
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

３７１１４

基盤研究(B)

2013～2011

骨伝導性ＤＮＡ／プロタミン複合体を応用したインジェクション型骨補填材の開発

Application of bone conductive DNA/protamine complex for injectable bone graft mater
ials

８００８４２５０研究者番号：

福島　忠男（FUKUSHIMA, TADAO）

福岡歯科大学・歯学部・教授

研究期間：

２３３９０４５５

平成 年 月 日現在２６   ６ １２

円    14,300,000 、（間接経費） 円     4,290,000

研究成果の概要（和文）：サケ由来ＤＮＡとプロタミンからDNA/プロタミン複合体を合成し，インジェクション型骨補
填材としての有効性を検討した．DNA/プロタミン複合体は水と混和するとペーストになり，骨関連遺伝子の発現も向上
させた．また，ラット頭蓋骨埋入実験で骨欠損部位にこのペーストを埋入すると新生骨形成が促進されていた．したが
って，DNA/プロタミン複合体はインジェクション型骨補填材の素材として有望であると考えられる．

研究成果の概要（英文）：The DNA/protamine complex was prepared by reaction between salmon tests DNA and pr
otamine in order to investigate the potentials of the complex for injectable bone graft materials. The com
plex became paste by kneading the complex powder and distilled water, and the paste upgrade the expression
 of bone-related genes.  Moreover, the paste induced new bone formation in rat cranial defect. Therefore, 
the DNA/protamine complex paste will be a useful biomaterial for injectable bone graft material. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢者の増加，外科的技法の向上および歯周
病患者の急増に伴い，遅発炎症や抗原抗体反
応が無く，抗菌性を示す歯科用生体分解能生
体材料の開発は急務である．現在，生体分解
性生体材料の担体としてコラーゲン，ポリ乳
酸，アガロースが使用されているが分解速度，
遅発炎症，抗原抗体反応，BSEおよび取り扱
いなどに問題がある．最近，DNAがそれら
に替わる医療用材料の素材として注目され
国内外で研究がなされている．DNAは骨形
成に必要なリン酸基を多数有しており，塩基
対間に抗生物質や骨形成誘導物質（b-FGFな
ど）をインターカレ-ションやグルーブバイン
デングさせ，さらに抗原抗体反応を起こし難
いなど，生体材料の素材として極めて魅力あ
る要素を具備している．我々も医療材料とし
ての可能性を検討する研究を始めたが，DNA
は水溶性であるために単独使用はできない．
そこで，リン酸基をカチオン性人工脂質で修
飾したところ有機溶媒可溶性となり，溶媒を
除去するとフィルム（DNAフィルム）にな
った．フィルムにおける in vitro in vivoの評
価は良かったが，ラット皮下組織内での分解
速度が速く，改善が不可欠となった．分解速
度が速いのは，リン酸基に静電的に反応して
いる１分子の脂質が，生体内に存在するイオ
ンの影響を受け解離したと考える．そこで，
DNAのリン酸基にキトサンのようなポリカ
チオン性高分子のアミノ基と反応させて架
橋構造にすれば，分解速度は遅くなるものと
考え DNA/キトサン複合体を合成した．分解
速度は遅くなり，組織親和性も良好であった．
また，水で混合するとペースト状になり，
PBSバッファーでリンスすると強く凝集す
る性質を利用して独自のモールド加工法を
考案した．しかし，ラット皮下埋入試験にお
いて厚い試料では一部分解されず残存して
いた．これはキトサンの分解酵素がない生体
内で細胞貪食が十分進まなかった結果と考
える．そこで，生体内で酵素分解するカチオ
ン性ポリアミノ酸（ポリリシンなど）との複
合化を行った．水不溶性ＤＮＡ複合体が得ら
れ，ラット皮下内での分解性は良かったが，
加工性に難点があった．加工性が悪いのはポ
リアミノ酸の分子が長く，１分子に数多くの
DNAが反応したことと，強い水素結合によ
って結合力の強い高次架橋構造が形成され，
固い凝集体になったためである．従って，分
子の短いカチオン性タンパク質を用い，
DNA-DNA間架橋を抑えつつ水不溶化にす
れば，水に分散しやすい複合体になるものと
推測した．カチオン性天然タンパク質である
プロタミンは抗菌性，免疫強化作用，新陳代
謝促進作用などの機能を有し，インシュリン
投与時の中和剤など医薬品として利用され

