m = membrane，nb = new bone
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図２１ メンブレン適用4週間後のHE染色像（弱拡大）
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図２２ メンブレン適用4週間後のHE染色像（強拡大）
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図２３ メンブレン適用8週間後のHE染色像（弱拡大）
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図２４ メンブレン適用8週間後のHE染色像（強拡大）
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