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研究成果の概要（和文）：ラット頭蓋冠骨欠損モデルを用いて、生体活性化ガラス（BAG）とPSリポソーム
（PSL）の骨形成促進効果について検討した。その結果、BAGとPSL添加群では、BAG周囲に多数の破骨細胞様細胞
が出現するとともに、BAG単独群に比較して骨形成の活性化が早期に認められた。また、PSLはマクロファージ培
養系において、炎症性サイトカインであるTNF-αおよびIL-6産生を抑制し、抗炎症性サイトカインであるIL-10
産生を若干増加した。以上のことより、PSLはマクロファージ系細胞を介して骨欠損部におけるBAGの骨修復能を
促進することにより、骨組織のリモデリングを促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Effects of a combination of bioactive glass (BAG) and PS liposomes (PSL) on 
bone repair were investigated using rat calvaria bone defect model. In BAG+PSL group, a number of 
osteoclast-like cells appeared around BAG, and activation of bone formation was observed earlier 
compared with that of the BAG alone group. In addition, PSL suppressed the production of 
inflammatory cytokines, such as TNF-α and IL-6 and slightly increased the production of 
anti-inflammatory cytokine IL-10 in a macrophage culture system. From the above, it is suggested 
that PSL may suppress the inflammatory response in bone defects through cells of macrophage series 
and promote bone tissue remodeling.

研究分野： 歯科保存学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨欠損部における再生のコアとしてBAGとPSLを応用することにより、骨吸収から骨形成に向かうリモデリングに
類似した細胞連鎖が惹起され、早期に消失した骨組織の回復が観察された。また、PSLはTNF-αおよびIL-6産生
を抑制し、IL-10産生を増加することにより炎症反応を抑制し、修復・治癒へとスイ ッチする可能性が示唆され
た。超高齢社会における脆弱な骨欠損部に対する治療戦略として、BAGとPSLの応用は新規の歯周組織再生誘導技
術の開発に貢献するものと考えられた。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
(1)近年、再生医療の分野において様々な分化成長因子やサイトカインなどの再生促進剤の応用
が注目されている。現在まで、我が国においては歯周組織再生療法において、エナメルマトリッ
クスタンパクを含有する EmdogainⓇgel（EMD）が頻用されている。(Froum SJ et al. J 
Periodontol 72, 25-34, 2001)。しかしながら、EMD は生物材料であるため、我が国ではリコン
ビナントな硬組織再生医療用材料の開発が進められ、現在では組換え型ヒト bFGF（塩基性線維
芽細胞成長因子）を有効成分とするリグロスⓇ歯科用液キットが歯周組織再生療法で頻用され
成果を上げている（Murakami S et al. J Periodontal Res 38, 97-103, 2003）。一方、これらの
歯周組織再生剤は、骨壁を多く有する骨欠損部では優れた骨組織の再生、アタッチメントの回復
を誘導することできるが、多くの骨壁が消失した広範な骨欠損部における骨組織の誘導（GBR）
には適用できない。そこで最近の GBR では、これまで用いられてきた無生物材料、骨補填材に
加え、ティッシュエンジニアリングを応用した再生療法に関心が高まっている。また近年、骨組
織に存在するマクロファージの特別なサブタイプである骨組織マクロファー（OsteoMacs）に関
する基礎的研究から、骨形成とリモデリングにおける OsteoMacs の重要な役割が指摘されてい
る（Batoon L et al. Curr Osteoporos Rep 15, 385-395, 2017）。さらに最近では、歯科領域だけ
でなく医科領域においても、骨適合性および骨再生促進生体材料の開発を加速化するために、
OsteoMacs と多角巨細胞の機能解析の必要性が示唆されている（Miron RJ et al. Biomaterials 
82, 1-19, 2016）。しかしながら、骨組織のマクロファージ系細胞の多様性を制御する因子（シグ
ナル）については、いまだ不明な点が多い。 
 
(2)広範な歯槽骨欠損で、骨組織の活性が衰えている場合には、骨再生医療用足場材を用いても
GBR は予後不良となることが示唆されている。一般的に、欠損部周囲に骨壁が存在する 3 壁性
の骨欠損では、修復に関与する幹細胞が骨膜に多数存在するため修復しやすい。それと同様に、
多くの骨壁が消失した広範な骨欠損部において、「骨補填材に対する免疫反応が異物反応ではな
く、骨吸収から骨形成に向かうリモデリングと同じ細胞連鎖を惹起することが可能となれば、骨
修復能の低下した高齢者においても、消失した骨組織を回復すことができるのではないか。」と
いうことが、研究課題の核心をなす学術的「問い」である。 
 
(3)ホスファチジルセリンを含有する PS リポソーム（以下 PSL と略す）はミクログリア／マク
ロファージに貪食された後、プロスタグランジン E2（以下 PGE2 と略す）の産生を促すことが
報告されている。PGE2 は強力な抗炎症作用を有していることから、PSL はマクロファージの
浸潤した炎症部位において治癒促進作用が期待される。一方、生体活性ガラス(bioactive glass 以
下 BAG と略す)は骨伝導能を有しており、臨床において、骨補填材としての有用性が示唆され
ている。しかしながら、GBR（骨誘導再生法）における骨組織マクロファージ（OsteoMacs）と
骨芽細胞系細胞の細胞連鎖に関する報告はほとんど認められない。そこで本研究では、ラット頭
蓋骨骨欠損モデルを用いて、BAG と PSL を骨欠損部に応用することにより、OsteoMacs と骨
形成との関連性について解析するとともに、PSL のマクロファージに及ぼす効果について、マ
クロファージ培養系を用いて検討した。 
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２． 研究の目的 
 
