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金沢大学医学部整形外科学 講座 ( 主 任: 宮 田勝郎教授)

伊 藤 貴 夫

( 平成 4 年 8 月19 日受付)

四肢 ･ 体幹の 大きな 骨欠損の 再建に 対 し て
, 欧米 で は凍結処理 同種骨 を 剛 ､た 再建 が多く の 施設で 行わ れて い る ･ しか

し
,
我 が 国で は無菌 的に 同種骨を 大量入 手す る こ と が非常 に 困難で あ るた め

, 感染 が 危供 され る切断肢 な どか らの 骨供給を考

ぇね ばな らず,
ニ の よ う な 移植骨材 に お い て は

, 適 切な滅 菌処理 が必要 で ある ･ 滅 菌を 施 した 同種骨 の 臨床 応用が 可 能で あれ

ば , 無菌的 に 骨採取が 必要な凍結 処理 同種骨に 代わ る移植骨材と して
,
大量の 同 種骨の 供 給が 可 能 に な る と 思わ れ る ･ さ ら

iこ , 凍結処理 同種骨移植の 重大な 合併症 で あ る移植後感染の 発生も滅菌処理 に よ っ て 防 ぐ こ と が 可 能 で あ る と 考 え る ■ そ こ

で
, 著者 は滅菌 処 理 同種骨 の 移植抗原性 や骨形成能 に つ い て凍結処 理 同種骨 と比較検討 し

,
こ れ ら の 移植骨 と して の 有用性を

探 る目 的で 以下の 実験を行 っ た ･ ま ず】
W is t a r 系 ラ ッ トの 大腿骨骨 幹部を 剛

､ て
∫

- 8 0 ℃凍結 処理 骨 ,
オ ー ト ク レ ー ブ 処理 骨

(1 3 5 ℃
】
1 0 分)

,

エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 骨 を作成 し た ･
こ れ ら処理 骨 の 移植 抗原性に つ い て ほ 皮膚脱落試験 に よ っ て 検討

した . 移植実験 で ほ
, 各処埋骨 を S D 系 ラ ッ ト の 大腿骨骨幹部に 作 成 した骨欠損部 に 移植 した ･ さ ら に

, 化学 的操作 を加 えた

脱灰 凍結乾燥 同種骨 ( a u t ol y z e d a n ti g e n
.

e x t r a ct e d a1l o g e n ei c b o n e) を各滅菌処 理 同種骨の 周 掛 こ移植 した群も作成 した ･ こ の

5 群に 対 して
, 各処埋骨 が母 床 と骨癒合 して い く過程 を Ⅹ線像 ∴組織像 ,

微小血 管造影像 , 移植骨 内 へ の 血 管侵入 率に よ っ て

経時的に 観察 した . 皮膚脱落試験 の 結果 , 滅菌処理 骨の 抗原性 は凍結処理 骨の 抗原性 と 同程 度ま で 低下 して い る こ とが 示 され

た . 骨癒合 に 関 して , Ⅹ 線像 で 凍結 処理 骨 で は 移植後 8 週目 に
, 滅菌処理骨で は 各 々 移植後1 2 週目 に 骨癒 合が み られ た ･ 凍結

処 理骨 の 着床過程 で ほ , 移植骨 周 囲の 線維性結合織に 軟骨や 新生骨 が 誘導 され , 移植骨 へ の 血 管侵入 と 共に 移植骨 へ の 新生骨

の 添加や 侵 入 が認 め られ た こ とか ら
,
凍結処理 骨 は骨諌導能 と骨伝導能を 有す る こ と が示 され た ･ こ れ に 対 して , 滅 菌処理 骨

の 着床過 掛 こお い て は
1 凍結処理 骨の 場合と 異な っ て移植骨 間 掛 こ骨誘導は 認め られ ず】 移植骨 へ の 血 管侵入 と共に 移植骨 へ

の 新生骨の 侵入 が 認め られ た こ とか ら , 滅菌処理 骨の 着床 に ほ主 に 骨伝導が 作用 して い るもの と 考え られ た ･ また
∫ 移植骨 へ

の 血 管侵入 率( 母 床の 血 管密度に対す る移植骨の 血 管密度の 比) に お い て は , どの 時期に お い て も滅菌処 理 骨ほ凍結処理 骨よ り

も血管侵入 率 が低か っ た .
こ の 原因と し て は

,
骨伝導能 しか 有 しな い 滅菌処理 骨 で ほ

, 凍結処理 骨の よ うな 骨誘導能 に よ る骨

伝導の 促進 効果が得 られ なか っ た た め と考 え られ た ･

一 九 滅菌処 理 骨に 化学 的操作 を加 え た 脱択凍結乾燥同種骨を 移植 した

群で ほ 処理 骨周 囲の 骨誘導能 が高め られ
】

結果的に 化学 的操作 を加 えた 脱灰 凍結乾燥 同種骨非移植 群に 比 べ
, 骨癒合や 移植骨

へ の 血 管侵入 が 促進 され て い た ･ 以上 か ら滅菌処理 骨の 着床 ほ凍結処理骨よ りも遅延が み られ るも の の
, 阻織学的 に ほ 十分な

骨癒合が 認め られ . さ らに 移植骨 へ の 血 管侵入 や 新生骨に よ る移植骨 の 再置換が 徐 々 に 起 こ る こ と が 示 され た ･
こ の こ と ほ

▲

塊状移植骨材 と して 滅菌処理 骨が 十分に 臨床応用 で き る こ とを 示 唆す るもの で ある ･ また
, 滅菌処 理 骨周 囲 に 骨 誘導物質を 加

ぇ る こ と で , 骨形成能の 面 では 凍結処理 骨 に 遜色 の な い 移植骨材 に な り得る もの と考 え られ た ･

K e y w o r d s al lo g e n ei c b o n e g r a ft , a u t O C la v e
･

e t h yl e n e o xid e g a s
,

a u t Ol y z e d a n tig e n- e X t r a C t e d

all o g e n eic b o n e
,

St e rili z a tio n

骨移植 の 目的ほ , 外傷や 疾病に よ り 生じた 骨欠損に 対 し
,

そ

の 失わ れた形態 お よ び支持性を 獲得 させ る こ とで あ る ･ 具体的

に は
, 先天性疾患や 外傷 に よ る骨欠損や骨腫瘍切除後 の 骨欠損

に対す る再建術,
ま た 偽関節や 骨髄炎の 治乱 関節や 脊椎 の 固

定などに 使用 され る . 特に , 近 年で は悪性腫瘍の 化学 療法が 向

上 した こ とに 伴 い
,
以前で ほ 切断を 余儀 なく され て い た 症例に

対 して 息肢温存が 図ら れ る ように な り
,
腫瘍切除後 に 生 じた 広

範 囲な骨欠損に 対す る 再建 に 大量の 骨移植が必要 で あ っ た り ∫

外傷や 人工 関節再置換手術に おけ る大きな骨欠損 に 対 しても大

量の 骨移植 が必要な 症例が 増加 して い る ･

骨移植材料 と して は
, 骨形成能や 移植免疫な どの 点か ら自家

骨移植が 最も優 れて い るが
l-2〉

, 大量 の 骨移植が必 要な症例 に 対

してほ
,
自家骨移植で ほ 採骨で きる 量に 制限 が あるた めに 補い

きれ な い
. 欧米諸国 で は こ の 間題の 解決策と して同種骨移植に

目 を 向け, 移植骨 の 骨形成能や 生力学的な観 点か ら凍結処理同

種骨移植 が 多く の 施設 で行わ れ , 比較的良好な 成績が得られて

い る
3 卜 S)

. しか し
,
我が 国で ほ角膜や 腎臓は 死体か らの 採取が法

的に 認め られ て い るもの の 骨銀 行ほ 立 法化 され て い な い こ と

や
, 死体を 火葬して 遺骨 を 墓 に 葬 る と い う遺骨 尊重 の 思想か

ら
, 同種骨 の 獲得 が非常 に 困難で あ る ･ さ らに

,
最近で は凍結

処理 同種骨移植 に 関 して 移植後感染 の 発生が 大きな 問題となっ

て きて お り , 同種骨の 処 理方法 を再考す る気運が 高ま っ てきて

我が 国の 現状 と して
, 同種骨を 入 手する に ほ 切 断肢 や各種疾

A b b r e vi atio n s : M S D , m e a n S u r Vi v al d a y s of s e c o n d s e t s ki n g r aft

l
-

一l

t
t

l
■
l
l
■
l
一
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患で死亡 した症例か らの 骨供給 も考 えな くて は な らな■い が
, 無

菌的操作に よ る骨採取ほ 非常 に 困難な こ とが 多い
･ しか し

,
こ

の よう な場合に お い て も , 採取 した 同種骨を 医療器具の 滅菌と

同様に オ ー ト ク レ
ー ブ や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス に よ っ て滅菌

処理する こ と で感染の 危倶は なく なるは ずで あ る ･ さ らに
,

こ

れらの 処理 に よ っ て 得 られ た 同種骨が 骨形成の 点か ら凍結処理

同種骨と 比べ て遜色の な い 移植骨材で あれ ば
,
我が 国に お い て

も大量の 同種骨の 供給が 可能 に な ろう ･

今迄に
,

オ
ー

ト ク レ
ー ブ 処理自家骨移植の 動物実験

6ト 10-

や そ

の 臨床応用
1 け

､ = )
は なされ て い るが

, 同種骨を オ ー ト ク レ ー ブ処

理して 移植を行い
, そ の 移植骨 の 骨形成に つ い て 検討 した報告

は未だみ られ ない . ま た
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 同種骨

に 関して は臨床使用の 報 告
牒

や移植実験
18)1 れ

が 散見 さ れ るも の

の ,
エ チ レ ン オキ サ イ ドガ ス 処理 同種骨の 骨形成能 に つ い て 詳

細に 検討 した 報告は な い
.

以上か ら
,
著者ほ 滅菌処理 同種骨と して の オ ー ト ク レ ー ブ処

理骨およ び エ チ レ ン オ . キ サ イ ドガ ス 処理 骨の 臨床 応用 の 可 能性

を探るた め に
, そ の 抗原性 お よび 骨形成能に 関 して 凍結処理 同

種骨を対象と して 比較検 討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 実験動物

週令10 週か ら12 週 の W is t a r 系雌性 ラ ッ ト ( 日 本 ク レ ア
, 東

京) を ドナ ー

と し
,
S D 系雌性 ラ ッ ト ( 日 本 ク レ ア) を レ シ ピ エ

ン トと して以下の 実験 を行 っ た .

Ⅱ . 実験方法

1 . 各種処理 骨の 作成

1) 同種処理移植骨 の 作成

ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 注射液 ( ネ ン ブ タ ー

ル 注 射

液
,

ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 50 m g/ m l) を W i st a r 系

ラ ッ トの 腹腔内に 約 1 m I 注射 し て屠殺 し
, 大腿 骨骨幹 部 よ り

R e s e c ti o n of t h e b o n e

B o n e tr a n s pI N l t ati o

S kin tr a n spla nt a ti o n

at th e b a c k R e cip t e n t

(S D r at)

S k i n r q e cti o n

l
-

一l

t
t

F ig ･ 1 ･ S c h e m a o f th e s k i n g r aft a s s a y . A u t o cl a v e d (1 3 5 ℃ ,

1 0 m i n) ,
eth yl e n e o x id e g a s s t e riliz e d

,
a n d f r o z e n ( - 8 0 ℃)

allo gr af ts a r e ob t ai n e d f r o m th e r e s e c t e d f e m u r s o f W i s ta r

r a ts ･ U n d e r a s e p ti c c o n diti o n , a 1 0 m m f r a g m e n t of th e

th r e e ty p e s of all o g r aft a n d f r e s h a1l o g r aft is t h e n

i m pl a n t e d i n to th e b a c k m u s cl e of th e a n e s th e ti z e d S D
r a ts ･ A f t e r a th r e e- W e e k d el a y ,

t O all o w th e S D r a ts t o

b e c o m e s e n siti z e d t o th e a u o g r af t
,

a th o r o u g h ly d ef a tt e d ,

f ull -thi c k n e s s s ki n g r aft f r o m a n o th e r W i st a r r a t is

tr a n s pl a n t e d t o th e s a m e S D r a t s . A f t e r tr a n s pl a n t a ti o n
,

th e ski n g r af t s a r e g r a d e d d ail y t o th e p oi n t of cli n ic al

r ej e c ti o n . T hi s s e c o n d g r af t s e r v e a s a
"

s k in t e s t
"

t o

d e t e c t th e
ノ

p r e s e n c e o r a b s e n c e tr a n s pl a n t a ti o n i m m u n it y
t o d o n o r ti s s u e i n th e h o s t .

