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研究成果の概要（和文）： 

糖尿病・骨粗鬆症合併症モデル動物を用いて、骨再生部位局所における骨再生に必要な
因子を解析し、ドラッグデリバリーシステムによる骨再生療法を開発することを目的とし
て本研究を行った。何れの担体の孔内においても，カルセインおよびアリザリンによる骨
組織形成が確認された．Ｃｏｌ37Ｈでは 2週後において、骨膜側および既存骨膜側骨表面
からの太くて豊富な血管の形成が見られた．そして、ハニカム孔内における骨形成は，３
７Ｈに比べＣｏｌ37Ｈに多く見られた。歯周病歯槽部歯槽骨における BMP-2 や VEGF の発現
の上昇が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Using diabetes mellitus / an osteoporosis complication model animal, we analyzed 
the factor which was necessary for a bone regeneration in the bone regeneration part 
limited part and performed this study for the purpose of developing bone regeneration 
medical treatment with the drug delivery system. An ostosis by Cal Sane and the 
alizarin was confirmed even if we employed it in the aperture of either carrier. And the 
bony formation in the honeycomb aperture was seen a lot in Col37H in comparison 
with 37H.Col37H compared the bone density with 37H in 1 week later, and density 
was slightly high. Elevation of the manifestation of BMP-2 in the periodontal disease 
alveolar part of mandible alveolar bone and VEGF was observed. 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病患者は、世界で約 25,000 万人、国
内では 247 万人にのぼり、予備軍を含めると
国内では実に 2,200 万人に達するといわれて
いる。そして糖尿病は、歯周病の悪化を加速
させ歯牙を早期に喪失させる。失った歯牙を
補填するためには通常義歯による治療が必
要となるが、入れ歯やインプラント義歯など
を維持するための顎骨を失った場合には治
療が困難となる。また、治療により血糖値が
コントロールされても高齢になり骨粗鬆症
を合併すると骨の吸収は進行する。そのため、
骨の造成を行っても十分な骨量が得られず
予後不良となるなど有効な骨再生療法が無
い。そこで、申請者は糖尿病・骨粗鬆症合併
症モデル動物を用いて、骨再生部位局所にお
ける骨再生に必要な因子を解析し、ドラッグ
デリバリーシステムによる骨再生療法を開
発することを目的として本研究を企画した。 

 
 

２．研究の目的 
これまでに我々は，幾何構造による血管形

成と骨形成による効率的な骨再生材料の開
発を行い，ハニカム型β-TCP が効率的に骨形
成することを実証してきた．そこで、今回は
ハニカム型β-TCP にコラーゲンをコートし
て、in vivo における骨形成能の評価を行っ
た。ラット頭頂骨骨膜下へ全身麻酔下にて，
直系 3ｍｍ、高さ 1ｍｍの未コートβ-TCP（37
Ｈ），コラーゲンコートβ-TCP（ColH）を埋
入した．埋入当日にカルセインを，１週毎に
アリザリンを静脈内投与し、石灰化部位を蛍
光ラベルした．埋入後 1、２、３、４、６週
後にサンプル組織と共に摘出し、qCT 測定お
よび非脱灰硬組織切片にて組織解析を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
（１）骨髄細胞の採取と移植幹細胞の培養 
①骨髄細胞を還流法にて採取した（図１）す
なわち、全身麻酔下で大腿骨骨髄に燐酸緩衝
生理食塩水を還流させて、骨髄細胞を採取す
る。この骨髄細胞より比重遠心法により得ら
れた細胞を培養液（D-MEM/10%代用血漿）に
て培養し、初期付着細胞を間葉系幹細胞
(BMSC)として使用する。それぞれの細胞は、
動物の個体の番号と一致するように個別に
培養した。 
       
