
奈良県立医科大学・医学部・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４６０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2017

障害骨組織における再生遺伝子Regの発現動態の解析および骨再生促進法の開発

Analysis of Reg gene expression and development of methods to promote 
osteogenesis in damaged bone tissue.

６０４４８７７７研究者番号：

藤間　保晶（Tohma, Yasuaki）

研究期間：

１７Ｋ１０９８０

年 月 日現在  ５   ６ ２２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒトの障害組織の修復部位や各種炎症疾患で再生遺伝子（Reg遺伝子）が発現するこ
とは報告されていた。本研究では運動器損傷修復の観点から動物骨折モデルで分子生物学的、組織学的に検証し
た。その結果、骨組織にもReg遺伝子が存在することを発見し、Reg遺伝子は骨折後の修復期に発現、局在は主に
骨膜組織にあることを解明した。遺伝子学的解析から、その作用点はapoptosis（細胞死）に関与するBim遺伝子
との関連が見出した。
一方、臨床医療に反映すべく障害骨モデルとして、国民病の変形性膝関節症、骨壊死に注目し、自己組織を温存
する手術方法、骨癒合の促進、壊死骨の修復技術の開発を行い、その普及活動も行っている。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that regenerative genes (Reg genes) are expressed at 
repair sites of damaged tissues in humans and in various inflammatory diseases. In this study, we 
examined molecular biology and histology in an animal fracture model from the viewpoint of repair of
 musculoskeletal injuries. As a result, we found that the Reg gene is also present in bone tissue, 
and it was clarified that the Reg gene is expressed during the repair period after fracture, and 
that localization is mainly in the periosteum tissue. Genetic analysis revealed that the point of 
action is related to the Bim gene, which is involved in apoptosis.
On the other hand, in order to reflect this in clinical medicine, we focused on osteoarthritis of 
the knee and osteonecrosis, which are said to be national diseases, as models of damaged bones. We 
are developing surgical methods that preserve our own tissues, promoting bone fusion, and repairing 
necrotic bones, and are also engaged in activities to disseminate them.

研究分野： 再生医療、膝関節外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
整形外科領域における骨組織の修復再生は重要であり、外傷による骨折のみならず、先天疾患や外傷、２本脚歩
行の宿命である変形性膝関節に伴う下肢の変形や骨壊死に対する骨組織の修復治療は日常生活における活動性の
改善の為にも必須である。本研究に於いては、外傷による骨組織での傷害、更には手術による骨組織の（骨折手
術や骨切り術）修復を目指し、障害骨での修復メカニズムの解明、局在を解明した。修復のメカニズムと局在の
解明は臨床治療での治療において、骨組織の修復メカニズムを侵すことなく、温存する手術操作や手術手技の開
発、リハビリテーションに貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
整形外科領域において、悪性骨腫瘍に対する手術治療で行われる患肢切断術は運動機能を大

きく破綻させ、日常生活へ多大な制限を生む。特に小児では成長に伴う健側との脚長差や学校
生活においても非常に心身苦痛たるものであり、酷な治療法となる。現在、患肢温存を目標と
して、手術中に癌細胞に侵された骨組織（骨肉腫、傍骨性骨肉腫、軟骨肉腫、骨巨細胞腫等）
を一旦切断摘出して、体外にて熱処理や放射線処理による癌細胞殺処理を行い、機能再建を目
指して再び患部に戻す手法も一部の病院では行われる。更に、一般の外来診療においても、小
児先天性疾患（脚変形を併発する Blount 病、くる病、Morquio 症候群、Turner 症候群等）、外傷
後や感染症後、二本足歩行の人類にとって不可避な変形性膝関節症、骨壊死に伴う下肢変形に
頻繁に遭遇する。 
近年、乳癌、卵巣癌などの癌治療薬として創薬の分野で注目されているポリ ADP リボースポ

リメラーゼ（PARP）阻害剤を用いた研究が報告され、PARP は損傷部位に結合して活性化する.
このメカニズムによる損傷臓器の再生促進が多くの組織で報告され、その再生組織において特
異的に発現する再生遺伝子 Reg (regenerating)遺伝子が種々の臓器では見出されていたが、運動
器での報告はされていなかった。 
研究代表者は以前より、再生医療技術とセラミックスに関する基礎研究を行い、臨床医療へ