大き さ約 10 m m の 骨 片を採取 した . 採取 した 骨 片は 滅菌 生理

食塩水 で数回 洗浄 を行 い
, 骨片に 付着す る軟部組織や 骨髄成分

を除去 した .

i . 凍結処理骨

採取 した 骨片を滅菌済み 片面吸 水 ド レ ー プ ( メ デ ィ ス ポ) ( 日

本 メ デ ィ
コ 株式会社 , 名古屋) で 3 重 に 包み

,
冷 凍庫 ( U L T R -

A L O W
,
M D F～38 2 A T )( 三洋電機株式会社 ‥ 鳥取) に て

-

8 0 ℃ で

最低 2 週間の 凍結保存を 行 っ た .

ii . オ
ー

ト ク レ ー ブ処理骨

採取 した 骨片を滅菌用 袋に 包 んだ 後, 高圧蒸気滅菌 装置 (卓

上 小型自動滅菌器 エ ル ク レ
ー

ブ オ
ー

ト
,
M A C-2 3 0 型) ( 三 洋電

機株式会社) で13 5 ℃
,
1 0 分間の オ ー

ト ク レ ー

ブ処理 を 行 っ た .

iii .
エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ

､

ス 処理 骨

採取 した 骨片を 1 時間ほ ど室温乾燥 させ た後 に 滅菌用袋に 包

み
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガス 滅菌器 (自動式 エ チ レ ン オ キ サ イ

ド滅菌器 エ ル パ
ッ ク オ

ー

ト
,
K S 1 6) (株式会社イ キ

, 滋賀) で滅

菌処理 を行 っ た . 滅菌 に 使用 した エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス ( エ

ボ ン
ー

1 2) (液化炭酸株式会社 , 東京) の 成分ほ
, 酸化 エ チ レ ン

が12 . 0 % ,
フ ロ ン 1 2 が88 . 0 % , 内容量が 70 g で ある . 滅菌した

処理 骨は 最低2 週 間以上 室温保存を 行い
, そ の 間 に 残留ガ ス の

自然脱気を 行 っ た .

2 ) 化学的操作 を加 えた 脱灰 凍結乾煉同種骨の 作製

W i st a r 系 ラ ッ トの 四 肢骨を 採取 して
, そ の 皮質骨に 付着 して

い た 軟部阻織 を除去 し , さら に 皮質骨を骨細 片に 砕い て 骨髄阻

織を 生食水で 十分 に 洗浄 して 除去 し
,

そ の 後 以下 の よ う な手順

で 処理 した . 室温 で1 : 1 ク ロ ロ ホ ル ム メ タ ノ ー ル に 6 時間浸

して 脱脂を 行な い
, 次に 4 ℃ に て 0 . 6 N 塩酸 で24 時間か け て表

面脱灰を 行 っ た . さ らに
,

8 M 塩化 リ チ ウ ム (和光純英株式会

社
t
大阪) で 2 ℃に て24 時間 仁 蒸領 水 で 55 ℃ に て24 時間 , P H

7 . 4 に 調節 した0 .1 % 燐酸緩 衝液 (株 式会社 ヤ ト ロ ン
, 東 京)

(1 0 m M /1 ヨ
ー ド酢酸 ,

1 0 m M /l ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を含む) で37

℃ に て 72 時 間 の 連 続 処 理 を 行 っ た . 最 後 に 凍 結 乾 燥 器

(N E O C O O L
,

D C 5 5 A 型) ( ヤ マ ト科学株式会社
,

東京) を 用 い

て
,

- 90 ℃ で 2 日間に わ た っ て 凍結乾燥 し
,

エ チ レ ン オ キ サ イ

ドガ ス で滅 菌した
18) ､ 2 2 )

2 . 移植免疫性に つ い て の 実験

移 植免疫 に つ い て ほ 皮膚脱落試験 (s ki n g r aft a s s a y )
23 )

で検索

した ( 図 1 ) .
ベ ン トパ ル ビタ

ー

ル を S D 糸 ラ ッ ト の 腹腔 内に

0 . 7 m l/ 1 0 0 g の 割で 注射 して 麻酔をか け た後 , 背筋 内 へ 各処 埋

骨お よ び骨髄を 除去 し洗浄 し た新 鮮 同種 骨 を そ れ ぞれ 移植 し

た . 移植後3 週 目 に
,
W is t a r 系 ラ ッ トの 背部か ら採取 した 1 .5

× 1 . 5 c m の 全層皮片を
,

S D 系 ラ ッ ト の 背部に 作成 した皮膚欠

損部 に 移植 した . 移植 皮片の 色調は毎 日朝夕 2 回 観察 し , 皮片

が完全 に 黒変 した 日数 を脱落日数 と し て 各移植群に おけ るそ の

平均値 ( m e a n s u r vi v al d a y s of s e c o n d s et s k in g r af t
,

M S D)

お よ び 標 準 偏 差 を 求 め た . さ ら に
,

移 植 骨 で 感 作 せ ず に

W i s t a r 系 ラ ッ トか ら S D 系 ラ ッ ト へ 新鮮同種皮片移植を 行 っ た

1 次皮膚移植群と
,

1 次移 植皮片 の 脱落 後 に 再 び 皮 片移植 を

行 っ た 2 次皮膚移植群 の 脱落日数を 計測 し
,

これ ら の M S D や

標準偏差も求め た . 尚 , 本実験 の 例数は 各実験群 で各 々 6 匹と

した .

3 . 処理骨移植実験

S D 系 ラ ッ トに ベ ン トパ ル ビタ
ー ル 麻酔を行 い

, 大腿 外側侵

入 に よ っ て 大腿骨 を展開 した後 一 骨 瞑を含 め て大腿骨骨幹部 を
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約1 0 m m 切除 した . 切除後 の 骨欠損部 に 各処 埋 骨を 移植 し
, ¢

1 . 5 m 皿 の ス タ イ マ ン ピ ン ( 三 金工業株式会社, 大阪) で 固定 し

た ( 図2 ) . 麻酔覚醒後 ほ そ の ま ま体重を 負荷 さ せ た ･ 本移植実

験に は
,
凍結処 理 骨移植 猟 オ

ー ト ク レ
ー ブ処理 骨移植 猟 エ

チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨移植群 ,
さ らに 後 二 者 の 各処埋 骨

周 閉 に 化学的操作 を 加え た脱灰凍結乾燥同種骨 を移植 した群 の

計 5 群 に 対 して 各 々 36 匹
,
合計1 80 匹 の S D 系 ラ ッ ト を 用 い た ･

Ⅲ . 観察方法

処 理骨 を移植 し て 2 封凱 4 週 ,
8 週 , 1 2 週 ,

1 6 胤 24 週経過

毎に
, 各移植 群に お い て 以下 の 観察を 行 っ た ･

1 . X 線写真撮影

各移植群に 対 して
, 各観察週毎 に 6 匹 ず つ 移植側の 大腿骨を

Ⅹ線 写真撮影 した . X 線写真撮影装置 に は
,

X- R A Y- A P P A R-

A T U S ( T Y P E- C M B 4) (S O F T E X C O ･ L T D ･ , T O K Y O ) を ,
Ⅹ

線 写真 に は F UJI M E DI C A L X - R A Y FI L M ( A I F R X) (1 2 ×

1 6 . 5 c m J X ･ カ ビネ) (富士 写真 フ イ
ル ム株式会社 , 神奈 川) を

使用 した . 撮影条件は ,
3 5 k V p ,

5 m A
,
6 0 V

, 0 ･ 1 秒 と した ･

大腿骨 の Ⅹ線像 で , 母 床 と移植骨の 接合部 に おけ る間隙が 新

生骨に よ っ て 埋 め られ , 骨 染の 連続性が 得 られ た場合 を骨癒合

した と判断 した . また
, 各 処 埋 骨 移 植 群 に お い て 6 匹 中4 匹

(67 % ) 以上 に 骨癒合が み られ た 時期を , 骨癒合が 得 られた 時期

く 虫
W ist a r r at ( 1 0 ～ 1 2 w c e k s)

R c s e c d o n or 血e r e m o r al

di ap hisis ,
10 m m

也･ + ･0
F r o z e 11 all(】j

(- 8 0 ℃)

all o g r aft

卓■
1¢･

1

¢

O G st c riliz e d

山l o gr a rl

r a t ( 1 0
～

1 2 w e c k s)

R c c o n s m c ti o n o r lO m m re m o r al d e fe c t b )
･

alI o g ra rt s

¢
N o s u p ple m c n LC d w ith

Å A A b o n e

(

ノ

イ

一

基

鞄,
tre a te d a1l o gr af t

臥

卓
S up ple m e n t ed w ith

A A A b o n e

a u t o ly z e d a n tlg e n - e Xt r a C te d all o g e n eic b o n e

F i g . 2 ･ S c h e m a of th e t r a n s pla n t a ti o n of th e s t e riliz e d

all o g r aft s ･ A u t o cl a v e d (1 3 5 ℃ ,
1 0 m i n) ･ e th yl e n e o x id e g a s

s te rili z e d ,
a n d f r o z e n (

-

8 0 ℃) all o g r af t s a r e o b t ai n e d f r o m

th e r e s e c t e d f e m u r s of W is t a r r at s ･ A l O m m s e g m e n t al

d ef e c t i n th e f e m o r al d i a p h y si s of S D r a ts i s r e c o n s tr u c t e d

u sin g th e th r e e ty p e s of all o g r af t
,

S u p pl e m e n t e d a n d

n o n s u p pl e m e n t e d w ith A A A b o n e ･ ; A A A b o n e ･ a u t Ol y z e d

a n ti g e n
-

e X tr a C t e d al l o g e n ei c b o n e ･

と した . 尚 , 技術 的な 失敗 に よ っ て ス タ イ マ ン ピ ン が抜け て い

た もの は 除外 した .

2 . H e m a t o x yli n- e O Si n 染色法

移植後 4 週以降 の 各処埋 骨移植群 6 匹 中 4 匹 に 対 して
, 屠殺

後に 摘出 した 移植側 の 大腿骨を10 % ホ ル マ リ ン 液 で 固定後, 脱

灰液A (P l a n k R y c h ol o m e th o d) (和光純薬工 業株式会社) (内容

は , 塩化 ア ル ミ ニ ウ ム 7 . O W / V %
, 塩化 水素 3 ･ 6 W / V %

, ぎ酸

4 . 6 W / V % で ある . ) で 脱 灰 した . 脱灰 した標本 を ア ル コ ー

ル

系列に て 脱水後パ ラ フ ィ ン 包唾 し
,

ミ ク ロ ト
ー

ム で 大腿骨軸方

向に 厚さ 4 か ら 6 〝 m の 切 片を作成 して 染色 した ･

3 . R ali s t e tr a c h r o m e 染色法

摘 出した 移植側の 大腿骨を 2 と 同様 な 手順 に よ っ て パ ラフ
ィ

ン 包哩 後 , 約 15 〃 m の 厚 さ で大腿骨 軸方 向 の 切 片 を 作成し
,

R ali s t e tr a c h r o m e 染色24)
を 行 っ た . こ の 染色法 に よ っ て 頬骨ほ

濃青色に
, 石 灰化骨 は レ ン ガ色 に

, 骨芽細胞ほ 淡い オ レ ン ジ色

か ら赤色に 染色 され る .