②採取した BMSC（図 2）は多分化能を検証す
るために骨芽細胞分化培地、脂肪細胞分化培

地、軟骨細胞分化培地により培養した。 
③分化能の評価は、骨芽細胞は ALP 染色、脂
肪細胞は Oil red 染色、軟骨細胞は Alcian 
blue 染色にてそれぞれ同定を行う。また、遺
伝子学的に骨芽細胞に関しては Osteocalcin、
脂肪細胞は PPARr、軟骨細胞は Type II 
collagen の発現について検証した。 
④ドラッグデリバリーシステム(DDS)に必要
な因子の決定のため骨芽細胞分化度と iNOS
や BMP-2、VEGF, IGF-1、TNFa、IL-1、IL-6、
RANKLのmRNA発現とタンパクの産生について
解析をした。 
 
（２）糖尿病・骨粗鬆症合併症動物への HB37H
による骨再生 
①全身麻酔無痛下に下顎両側小臼歯を 3本抜
去して骨欠損を形成した。 
②欠損部を満たすように HB37H により顎骨を
形成し閉創した。 

③カルセインおよびアリザリンコンプレキ
ソンにより骨形成状態をラベルした。 
④それぞれの動物の飼育記録を作成し、一月
毎に血糖値、HbA1c、骨代謝マーカー（尿中
DPD、血中オステオカルシン量、血中 I 型コ
ラーゲン量）を記録する。同時に、全骨塩量
を骨密度測定装置にて測定した。 
 
 
（３）DDS-HB37H による骨造成の評価 
①術後１，３，６か月に全身麻酔下安楽死下
に、下顎骨を 10％ホルマリン・リン酸緩衝液
にて固定した。 
②３次元 CT にて骨形態計測を行い、骨梁構



造の変化を比較する。試料をポリエステル樹
脂に包埋し、非脱灰切片を作成して免疫組織
化学分析、in situ ハイブリダイゼーション
による遺伝子発現解析をした。 
③得られた結果を基に、減少もしくは亢進し
ている因子を特定し、22 年度の細胞培養結果
と合わせて DDS作成のためのデーターを解析
する。解析は統計的仮説検定法を用いて算定
した。 
（４）DDS-HB37H の調整と BMSC による因子の
添加量の決定 

DDS の作成はコラーゲンを用いた除放システ
ムは久保木らにより、添加する因子の条件設
定をした。①得られた抗体もしくはタンパク
を、GFP で標識しコラーゲンゲルと合わせて
HB37H に添加した。②得られたデータを基に、
DDS に添加する標的因子の必要量を決定した。 
 
 
（５）DDS-HB37H の調整と糖尿病・骨粗鬆症
合併動物への埋入実験 
①全身麻酔無痛下に下顎両側小臼歯を 3本抜
去して骨欠損を形成した。 
②欠損部を満たすように標的因子を装備し
た DDS-HB37H により顎骨を形成し閉創する。 
③テトラサイクリンにより骨形成状態をラ
ベルした。 
④それぞれの動物の飼育記録を作成し、一月
毎に血糖値、HbA1c、骨代謝マーカー（尿中
DPD、血中オステオカルシン量、血中 I 型コ
ラーゲン量）を記録する。同時に、全骨塩量
を骨密度測定装置にて測定した。 
２. DDS-HB37H による骨造成の効果の検証 
①術後１，３，６か月に全身麻酔下安楽死下
に、下顎骨を 10％ホルマリン・リン酸緩衝液
にて固定した。 
②３次元 CT にて骨形態計測を行い、骨梁構
造の変化を比較する。試料をポリエステル樹
脂に包埋し、非脱灰切片を作成して免疫組織
化学分析、in situ ハイブリダイゼーション
による遺伝子発現解析をした。 
③得られた結果を基に、減少もしくは亢進し
ている因子を特定し、22 年度の細胞培養結果
と合わせて DDS作成のためのデーターを解析
する。解析は統計的仮説検定法を用いて算定
した。 
 
（６）人権および動物の保護及び法令等の遵
守への対応 

動物を用いた実験に関しては、「研究機関
等における動物実験等に関する基本指針」
（平成 18 年告示）に基づいて、「松本歯科大
学動物実験委員会」による実験計画の審議と

学長承認を持って実施した。その際、研究分
担者、連携研究者および研究協力者とともに
生命倫理、研究倫理および安全対策に関する
価値観を共有し、法的、道徳的、社会的規範
を維持するようにすることに勤めた。 
実験内容については、３Ｒ思想（Russel & 