ており，DNAの溝中で-ヘリカル構造状態
を取りながらリン酸基と強く結合する．そこ
で，DNAにプロタミンを反応させれば，前
述した機能を有し，水系で分散されやすい
DNA/プロタミン複合体が得られるものと考
えた．期待通り，水不溶性の DNA/プロタミ
ン複合体が得られ，水と乳鉢中で練和すると
半透明なペーストになった．臨床では，骨欠
損部にアテロコラーゲン，血液などを利用し
て流動化した骨補填材がサイナスリフト法
やソケットリフト法で充填され，コラーゲン
で成型した骨補填材も骨再生医療に用いら
れている．しかし，患部への形状付与が十分
とは言えず，BSEの問題もあり，バイオセラ
ミックスからなる骨補填材に流動性や賦形
性を付与する材料の開発が急務である．我々
も DNA/プロタミン複合体の水と混合すると
ペースト状になり，風乾すると自己成形する，
このユニーク性質は骨補填材の流動性や賦
形性を付与するに最適と考えた．また，サイ
トカインを常温で長期間安定させる脂質被
覆法も確立しており，脂質被覆サイトカイン
を添加すればさらなる骨誘導性の向上も期
待できる．そこで，バイオセラミックス，脂
質被覆サイトカイン，DNA/プロタミン複合
体からなる高骨伝導性インジェクション型
骨補填材の開発に着手することにした． 
２．研究の目的 
DNA/プロタミン複合体の特性を生かしたイ
ンジェクト型骨補填材を開発することが目
的である．すなわち，この複合体はそれ自体
に骨伝導性や抗菌性があり，水不溶性である
が水と練和すればペーストになる特徴があ
る．ペーストになれば固体や液体の有機・無
機物との混合も容易であり，この混合物が流
動性を示せばインジェクトが可能となる．そ
こで，バイオセラミックス（炭酸アパタイト
など），脂質被覆サイトカイン（b-FGFなど）
を含む各種 DNA/プロタミン複合体ペースト
を作成する．そして，添加物の成分（単独組
成，混合組成，傾斜機能組成）と新生骨形成
能との相関を in vitro(細胞毒性試験，細胞活
性試験など)，in vivo（ラット頭蓋骨埋入試験，
ビーグル犬大腿骨埋入試験など）試験などか
ら総合的に検討し，生体分解する高骨伝導性
インジェクト型骨補填材の開発を目指す． 
３．研究の方法 
（１）DNA/プロタミン複合体の合成 
DNA/プロタミン複合体の合成：100ml のプロ
タミン硫酸塩（500mg， MW:4500）水溶液に，
先に調整していた 100ml のサケ由来
DNA(500mg，300 bp)含有水溶液を添加して１
時間撹拌しながら，反応させた.反応後，２
４時間沈殿物を蒸留水にて洗浄した．洗浄後，
蒸留水中の沈殿物を遠心分離で回収し，蒸留
水で数回洗浄した.洗浄後，再度遠心分離で