4 . 徴小血 管造影法

1 ) 墨汁注入 法

微小血管造影 ほ
, 移植 8 週以降 の 各移植群の 6 匹 中2 匹に 対

して ,
ベ ン ト バ ル ビ タ ー ル 麻酔後 に ラ ッ ト を背臥位で 固定して

開腹 し
, 約40 ℃ に 加温 した 生食 水に 50 単位/ m l の 割合で ヘ パ リ

ン ( ノ ボ ･ ヘ パ リ ン 注10 0 0) ( ノ ボ ･ ノ ル デ ィ ス ク A/ S 社 ,
コ ペ

ン ハ ー ゲ ン
,

デ ン マ ー ク) を加 えた ヘ パ リ ン 加生食水 を , 腹部

大動脈よ り 注入 し溶 血操作 を行 っ た . 流出液が 透明に なる こと

を確認 した 後 , 約40 ℃ に 加 温 した 5 % ゼ ラ チ ン
･ 1 0 % ホ ル マ リ

ン ･ 2 0 % 墨汁加生理 食塩水を 注入 した . 墨汁 の 注 入 は爪床が異

変 した時点 で 中止 した . 注入 後た だ ちに 庫内温度を約 4 ℃に調

節 した 冷蔵 庫で 全 身を冷却 し , 約半 日後 に 移植側の 大腿骨を摘

出 し脱灰 した .

2 ) 新生血 管 の 観察

′

0

4

S

お
p

⊂

芯
∈
州

←

F i g . 3 ･ R e s u lt s of th e s ki n g r af t a s s a y ･ V al u e s a r e e X P r e S S
-

e d a s th e m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a ti o n of th e r ej e c ti o n

ti m e s . T h e r e w a s a si g nifi c a n t diff e r e n c e b e t w e e n th e

fir s t a n d s e c o n d s e t s ki n r ej e c ti o n of t h e tr e a t e d b o n e

(f r o z e n all o g r af t a n d s t e riliz e d a1lo g r af t) ,
a n d b e t w e e n th e

s e c o n d s e t s k i n r ej e c ti o n of th e f r e s h a llo g r a 虹 a n d
一
建鱒t Of

th e tr e a t e d all o g r af t ･ N o sig nifi c a n t diff e r e n c e W a S f o u nd

b e t w e e n e a c h tr e a t e d al l o g r af t ･ A
,
fir st s e t sk i n r ej e cti o n ;

B , S e C O n d s e t s ki n r ej e c ti o n ; C ,
f r e s h all o g r af t ; D

･
f r o z e n

a1lo g r af t ; E
,

a u t O Cl a v e d all o g r aft ; F
,

e tyl e n e o xid e g a S

s t e rili z ed a u o g r af t ･
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i . 標本の 中央部 で 大腿骨軸方向に 約 50 恥 m の 厚 さ の 切片

を作製 した .
ア ル コ

ー ル 系列で 脱 水の 後 ,
ツ ェ

ー

デ ル 油に 浸 し

透徹標本と して 顕微鏡下 に 写真撮影 した .

主i . i で 作成 した標本の 移植骨 と母 床 の 接合部を 境に して ,

1 00 倍の 倍率で 観察 され る母 床側と移植骨側 の 各部 分を
, 顕 微

鏡下に 画像解析装置 (C ol o r I m a g e P r o c e s s o r
,
S P I C C A-Ⅲ) ( 日

本ア ビオ ニ ク ス 株式会社 , 東京) に 取 り込み , そ の 取 り込 ま れ

た部分の 母床 と移植骨 の 各面標,
お よ びそ の 母 床内や移植骨内

の 墨汁に 染色され た 血 管の 各面標 を求め た . こ の 倍率下 で は ,

どの 標本に お い ても母 床側 , 移植骨側共に 画像解析装置 に 取 り

込まれ る部分の 面積は
一

定に な るた め , 以下の 式に よ っ て 求め

られた移植骨 へ の 血 管侵入 率(母 床の 血 管密度に 対す る移植 骨

の 血管密度の 比) ほ
, 客観的な 数値 と して 各標本毎 の 比 較が 可

能 で あ る .

移植骨内 へ の血管進入率 =

移植骨内の血管の 面積/移植骨の面積

母床内の血管の 面積/ 母床の面積

Ⅳ . 統計学的検定法

皮膚脱落試験の 結果や 移植 骨内 へ の 血 管進入 率か らそれ ぞれ

の 平均値お よ び標準偏差を 求め
,
S c h eff e の 多変比較法 を 用 い

て 各群間の 有意差検定を行 っ た .

成 績

Ⅰ . 移植免疫に つ い て
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皮膚脱落試験匿 よ る 1 次移植皮片の 脱落日 数は14 ･ 4 日 ±1 ･ 1 4

日 で
,

2 次移植 皮片の 脱落 日数ほ7 ･ 6 ±0 溺 4 日
, 新鮮 同種骨 で

は8 . 6 士1 . 1 4 日 で あ っ た . 各処埋 骨移 植群 の 脱落 日 数 に つ い て

ほ
, 凍結処理骨で は1 2 . 2 ±0 ■ 8 3 7 日 ,

オ ー ト ク レ ー ブ処 理 骨 で

は11 . 8 士0 .8 3 7 軋 エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨 で は11 ･ 2 ±

1 . 1 3 日で あ っ た ( 図3 ) . 各 々 の 脱落 日数を統計学的 に 検討す る

と , 各処埋骨 の 皮膚脱落 日 数 と 1 次移植 皮片 の 脱落 日数 と の

臥 各処埋骨の 皮 膚脱落 日数 と 2 次皮 膚脱落日 数と の 間に 統 計

学的に 有意差を 認め た (p < 0 .0 5) . また
, 新鮮同種 骨 と 各処 理

骨の 間に も統計学的に 有意差を認め た (p < 0 ･ 05 ) ･ し か し
, 各

処埋骨の 間に は統計学的な 有意差は 認め られ なか っ た ･

Ⅱ . ×線像 に つ いて

凍結処理骨 で は移植後 8 週目 の 5 匹 中4 匹 に 骨癒 合が 認め ら

れ た . こ れ に 対 して
,

オ ー ト ク レ ー

ブ処理 骨や エ チ レ ン オ キ サ

イ ドガ ス 処 理 骨は 移植後12 週 目 に そ れ ぞれ 6 匹中 4 匹 ,
5 匹中

4 匹に 骨癒合が 認め られ ∴凍結処理骨に 比べ 骨癒合の 時期が 遅

延 して い た (衷 1 ) (図 4) .

化学的操作 を加 え た脱灰凍結乾燥 同種骨移植群 で は
l

オ
ー

ト

珊 s 邑W s 凱 W s

ヰW 義 §W $ 盈4 W s

F i g . 5 . R a d iol o gi c al c h a n g e s af t e r a u o g e n ei c b o n e g r af t

s u p pl e m e n t e d wi th A A A b o n e ･ B o n y u ni o n a r e o b s e r v e d

a t 8 w e e k s a壬t e r a u t o cI a v e d all o g r af t s u p pl e m e n t e d w ith

A A A b o n e ( A ) a n d E O G s te riliz e d all o g r af t s u p pl e m e n t e d

wi th A A A b o n e (B ) t r a n s pl a n t atio n . A A A b o n e
,
a u t Ol y z e d

a n tig e n
-

e X tr a C t e d all o g e n ei c b o n e ; E O G ･
e th yl e n e o xid e

g a s ; W S
,

W e e k s af te r t r a n s pla n t a ti o n ･

ク レ
ー

プ処理骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処 理 骨共に 移植後8

週目 に それ ぞれ 5 匹 中 5 軋 6 匹中 5 匹に 骨癒合 が認め られ
,

化学的操作 を 加え た脱灰 凍結乾燥同種骨非移植群 よ りも骨癒合

が 早期に 起 こ っ て お り凍結処理 骨 の 骨癒合の 時期に 一

致 して い

た (蓑 1) (図 5 ) .

Ⅲ . H e m a t o x yli n
-

e O Si n 染色 ･ R alis t e t r a c h r o m e 染色所見

に つ いて

凍結処理 骨 で は
, 移植後 4 週 目の 接合部に は線維性結合織が

み られ , 母 床側 と移植骨側 に は 一 部軟骨化や骨 化を起 こ して い

る と こ ろが 認め られ た ( 図 6 A) . 移植後 8 週 目 で は
, 接合部の

間隙は軟骨 で み た され , 母床側 , 移植骨側 に は 軟骨性骨化がみ

られ た(図 6B) . ま た
, 移植骨内の ハ ー バ ー

ス 管 に は 拡大がみら

れ
,
管腔 に は 一 部線維性結合織の 侵入 を 認め た ･ 移植後12 週で

は
,
接合部は新生骨組織 に よ っ て み た され て お り

,

ハ ー バ ー ス

管は 8 週目と 同様 に 拡 大 し
, 管腔 に は

一

部線維性 結合織の 侵入

を認め た ( 図 6C) . 移植後16ヨ凱 24 週 の 接合部 に 近い 移植骨内で

は新生骨 と壊死骨が 混 在 し (図 6D) ,
ま た 移植骨 内の 骨髄に ほ

t et r a c h r o m e 染色 に よ っ て 濃青色に 染ま る頬骨が 認め られた ･

オ
ー ト ク レ

ー ブ処理 骨 の 移植後 4 週目 で は
, 接合部に 線維性

の 結合織が み られ た . 移植後 8 週 目 で は
, 接合部に 線維性結合

織 と軟骨が み られ
,

そ の 軟骨 の 形成 は主 に 母 床側に 認め られ た

(図 7 A) . 移植後12 週 目 で は
, 接合部の

一 部は軟骨 で結合 して

お り
,

母 床 に 近 い 軟骨内 に は 骨化が み られ た ( 図 7 B) ･ しか し
,

移植骨側 に み られ た軟骨 に は ほ と ん ど骨化 が 認 め られ なか っ

た . ま た , 移植骨 内の ハ ー バ ー

ス 管 に は 拡大が み られ , 管睦に

は結合織の 侵入 を 認め る もの も あ っ た ･ 移植後16 週 , 2 4 週目で

は
, 接合部は 軟骨 性骨 化に よ る新生骨組織で み た され , 移植骨

内に は 新生骨 の 侵入 が み ら れ た (図 7 C) ･ 移 植 後2 4 週 目 の

t e tr a c h r o m e 染色 で ほ
, 濃青色に 染ま る頬骨 が 認め ら れ た (図

7D) .

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨の 着床過程 は
,

オ ー トク レ ~

ブ処理 骨と ほ ぼ同様で あ っ た . 移植後 4 週目に み られた 線維性

結合織内 に
,

8 週 目 に は 母 床側に 軟骨の 形成 を認 めた ( 図8 A) ･

移植後12 週 目で は , 母床側 に ほ 軟骨性骨化が み られ た(図 8B) ･

移植骨 に ほ 極く 一 部で 新生骨の 添加が み られ , 移植骨内の ハ ~

バ ー

ス 管ほ 一 部 で 拡大 し て い た . 移植後16ヨ凱 24 週 目で は
l 接

合部ほ 新生骨組織 で み た され , 移植骨内 へ 新生骨 が侵入 して い

た (圃 8 C) . また
, 移植後24 週目の t e tr a c h r o m e 染色で は

,
波

音色 に 染 ま る頬骨が 認め られ た ( 図 8D) ･

滅菌処 理 骨 に 化学的操作を 加え た 脱灰 凍結乾燥同種骨を移植

した 群で ほ l 移植後 4 週 目 に は 接合部や移植骨 の 周 囲に 線維性

結合織の 増 生が み られ
,

そ の 中に
一 部軟骨形成 を 認めた ･ 軟骨

の 形成ほ 母 床側と 移植骨 の 周囲 に 認め られ , 移植後8 週目に

は , 移植骨に 新生骨の 添 加や 移植骨 内 へ の 結合織の 侵入を認め

た ( 図 9 A) ( 図 1 0 A) . 移植後24 週 目に は 】 移植骨周囲に 骨髄が

形成さ れ
,

そ の 管壁 に は 頬骨 , 新生骨 が 認 め られ ( 図 9B) (図

1 0 B) .

