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研究成果の概要（和文）：本研究は、低用量非ウィルス性ベクターを保持した新規バイオマテリアルの開発を目
的に、①ナノバイオグラスを用いてDNAの細胞貪食能を高めプラスミドDNAの遺伝子導入効率化を図り、②担体と
して用いていたアテロコラーゲンを低接着性コラーゲンに置換し、細胞のスフェロイド形成の誘導作用と骨髄間
葉系細胞の骨芽細胞への分化促進作用を強化し、従来のGAMを改良し臨床応用を目指した。プラスミドDNA、ナノ
バイオグラス、LasColの濃度を調節し、骨形成能が最も高い組み合わせを選定すべくマウス頭蓋冠上への移植実
験を行った。結果、アテロコラーゲン群と比較すると、有意差は認めなかったものの、優れた骨形成能を示し
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop new biomaterials that hold low dose 
nonviral vectors. We aimed for clinical application by improving conventional GAM with the 
enhancement of the cellular phagocytosis of DNA by nanobioglass, the improvement of gene transfer 
efficiency of plasmid DNA, and both induction of cell spheroid formation and enhancement for bone 
marrow mesenchymal cells to promote differentiation into osteoblasts by the low adhesive scaffold 
collagen as a scaffold. In order to select the appropriate concentration among plasmid DNA, 
nanobioglass and LasCol which possess the highest osteogenic potential, transplantation experiments 
were conducted on the mouse calvaria. As a result, although there was no significant difference when
 compared with the atelocollagen group, low adhesion collagen showed good osteogenic potential.

研究分野： 口腔顎顔面外科学

キーワード： Gene Activated Matrix　Bone Regeneration　LASCol　バイオマテリアル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

〈口腔外科領域における骨再生材料につい

て〉 

 現在は骨欠損に対し、自家骨移植が頻用さ

れているが、この代替手法として人工骨

（Hydoroxyapatite（HA）やβ-Tricalcium 

Phosphate（β-TCP））がすでに応用されてい

る（Kokubo T，et al，Biomaterials 24; 2003）。

しかし、未だに自家骨移植が gold standard

であり、組織再生の鍵となる細胞・成長因

子・担体の三要素を兼ね備えた骨再生材料の

開発が望まれている。これまで、我々はリン

酸カルシウムの 1種である Octacalcium 

Phosphate（OCP）と、担体としてのコラーゲ

ンを複合化した OCP・Collagen 複合体

（OCP/Col）を用いた研究 (K Miura , et al. 

IJOMS, 2012)( Matsui A, et al. CPCJ, 2014)、

β-TCP搭載GAMを用いた研究（M Umebayashi , 

et al. BioReseach, 2015）で口腔外科領域

の骨欠損が効果的に再生し得ることを報告

した。 

〈GAM を用い、直接的に骨原性タンパクを使

用すると生じる弊害を回避する〉 

人工骨補填材に BMP2 や BMP4 といった骨形成

性タンパクを組み込むと骨形成が促進する

ことが報告されている（Boyne et al. J Oral 

Maxillo Surg . 2005）。しかし、高濃度で頭

頸部領域に投与すると気道障害のリスクが

あり、費用が高額になることに加え長期保存

維持が不安定であるなどの問題点が存在す

る。したがって、われわれは骨形成性タンパ

クよりも安全にかつ長期間機能する特徴を

有する plasmid DNA を、β-TCP 含有アテロコ

ラーゲンに搭載した GAM を用いて、6-7 週齢

の F344 ラット(オス)の頭蓋骨上および 9mm

の頭蓋冠臨界骨欠損に移植し、優れた骨再生

を示した（M Umebayashi , et al. BioReseach, 

2015）。 

〈プラスミドベクターを用いた遺伝子導入

法は安全性が高い〉 

 遺伝子導入効率を向上させるために、培養

細胞の添加、ウィルスベクターの使用、およ

び遺伝子導入試薬が併用されている。しかし

細胞培養には労力や時間がかかり、ウィルス

ベクターや試薬は細胞毒性があるため臨床

応用が難しい。したがって、我々は安全で効

果的な非ウィルス性ベクターであるプラス

ミドベクターを用いている。プラスミドベク

ターは導入効率が低いことが知られている

が、癌や四肢虚血の PhaseI/II トライアルに

おいて高濃度プラスミドを使用し安全性に

問題がなかった事が知られている 

(Comerota AJ, et al. J Vasc Surg. 2002) 

(Makita N, et al. Drug Delivery Syst. 2010)。

従ってわれわれはプラスミド量を増加し遺

伝子導入効率を高めた（M Umebayashi , et al. 