回収した白色沈殿物を凍結下で乾燥した. 
（２）DNA/プロタミン複合体の流動性と賦
形性 
複合体を水と混合し，ペースト状にした．ペ
ースト状複合体の粘度をフロ－テスターよ
り計測した．また，ペースト状複合体を円盤
状のシリコーンモールドに入れ，離型後，２
４時間放置（湿度１００％）し，寸法変化を
寸法測定器より計測した． 
（３）ＤＮＡ/プロタミン複合体薄膜上で培
養した骨芽細胞の遺伝子発現 
300bpＤＮＡ/プロタミン複合体と水の練和
物をガラスディスク（８ｍｍΦ×１ｍｍ）に
少量乗せ，さらにその上にテフロンプレート
を置いた．そして，加圧機で加圧して複合体
を薄膜にした．滅菌した複合体薄膜付着ガラ
スディスクを培養ウエルに入れ，ヒト由来骨
芽細胞ＭＧ－６３を播種（５×１０４ 細胞数
／ｍｌ）し，５日間培養した．スフェロイド
形成した細胞を回収し，再度プラスチックウ
デッシュにて２４時間培養した．培養後細胞
を回収し，mRNA 抽出後に通法にしたがって
Real-time PCR を行った．なお，オステリッ
クス（ＯＳＸ），オステオカルシン（ＯＣＮ），
オステオポンチン（ＯＰＮ），アルカリフォ
スファターゼ（Ａｌｐ），ランクス２（Ｒｕ
ｎｘ２），コラーゲンⅠ（Ｃｏｌ-Ｉ）の発現
量をｑＰＣＲ法で測定した．同時に 
3000bpDNA/プロタミン複合体と 7000bpDNA/
プロタミン複合体の Real-time PCR 分析も行
い，参考資料とした． 
（４）ＤＮＡ/プロタミン複合体からのＦＧＦ
－２の徐放量の測定 
DNA/プロタミン複合体粉末(200mg)に FGF-2 
(1mg)含有滅菌水（0.16ml）を滴下し、乳鉢上
で練和し,0.5%FGF-2 含有 300bpDNA/プロタミ
ン複合体ペーストを作製した．FGF-2 含有
300bpDNA/プロタミン複合体ディスクを２００
ｍｌのＤＭＥＤ培地を含む２４well プレート
に入れた．そして,浸漬１日,３日,５日,１週間,
２週間,３週間後の FGF-2 の徐放量を ELISA に
て測定した． 
（５）炭酸アパタイト含有ＤＮＡ/プロタミン
複合体ペーストの粘度 
ＤＮＡ/プロタミン複合体ペーストに炭酸アパ
タイトを６０％添加して炭酸アパタイト含有
ＤＮＡ/プロタミン複合体ペーストを作製した．
そして，粘度は（２）と同様の方法にて測定し
た． 
（６）ＤＮＡ/プロタミン複合体ペーストのラ
ット頭蓋骨埋入実験と骨形成能の評価 
①μ-ＣＴ分析と組織観察 
DNA/プロタミン複合体ペーストを内径 8.0mm,
厚さ 1.0mmのシリコーンモールドに注入し,デ
ィスク試料を作製した. 吸入麻酔下で 10 週齢
雄 SD ラット頭蓋骨に直径 8.0mm の骨欠損を

トレフィンバーにて形成した.そして，ディス
ク試料を欠損部に埋入し,そして骨膜および上
皮の縫合を行った.埋入 1 ヶ月，2 ヶ月および
３ヶ月後に，microCT(μ-CT)撮影を行い，DNA/
プロタミン複合体の骨形成能について検討し
た. また，埋入試料を摘出し，通法に従って
固定,脱灰,HE 染色した組織を検鏡した．そし
て、埋入部位で形成された新生骨を画像処理ソ
フト（Win ROOF）にて解析し、μ－ＣＴのスラ
イス数（厚さ；３５μm）10 枚分の積算量を新
生骨の体積量とした。なお，コントロールはペ
ーストを埋入していないものとした． 
 ②埋入部位の Real time –PCR 分析 
 複合体ペースト埋入部位近傍組織(DP)(埋入
２週間)および骨膜(PO)を採取した．そして，
組織から細胞をアウトグロス法にて採取し，そ
の後，培養，増殖させた．各細胞から通法に従
って mNRA を抽出し，遺伝子発現を分析した．
また，ターゲット遺伝子は OPN, RUNK-2,ALP, 
OPN,OCN である． 
（７）加齢ラットにおける 300bp DNA/プロタ
ミン複合体の骨形成能の促進効果 
ディスク試料は（３）同じ方法で作製し，40
週齢雄 SD ラットを用いた以外はすべて（６）
と同じ実験を行った．なお，FGF-2 含有複合体
も用いた．  
(８) ビーグル犬における 300bp DNA/プロタミ
ン複合体の骨形成能の促進効果 
生後１０ヶ月のオスビーグル犬を用いた。
まず、前臼歯を３本抜歯し、１ヶ月後に１壁
性の骨欠損（６×７×５ｍｍ）を片顎３箇所
に作製した（両側計６欠損）。そして、それ
ぞれ２欠損を Blank（骨補填材なし）、β―Ｔ
ＣＰ埋入、DNA/プロタミン複合体ペーストを
埋入した。埋入１ヶ月後にμＣＴにて骨形成
状態を比較した。 
（９）脂質修飾 FGFの合成と骨形成促進効果 
①脂質修飾 FGFの合成 
脂質（Dialkyl-N-glucono-L-glutamate）を
b-FGF にバッファー液中中で反応させ，脂質
被覆 FGFを沈殿させた．そして，遠心分離後，
残液を UVで分析し，未反応サイトカイン量か
ら，脂質の反応性を比較した． 
②骨形成促進効果 
脂質修飾FGF-2を質量比2%(w/w)となるように
複合体と混ぜ、蒸留水と練和し、ペースト状に
した。そして，（６）と同様の骨埋入実験を行
った．なお，脂質を含む複合体も試料とした． 
(10) 炭酸アパタイト含有複合体の骨形成効
果 
炭酸アパタイト含有複合体の骨形成能を（６）
に従って行った． 
４．研究成果 
（１）DNA/プロタミン複合体の粘度と寸法
変化 
フロ－テスターより粘度を算出した．粘度