Ⅳ . 微′ト血管造影所見 および血 管密度比

移植後 8 週目の 凍結処 理骨 で は
j 移植骨内 へ の 血管進入率ほ

0 . 2 3 6 土0 . 0 5 3 で
,
造影所 見と して ほ母 床 と移植骨の 接合部周囲

に 血 管増殖が 認め られ ,

一 部母床 か ら移植骨 内 へ 毛細血管の侵

入 が 認め られた . 同時期の オ ー ト ク レ ー ブ処理骨 で は 移植骨内

へ の 血 管進入率 は0 . 1 3 3 土0 . 0 0 9
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガス処理

骨 では0 .1 4 3 ±0 . 0 2 5 で (囲11) , 造影所見 で は 移植骨 内に 点在す
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滅菌同種骨移植 の 実験的研究

る血管が認め られ た ( 図12) ･ 移植骨内 へ 進入 した 毛細 血管ほ
,

どの 処理 骨に おい て も週数が進む に した が っ て網 目状を 呈 し
,

接合部か らや や 離れ た 部分に も紬小血 管が
一 部認め られ た ･ 移

植後24 週目 の 凍結処 理 骨で ほ移植骨内 へ の 血 管進 入 率 は0 ･ 7 0 2

±0 . 01 5 で
,
接合部か ら移植骨 の 中央部に 向か っ て 網 目 状 の 血

管か ら多数分岐 した 管径の 細 い 血 管が み ら れ 移植骨 の 中央部

では毛細血管 を所 々iこ 認め た . 同時期の オ
ー

ト ク レ
ー

ブ処 理 骨

では移植骨内 へ の 血 管進入 率は0 . 5 0 8 ±0 . 0 2 3
,

エ チ レ ン オ キ サ

イ ドガス 処理骨 で は0 . 51 3 ±0 . 0 1 4 で ( 図11)
,
移植骨 内の 血 管径

は母床の そ れ よ りも細い もの が多か っ た ( 図1 3) .

移植後8 週 目の 化学的操作を加 えた 脱灰 凍結乾燥 同種骨を 移

植したオ
ー トク レ ー ブ処 理 骨で は移 植骨 内 へ の 血 管 進入 率 は

0 .14 2 ±0 . 01 8
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 骨で は0 . 1 5 7 土

0 .00 5 で (図11) , 造影所 見では 化学的操作 を加 え た 脱灰凍結 乾

燥同種骨非移植群 に 比 べ て 移植骨 周 囲 の 血 管 増殖 が 多く み ら

れ,

一 部移植骨 内 へ の 血 管侵入 を認め た (図1 4) . 以後 , 接合部

付近の 血管ほ 網目構造 を呈 して 増加 し , 移植後24 週目 の 化学的

操作を加えた 脱灰凍結乾燥同種骨 を移植 した オ ー ト ク レ
ー ブ処

理骨群や エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 骨群の 移植骨内 へ の 血 管

進入率ほ
t そ れ ぞれ0 . 6 3 4 ±0 .0 2

,
0 . 6 6 6 土0 . 0 2 4 で ( 図11) , 造影

所見 で は 移 植骨 周 囲か ら移植骨 内 へ 毛細血 管の 侵入 も認め た

807

( 囲1 5) . 移植骨 中央部で は接合部よ り も血 管密度が低か っ た .

統計学的に は
, 移植後8 週目 と12 週 日 の 凍結処理 骨に お け る

移植骨 へ の 血 管進入 率は
,

オ ー ト ク レ ー ブ処理 骨,
エ チ レ ン オ

キ サ イ ドガ ス 処理 骨や 化学的操作 を加 えた 脱灰 凍結乾燥同種骨

移植 群の そ れ に 比 べ 有意iこ高か っ た ( p < 0 . 0 5) . 移植後1 6 週 で

は
, 凍結処 理 骨の 血 管侵入率は滅菌処 理 骨よ りも有意に 高か っ

た が
, 化学的操作 を加え た脱灰凍結乾燥同種 骨移植群と は 有意

な 差を認め な か っ た . ま た
,

オ ー ト ク レ
ー ブ 処理 骨の 化学 的操

作を 加 え た睨灰 凍結乾燥同種骨移植群の 血 管進入 率の 方が
, 化

学的操作 を加 え た 脱灰 凍結乾燥同種骨非移植 群の 血 管進入率よ

りも有意 に 高か っ た ( p < 0 . 05) . 移植後24週 目 で は
, 依 然と し

て 凍結処理骨の 血管侵入 率は滅菌処 理 骨よ りも有意に 高く
,

ま

た 化学的操作 を加え た脱灰凍結乾燥 同種骨移植群 の 血 管進入 率

の 方が
, 化学的操作を加 え た睨灰 凍結乾燥同 種骨非移植群の 血

管進入率 よ りも有意に 高か っ た ( p < 0 . 05 ) ( 表2 ) .

考 察

Ⅰ . 移植抗原性に つ い て

同種組織移植に お い て
,

まず解決 しな けれ ば な らな い 点 に 移

植抗原性の 問題が ある . 同 種骨移植で ほ骨 の 細胞密度は 低く ,

ま た 細胞 の 代謝活性が低い た め
, 他臓器移植ほ どに は 抗原性の

tis s u e is s e e n at th e h o st -

g r af t j u n c ti o n ･ C a r til a g e n o u s c h a n g e ( C a) is f o r m e d a t th e b o r d e r of th e h o st b o n e a n d gr af t b o n e

(h e m a t o x yli n
-

e O Si n s t ai n
,

× 2 5) . B
,
8 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . C a rtil a g e (C ) i s s e e n a t th e h o stL g r af t j u n cti o n . N e w

a p p o siti o n al b o n e ( N B) is f o r m e d a t th e b o r d e r of th e h o st b o n e a n d g r af t b o n e ( h e r n at o x yli n
-

e O Si n s t ai n
,

× 32) . C
,
1 2 w e ek s

aft e r tr a n s pl a n t a ti o n . N e w ly f o r m e d b o n e ( N B ) i s s e e n a t t h e h o s t -

g r af t j u n c ti o n ( h e m a t o x yli n
-

e O Si n s t ai n
,

× 40) . D
,
2 4 w e ek s

aft e r tr a n s pl a n t a ti o n . N e w ly f o r m e d b o n e ( N B ) a n d th e n e c r o ti z e d b o n e i s s e e n a t th e g r af t b o n e n e a r th e h o s t -

g r aft j u n c ti o n

(h e m a t o x yli n
q

e o si n s t ai n
,

× 40) .
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発現は 強く な い
I125 1

. しか し
,

い か に 抗原性が 弱い と い っ て も
,

骨誘導能や 骨 伝導能 を阻害 し う る程度の 免疫反応は 惹起 され る

た め に
, 新鮮 同種骨移植 で は移植骨の 生者が 遅延 した り , 最悪

の 場合ほ 生体か ら拒絶 され た りす る
261'2 7 l

. した が っ て ,
い か に し

て 同種骨の 免疫反応を 抑さ え
,
骨形成を 速や か に 進行 させ るか

が 課題 とな っ て きた
23)2

チ
ト 3J)

現在 , 臨床面 で 広く利用 され て い る - 8 0 ℃凍 結処 理 同 種骨

は
,
凍結操作 に よ っ て 骨組織に 存在す る細胞成分の 死滅 や 破壊

を 招く ため 新鮮同種骨 に 比べ て 抗原性 が 低下 し
1)23 ト 28〉

, 骨 形成

の 点で ほ と ん ど免疫反応 は 支 障 と な ら な い と い わ れ て い

る
仰 28)

.

一 方 ,
オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同種骨の 抗原性 に 関 し て ほ 上

市 ノ 川に よ る実験
2g)

が あり
, 高圧環境下に お け る熱 に よ っ て 同

種骨の 細胞 内の 蛋 白が変性す るた め に 抗原性 が低下す る と考 え

られ てい る . ま た
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨 に 関 し

て は
▲

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス が抗原性の 原因 に な る骨髄細胞

や骨細胞な どの 細胞中の 特に ス ル フ ヒ ドリル 基(-S H ) に 対 して

ア ル キル 化を 起 こ し ,
こ れ ら細 胞の 代謝や 増殖を抑制 し不活化

す る こ と に よ っ て 細胞 が破壊 され
, 抗原性が 低下 する もの と考

え られ て い る .

こ の よ う に 各 々 の 処理 同種骨の 抗 原性 の 低下に つ い て は
▲ 実

験や 臨床経験か ら報告 され て い る が
,
本移植実験 で 処理 同 種骨

の 骨形成能 を比較す る うえ で , 各移植骨の 抗 原性 に どの 程度の

差が ある の か を 検討す る 必 要 が あ り
, 著 者ほ 皮膚 脱落試験を

行 っ た . そ の 結果 , 各処 理 同種骨の 皮膚脱落日 数は 1 次 皮膚脱

落日数 よ り短縮 し て お り
, 各処理 同種骨の 抗原性が 完全に 除去

され た わミナで な い こ と を示 し て い た . また
, 凍結処理 同種骨と

滅菌処 理 同種骨 の 皮膚脱落 日数 の 間 に は 統計学的に 有意差が認

め られ な か っ た こ と か ら , 移植抗原性 の 点で 滅菌処 理 同種骨は

凍結処 理 同種骨 と ほ ぼ 同程度の 移植骨材 で ある と考え られ た
.

つ ま り , 滅菌処 理 同 種骨 の 骨形成能 を凍結処理 同種骨の 骨形成

能 と比較す ると きi こ
, 抗原性の 関与は 考慮 しなく てもよ い こと

が 示 され た .

Ⅱ . 凍結処理同種骨の 骨形成能に つ い て

塊状骨移植を 行 っ た 場合 ∴接合部か ら壊死 骨の 吸収と 新生骨

の 添加 が起 こ る こ と で移植骨の 再構築が 起 こ る . 同種骨移植で

は ,
こ の 過程 は移植母 床 由来の 骨形成細胞に 依存 して い る . そ

の た め に
,
移植骨 に 含 まれ る骨形成蛋白が 移植母 床の 間菓系細

胞を 刺激 して骨形 成能力 を有す る細胞 に 分化誘導 させ る骨誘導

や , 移植骨 内に 母 床由来 の 毛細血 管 ,
血 管周 囲結合織, 骨形成

細胞が 侵入 し
, 移植骨 内ま で 骨 形成 が及 んで い く骨伝導が いか

に 効率よく 起 こ るか が
,

移植骨 の 骨 形成能 を決定す る要因と な

る .

F ig . 7 . P h o t o m i c r o g r a p h of th e h o s t -

g r af t j u n c ti o n of a n a u t o cl a v e d all o g r af t ･ A
･

8 w e e k s af t e r t r a n s pl a n t a ti o n ･ Fib r o u s

c o n n e cti v e ti s s u e is s e e n a t th e h o st -

g r af t j u n c ti o n . C a r tila g e ( C ) is f o r m e d a t th e b o r d e r of th e h o s t b o n e ( h e m a t o x yli n
-

e O Sin

s t aih ,
× 32) . B

,
1 2 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n ･ C a r til a g e (C ) is s e e n a t th e h o s トg r aft j u n c ti o n ･

､
C al cifi e d c a r tila g e (C C ) is

f o r m e d a t th e b o r d e r of th e h o s t b o n e . N o n e w a p p o siti o n al b o n e is f o r m e d a t th e b o r d e r of th e r e s o r p t1 0 n C a vi ty at g r aft

b o n e (h e m a t o x yli n
-

e O Si n st ai n ,
× 4 0) ･ C

,
2 4 w e e k s a ft e r tr a n s pl a n t a ti o n ･ N e w l y f o r m e d b o n e ( N B ) a n d th e n e c r o ti z e d b o n e is

s e e n at th e g r af t b o n e n e a r t h e h o s t -

g r aft j u n c ti o n (h e m a t o x yli n
-

e O Si n s t ai n ･

･

× 3 2) ･ D
,
2 4 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n ･

A

d e e p
- bl u e o st e o id ( a r r o w s) i s s e e n at t h e rir n of H a v e r si a n c a n al i n th e aIl o g r aft (R ali s t e tr a c h r o m e s t ai n ･

× 2 0 0) ･
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凍結処理 同種骨が 骨誘導能や 骨伝導能を 有する こ と は実験的 結 合織 は
▲ 母床 側と移植骨側 で

一

部軟骨 化や 骨化が起 こ っ て い

に確かめ られ て お り , 骨形成能 を有す る移植骨材と し て 広く 臨 た . 移植後 8 週 目 の 接合部 は軟骨で み た され , 母床側の み な ら

床的に 用 い られ て い る
1〉25)

･ 本実験に お け る凍結処理 同種骨の 着 ず 移植骨側に も軟骨性骨化 がみ ら れ 移植骨 へ の 新生骨の 添加

床過程を み る と , 移植後 4 週目 にほ 接合部に み られ た線維性の が 認め られ た . 接合部中央 で は ま だ 軟 骨観織 で あ る の に 対 し

Fig ･ 8 ･ P h o t o mi c r o g r a p h of th e h o s t- g r af t j u n c ti o n of a n E O G s t e riliz e d all o g r a ft ･ A
,
8 w e e k s aft e r tr a n s pl a n t a ti o n . F ib r o u s

C O n n e C ti v e ti s s u e a n d c a r til a g e ( C ) is s e e n a t t h e h o s トg r af t j u n c ti o n . T h e c a rtil a g e ( C ) is f o r m e d a t th e b o rd e r of t h e h ｡ St

b o n e b u t n o t a t t h e b o r d e r of th e g r af t b o n e (h e m a t o x yli n- e O Si n s t ai n .
× 4 0) ･ B

,
1 2 w e e k s af t e r t r a n s pl a n t a tio n , C a r tila g e ( C )

is s e e n at t h e h o s トg r af t j u n c ti o n ･ C al cifi e d c a rtil a g e ( C C ) is f o r m e d a t t h e b o r d e r of t h e h o s t b o n e ･ N o n e w a p p o si ti o n al b o n e

is f o r m e d at t h e b o r d e r of t h e r e s o r pti o n c a vi t y a t g r af t b o n e (h e m at o x yIi n- e O Si n s t ai n
.