Burch）を規範として計画を行い、可能な限
り動物個体の使用を控え、動物の使用に際し
ては適切な個体数、適切な手技、麻酔法を用
いて苦痛やストレスを与えないように行っ
た。 
遺伝子組換え動物（マウス）の飼育は、封

じ込めレベル P1A にて行い、「遺伝子組換え
生物等の使用等の規制による生物の多様性
の確保に関する法律」（平成 16 年施行）に基
づいて万全な拡散防止措置を行った。また、
「松本歯科大学遺伝子組換え生物等安全管
理委員会」への申請と承認を得て実施した。 
 
４．研究成果 
骨髄由来間葉系幹細胞の多分化能を評価

するために、CD14, CD34, CD90 および CD105
表面抗原について評価した。移植に使用した
細胞は、CD14 および CD34 には陰性で CD90 お
よび CD105 が陽性であり、未分化間葉系幹細
胞の表現型を示していた。 

そして、骨分化、軟骨分化および脂肪分化
と多能性を示した。骨芽細胞分化を行った細
胞より mRNA を抽出し、RT-PCR 法により mRNA
の発現を調べた。その結果、いずれの細胞
においても Runx2 および osteocalcin の
mRNA の発現が検出され、骨芽細胞への分化能
が保持されていることが確認できた。 
 



 
骨再生部位における主要上昇因子の発現

を組織学的に検討した結果、ｂ-TCP による骨
補填部位周囲および内部骨形成開始部位で
は、CD31 陽性細胞が集積していた。そして、
ほぼ同一部位において OCに強陽性を示した。
骨関連遺伝子解析の結果、rhBMP-2 の添加に
より、すべての実験動物において OC の発現
が促進されていた。 

 
Ｈ37 は，６ｗにおいて既存骨膜側骨表面から
の太くて豊富な血管の形成が見られた．骨表
面かならのみならず，孔壁内面ににも直接成
熟した骨が形成されていた．b-TCP に融合す
るように骨が形成されていた．bTCP 壁表面に
多核の破骨細胞様細胞が密着付着していた。 

 

 
対照のインプラントは術後 84 日目におい

てもその表面の大部分は結合組織によって
覆われていた。37H のみを移植したインプラ
ントでは，骨断端から 37H の表面に沿って新
生骨の形成を認めたが，術後 84 日目におい
ても骨とインプラントの直接接触は一部に
見られたのみで，その表面の広い範囲が結合
組織によって覆われていた。BMSC を混合した
37H を移植したインプラントも骨との接触は
少なく，37H 単独の場合とほぼ同様の所見を
呈していた。一方，rhBMP-2 を添加した 37H
を移植したインプラントでは，術後 28 日目
より 37H の表面や孔内にも骨形成を認め，84
日目では 37H 表面に沿って形成された新生骨
がインプラント表面の広い範囲で直接接し
ていた。rhBMP-2 を添加した BMSC を混合した
37H を移植したインプラントにおいても，術
後 28 日目より 37H 表面に沿って新生骨を認
め，術後 84日目では広い範囲で新生骨とイ
ンプラント表面との直接接触が見られた。 
今回の結果は、コラーゲンを付加した 37

Ｈという特殊な形体をしたスキャフォール
ドが骨造成に有効であること、また、骨髄由
来の間葉系幹細胞および rhBMP-2 徐放がより
効果的に骨造成を促進することを再確認し
る裏付ける結果であった。そして、VEGF の上
昇と組織学的にも血管形成が先行して新生
骨が誘導されていることがみられたことよ

Control H H/C H/B H/C/B 

Control H H/C H/B H/C/B 

術後 28 日目の病理組織所見 

術後 84 日目の病理組織所見 
Control： 対象 

H:  37Ｈ単独 

H/C:  37Ｈ＋BMSC 

H/B:  37Ｈ＋rhBMP-2 

H/C/B:  37Ｈ＋BMSC＋rhBMP-2 



り、Col37Ｈは BMP-2 および VEGF により効率
的な骨形成法が行えると思われ，骨形成能の
低い疾患を持った症例に対しても骨再生療
法へ貢献できると考えられる． 
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