
東北大学・歯学研究科・非常勤講師

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）

１１３０１

基盤研究(B)（一般）

2023～2021

UVA照射による光生物学的反応を利用した局所的骨形成促進の作用機序解明

Mechanistic analysis of bone formation via photobiologic reaction triggered by 
UVA irradiation

３０１７８６４４研究者番号：

佐々木　啓一（Sasaki, Keiichi）

研究期間：

２１Ｈ０３１２６

年 月 日現在  ６   ６   ５

円    13,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究において、ラット大腿骨から採取した骨髄由来細胞に紫外線A波（UVA）を照射
した場合、致死的なダメージは引き起こさないが、軽度の脂質過酸化状態が引き起こされることが示唆された。
また、同等のUVA照射条件で、ラットの大腿骨を処理したところ、照射部位の皮質骨直下の骨髄中に骨梁形成が
認められた。したがって、UVA照射による軽度酸化ストレスが刺激となり、大腿骨内部で骨梁形成が促進される
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that ultraviolet-A (UVA) irradiation at a 
wavelength of 365 nm did not cause lethal damage to cells harvested from rat femur, although it 
increased the level of cellular lipid peroxidation. In an animal study, we found that UVA 
irradiation of the rat femur resulted in trabecular bone formation beneath the irradiated cortical 
bone.

研究分野： 歯科補綴学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
紫外線A波（UVA）をラットの大腿骨に照射することで、皮質骨を透過したUVAが骨髄中に存在する細胞に軽度酸
化ストレスを及ぼすことが示唆された。この酸化ストレスがトリガーとなり、UVA照射部位の局所において新生
骨が形成されることを動物実験を通して実証した。UVA照射によって局所的に骨密度を高めることができる本方
法は、歯科治療において安全かつ簡便に応用できる骨形成促進法となり得る。特に、骨密度が低下している骨減
少症、骨粗鬆症患者におけるインプラント治療や歯周組織再生療法においても、局所的なUVA照射による骨形成
促進法は、臨床的価値の高い画期的な治療法となりえると考えられる。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
歯科治療の予後は歯を支持する歯槽骨の状態の影響を大きく受ける。特に歯科インプラント

治療や歯周治療においてはその影響が大きい。例えば骨密度が低下する骨粗鬆症は、そのリスク
ファクターと考えられている 1)。予後良好な歯科治療を提供するために、骨造成や骨再生療法の
研究および臨床応用が進められている。しかしながら、現時点で骨造成を期待する薬剤は一般に
全身投与によるものであり、いかに局所的に効果を発揮させるかが課題である。また BMP などの
局所投与に際してもドラッグデリバリーの担体が必要となるため、簡便な方法とは言い難い。 
 これまでに研究代表者らは、ラットの大臼歯に 90 秒間 UVA 照射（波長 365 nm）を行うことで
炎症性細胞の浸潤を伴うことなく、第三象牙質の形成が促進されることを報告してきた 2)。象牙
芽細胞のマーカーである HSP (heat shock protein)-25 を用いた免疫組織化学染色分析の結果、
この第三象牙質形成は、UVA 照射によって軽度の酸化ストレスを受けた象牙芽細胞が、新たに歯
髄幹細胞から分化した象牙芽細胞によって置換されることに伴う反応であることが示唆された。
軽度の酸化ストレスが組織修復や再生を促すことは、他の研究グループによっても示唆されて
いる 3)。 
さらに、上記の知見に基づき波長 365 nm の紫外線 A波（UVA）をラット大腿骨に 3分間照射す

ることで、照射野に限局して局所的に骨梁形成が促進され、骨密度が増加することを発見した。
UVA は皮膚科光線療法でも使用されており、短時間照射であれば生体に対する有害作用は限定的
である。従って、UVA 照射によって局所的に骨密度を高めることができる本方法は、歯科治療に
おいて安全かつ簡便に応用できる骨形成促進法となり得る。特に、骨密度が低下している骨減少
症、骨粗鬆症患者におけるインプラント治療や歯周組織再生療法においても、局所的な UVA 照射
による骨形成促進法は、臨床的価値の高い画期的な治療法となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
上記の先行研究を基に、「UVA 照射による軽度な一時的酸化ストレスが、間葉系幹細胞から骨

