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研究成果の概要（和文）：　ラット頭蓋骨骨欠損窩洞を作製し、Phosphatidylserine Liposomes(PSL)と
Bioactive Glass(BAG)の併用群とBAG単独群の骨形成過程を比較し、マクロファージの局在を確認するために組
織学的な解析を行った。
　8週目ではBAG・PSL併用群で、BAG単独群よりも厚く緻密な骨が形成された。また、BAG単独群の4週目でED1陽
性細胞の減少がみられた。
　PSLは破骨細胞の成熟を抑制することが報告されている。これらのことから、PSL・BAG併用群では、PSLによ
り、マクロファージの分極に差異が生じ、それが骨形成に関与した可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：　Histological analysis was performed by forming a cavity in the skull of 
rats to compare the bone formation process between the combination group of phosphatidylserine 
Liposomes(PSL) and bioactive glass(BAG) and the group with BAG alone, and to confirm the 
localization of macrophages. At week 8, thicker and denser bones were formed in the combined BAG+PSL
 group than in the BAG alone group. In addition, there was a decrease in ED1-positive cells at week 
4 in the BAG alone group.
　PSL has been reported to inhibit osteoclast maturation. These results suggest that PSL may have 
caused a difference in the polarization of macrophages in the PSL+BAG combination group, which may 
have been involved in bone formation.

研究分野：歯内治療学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯内療法・歯周病領域における骨再生医療の開発に向け、細胞、シグナル因子、足場、すなわち再生の3要素に
関する研究が行われている。本研究は、これらと異なり、炎症部位において破壊から修復・治癒へとスイッチす
るマクロファージに着目し、骨芽細胞の自己修復能力を最大限に利用した骨組織再生技術の開発を目標とする点
に、学術的独自性がある。これまでPSリポソームの骨吸収抑制作用については報告があったが、未だ明らかとな
っていない骨形成促進メカニズムについて、PS リポソームによる M2 マクロファージの賦活化が骨芽細胞に作
用し、RANKL 逆シグナル活性化と骨芽細胞分化促進作用を発揮するという仮説を検討した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 根尖性歯周炎等により失われた歯槽骨の再生を可能とする治療法の確立は、歯の保存に有用
である。細胞膜リン脂質のホスファチジルセリンを含有するリポソーム(Phosphatidylserine 
liposomes：以下 PSL）は、投与後に PS受容体を有するマクロファージへの取り込みが増大す
ることにより、ドラッグキャリア機能が発揮される。慢性関節リウマチの動物モデルにおいては、
抗炎症作用と破骨細胞分化抑制による骨吸収抑制作用が報告されている。一方、骨組織における
炎症とその治癒過程において、機能が異なるM1（炎症性）/M2（抗炎症性）マクロファージの
分化とバランスが重要であることはよく知られている。当教室では PSLと足場材である生体活
性ガラス(Bioactive glass; BAG)による骨形成作用を見出しているが、その際 BAG に隣接した
骨形成の局所で、マクロファージのマーカーであるED1陽性の細胞が発現することを観察した。
そこで、PSL が M2 マクロファージを賦活化することで骨形成に関与するのではないかと仮説
を立て、PSLがM1/M2マクロファージの分極化に及ぼす影響を検証することとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、in vitro、in vivo における PS リポソームによる M2 マクロファージ賦活化を
介した RANKL 逆シグナルによる骨芽細胞分化促進機構の解明と骨形成を目的とする。 
歯内療法・歯周病領域における骨再生医療の開発に向けて、これまでに細胞、シグナル因子、
足場、すなわち再生の 3要素に関する研究が活発に行われている。本研究は、それらとは一線を
画し、炎症部位において破壊から修復・治癒へとスイッチするマクロファージに着目し、骨形成
担当細胞である骨芽細胞の自己修復能力を最大限に利用した骨組織再生技術の開発を目標とす
るものであった。 
これまで PS リポソームの骨吸収抑制作用については報告があったが、未だ明らかとなってい
ない骨形成促進メカニズムについて、PS リポソームによる M2 マクロファージの賦活化が骨
芽細胞に作用し、RANKL 逆シグナル活性化と骨芽細胞分化促進作用を発揮するという仮説を
たてた。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 動物モデルにおける骨再生；PS リポソームによる M1/M2 マクロファージの動態と骨形成作
用の検証 
 実験には 10 週齢雄性 Wistar 系ラットを用い、頭蓋骨に直径 5 mm の穿通性の骨欠損窩洞を作
製した。その後、骨欠損窩洞に、①PSL・BAG 併用群、②BAG 単独群、③骨欠損部に何も埋入しな
い対照群、3種類のモデルを作製した。処置後 2, 4, 8 週間後に標本を採取し、HE 染色および
ED1 免疫染色(Mouse Anti Rat CD68)による組織学的解析を行った（福岡歯科大学動物実験承認
番号：21015） 
 