の応用を含めて検討してきた 1。整形外科での人工材料とレシピエント骨組織との固着につい
ては材料工学や再生医療学で種々研究されている。いわゆる腫瘍切除や四肢変形矯正術での骨
欠損に対して使用される人工骨と母床骨との骨癒合については、特に巨大な骨欠損部、骨壊死
部では充分な骨修復・再生が円滑に進まないことが臨床の現場では散見される。欠損組織に対
する人工関節をはじめとする器械への置換術の発展はめざましいが、小児では人工材料の弛み
や再手術の懸念、安静を強いられた生活を鑑みると、出来れば自らの組織を温存したい。ま
た、変形性膝関節症をはじめとする変性疾患においても、高齢者の社会進出や健康寿命の延伸
を考えると、やはり自らの組織を温存したい。このような観点から、四肢機能再建手術におい
ての、いわゆる障害骨における修復・再生のメカニズムの解明は、臨床で行われる手術手法
や、手術で使用する人工材料の効率的使用法の開発にもつながっていくと考えられた。 
 
２．研究の目的 
各種炎症疾患や損傷臓器の組織再生において特異的に発現する再生遺伝子 Reg が見出されて

いたが、運動器での報告はされていなかった。この組織再生メカニズムのトリガーとして放射
線、炎症による短時間かつ急激な DNA 損傷病態が報告されてきた。骨組織は外傷による骨折
や手術による侵襲、放射線等による殺細胞処理、骨欠損部に対する骨移植など多くの損傷形態
がある。それに伴う患者の機能障害や社会復帰への困難、更には医療経済面でもマイナスであ
る。我々はこれまで未発見であった骨組織において、急激な炎症モデルを用いて、Reg 遺伝子
の発現の発見および局在を見出し、骨組織での Reg 蛋白質-Reg 受容体系による組織再生につい
て検討した。 
また、組織修復・再生の手法としては、以前、我々が再生医療により獲得した自家骨髄由来

間葉系幹細胞を移植することで、骨形成を付加する技術（特許第 3951023 号：細胞致死化処理
骨に生細胞を搭載した骨補填システム）2を開発しており、更には臨床での適応拡大を目指し、
細胞活性低下同種骨にも応用できる技術にまで展開している 3。この技術は、培養により獲得
した細胞を移植骨に注入するという臨床応用に即した簡便な手法であり、損傷組織の修復・再
生の手法として、更には、壊死骨や人工骨の骨形成能の付与手技として応用が可能であること
から、臨床に即した手技の開発の一手段として取り入れて検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）骨組織に対する Reg 遺伝子の発現の検証 
種々の臓器における Reg 蛋白-Reg 受容体系による組織再生の報告から、Reg 遺伝子の発現す

るタイミングは何らかの障害に陥ったときと想定される。このことは「岡本モデル」として報
告される 4。骨組織において Reg 遺伝子発現が誘発される病態は、これまで我々が研究してき
た放射線や液体窒素等によるダメージや「急性炎症」を惹起する病態として外傷、いわゆる骨
折などが考えられた。本研究では動物実験モデルとして、Fischer 344 rat を用いた骨折モデルを
作成した。“放射線”、“液体窒素”を用いた殺細胞処理骨移植の臨床に相当する悪性骨腫瘍手術
を鑑みても、処理骨と正常骨の境界を接合することに関しては骨折の手術と同じである。 
“骨折”ラットの骨折モデルは大腿骨に人

為的に骨折を起こし、ネジ付き鋼線によ
る髄内釘固定により作成できる（右図）。
この髄内釘固定という手法は実際のヒト
の大腿骨骨折に対する治療と同様のもの



である。 
このモデルの骨障害部位（赤丸円内：骨折部）より骨組織を採取、更には周囲の筋組織や骨

膜組織を分離し、コントロール部位との比較を行い、Reg 遺伝子の発現の検証を行った。Reg
遺伝子は family として Reg-1, PAP-1(Reg-2), PAP-2(Reg-3), PAP3, Reg-4 が報告されており 5、組織
や病態により出現は異にすることから、報告論文に準じ Reg-1, PAP-1, PAP-2, PAP-3, Reg-4 
mRNA について継時的な発現を検討した。 

