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研究成果の概要（和文）：我々は、サケ白子由来のDNAとプロタミン(P)を用いて作製したDNA/Pスカフォールド
は頭蓋骨欠損部モデル動物において骨伝導能を持つことを報告した。しかしながら、このDNAの新生骨の誘導作
用機序に関しては不明である。 そこで、骨芽細胞に対するDNAの骨分化関連分子及びその分解産物のリン酸輸送
能の効果に関し検討した。DNAは骨芽細胞において骨分化分子の発現を増大させ、同時にリン酸濃度が増加する
ことが明らかになった。又、DNAの添加は骨芽細胞の遊走能を増強した。骨欠損部へのDNA埋入は骨再生を促進し
た。以上よりDNAはリン酸輸送の活性化と骨形成細胞の遊走を介し骨再生を促進することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We previously reported the promotion of bone regeneration in calvarial 
defects of rats, with DNA/protamine scaffold. However, the method by which this DNA-based scaffold 
promotes bone formation is still not understood. We examined the effects of salmon DNA on 
osteoblastic differentiation and calcification in mouse and human preosteoblasts cells in vitro and 
bone regeneration in a calvarial defect model of in vivo. The DNA was upregulated the expression of 
the osteogenic markers in preosteoblasts. The DNA scaffold degraded phosphate ions were released to 
the cell cultures. Furthermore, DNA enhanced migration and upregulated the expression of Na/Pi 
cotransporters in preosteoblasts. The rodent bone defects implanted with DNA disks promoted new bone
 formation. Our results indicate that the phosphate released from DNA activated the Na/Pi 
cotransporters and the migration of osteogenic cells, resulting in the promotion of bone 
regeneration. 

研究分野：歯学・機能系基礎歯学
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1.研究開始当初の背景 

硬組織再生には、足場、骨分化・形成のため

の細胞(骨芽細胞や間葉系幹細胞)及び形成

促進作用を有する生物活性因子(サイトカイ

ン類)の３つの要素が必要であることが知ら

れている。又、新生骨再生過程において骨基

質形成のための骨芽細胞前駆細胞が骨欠損

部へ遊走することにより開始されることも

知られている。我々は、サケ白子由来のDNA

とプロタミンを用いて作製したDNA/プロタ

ミン(D/P)スカフォールドは正常及び骨粗鬆

症モデルの頭蓋骨欠損部モデル動物におい

て骨伝導能を持つことを報告した。しかしな

がら、このDNAのスカフォールドの新生骨

の誘導作用機序に関しては不明である。  

２.研究の目的 

そこで、DNAによる骨芽細胞に対する骨分

化・基質分泌関連分子及びDNA分解産物で

あるリン酸の溶解とこの輸送に関わる分子

の発現変化について検討した。さらに、DNA

による骨欠損部の新生骨形成過程の形態組

織学的解析とDNAによる骨芽細胞の骨分

化･基質分泌能への効果についても検討した。 

３．研究の方法 

マウス骨芽細胞株MC3T3-E1細胞をサケ白

子由来のDNA存在下で培養し、骨分化関連

分子DNAとその分解産物であるリン酸遊離

能およびこの輸送に関わる分子の発現変化

について検討した。さらに、ヒト骨芽細胞株

MG63細胞を用いDNA存在下で培養し、骨分

化関連分子及び遊走性について検討した。 

さらに、ラット及び加齢マウスの頭蓋骨骨

欠損モデルを作製し、骨再生過程における

DNAの効果についてmicro-CT法を用いて検

討した。 

４．研究の成果 

DNA は骨分化誘導過程においてコントロー

ルに比較し、マウス及びヒト骨芽細胞株にお

いて骨分化関連分子(ALP, Runx2, Osterix)の

発現を有意に増大させた(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

又、DNA自身は培養 5日後にほぼ分解され、

培養液中のリン酸濃度が増加することが明

らかになった。そこで、リン酸輸送体に着目

したところ、DNA 刺激依存性に骨芽細胞の

Na⁺依 存 性 リ ン 酸 輸 送 体 (SLC20A1 、

SLC34A2)の発現が増大した逆にリン酸輸送

体阻害剤の投与は DNA刺激によるリン酸輸

送体の発現の減少を伴って骨分化関連分子

の発現も減少させた(図２)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図 1 ＤＮＡによる骨分化促進作用 

 
   図 2 DNA によるリン酸輸送体発現作用 
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さらに、DNAはヒト骨芽細胞の遊走性を増 

強した。さらに、頭蓋骨骨欠損モデルラット 

において、DNA 埋入部周囲に間葉系幹細胞

のマーカー1つであるADH1陽性細胞が多く

存在し、欠損部から結合性組織へ置換された

部位に Osterix が多く観察され、最終的に骨

再生がDNAにより有意に促進された(図３)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

又、加齢マウスの頭蓋骨欠損モデルにおいて

も DNA埋入により骨再生率の増加、成熟骨

の増加及び線維性結合組織の減少が認めら

れた 

 

＜考察＞ 

サケ白子由来の新規骨伝導性を持つDNA/

プロタミン(D/P)スカフォールドによる骨形

成促進作用は DNA分解産物のリン酸濃度増

加によりリン酸輸送体の発現が促進され、骨

分化と基質形成が促進されることが示唆さ

れた。これらの結果は、DNA は骨形成のた

めの細胞を欠損部へ遊走させると共に、骨分

化を促進し、結果的に新生骨再生が促進され

ることが明らかになった 
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図３ DNA による間葉系幹細胞様細胞の集積と細胞遊走能 
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