× 4 0) . C
,

2 4 w e e k s aft e r

tr a n s pl a n t ati o n ･ N e w ly f o r m e d b o n e ( N B) a n d th e n e c r o tiz e d b o n e i s s e e n a t th e g r aft b o n e n e a r th e h o s t- g r aft j u n c ti o n

(h e m a t o x yli n- e O Si n st ai n
,

× 3 2) ･ D
, 2 4 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . A d e e p-bl u e o s t e oid ( a r r o w s) is s e e n at t h e ri r n of H a v e T Si a n

C a n al i n th e all o g r af t ( R alis t e tr a c h r o m e s t ai n ,
× 20 0) . ; E O G

,
e th yl e n e o xid e g a s .

Fig ･ 9 ･ P h o t o mi c r o g r a p h of th e h o s t- g r af t j u n c ti o n of a n a u to cl a v e d all o g r aft s u p pl e m e n t e d w ith A A A b o n e . A . 8 w e e k s af t er

tr a n s pla n t a ti o n . F ib r o u s c o n n e c ti v e tis s u e a n d c a rtil a g e (C) i s s e e n a t th e h o s t- g r aft j u n c ti o n . T h e c a r til a g e ( C) is f o r m e d at

th e b o rd er of th e h o s t b o n e a n d th e g r a ft b o n e (h e m a t o x yli n
-

e O Si n s t ai n
,

×4 0) . B , 2 4 w e e k s af t e r tr a n s pla n t a ti o n . N e w

a P p O Siti o n al b o n e ( N B) i s d e p o sit e d al o n g th e g r af t b o n e (h e m a t o x yli n
-

e O Si n s t ai n
,

× 4 0) . ; A A A b o n e
, a u t Ol y z e d

a n tig e n
-

e X tr a C t e d all o g e n eic b o n e .
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F i g . 1 0 . P h o t o m i c r o g r a p h of t h e h o s t -

g r af t j u n c tio n of a n E O G s t e rili z e d all o g r af t s u p pl e m e n t e d w ith A A A b o n e . A
,
8 w e e k s

af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . C a r til a g e ( C) i s s e e n a t t h e h o s トg r af t j u n c tio n . C al cifi e d c a rtil a g e ( C C ) is f o r m e d a t th e b o r d e r of th e

h o s t b o n e a n d th e g r a ft b o n e ( a rr o w ) (h e m a t o x yli n
-

e O Si n st ai n
,

× 4 0) . B
,
2 4 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . N e w a p p o siti o n al b o n e

( N B ) is d e p o sit e d al o n g th e g r af t b o n e (h e m a t o x ylin- e O Si n s t ai n
･

× 4 0) ･; E O G
･

e t h yl e n e

,

O Xid e g a s ; A A A b o n e
,

a ut Ol y z ed

a n tig e n- e X t r a C t e d a1l o g e n ei c b o n e .

)

S

O

モ
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8 1 2 1 6 2 0 2 4

W e e k s

F ig . 1 1 . C h a n g e s of r el ati v e b l o o d v e s s el d e n sity e v al u a t e d

b y mi c r o a n g io g r a ph y . V al u e s a r e e x p r e s s e d a s th e m e a n s

a n d s t a n d a r d d e vi a ti o n of th e v e s s el d e n sit y . T h e

all o g r af t s s u p pl e m e n t e d wi th A A A b o n e s h o w hi g h e r bl o o d

V e S S el d e n sity th a n th e a u o g r af t s n o n s u p pl e m e n t e d w ith

A A A b o n e . 0 ,
f r o z e n al o g r af t ; ◎,

a u t O Cl a v e d all o g r aft ;

△
,
E O G s t e riliz e d all o g r af t; ▲ ,

a u t O C al v ed all o g r a ft + A A A

b o n e ; □ 一
E O G s t e riliz e d a u o g r af t + A A A b o n e : A A A

b o n e
,

a u t Ol y z e d a n ti g e n
-

e X tr a C t e d a1l o g e n ei c b o n e ; E O G
,

e th yl e n e o x id e g a s .

て
, 移植骨側で 軟骨性骨化や 新生骨の 添加 がみ られた の は

, 凍

結処理 同種骨が 有す る骨誘導能 に よ っ て
, 母 床倒か ら増生 して

きた未分化間葉系細胞を 軟骨 や新生骨 へ 分化誘導 した
1)

た め と

考え られた . また
,

血 管造影で 移植骨に 血管 の 侵入 が 確認 され

た時期に
, 阻織学的に は 移植 骨 へ の 新 生骨 の 添加や 新生骨の移

植骨 内 へ の 侵入 が 認め られ て い た . こ の 所見か ら , 凍結処 理同

種骨 は骨伝導能を 有する こ と が示 され た .

移植骨が 骨誘導能を 有する 場合, 移植骨 の 着床iこ際 して 骨誘

導は骨伝導を 促進する とい わ れて い る
3 5)

. 凍結処理 同種骨内 へ

の 血管侵入 が , 特に 移植後 8 , 1 2 週目 で す で に 他 の 処理骨より

多く認め られ た の ほ
, 凍結処理同種骨 の 有す る骨誘導能が骨伝

導作 用を促進 した た め と考え られた .

以上 か ら
, 凍結処理 同種骨の 移植に お い て

,
まず骨誘導が作

用 し
, 骨伝導が 骨誘導 に 促進 されて 作用す る こ と で

, 移植骨の

着床や 再構築が 効率よ くな され て い る もの と考 え られ た .

Ⅲ . オ ー トク レ
ー ブ処理同種骨の 骨形成能 に つ いて

滅菌を 目的 と した オ ー

ト ク レ
ー ブ処理の 条件 は , 日本発局方

(第12 改正)
36)

に よ り1 21 ℃20 分と 定め られ て お り ,
ハ イ ス ピ ー ド

滅菌で は132 ℃10 分でも 同等の 滅菌効果が得 られ る 一 こ の 条件

下で は
,

B a c ill u s s t e a r o t h e r m o p h il u s の よ うに 芽胞を 形成する

こ と で 温度耐熱株 に な る細菌 に 対 して も滅菌は 有効で , さらに

ウ ィ ル ス を も死 滅させ る . 著者の 実験 で は
,

日 本案局方の条件

を踏ま え て , J o h n s t o n ら
13

や H a r Ti n g r o n ら
‖ ■

が 骨腫瘍切除後の

再建時に 切除 し た 自家骨 に 施 し て い る1 3 5 ℃1 0 分 の オ
ー

ト ク

レ
ー ブ処理 の 条 件に した が っ て

, 同種骨を 処理 した .

オ ー ト ク レ
ー ブ 処理 同種骨移植 の 着床に お い て

, 移植骨側の

線椎性結合織に は 軟骨や 新生骨が ほ とん ど分化誘導されず,
母

床側よ り移植骨 に 向か っ て 接 合部 の 線稚性結合線に 増殖した軟

骨や 軟骨性骨化に よ っ て 接合 部が 埋 め られ , そ の 結果母床と移

植骨が 骨癒合を 起 こ して い た .
こ の 所見か ら ,

オ ー ト ク レ
ー ブ

処理 同種骨は 骨誘導能を 有 しな い こ とが 示 され た . 骨誘導能を

担 う骨形成蛋白は
, 免疫反応に よ っ て箕活す るほ か に

, 軌 キ

レ ー ト剤＼ 百計 ア ル カ リ
, 蛋 白変性 軋 超音 乱 馳錯乱 感染

な ど に よ り破壊 され て しま う
26)

. オ
ー

ト ク レ ー

ブ処理 骨で は
,

同種骨を 高圧環境下で 高温蒸 気滅 菌する ため に 骨形成蛋白は失

活 して し ま い
,
骨誘導を 示 さな か っ た もの と考 え られた ･

オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同種骨 へ の 血 管侵入 に 関 しては , 移植後

8 週 目 の 血 管造影像で 移植 骨 内に わ ずか な 血 管 を 認め
,
以後

徐々 に 移植骨 内 へ の 血 管侵入 ほ増 加 して い た . 組織学的には
l

移植骨 へ の 血 管侵入 と共に 新生骨の 移植骨 へ の 侵入 が 認められ

た .
こ の 所見か ら

,
オ

ー

ト ク レ
ー

ブ処理 同種骨 は骨伝導能を有
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するもの と 考え られ た ･

つ ま り
,

オ
ー ト ク レ

ー ブ処理 同種骨 に お い て ほ ∴凍結処 理 同

種骨の 着床と異な り , 主 に 骨伝導に よ っ て 移植骨の 着床が なさ

れるもの と 考え られ た ･ オ ー ト ク レ
ー ブ処 理 同 種骨 の 骨伝導能

に 関して ほ
1 移植骨 へ の 血 管侵入 率の 結果か ら, 凍結処理 同種

r
∵一

: ∵

Fig ･ 1 2 ･ M i c r o a n gio g r a m of th e h o s t- gr af t j u n c ti o n of a n

allo g r aft at 8 w e e k s aft e r o p e r a ti o n . T h e n e t w o r k of
n e w ly f o r m e d bl o o d v e s s el i n v a di n g i n t o t h e g r af t b o n e

fr o m th e h o s t b o n e i s s e e n ･ T h e s e r el a ti v e d e n sity is
hig h e r i n th e f r o z e n a1l o g r aft th a n i n th e a u t o cL a v e d
allo g r aft o r E O G s t e riliz e d allo g r af t ･ A , f r o z e n all o g r aft ;
B

･
a u t O Cl a v e d all o g r af t ; C

, e th yl e n e o x id e g a s s t e riliz e d
a u o g r aft ; G

, g r af t b o n e ; H
,
h o s t b o n e .

8 11

骨の 骨伝導能よ り も劣 るもの と考え られ る . これ ほ
,

ひと つ に

オ
ー

ト ク レ ー ブ処 理 同種骨ほ骨誘導能を ほ とん ど有 しな い た め

に
, 骨伝導が 骨誘導能に よ っ て 促進 され る こと が な い ため と考

え られ た ･ さ らに
,
B u r c h a r d t

31 }
の 報告の よ う に

, 移植骨 を熱処

理 する こ と で 移植骨内の ハ ー バ ー

ス 管の 管 内に
, 熱処理 に よ っ

Fi g ･ 1 3 . M i c r o a n gi o g r a m of th e h o s t- g r a
.
ft j u n c ti o n of th e

all o g r af t a t 2 4 w e e k s af t e r o p e r a ti o n . R e v a s c ul a riz a ti o n i s

S e e n i n th e f r o z e n all o g r af t . T h e r el a ti v e n et w o r k d e n sit y

Of n e w l y f o r m e d bl o o d v e s s el i s h ig h e r i n th e f r o z e n

all o g r af t th a n i n th e a u t o cl a v e d a1l o g r a ft o r E O G s t e riliz e d

all o g r af t ･ A
,
F r o z e n all o g r af t ; B

,
a u t O Cl a v e d all o g r aft ; C

,

e th yl e n e o xid e g a s st e rili z e d all o g r af t ; G , g r aft b o n e ; H ,

h o st b o n e .
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F i g . 1 4 . M i c r o a n gi o g r a m of th e h o st -

g r af t j u n c ti o n of th e

a u o g r af t s u p pl e m e n t e d wi th A A A b o n e at 8 w e e k s af t e r

o p e r a tio n ■ T h e n e t w o r k of n e w ly f o r m e d bl o o d v e s s el

i n v ad i n g a
L
r O u n d th e g r af t b o n e f r o m th e h o s t b o n e i s

s e e n . T h e s e r el a ti v e d e n sity i s h i gh e r i n th e f r o z e n

all o g r af t th a n i n th e a u t o cl a v e d al l o g r af t o r E O G s t e riliz e d

a1l o gr af t ･ A , a u t O Cl a v e d all o g r a ft ; B , E O G s t e riliz e d

all o gr af t ; A A A b o n e
,
a u t Ol y z e d a n tig e n

- e X tr a C t e d all o g e n ei c

b o n e ; E O G ,
e th yl e n e o xid e g a s ; G , g r af t b o n e ; H

,
h o s t

b o n e .