ラット骨欠損モデルを用いて、生体親和性に富む BAG と PSL が骨組織のリモデリングに及ぼ
す影響について組織学的に検討するとともに、PSL のマクロファージに及ぼす効果について解
明する。 
 
３． 研究の方法 
 
実験Ⅰ：ラット頭蓋冠頭蓋冠骨欠損モデルを用いての骨形成促進硬効果の解明 
10 週齢ウイスター系雄性ラット 37 匹を用いた(n=3)。イソフルラン（フォーレン吸入麻酔液、
アボットジャパン）による吸入麻酔後、ラット頭頂部を剃毛し切開線を入れ、皮膚および骨膜を
剥離反転した。注水下でトレフィンバー（直径 5mm、GC 社）により、円形の骨欠損窩洞を作製
した。その後、ラットを 3 群に分け、骨欠損部に試作した骨補填材を埋入した。すなわち、①
BAG 単独群（BAG6 mg + PBS 10μl 添加、以下 BAG 群）、②BAG と PSL 併用群（BAG6mg + PSL10
μl 添加群、以下 BAG + PSL 群）、③骨欠損部に何も埋入しないコントロール群の 3種類の骨窩
洞処置群を作製した。骨窩洞形成直後および処置後、2、4、8 週目に標本を採取し、
4%paraformaldehyde 溶液で灌流固定を行い、頭部を取り出した後、マイクロCT（SKYSCAN, Bruker 
Corporation 社製）撮影を行い定量的に解析した。また、パラフィン標本を作製し、H.E.染色、
マッソントリクローム（MT）染色および ED1 抗体を用いた免疫染色を行い検鏡した。 



 
実験Ⅱ：PSL のマクロファージに及ぼす抗炎症性作用の解明 
実験には、倒立顕微鏡（オリンパス(株)・CKX53）を用いた。ヒト単球系 U937 細胞を通法に従
い PMA (100 nM)でマクロファージに分化させ、E.coli 由来 LPS (100 ng/ml)または IL-4 (20 
ng/ml)＋IL-13 (20 ng/ml) にて M1/M2 マクロファージへ分極させた。PS リポソーム(100μM)
添加によるマクロファージのサイトカインの発現変動について検討した。 解析方法として、TNF-
α、IL-6、IL-10 の発現について、ELISA 法を用いて解析した。 
 
４． 研究成果 

 
実験Ⅰ 
頭蓋冠骨欠損窩洞の変化についてマイクロ CT を用いて検索した。 画像解析の結果、処置後 4 週
目において、BAG + PSL 添加群は BAG 単独群に比較して、骨窩洞内における不透過像の面積の
増加が認められた（図 1）。組織学的解析において、BAG と PSL 併用群の処置後 2 週目では、BAG 
粒子に接して ED1 陽性を示す多核の破骨細胞様細胞が観察された。また、BAG 粒子の周囲では規
則的に配列した厚いコラーゲン線維と胞体の大きな骨細胞を含有した幼弱な骨組織が観察され
た。さらに、BAG 粒子の近傍には単核で胞体が類円形、多核形などの多様な形状を示す ED1 陽性
のマクロファージが散在性に観察された。一方、BAG 単独群の 2週目では、単核の泡沫細胞や多
核の巨細胞などマクロファージ系細胞と思われる細胞の集簇像が観察され、炎症反応の継続が
認められた。BAG 周囲のコラーゲン線維の形状は不規則であり、新生骨の形成像は観察されなか
った（図 2）。処置後 8 週目においては BAG と PSL 併用群と BAG 単独群の両群において、BAG 
粒子を含有した成熟した新生骨の形成像が観察された。BAG と PSL 併用群では、炎症性細胞浸
潤はほとんど観察されず、骨欠損部は一様に厚い線維性骨で被覆されている像が観察された。
BAG 単独群においても BAG と PSL 併用群と同様に厚い骨組織が観察されたが、形成された骨組
織は連続したものではなく、一部、骨組織は島状の形態を示していたことより、BAG と PSL 併
用群に比較して、骨組織の修復過程が遅れているものと推察された。また、BAG 単独群では ED1
陽性を示すマクロファージ系細胞の集簇像が 8週目においても継続して観察された（図 3）。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 

 
 
 
実験Ⅱ：PSL の抗炎症効果の解明：マクロファージ M2 タイプへの変換機構の探索  
PS リポソーム（100μM）は、LPS 刺激下で M1 マクロファージに適用すると培養上清中の炎症性
メディエーターである TNF-αおよび IL-6 の産生は著明に抑制された。一方、IL-4 および IL-13
刺激下で M2 マクロファージに適用したが、抗炎症性メディエーターである IL-10 産生は若干の
増加にとどまった（図 4）。実施した実験条件（既発表の論文を参考とした）では、M2 マクロフ
ァージへの分極が十分でない可能性も考えられ、更なる検討を実施しているが、PSL は M1 マク
ロファージに対する抗炎症効果が強力であり、その結果、骨欠損部における M1/M2 マクロファー
ジの分極バランスを早期に M2 マクロファージ優位に調節することにより、骨欠損部の治癒を促
進する可能性が示唆された。 
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