芽細胞への分化を促して骨形成が促進される」との仮説を立て、この仮説の検証を本研究の目的
とした。特に、本研究では、①UVA 照射による骨形成促進効果のメカニズム解明、②骨粗鬆症モ
デルおよび部分骨欠損モデルおける in vivo 骨形成促進効果の評価、③歯科臨床応用の検討を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
一連の動物実験の計画書は、東北大学動物実験専門員会での審査を受け、実験の承認が得られて
から実施した（動物実験承認番号：2020DnA-042）。 
 
(1)ラット大腿骨から採取した骨髄由来細胞を用いた試験 
ラットの大腿骨から骨髄を採取し、α-MEM培地を入れた6ウェルプレート中で培養を行った。

細胞培養には CO2インキュベーターを用いた。1～2週間の培養後、ウェル底部に付着した細胞を
トリプシン/EDTA で剥がして回収し、フラスコで継代培養を行い、3～5代目の細胞を 96 ウェル
プレートに播種し、90%コンフルエントになった段階で実験に用いた。後述の UVA 照射の影響が
他のウェルの細胞に及ばないようにするために黒色プレートを用いた。 
UVA 照射には、市販の LED 装置（LX505, OmniCure）を用いた。照射野が直径 6 mm となるよう

に集光レンズを用い、放射照度が 100 mW/cm2となるように出力 30 mW で 90 秒間照射を行った
（積算照度：9 J/cm2）。照射後、ウェルにα-MEM と WST-1 試薬（Roche）を入れて CO2インキュ
ベーターで 2 時間培養し、培養液の 450 nm の吸光度を、プレートリーダー（FilterMax F5, 
Molecular Devices）を用いて測定した。得られた吸光度の結果より、コントロール群（UVA 照
射なし）に対するテスト群（UVA 照射あり）の細胞生存率を算出した。また、細胞の脂質過酸化
の状態を、TBARS アッセイキット（ZeptoMetrix）を用いて評価した。UVA 照射後にトリプシン
/EDTA で細胞をはがして回収し、超音波ホモジナイザーで処理を行った。キットの説明書に従っ
て TBARS アッセイを行い、蛍光分光光度計（FP-8200, JASCO）を用いて励起光 530 nm に対する
蛍光 550 nm を測定し、検量線法によってマロンジアルデヒド量（MDA equivalent）として算出
した。  
 
(2)ラット大腿骨への UVA 照射による骨梁形成の評価 
雄性の Wistar ラットを用いた動物実験を行った。全身麻酔下で大腿部外側に小切開を入れ、外

側広筋と大腿二頭筋の境目を剥離して大腿骨を露出させた。露出させた大腿骨側部に UVA 照射
（LX505,集光レンズφ3 mm）を行った（テスト群）。細胞試験と同等の UVA 照射を行うために、
事前に波長 365 nm の UVA の大腿骨透過率の測定を行った。大腿骨を長軸に平行に切断して板状
に加工し、この試料を透過する UVA の出力を、パワーメーター（FieldMate, Coherent）を用い
て測定した。その結果、透過率は 0.7%であった。そこで、大腿骨内部（骨髄）の細胞に対して積
算照度が 9 J/cm2となるように放射照度 7.4 W/cm2で 3分間照射を行った。したがって、大腿骨



表面での UVA の積算照度は 624 J/cm2であり、大腿骨を透過した UVA の積算照度は 9.3 J/cm2で
あった。反対側の大腿骨に対しては偽手術（大腿骨の露出までを実施）を行った（コントロール
群）。手術後は縫合を行い、3週間後にサクリファイスを行って大腿骨を採取した。 
採取した大腿骨を、マイクロ CT（CT Lab HX100, Rigaku）を用いて分析した。膝関節部位（大