F ig . 1 5 . M i c r o a n gi o g r a m of th e h o s t- g r a ft j u n c tio n of a n

a u o g r af t s u p pl e m e n t e d wi th A A A b o n e at 2 4 w e e k s aft e r

o p e r ati o n ･ T h e r el a ti v e n e t w o r k d e n sity of n e w ly f o r m ed

b l o o d v e s s el is si mi 1 a r i n th e f r o z e n all o g r aft t o i n h o st

b o n e a n d h ig h e r t h a n in th e a u t o c l a v e d all o g r aft o r E O G

s t e riliz e d all o g r af t . A ,
a u t O Cl a v e d all o g r af t ; B ,

E O G

s t e riliz e d a1l o g r af t ; A A A b o n e
,
a u tO l y z e d a n tig e n- e X tr a Ct ed

all o g e n ei c b o n e ; E O G , e th yl e n e o x id e g a s ; G ･ g r aft b o n e ;

H
,
h o s t b o n e .

T a bl e 2 . S t a ti s ti c al a n aly sis of th e bl o o d v e s s el d e n sit y

1) 8 & 1 2 w e e k s af t e r

i m pl a n t a ti o n

F A E A A E A

F * * * *

A

E

A A

E A

2) 1 6 w e e k s a f te r

i m pl a n t a ti o n

F A E A A E A

F * *

A

E

A A *

E A *

3) 2 4 w e e k s af te r

i m pl a n t a ti o n

F A E A A E A

F * *

A

E

A A * *

E A * *

*
, Sig n ific a n t diff e r e n c e b et w e e n th e t w o g r o u p s (p < 0 ･0 5) b y S c h eff e F - t e S t ; F ･

f r o z e n all o g r af t ; A
,

a u t O Cl a v e d a1l o g r af t ; E
,

E O G st e rili z e d a1l o g r af t ; A A
･

a u t o cl a v ed a1l o g r a ft + A A A b o n e ; E A
,
E O G st e rili z e d a ll o g r af t + A A A b o n e ;

A A A b o n e
,

a u t Oly z e d a n ti g e n - e X t r a C t e d all o g e n e i c b o n e ; E O G ,
e th yl e n e o x id e g a s ･
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て生じた コ ラ
ー ゲ ン の 変性物質 な どが つ ま るた め

, 骨伝導能が

一 部妨げ られ た こ と も関与 して い ると 考 え られ た ･

Ⅳ .
エ チ レン オ キ サ イ ドガス 処理同種骨の 骨形成能 に つ いて

Cl o w a rd
15 )

ほ
,
凍結 同種骨 を臨床に 用い た 中で , 2 2 % に 移 植

骨の 感染がみ られ た こ と か ら , 滅菌処理 同種骨の 必 要性 を強調

してい る . また , J o h n s o n ら
1 7)

も移植後感染 を防止す るうえ で

滅菌処理同種骨が 重要で ある こ とを 強調 して い る ･ 滅菌処理 の

中で は
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス は 移植骨の 骨誘導能を阻害 し

ないと報告されて い る こ と か ら
,
滅菌処理 の 簡便性も合わせ も

っ エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス に よ る 処理 同種 骨 の 有 用 性 が 報

曾
5ト m

され て い る . しか し , C l o w a r d
15)

の 報告 は エ チ レ ン オ キ サ

イ ドガス 処理 同種骨の 臨床 応用 の 報告の み で
, 基礎的な実験 に

裏付けされたも の で は な い . ま た , J o h n s o n ら
一丁)

の 実験で は エ

チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨で 骨欠損部を 再建する とき に

母床の 骨膜を温存 して い るた め
,

エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処 理

同種骨そ の もの の 骨形成能は検討 され て い な い .

本実験に おけ る エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨の 着床過

程では
,

母床 よ り増殖 して きた軟骨や 軟骨性骨化部に よ っ て接

合部が埋 ま る こ と で
, 移植骨は骨癒合を 起 こ し てい た .

一 方 ,

母床よ り増殖 してきた 軟骨や新生骨 とは 別 に
, 凍結処理 同種骨

の移植でみ られた よ うな 移植骨側 に おけ る線椎性結合織の 軟骨

や新生骨 へ の 分化誘導は ほ と ん どみ られ ず
,

エ チ レ ン オ キ サ イ

ドガス 処理 同種骨の 骨誘導能は ほぼ 消失 して い る こ と が 示唆 さ

れた . また
,
移植骨内 へ の 血管侵入 に つ い て は ,

オ ー ト ク レ
ー

ブ処理 同種骨 と ほぼ 同様の 経過 をた ど り ,
エ チ レ ン オ キ サ イ ド

ガス 処理 同種骨 は骨伝導能を有す る こ と が示 され た .

エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨 の 骨誘導能が ほ と ん ど消

失して い た 原因と して
,

エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨 に

残存する脂質類 な どの 関与が考 え られ た . M ik ul s ki ら
32)

は
, 同

種骨に 存在する脂質類を 抽出 し骨誘導物質 に 加 えて 移植 した結

果, 骨 誘導 能 が 阻害 さ れ た と 報 告 し て い る . ま た ,
U ris t

ら
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や垣 内ら
33)3 4 )

も同種骨の 脱脂操作 の 必 要性 を 報告 して い

る . しか し
, 著者の 実験 で 用 い た エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処理

同種骨で は
, 特 に 脱脂操作を行 っ て い な い た め

, 骨誘導能 が阻

害され たもの と考 え られ た .

とこ ろで
, 同種骨を 脱脂する場合 , 同種骨 へ の エ チ レ ン オ キ

サイ ドガ ス の 浸透性を よ く する ため に 凍結乾燥処 理 が 必 要で あ

るが
, 同種骨の 力学的圧 縮強度 は凍結乾燥処 理 す る こ と に よ っ

て新鮮骨に 比べ 約70 % に 低下する
37)

.
C l o w a r d ほ , 臨床報 告か

ら エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨 の 力学的強度が 凍結処理

同種骨に 比べ 若干 低下 す る こ と を報告 して お り
ほ)

, 同 種骨 に 脱

脂や凍結乾操処理 を 加え る こ と で エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処理

骨の力学的強度は さ ら に 低下するも の と考 え られ る . 力学的強

度の 低下 した処理 同種骨 で ほ
, 塊状移植骨材と して 臨床応用 す

るに ほ移植骨自体 の 支持性に 不安が 残 る ため , 本実験 で は エ チ

レ ン オキサ イ ドガ ス 処理 同種骨 に 脱月旨操作 を 加 え ず に 移植 を

行っ た . しか し
,

こ の よ うな エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種

骨に おい て も, 骨伝導作用 に よ っ て経時的 に 移植骨 へ の 血 管や

新生骨の 侵入 が増加 し
, 移植骨 の 再構築 が徐 々 に 起 こ っ て い る

ことが示 された .

Ⅴ
･ 化学的操作 を加えた 脱灰凍結乾燥 同種骨移植群の 骨形成

に つ い て

化学的操作を加 えた 脱灰凍結乾燥 同種骨は
, 皮質骨に含 まれ

る骨形成蛋白を安定化 させ た処埋骨 で
,

こ の 同種骨単独移植 で
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も未分化間葉系細胞 に 作用 して 骨誘導 を起 こ す こ と が確か め ら

れ て い る
l 鋸 ､ 2 2 )

著者 の 実験に お い て は
, 骨 誘導能が 損な わ れ て い る滅菌処理

同種骨 で も骨伝導能 に よ っ て 骨癒合を 起 こ して い た が
,
化学的

操作 を加 えた 脱灰凍結乾燥同種骨移植群で ほ 化学 的操作を 加え

た脱灰 凍結乾燥同種骨非移植 群に 比 べ
, 早期よ り骨癒合が 得 ら

れ て い た . こ れ は
, 化学的操作を 加え た 脱灰 凍結乾燥 同種骨を

移植す る こ と に よ っ て 滅菌処理 同種骨を 単独 で 移植 した 場合よ

り も移植骨周 囲の 線椎性結合織 に 軟骨化や骨 化が促進 され ,
さ

ら に 軟骨化や 骨化を起 こ した 部分に 母 床か らの 血 管 の 侵入 も増

加す る こ とか ら
,
化学的操作 を加 えた 脱灰凍結乾燥 同種骨の 骨

誘導 が効率よ く作用 してい た ため と考え られ た . また
, 移植床

に 血 行が十分に み られ るよ う に な ると , 移植骨 の 骨伝導作用が

移植後早期か ら期待 で き
抑

, そ の た め に 移植骨 へ の 血 管 や 骨形

成細胞 な ど の 侵入増 殖が早ま っ た もの と 考え られ た .

Ⅵ . 臨床応用 へ の 展望

悪性骨腫瘍 の 治療 に おけ る患肢温存手術や 人工 関節再置換時

の 大きな骨欠損は 関節近傍や 骨幹部 に 多く ▲ 自家骨 で は 骨供給

量に 制限が あるた め に
, 人 工 物や 同種骨に よ る再建が 行わ れ て

い る . 特 に
, 同種骨で 再建する場合 に は

, 同種骨自体 に 支持性

が 要求さ れ る ため
, 塊状移植骨を用 い る こ と が多 い . 従 っ て

,

臨床 応用 を考 えた う え で の 滅菌処理 骨の 移植実験 を行 うに は
l

こ の よ う に 臨床で よく 行わ れ て い る長管骨の 骨欠損に 対する 再

建を 想定 した 実験系で 処理 骨移植 を行 う こ と が必要 で あると 考

え , 著者 ほ ラ ッ トの 大腿骨全長の 約 1 / 3 (約 10 m m ) の 骨欠損

部を 作成 し
,

こ れ を 処 理 同種骨 で 再建 す る と い う方 法を 行 っ

た .

骨欠損 部をす べ て 人工物 で 再建 した場合 , 人 工物 の 緩み や 耐

久 性の 問題 か ら長期的な支持性を 獲得す る こ と は 困難 で あ り,

さ らに 人工物自体 へ の 靭帯や 腱の 再生着が む ずか しい た め に
,

構築的に か つ 機能的に 優れ た 再建 方法 と は言い 難い
.

一 方
, 滅

菌処理 同種骨 は骨伝導能 に よ っ て移植骨 の 着床が起 こ り , 骨誘

導物 質を付加す る こ と で 骨形成に 優れ た 移植骨材に な り える こ

と が 実験 的に 確か め られ た こ とか ら , 滅菌処理 同種骨を 用 い た

再建に お い て は
, 人 工物 で ほ 期待 で きな い 長期的な , ま た ほ 永

続的な支持性の 獲得 が可 能で ある と思わ れ た .

ま た
, 滅菌処理骨 に お け る 靭帯 や 腱 の 再生着 に つ い て は

,

オ
ー

ト ク レ
ー

ブ処理 自家骨に おけ る臨床報告で 十分に 再生 着が

起 こ る と い わ れ て い る
-3)

もの の
, 詳 しい 組織学的か つ 力学的 な

実験報告は なく , 今後検 討さ れ な く て は な ら な い 問題点 で あ

る . しか し
, 滅菌処理 骨は 人工物 と違 っ て 生体よ り採取 した 骨

で ある こ とか ら
, 靭帯や 瞭の 生物学的な 再生着が 期待 され う る

もの と考 え られ
,

これ を用い る こ と で 機能的な 再建も可能と な

る と思わ れ る .