 
（２）Reg 遺伝子発現カスケードの詳細とその発現局在の同定 
上記の骨障害モデルでの Reg 遺伝子発現のタイミング、局在の解析が必要である。骨折モデ

ルにおいては前述のように各組織の摘出が可能である。組織別に上記の Reg family member 遺伝
子 Reg-1, PAP-1, PAP-2, PAP-3, Reg-4 各種 mRNA の発現を継時的に測定するとともに、発現蛋
白の局在も免疫組織学的染色等により検証する。 
 
（３）in vitro Reg 遺伝子の発現の検証 
 in vivo 骨再生における Reg 遺伝子の発現を検証するにあたり、障害を負った後の細胞レベルで
Reg 遺伝子が発現しているかの確認が必要である。in vitro 細胞レベルでの Reg 遺伝子の発現の
検討は前述同様に Fischer 344 rat を用い、rat 大腿骨骨髄から（１）の結果に基づいて間葉系細
胞を採取・増殖させ、プレート上に間葉系細胞のシートを作成する。そのシートに細胞レベル
での損傷モデルとして、炎症惹起物質である IL-6 を添加した。また、Knockout 検証として、骨
膜由来間葉系幹細胞での組織再生・修復過程に関与するターゲット Reg I の siRNA を培地に添
加して knockdown することにより骨組織再生の促進に障害が出現するか検討した。 
 
（４）in vitro Reg 遺伝子の作用点の検討 
骨膜由来間葉系細胞をプレート上で培養し、その際に傷害モデルとして炎症惹起物質である

IL-6 を添加した群と非添加群を培養し、プレート上の細胞より mRNA を抽出して、Reg-1 遺伝
子の作用点が、細胞分化か、細胞増殖か、細胞増殖のサイクルかについて分析した。 
分化については骨関連分化因子である ALP, Sox-9, Cathepsin K の遺伝子発現を測定した。 
細胞増殖については WST assay で増殖を測定し、細胞増殖のサイクルについては Cell cycle 

regulator である CDK4, E2F mRNA 解析を行った。 
 
（５）臨床医療における障害骨の骨再生、人工骨使用に関する問題点の確認 
 Reg 遺伝子発現のメカニズムは障害骨で再現されるという仮説のもと、少しでも早く世の中
に還元できる技術を開発すべく臨床治療に直結する基礎研究計画となるよう、骨腫瘍における
患肢温存出術や下肢変形矯正手術での骨癒合促進、遷延癒合の防止、骨欠損部の補填手技、人
工骨の効率的使用手技などを、臨床の場での問題点を通常の臨床治療や学会活動を通じて集積
して、開発することを試みた。 
 
４．研究成果 
（１）骨組織に対する Reg 遺伝子の発見 
大腿骨骨折モデルより、骨折部の組織を

切除し、骨折をしていない大腿骨骨幹部を
コントロールとして、骨折手術後４週、８週
の mRNA を抽出して、再生遺伝子 Reg family
より Reg-1 遺伝子の発現を検討した。  
その結果、手術後 4 週の骨折部に於いて

Reg-1 遺伝子の発現を見出した。しかし、Reg
遺伝子は骨癒合をし終えると発現していな
かった。さらに、骨折部周囲の組織を骨組
織、骨膜組織、周囲筋組織に分けて Reg-1 遺伝子を検討すると、骨膜組織に発現を認めた。 
以上のことから、運動器、骨組織で初めて Reg 遺伝子が発見され、Reg 遺伝子は修復期に発現

することが見出された。 
 
（２）Reg 遺伝子発現カスケードと発現の局在の結果 
ラット大腿骨骨幹部骨折モデルの骨折部より、骨折手術後 1,2,4,6 週の骨膜およびコントロー

ルとして正常大腿骨骨幹部の骨膜を摘出し、mRNA を抽出した。骨膜骨折治癒過程における骨
膜 Reg family 遺伝子の経時間的発現変化をみた結果、Reg-1, PAP-1, PAP-2, PAP-3, Reg-4 各種
mRNA いずれもが骨折修復過程で上昇し、骨癒合が進行するに従い減少した（下図：左）。
（１）の結果を踏まえ、この結果から、再生遺伝子 Reg は骨折修復期に発現することが確認さ
れた。 