BioReseach, 2015）。 

〈β-TCP をナノ化して細胞貪食能を高くし、

遺伝子導入を効率化する〉 

申請者らが報告（K Miura , et al. Applied 

Surface Science. 2013）したように、ナノ

サイエンステクノロジーが発達してきてい

る。リン酸カルシウムをナノ化することによ

り、細胞貪食が起こりやすくなり遺伝子導入

効率が高まる事が知られている（Cao X, et al. 

Int J Nanomedicine 6;2011）。 

〈超音波を用いた新生骨の非侵襲的評価〉 

非侵襲的に骨再生材料による初期の骨形成

を評価する方法として超音波を用いる方法

を申請者は報告しており、本研究で有用であ

る (K Miura, et al. J Ultrasound Med, in 

press)。 

２．研究の目的 

口腔外科領域において、超高齢化社会に伴い、

多数歯欠損や悪性腫瘍によって顎骨および

歯槽骨を喪失する患者が増加しており、骨再

生療法は重要な課題である。現在、新鮮自家

骨移植が有効な方法であり、申請者らもその

有用性を報告している（K Miura , et al. JOMS, 

2015）。しかし外科的侵襲、採取量の限界が



あり、これに置き換わる骨再生材料が必要で

ある。われわれはβ-TCP 含有アテロコラーゲ

ンに plasmid DNA を搭載した遺伝子活性化基

質(Gene Activated Matrix: GAM）を用いた

骨再生の有効性を証明し、臨床応用に向けて

研究を進めている（M Umebayashi , et al. 

BioReseach, 2015）。本研究は、これまでの

われわれの研究を発展させるものである。す

なわち、本研究の目的は、適切な plasmid 量

を決定し、ナノサイエンスを併用して臨床応

用可能なマテリアルを開発し、骨欠損を有す

る国民の QOL に貢献することである。 

３．研究の方法 

本研究では、細胞貪食能を高めるために作製

したナノ化したβ-TCPを含むGAMの製作法を

確立する。そのうえで、In vivo における骨

再生能、すなわち骨新生初期(埋入後 10 日、

2週、3週)では I型コラーゲン、アルカリフ

ォスファターゼ、オステオポンチン、オステ

オカルシンを用いた免疫組織学的表現形質

評価、また、超音波を用いた非侵襲的評価を

行う(埋入後 2週)。骨石灰化期(埋入後

4,8,12,24 週)においては、超音波を用いた非

侵襲的評価、HE 染色を用いた組織学的評価、

オステオカルシンを用いた免疫組織学的評

価、µCTを用いた放射線学的評価を行い、骨

の成熟度に関して評価する。これらの評価に

基き、臨床応用可能なバイオマテリアルの製

作法を確立していく。 

４．研究成果 

本研究は、低用量非ウィルス性ベクターを保

持した新規バイオマテリアルの開発を目的

に、①ナノバイオグラスを用いて DNA の細胞

貪食能を高めプラスミドDNAの遺伝子導入効

率化を図り、②担体として用いていたアテロ

コラーゲンを低接着性コラーゲンに置換し、

細胞のスフェロイド形成の誘導作用と骨髄

間葉系細胞の骨芽細胞への分化促進作用を

強化し、従来の GAM を改良し臨床応用を目指

した。プラスミド DNA、ナノバイオグラス、

LasCol の濃度を調節し、骨形成能が最も高い

組み合わせを選定すべくマウス頭蓋冠上へ

の移植実験を行った。結果、アテロコラーゲ

ン群と比較すると、有意差は認めなかったも

のの、優れた骨形成能を示した。 
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