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研究成果の概要（和文）： 

C 型ナトリウム利尿ペプチドは軟骨細胞に直接作用し、軟骨の肥大化、軟骨基質の産生に影響
をおよぼすことにより内軟骨骨化を促進する。さらに、骨芽細胞にも直接作用することにより
骨分化促進作用を示す。 
歯髄由来間葉系幹細胞と骨髄由来間葉系幹細胞の骨分化誘導を行い、比較したところ、骨髄由
来間葉系幹細胞がより強い骨分化能を有していた。 
アドレノメデュリンは骨分化に影響をおよぼさなかった。 
研究成果の概要（英文）： 
C-type natriuretic peptide (CNP) promotes endchondral bone growth by acting 
chondrocytes directly to increase the size of chondrocytes and the space 
extracellular space. In addition, CNP affects bone formation by acting osteoblasts 
directly. 
Adult dental pulp and exfoliated deciduous teeth pulp-derived mesenchymal stem cells 

compared with bone marrow-derived mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation 

potentials were high. 

Adrenomedullin didn’t affect on osteodifferentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
口腔領域での歯牙あるいは顎骨の欠損は、自
然治癒・再生が期待できず、しばしば摂食お
よび審美障害をきたす深刻な問題となる。一
方、高度先進医療として、臓器移植が医療と
して定着し、軟骨や皮膚などの組織再生が臨
床応用され始めており、さらに今後 21 世紀

にもっとも期待される分野が器官再生であ
る。以上の状況から口腔領域では種々の手法
を応用した硬組織再生治療の研究が重要と
考えられている。 
２．研究の目的 
C 型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）および骨
形成因子といった生理活性物質を用いて、軟
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骨・骨・歯牙といった硬組織再生を目指す。 
３．研究の方法 
（１）CNP の骨分化促進の検討 
生後 1日目マウスの頭蓋冠を採取し、酵素処
理を行い、骨芽細胞を採取し、その骨芽細胞
を骨誘導培地で誘導を試みた。その際、CNP
非添加群（生理食塩水）、CNP 低濃度、中濃度、
高濃度の４群に分け投与を施行した。培養７
日、14 日、21 日にアリザリンレッド染色お
よび realtime PCR にて、アルカリフォスフ
ァターゼ、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲ
ンの発現の確認を行った。 
（２）CNP の軟骨分化促進作用の検討 
生後 1日目マウス（野生型マウスおよび
CNP-KO マウス）の肋軟骨を採取し、酵素処理
を行い、軟骨細胞を採取した。培養方法は三
次元培養（micromass culture）を用い軟骨
分化誘導を試み、その際 CNP 非添加群、添加
群（CNP10-7M）に分け投与した。21 日目に組
織学的検討を行った。 
（３）幹細胞を用いた骨の再生についての検
討 
10 週齢の免疫不全マウスを使用し、β-TCP
とハイドロキシアパタイトの細粒の混和物
を歯髄由来幹細胞 106個、骨髄由来間葉系幹
細胞 106個と混和し、皮下に埋入する。埋入
後 8 週目で採取し、骨形成の評価を行った。 
（４）アドレノメデュリンの骨誘導促進作用
に対する検討 
C2C12（筋芽細胞）に BMP-2 発現ベクターで
遺伝子導入を行い、アドレノメデュリンを低
濃度、中濃度、高濃度の 3群に分け投与しア
ルカリフォスファターゼ活性およびオステ
オカルシン濃度により評価をおこなった。ま
た、rhBMP－2 を 5μgと担体としてアテロペ
プチドタイプⅠコラーゲン 3ｍｇとを混合し、
ラットの筋肉内に埋入し、そのラットに対し
アドレノメデュリンおよび CNPを全身投与し
た。埋入 3 週後に摘出し、軟Ｘ線撮影、重量
測定の後、アルカリホスファターゼ活性、Ca
含有量を測定、組織学的検討を行った。 
４．研究成果 
（１）CNP の骨分化促進の検討 
骨誘導後、14 日、21 日にアリザリンレッド
染色を行ったところ、14 日、21 日目のアリ
ザリンレッド染色において、CNP 濃度依存性
に強く染色された。また、realtime PCRにて、
アルカリフォスファターゼ、オステオカルシ
ン、Ⅰ型コラーゲンの発現の確認を行ったと
ころ、CNP 濃度依存性にアルカリフォスファ
ターゼ、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲン
の発現上昇を認め、骨芽細胞における CNP の
骨分化促進作用が認められた。 
 
 
 
 

 
（２）CNP の軟骨分化促進作用の検討 
21 日目に組織学的検討を行ったところ、CNP
添加群において軟骨細胞の肥大化の促進お
よび基質産生の増大を認めた。反対に、
CNP-KO マウスから採取した細胞を用いた培
養組織では、野生型マウスから採取した軟骨
細胞を用いたものに比べ、培養組織の厚みは
薄く、基質産生も減少していた。 
 
 
 
 
 

WT          CNPKO      WT+CNP10-7M 
 
（３）歯髄由来幹細胞(DPSC)、骨髄由来間葉
系幹細胞(MSC)の混和物はともに骨形成が認
められたが、細胞組織学的検討（von Kossa
染色）を行ったところ、歯髄由来幹細胞に比
べ、骨髄由来間葉系幹細胞を用いた混和物が
より強い骨形成能を有していた。アルカリフ
ォスファターゼ活性およびオステオカルシ
ンの発現についても、歯髄由来幹細胞に比べ、
骨髄由来間葉系幹細胞が高値を示した。 

 

 
 
 

 

 

    



（４）アドレノメデュリンの骨誘導促進作用
に対する検討 
C2C12（筋芽細胞）に BMP-2 発現ベクターで
遺伝子導入を行い、アドレノメデュリンを低
濃度、中濃度、高濃度の３群に分け投与した
ところ、両者とも非投与群と比較してアルカ
リフォスファターゼ活性およびオステオカ
ルシン濃度の有意な上昇は認めなかった。ま
た、rhBMP－2 を 5μg と担体としてアテロペ
プチドタイプⅠコラーゲン 3ｍｇとを混合し、
ラットの筋肉内に埋入し、そのラットに対し
アドレノメデュリンを全身投与した。埋入 3
週後に摘出し、軟Ｘ線撮影、重量測定の後、
アルカリホスファターゼ活性、Ca 含有量を測
定、組織学的検討を行った。アドレノメデュ
リン添加群は非投与群と比較してアルカリ
フォスファターゼ活性および Ca 含有量の有
意な上昇は認めなかった。また、組織学的検
討、エックス線所見においてもコントロール
群と比較して骨形成量に差を認めなかった。 
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