2) PS リポソームの M1/M2 マクロファージ分化に関する検証 
In vitro の検証では、PS リポソームのマクロファージによる貪食と、M1/M2 への分化につい
て検討した。実験にはヒト単球系 U937 細胞を用いた。通法に従い PMA によりマクロファージに
分化させ、その後 PSL を 24 時間添加した。M1 マクロファージへの分極には LPS（E. coli 由来）、
M2 マクロファージへの分極には Interleukin (IL)-4 および IL-13 を用いた。その後、上清を回
収し M1/M2 マクロファージのマーカーである IL-6、Tumor necrosis factor (TNF)-α、IL-10 の
産生について ELISA 法を用いて検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
1）動物モデルにおける骨再生；PS リポソームによる M1/M2 マクロファージの動態と骨形成作
用の検証 
 
HE 染色像において、対照群では 8 週目に至るまで、窩洞内に骨様硬組織の形成は認められな
かった。一方、BAG 単独群では 2週目から、主に BAG 粒子周辺に骨様硬組織の形成を認め、4週
目にはその傾向が顕著になった。8週目には窩洞内に新生骨の形成が認められた。PSL・BAG 併用
群においても、同様に 2 週目から BAG 粒子の周辺に骨様硬組織の形成が認められたが、2 週目、
4週目では、BAG 単独群と比較して、その形成量は少なく、形成された骨様硬組織は島状であり、
BAG 粒子周辺は肉芽組織に被覆されていた。しかしながら、8週目には窩洞に新生骨が形成され



ており、BAG 群と比較して厚く、緻密な骨組織が観察された。 
ED１免疫染色像において、BAG 単独群では 2週目に、形成された骨様硬組織や BAG 粒子周辺に
多核の ED1 陽性細胞が多数観察されたが、4週目では減少傾向を認めた。PSL・BAG 併用群では 2
週目に BAG 群と同様に、形成された骨様硬組織や BAG 粒子周辺で多核の ED1 陽性細胞が数多く
観察され、4週目でも同様の数多くの ED1 陽性細胞が観察された。 
 PSL は破骨細胞前駆細胞に取り込まれた後、Transforming growth factor-β1 (TGF-β1)なら
びに Prostaglandin E2 (PGE2)の産生分泌を誘導し、破骨細胞への成熟に必須な因子（RANKL な
らびに RANK）の発現を抑制することが報告されている。これらのことから、PSL・BAG 併用群で
は、PSL により、初期のマクロファージの分極に差異が生じ、このことが骨形成の過程に関与し
た可能性が推察された。現在、免疫組織染色を行い、M1 および M2 マクロファージの局在の確認
を検討中である。 
 
2) PS リポソームの M1/M2 マクロファージ分化 
 
 PSL 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TNF-
αおよび IL-6 の産生は著明に抑制された。一方、IL-4/IL-13 刺激下で M2 マクロファージに適
用すると抗炎症性メディエーターIL-10 産生は若干増加した。以上のことから、PSL は M1 マクロ
ファージに対する強力な抗炎症効果を示したことが推察された。一方、PSL による M2 マクロフ
ァージへの直接的な賦活化は当初の予測に反して得られず、これによる RANKL 逆シグナル経路
の活性化が骨芽細胞の分化促進を導くという実験系を構築できなかった。現在、M1 マクロファ
ージ分化から M2 へ分化させた細胞について検討を加えているが、in vivo データの補完を細胞
で引き続き継続して実施する。 
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６．研究組織（つづき）

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関
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（機関番号）
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吉本　尚平

(Yoshimoto Syouhei)

(70780188)

福岡歯科大学・口腔歯学部・講師
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