腿骨遠位部）から UVA 照射部までの高解像度画像データ（voxel size: 9 µm）を得るために 2回
に分けて撮像を行い、スティッチングにより 1つの画像データとした。マイクロ CT データの解
析には 3次元画像解析ソフト Amira3D Pro（ThermoFisher Scientific）を用い、マイクロ CT を
用いた骨の解析のガイドライン 4)に沿った分析を実施した。UVA 照射で形成される大腿骨内部の
骨梁形成の定量分析は、関心領域（ROI）やセグメンテーション方法の影響を大きく受けるため、
Amira3D Pro を用いた規格分析法を確立した。同一個体のテストとコントロールで同じ部位に
ROI を設定するために、Resample Transform Image モジュールを用いて大腿骨の 3次元画像の
重ね合わせを行った。その後、大腿骨遠位端部と UVA 照射部位の ROI を設定し、テストとコント
ロールの同一個所における骨梁の分析を実施した。各 ROI における骨梁のセグメンテーション
には Ambient Occlusion モジュールを一定の閾値で用いた。さらに、Interactive Top-Hat モジ
ュールによって、細い骨梁部部や狭い骨梁間の空隙分のセグメンテーションを行った。 
 
４．研究成果 
(1)ラット大腿骨から採取した骨髄由来細胞を用いた試験 
図 1 に WST-1 試験による細胞生存率の結果を示す。UVA 照射（積算照度：9 J/cm2）を行ったテ

スト群では、UVA 非照射のコントロール群と同程度の細胞生存率が認められた。一方、TBARS ア
ッセイにより脂質過酸化を分析したところ、統計学的な有意差は認められなかったものの、UVA
照射により MDA が増加する傾向が認められた。したがって、本試験の UVA 照射条件は骨髄由来細
胞に対して致死的なダメージを引き起こさないが、軽度の酸化ストレス状態をもたらすことが
示唆された。 
 

 
  
(2)ラット大腿骨への UVA 照射による骨梁形成の評価 
 3 次元画像解析ソフト Amira3D Pro を用いたラット大腿骨の解析方法を図 2に示す。同一個体
から採取した左右の大腿骨を、片方の大腿骨を左右反転し、Register Image モジュールを用い
て重ね合わせることで適合の良い 3 次元画像重ね合わせを行うことができた。この 3 次元重ね
合わせ画像上で ROI を設定し、左右大腿骨（テストとコントロール）で同一個所の分析を行っ
た。大腿骨遠位部の海綿骨の状態を左右で比較し、UVA 照射部位から離れた場所に及ぼす影響を
評価した。また、UVA 照射部位の ROI は X 線透過像を確認しながら設定し、反対側のコントロー
ル（偽手術のみ）との比較を行った．ROI を切り出し、Ambient Occlusion モジュールと
Interactive Top-Hat モジュールを用いることで皮質骨と海綿骨（骨梁）の細かな部分までセグ
メンテーションを行ってそれぞれ体積等の分析を行った。 
 大腿骨遠位部海綿骨の BV/TV、Tb.Th、Tb.Sp、Tb.N については、左右側で差は認められなかっ
た。UVA 照射を行った骨幹部では、照射部位直下においてすべての個体で骨梁形成が認められた
（図 3）。しかしながら、図 2(e)に示すような ROI の領域においては、新生骨梁の割合が既存の
骨梁の割合より低いため、定量値に統計学的有意差は認められなかった。 
 
 本研究を通して、UVA 照射による軽度酸化ストレスが刺激となり、大腿骨内部で骨梁形成が促
進されることがわかった。また、3次元画像解析ソフトを用いた精密な骨梁分析法を確立するこ
とができたので、今後は、UVA 照射による新生骨梁のみの体積分析を行い、定量値に関してテス
ト群とコントロール群の差を示すための分析を行う。薬剤ではなく光を用いた非侵襲的な骨梁
形成促進法は、歯科分野において需要が高いと考えられるので、今後さらに研究を発展させて歯
科医療への貢献を果たす。 
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