さ ら に , 滅菌処理骨 に おい て は
, 感染 の 危倶が ある 同種骨 で

も滅菌処理す る こ と で 移植骨材と して使用 で きる こ とや
, 凍結

処理 同種骨に み られ る 移植後感染 の 危惧が ほ とん どな い こ とな

どの 利点 があ るた め
, 我が 国で は 入手 困難な 凍結処理 同種骨に

かわ る移植骨材と して広く 臨床応 用 さ れ 得 る も の と 考 え られ

る .

結 論

ラ ッ ト の 大腿骨を 用い て
,

オ
ー

ト ク レ ー ブ処理同種骨や エ チ

レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理両種骨の 移植実験を 行 い
, 凍結処理骨
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の 移植抗原性や 骨 形成能と 比較検討 し て 以下の 結 論を得 た ･

1 . 皮膚脱落試験に よ る移植抗原性 に つ い て ほ
,
新鮮同種骨

の 脱落 日数 (8 . 6 ±1 . 1 4 日) に 比 べ凍結 処理 骨(12 . 2 土0
. 8 3 7 日) ,

オ ー ト ク レ
ー ブ処理 骨 (11 . 8 土0 . 83 7 日) や エ チ レ ン オ キ サ イ ド

ガ ス 処理骨 (11 . 2 ±1 .1 3 日) の 皮膚脱落日数 は 統 計学 的 に 有意

に 延長 し (p < 0 . 0 5)∴各処埋骨 の 抗原性が 新鮮 同種骨 の そ れ よ

りも低下 して い た . 各処埋骨の 皮膚脱落日 数の 間に ほ統 計学 的

に 有意差を 認め ず , 滅菌処理骨 の 抗 原性は 凍結処 理 骨の 抗原性

と 同程 度ま で低下 L て い た .

2 . 凍結処理 骨で ほ
,

Ⅹ線像か ら骨癒合 は移植後 8 週 に 認め

られ た . 組織学 的な着床過程で ほ
,
接合部に お い て母 床 よ り増

穂 して きた 骨化部分と
, 移植骨 の 骨誘導能に よ り移植骨 周 開の

結合織か ら分化誘導 さ れた 軟骨 化や 軟骨性骨化 した 部分と が 骨

性に 結合 して い た . さ らに
,
移 植骨 内 へ 血 管が 侵入 す る と共に

移植骨 内に新生骨が 認め られ , 凍結 処理骨 の 着床過程 に お い て

は
, 骨誘導能 に 引き続き骨伝導能が 作用 L て い た ･

3 . オ ー ト ク レ
ー

ブ 処理 同種骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処

理 同種骨で は
,

Ⅹ線像 か ら骨癒合は 移植後12 週 目に み られ , 凍

結 処理骨 よ り遅延 して い た ∴ 組織学的 に ほ , 滅菌 処理 骨は 骨誘

導能を 有 しな い た め に
, 移植骨周 開の 線維性結合織 に は 軟骨化

や 骨化の 分化誘導が み られ ず ,
移植 骨内 へ 血 管が 侵入 す る と共

に 移植骨 へ の 新生骨 の 添加が 増加 し
, 滅菌 処理 骨 ほ主 に 骨伝導

能 に よ っ て 着床 を起 こ して い た .

4 . オ ー ト ク レ ー

ブ処理同種骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処

理 同種骨 に化学的捜作を 加え た 脱灰凍結乾操同種骨を 加え た 群

で ほ
, 各処埋骨 の 単独移植に 比べ 骨癒合( 移植後 8 週) が 促進 さ

れ て い た . 組織学的 に は
, 化学的操作を 加え た脱灰凍結乾燥同

種骨を 移植 した こ と で 移植骨周 囲 に 早期か ら骨誘導が 起 こ り
,

こ の 結 熱 化学 的操作を 加えた 脱灰凍結乾燥 同種骨非移植 群よ

りも骨癒合が 促進 され て い た .

以上
, 滅菌処理 同種骨ほ , 凍結処理骨 よ りも骨癒合に 遅延が

み られ るも の の
, 拒絶 され る こ と なく ,

そ の 骨伝導能に よ っ て

十分な 骨癒 合を起 こ す こ と が証明 され た ,
こ の こ とは , 滅菌処

理骨が 塊状移植骨材 と して 臨床応用 で き る こ と を示 唆す るも の

で ある . さ ら に
, 滅菌処理 同種骨 わ周 囲に 骨誘導物 質を移植す

る こ と で
,

よ り骨形成能の 優れ た移植骨材と な りえ る もの と考

え られ る .

謝 辞

稿を終え る に あた り , 御 指 軋 御校閲を承り ま した恩師富 田勝郎教授

お よび
,
直接御指導 , 御教示をい ただき ま した 下崎英 二 講師 に深甚 なる

謝意を表 し ます . また
, 本研究遂行 に御助言 , 御協力い た だ きま した 整

形外科骨移植班の 糸川秀人 , 北岡克象 小林尚史 知 L ならびに 安田 俊

久文部技官に 感謝 します .

なお , 本論文 の要 旨の 一 部は 第 9 回骨 ･ 関節
･

軟部組織移植研究会 ,

第 6 回 日本整形外科学 会基礎学術集会に お い て発表 した ･

文 献

l ) G o ld b e r g .
V . M . & S t e v e n s o n , A . : ドa t u r al hi st o r y of

a u t o g r a it s a n d a u o g r af t s . C li n . O r th o p ･
,
2 2 5

,
7 -1 6 (1 9 8 7) ･

2 ) H ei pl e
,
K . G .

,
C h a s e

,
S . W . & H e r n d o n

,
C ･ H ･

: A

c o m p a r a ti v e s t u d y of th e h e ali n g p r o c e s s f oll o w l n g d iff e r e n t

t y p e s o f b o n e t r a n s pl a n t a ti o n ･ J ･ B o n e J oi n t
l

s u r g ･
･
4 5 v A

･

1 59 3 t1 61 6 (1 9 6 3) .

3 ) 糸満盛憲 , 小林明正 : 骨銀行 . 第1 版 ∴64 - 7 6 頁 ,
ヒ ュ

ー

マ ン テ ィ
ワ イ

, 東京 ,
1 9 9 0 .

4 ) M a n k i n , H . J . , I) o p p el t
,
S ･ & T o m f o r d

, W . : Cli nic al

e x p e ri e n c e w it h a1l o g r af t i m pl a n t a ti o n ･ C li n ･ O r th o p ･
,
1 74

,

6 9 -8 6 (1 9 8 3) .

5 ) I t o r n a n
,

M .
,

S a s a m o t o
,

N . & Y a m a m o t o , M

B a n k e d b o n e g r af ti n g f o r b o n e d ef e c t r e p air ･ J ･ Jp n ･ O rth o p .

A s s o c .
,
6 2

,
4 61 -4 6 9 (1 9 8 8) .

6 ) K r ei c b e r g s
,
A . & K o hl e r ,

P . : B o n e e x p o s e d to h e at .

I n M . A e b i & P . R e g a z z o ni ( E d s .) ,
B o n e T r a n s pl a n t a ti o n

,
1 st

e d . , P1 5 5
-1 61 , S p ri n g e rA V e rl a g B e rli n H eid elb el g , G e r m a n y ,

1 9 8 9 .

7 ) K 6 h l e r
,
P .

,
G l a s

,
J . E .

,
L a r s s o n

,
S .

,
L a r $ S O n

,
S . &

K r ei c b e r g s
,
A . : I n c o r p o r a ti o n of n o n vi ab l e b o n e g r aft s . A ct a

O r th o p . S c a n d .
,
5 8

,
5 4-6 0 (1 9 8 7) ･

8 ) K r ei c b e r g s
,
A . & K o h l e r , P . : D i a p h y s e al r e c o n str u c t-

i o n b y a u t o cl a v e d b o n e . A c t a O r th o p ･ S c a n d .
,
5 8

, 61 -65

(1 9 8 7) .

9 ) W a n g e ri n
,
K .

,
E w e r s

,
R . & K e s t e l

,
M ･ : I n te r a c tio n

of b o n e r e s o r p ti o n a n d b o n e s y n th e sis u si n g a n a u t o cl a v e d

b o n e g r af t . P r o g . C lin . B i ol . R e s ･ , 1 8 7 , 34 3 → 3 51 (1 98 5) ･

1 0 ) W a n g e ri n
,
K .

,
E w e r s

,
R .

,
W o t tt g e

,
H . t: . & R a n d zi o

,

G . : T h e a u t o cl a v e d a u t o g e n o u s b o n e g r af t a s a r ei m pla nt .

J . M a x iu o f a c . S u r g . , 1 4 , 1 3 2-1 3 7 (1 9 8 6) ･

1 1) T h o m p s o n ,
V . P . & S t e g g a l

,
C . T ･ : C h o n d r o s ar c o m a

of t h e p r o xi m al p o r ti o n of th e f e m u r tr e a t e d b y r e s e c ti o n

a n d b o n e r e pl a c e m e n t . J . B o n e J oi n t S u r g . , 3 S
- A

,
3 57 -367

(1 9 5 6) .

1 2) S m i th
,

W . S . & S i m o n
,
M . A . : S e g m e n t al r e s e ctio n

f o r c h o n d r o s a r c o m a . J . B o n e J oi n t S u r g .
,

5 7 - A
.
1 0 9 7-11 03

(1 9 7 5) .

13) J o h n s t o n , J . 0 .
,
H a r ri e s

,
T . J .

,
A l e x a n d e r

,
C ･ E ･ &

A l e x a n d e r , A . H . : L i m b s al v a g e p r o c e d u r e f o r n e o pl a s m s

a b o u t t h e k n e e b y s p h e r o c e n t ri c t o t al k n e e a r th r o pl a s ty a nd

a u t o g e n o u s a u t o cl a v e d b o n e g r aftin g ･ C li n ･ O r th o p ･ ･ 18 l
･

1 3 7-1 4 5 ( 1 9 8 3) .

1 4) H a r ri n g t o n
,

K . D ･
,
J o h n s t o n

,
J ･ 0 ･

,
K a uf e r ,

H ･ N ･ ･

L u c k
,
J . V . & M o o r e

,
T . M . : L i m b s al v a g e a n d p r o s th e tic

j oi n t r e c o n s tr u c tio n f o r l o w - g r a d e a n d s el e c t e d hig h-g r a d e

s a r c o m a s of b o n e af t e r wi d e r e s e c ti o n a n d r e pl a c e m e n t b y

a u t o cl a v e d a u t o g e n ei c g r aft s ･ C li n ･ O rt h o p リ
2 1 1 ,

180-21 4

(1 9 8 6) .

1 5) C l o w a r d
,
R . B ∴ G a s- St e riliz e d c a d a v e r b o n e g r af t s fo r

s pi n al f u si o n o p e r a ti o n s ･ S pi n e
,
5

,
4-1 0 (1 9 8 0) ･

1 6) P r o p , D . J .
,

P e d r o t ti
,

W ･ P ･
,

B u r r e s
,

K ･ P ･
&

o kl u n d , S . : S u p e ri o r o s t e o g e n e si s i n tr a n s pl a n t e d all o g e n eic

c a ni n e s k u11 f oll o wi n g c h e m i c al s t e riliz a ti o n ･ C li n ･ O r th o p り

1 6 8
,
2 3 0 - 2 4 2 (1 9 8 2) ,

1 7) J o h n s o n
,
A . L . , S h o k r y ,

M ･ M ･ & S t ei n
･

L ･ E ･
:

p r eli m i n a r y s t u d y of e th yl e n e o xid e s t e riliz a ti o n of f ulトthic k n
･

e s s c o r ti c al all o gr af t s u s e d i n s e g m e n t al f e m o r al fr a c t ur e ･

A m . J . V et . R e s .
,
46

,
1 0 5 0 -1 0 5 6 (1 98 5) ･

1 8) U ri s t ,
M . R . : B o n e ‥ F o r m a ti o n b y a u t oi n d u c tio n ･

S ci e n c e
,
1 5 0

,
89 3 - 8 9 9 (1 9 65) .