Reg-3G による免疫組織学的染色では、骨折修復過程において、形成された新生骨の骨膜組織
に非常に多くの染色像が認めら、骨折治癒過程における骨膜組織に Reg family 遺伝子が確認さ
れた（下図：右）。 

 

 
（３, ４）in vitro Reg 遺伝子の発現と作用点 
骨関連分化因子である ALP, Sox-9, Cathepsin K mRNA の発現について IL-6 添加群と非添加群

で明らかな有意差は認めなかった。WST assay による細胞増殖の測定結果では Reg-I siRNA に
よる感作により増殖作用が消失しており、IL-6（Reg-I 発現下）で細胞数増加していた。しか
し、Cell cycle regulator である CDK4, E2F mRNA 解析では Reg-1 が増加している IL-6 刺激には
反応せず増加せず、寧ろ減少していた。従って、骨膜由来間葉系細胞の増殖増加は Cell cycle 
の増進によるものではなく、IL-6 依存性 Reg-I 発現の刺激を介した細胞死（アポトーシス）抑
制の可能性が示唆された。 
従って、IL-6 添加下における骨膜由来間葉系幹細胞での apoptosis-related gene の検討を行う

ことにし、anti-apoptotic members of this family（抗アポトーシス蛋白）である Bcl-2, Bcl-xL 遺伝
子および pro-apoptotic members of this 
family（アポトーシス促進蛋白）であ
る Bmf, Bim 遺伝子の mRNA を測定し
た。その結果、anti-apoptotic family 
gene の表現に影響を与えなかった
が、 pro-apoptotic gene である Bim の
減少を示していた。 
 
以上より、IL-6 は PMSC の増殖を刺激するとともに、pro-apoptotic Bim 遺伝子の発現を抑制

しており、骨組織再生・修復における Reg 遺伝子の役割として IL-6 依存性 Reg 遺伝子を介し
たアポトーシスの抑制による可能性が示唆され、骨膜組織での骨形成能の regulation における
IL-6/Reg pathway に関する重要な役割が示唆された。 
 
（５）臨床医療における骨修復・再生を鑑みた手術法、効率的人工骨使用手技の開発 
本研究では、新型コロナ感染症蔓延化での臨床データ集積となり、自らの専門分野である膝

関節、変形性膝関節症や骨壊死に対する関節温存・膝周囲骨切り術にターゲットを置き、情報
を集積した。 

下肢変形を伴う変形性膝関節（左図：左）に対
する関節温存手術として、古くは創外固定法（左
図：中央）が行われていたが、固定力不足による
骨癒合期間の長期化、それに伴う後療法の遅れが
示唆され、最近はプレートおよび人工骨を用いた
手術が広まっている（左図：右）。前述の結果か
ら、骨膜を如何に損傷せずに治療するか、幹細胞
（一般の治療では骨髄由来の幹細胞に期待する
ことになる）を如何に骨癒合に反映させるかが手技の開発の基本となった。 
その結果、骨壊死に対しては（下図：左）、骨切り術にあわせて、病巣の掻爬、病巣部に骨穿

孔を行うことで骨髄液を病巣に流入させる骨髄刺激法を取り入れることで、骨壊死巣（下図：中
央）が修復されることが確認された（下図：右）。 



    
〈骨壊死 MRI 像〉 〈骨壊死関節鏡像〉  〈X 線像での骨壊死〉 〈X 線像での骨壊死部修復像〉 
 

人工骨の使用に際しても、大きな人工骨、気
孔径の小さい人工骨では人工骨内部での骨形
成が乏しいことを研究代表者は報告しており
6、それを改善すべく、1mm 孔の穴を開け（右
図：左）、脱気し（右図：右）、母床骨からの骨
髄液の浸透が円滑に行わる簡便な手法を開
発・普及した。 
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