1 9) U ri st
,

M . R .
,

M i k u l s k i ,
A ･ & B o y d ,

S ･
D ･ : A



滅菌 同種骨移植 の 実験 的研究

ch e m o s t e riliz e d a n tig e n e x t r a c t e d b o n e m o r p h o g e ni c

all oi m pl a n t . A r c h ･ S u r g ･
,
11 0

,
41 6-4 2 8 (1 9 7 5) .

20) U ri s t
,
M ･ R ･ & D a w s o n

,
E ･ : I n t e r tr a n s v e r s e p r o c e s s

f u si o n w ith th e a id of c h e m o s t e riliz e d a u t oly z e d a n ti g e n
-

e X t -

r a c t e d allo g e n ei c ( A A A ) b o n e . C li n . O r th o p リ
15 4

,
9 7 -1 1 3

(1 9 81) ･

2 1) I w a t a
,

H ･
,

H a n a m u r a
,

H .
,

K a n e k o , M .
, Y a s u h a r a

,

N .
,
T e r a s hi m a

,
Y .

,
K aji n o

,
G .

,
l d a

,
K .

,
M a b u s h i

, Y . &

N a k a g a w a
,
M . : C h e m o s t e riliz e d a u t oly z e d a n ti g e n- e X t r a C t e d

a1lo g e n ei c ( A A A ) b o n e m a tri x g el a ti n f o r r e p air of d e f e c t s

fr o m e x cisi o n of b e n ig n b o n e t u m o r s : a P r eli m i n a r y r e p o rt .

Cli n . O r th o p .
,
1 5 4

,
1 5 0 -1 5 5 (1 9 8 1) .

22) 岩田 久, 花村浩克 , 安原徳政 , 金子 正 幸 : 骨 形成 因子

(B M P) を含む A A A b o n e m at rix g el a ti n の 特徴 とそ の 臨床骨

移植術 へ の 応用 . 別冊整形外科,
8

,
3 3- 41 (1 9 8 5) .

2 3) 糸満盛憲, 小沢 隆 , 山崎幹雄: 同種骨 の 抗原性 . 整 ･ 災

外,
2 7 , 3 5 5- 3 6 0 (1 9 8 4) .

2 4) R ali s
,
Z ･ A ･ & R a lis , H . M . : A si m pl e m et h o d f o r

d e m o n str a ti o n of o s t e oid i n p a r affi n s e c ti o n s . M e d . L a b .

T e c h .
,
3 2

,
2 0 3-2 1 3 (1 9 7 5) .

2 5) B u r c h a r d t
,

H . & E n n e k i n g ,
W . F . : T r a n s pl a n t a tio n

Of b o n e . S u r g . C li n . N o rth A m .
,
5 8

,
4 0 3r4 2 7 (1 9 7 8) .

2 6) 三 木 明 , 山室隆夫: 細胞の 反応か らみ た 各種骨移植材の

比較検討. 別冊整形外科 ,
8 , 4 8-5 1 (1 9 8 5) .

2 7) R a y ,
R ･ D . : V a s c ul a ri z a ti o n of b o n e g r af t s a n d

im pl a nt s ･ C li n . O r th o p .
,
8 7

,
4 3-4 8 (1 9 7 2) .

2 7) 大作浩 一

: 同種骨移植 マ ウ ス の 免疫応答に 関する研究 . 日

81 5

整会誌,
6 2

,
71 -8 3 (1 9 8 8) .

2 8 ) 小沢 隆 , 糸満盛憲: 同種処理骨 の 抗原性に 関する実験的

研究 . 北里 医学,
1 1

,
4 8 2 嶋4 9 4 (1 9 81) .

2 9) 市 ノ川義美 ‥各種処理 同種骨の 移植抗 原性 , 骨誘導能 な ら

び に 力学的強度に 関す る研究. 歯科学報 f
椚

,
即7 - 9 0 6 (1 9 8 7) .

3 0) B r o o k s
,

D . B .
,

H ei pl e
,

K . G .
, H e m d o n , C . H . &

P o w ell
,
A ･ E

.
: I m m u n ol o gic al f a c t o r s in h o m o g e n o u s b o n e

tr a n s pl a n t ati o n ･ J ･ B o n e J oi n t S u r g .
,
4 5 - A

,
1 61 7-1 6 2 6 (1 9 6 3) ,

3 1) B u r c h a rd t
,
H ･ : T h e bi ol o g y of b o n e g r a ft r e p air . C li n .

O r th o p .
,
17 4

,
2 8- 4 2 (1 98 3) .

3 2) M i k ul s k i
,

A ･ J ･ & U li s t , M . R . : A n a n ti g e n ic

a n ti m o r p h o g e n e ti c b o n e h y d r o p h o bi c gly c o p e ptid e ( A H G ) .

P r e p ･ B i o c h e m り 5 , 21- 3 7 (1 9 7 5) .

3 3) 垣 内雅 吼 細谷 徹, 網谷寛政 , 辻井 潔, 濱 田秀樹 , 米

田 稔 , 高岡邦夫 . 小野哲郎 : 脱灰骨基質か ら 馴旨非脱灰骨基

質 へ
. 別冊整形外科,

8
,
1 5 3 -1 60 (1 9 8 5) .

3 4 ) 垣 内雅明 , 小野哲郎‥ 同種保存骨処理 法の 臨床的意義 . 臨

整外, 2 1 , 1 1 4 5 -1 1 5 3 (1 98 6) .

3 5) U ri s t , M . R . : O st e oi n d u c ti o n i n u n d e mi n e r aliz e d b o n e

ir n pI a n t s m o difi e d b y c h e m i c al i n h ibit o r s of e n d o g e n o u s

m a t ri x e n z y m e s ･ C li n A O r th o p り
8 7

,
1 3 2 二1 3 7 (1 9 7 2) .

3 6) 鈴木郁生 , 井上哲男 , 福田秀臣 : 滅 菌法及 び 無菌操作法並

び に 超 ろ過法 . 日本薬局方解説 書
, 第 十 二 改正 ,

B イ 7 8- B- 7 9 1

京 , 鹿川書店, 東京 ,
1 9 92 .

3 7) 糸満盛憲 , 小林明正 : 骨銀行. 第 1 版 ,
3 3-3 5 鼠 ヒ ュ

ー

マ ン テ ィ ワ イ
, 東京 ,

1 9 9 0 .

E x p e ri m e n t al S t u d y o n t h e O st e o s y n t h e tic P r o p e rtie s o f S t e rili z e d Al l o g r aft s T h k a o I to h
,
D e p ar t m e n t O f

O r th op a e dic S u rg e ry ,
S ch o ol o f M e di cin e

,
K an a Z a W a U ni v er si ty ,

K an a Z a W a 9 2 0 - J ･ J u z e n M ed S ∝ .
,
1 01 , 8 0 2

-

8 1 6 ( 19 9 2)

K ey w o r d s al l o g e n ei c b o n e g r af t
,
a u t ∝ 1 a v e

,
e th yl e n e o x id e g a s

,
a u t Ol y z e d an tlg e n

- e Xtr aC te d all o g e n ei c b o n e
,
S te ri 1i z a -

d o n

S eri o u $ P r O bl e m s as s o ci a te d w i th fr o z e n all o g r a f ts i n cl ud e i nf e c ti o n d e v el op l n g af te r i m pl an ta d o n an d d i 餓c ul ty l n

O b tai ni n g th e m i n J ap an b e c a u s e of r eli gi o u s an d s ∝i al fa c to r s ･ I f th e o st e o s ym th e tic p r o pe rd e s o f st e ri 1i z e d a1l og r aft s
,
S u C h

a S a ut ∝1 a v e d a1l og r af岳(1 35 ℃
,
10 m i n) an d e th yl e n e o xid e g as ste ri 1i z e d al 1 0g r afts ( E O G al1 0g r afts) ,

ar e Si m il ar t O th b s e of

& oz e n a1l o g r a ft s (
-

8 0 ℃) ,
S u C h al1 0g r a ft s w o ul d o v e r c o m e th e p r obl e m m e nti o n e d a b o v e

･
T b e p u rp o s e of th i s st ud y i s t o

C O m p ar e th e o st e o sy n th eti c pr o p e r d e s o f s te ri 1i z e d al 1 0 g r a fts w i th th o s e o f fr o z e n al l og r afts i n a mi m al e x pe rl m e n tS ･ T h e all o -

gr aR s w e re obt ai n ed & o m th e l O Ⅱ 皿 ft m or al dia p h y sis of W i st ar r ats an d b
･

e ate d t o b ri n g th e m t o o n e o f th e a b o v e - m e n -

ti o ne d ste rili z a d o n c o n di d o n s ･ n e i m m u n ol og i c al r e s p o n s e w a s c h e c k ed b y s ki n g r aft a ss a y ･ E a c h al l o g r aft w a s i m pl an te d

in to a l O m m 鎚 m or al d i ap h y s e al d e ft ct m a d e i n an S D ra t ･
I n o th er st e ri 1i z e d a1l o g r a ft i m pl a n te d g r o u p s

,
th e r e c o n st ru C ti o n s

W e r e s up pl e m e n te d w i th a ut ol y z e d an ti g e n - e X tr a C te d a1l o g e n ei c b o n e ( A A A b o n e) ･ T h e r e c o n st ru Cti o n s w er e in v esti g ated

wi th re sp e c t t o in c o rp or a ti o n b y r adi o g r qp h y ,
h is t ol o g y an d m i c r o an g l O gr a P h y at 2

,
4

,
8

,
1 2

,
1 6 a n d 2 4 w e ek s aft e r r e c o n -

$ h cti o n ･ I n th e sk in gr aft a ss a y , th e an b g e n l e v el of th e st eri 1i z ed all o g r af ts w as si m il ar t O th at of th e & o z e n all o gr afts , b u t
W a S n ot c o m pl e tel y e x tr a ct ed ･ B o n y u mi o n w a s ac h i e v ed at 8 w e ek s aft e r r e c o n st ru C ti o n of th e ff o z e n al l o g r a ft s a n d at 1 2
W e ek s aR er r e c o n st ru Cti o n o f th e s te ri 1i z e d al l og r af ts r a di o g r a p hi c all y ･ N e w a pp o si d o n al b o n e w as p r es e nt at th e b o rd e r of
th e g ra ft ed b o n e at 8 w e e k s a ft er t r an Spl an t a ti o n of th e 加 z e n al 1 0g r a ft s ･ O n th e o th e r h an d

,
n O ap p O Siti o n al b o n e w as p r e -

Se nt at th e b ord er of th e st e ri 1i z ed all og r af t at 1 2 w e ek s aft er tr an SPl an t atio n
･ n e S e 血 din gs s u g g e st d lat & o z e n al 1 0 g r aft s ,

b ut n ot ste ri1i z e d all o g ra ft s
･
h a v e an OS te Oi n d u c ti v e p r o pe rty W hi c h i s l ar g ely d e str oy e d b y th e ste ri 1i z ad o n m e th od s .



81 6 伊 藤

bl o od v e s s el d e n s lty O f th e steri 1i z e d all o g r afts w as l o w e r th an th at o f th e fr o z e n al 1 0 g r af ts ･ T h e r e a s o n f or th is diff er e n c e i s

th a t ste ri 1i z ed al 1 0 g r a fts h a v e o nl y o ste o c o n d u c ti o n ･ B u t n e w b o n e f o r m ati o n af ter th e i n v a si o n o f n e w v e s s el s o c c u r red in

th e st eri li z e d a1l o g r a 氏s b y o s te o c o n d u c ti o n ･ S u p pl e m e n t ed w i th A A A b o n e
,
e a C h ty pe O f all o g

r af t e x hi b ite d ab un d an t n e w

b o n e f or m ati o n an d i n v a sio n of n e w v e s s els c o m p ar e d t o th e n o n s u ppl e m e nte d allo gr afts ･ A s th e u nl o n of th e st eriliz ed all o -

gr a ft s w as s ati sf ac t o ry a t th e h o st
-

g r aftj 叩C tio n b y o s te o c o n d u c d o n
,
it is c o n cl u d ed th at th e s e al1 0 g r afts c an b e u s ed f or th e

r e c o n st ru C ti o n of l ar g e s k el etal d ef e c ts
,
a n d th at th e ad d iti o n o f o ste oi n d u c ti v e m ate ri al c an i m p r o v e th e i n c orp o r ati o n o f th e

St e rili z e d 山1 0 g r a 氏.