は約２８０Pasでインジェクションが可能で
あることが明らかとなった．なお，放置２４
時間後の寸本変化は殆どなく，極めて優れた
賦形性を有していた． 
（２）ＤＮＡ/プロタミン複合体薄膜上での

骨芽細胞の培養と遺伝子発現 
細胞の複合体への接着は悪く，スフェロイド
を形成した．そこでスフェロイドの遺伝子発
現分析を行ったがその結果を図１に示した． 
相対的にDNA分子量の小さい方が骨関連遺伝
子発現は高く，特に OSX と OCN が高かった．
この結果より複合体には骨形成促進作用が
あると推察された． 
(3)ＦＧＦの徐放量 

 
図２にＦＧＦの徐放量を示した．徐放量は
極めて規則正しく一定量徐放されており、複
合体がサイトカインのキャリヤー材として
有望であることが示唆された。 
（４）炭酸アパタイト含有ＤＮＡ/プロタミン
複合体ペーストの粘度 
粘度は約 3.5×103Pas であったがインジェ
クトは可能であった． 
(5) ＤＮＡ/プロタミン複合体ペーストのラッ
ト頭蓋骨埋入実験と骨形成能の評価 
①μCT分析とHE染色組織監査 
標本μCT 画像と HE 染色組織標本による
経時的な骨形成量を比較した．埋入３ヶ月後
の結果を図３に, μCT 画像分析より得られ
た骨量を図４に示した． 
た．コントロールでは欠損周辺から伸長し
て出来た新生骨がμCt 画像分析や HE 染色

組織標本観察より僅かに認められた．しかし，
経時的に新生骨量は増加していなかった．一
方，300bpDNA/プロタミン複合体埋入試料の
新生骨量
はコント
ロールと
比較して
著しく多
く，経時
的に増加
していた．
特に，埋
入３ヶ月
後になる
と骨欠損
部位のほ
とんどは
新生骨で置換されていた．これらの結果より

DNA/プロタミン複合体は骨形成促進作用を
有していることが明らかとなった． 
②PCR 分析 
 図５から明らかなように PO 細胞より DP
由来細胞
の方がい
ずれも骨
関連遺伝
子の発現
は高く，
DNA/ プ
ロタミン
複合体は
骨形成促
進作用を
有していることが PCR 分析からも明らかと
なった． 
 (6)加齢ラットにおける 300bp DNA/プロタミ
ン複合体の骨形成能の促進効果 
図７に新生骨量を示した．図から明らかなよ
うに複合体を埋入すると加齢ラットの頭蓋
骨の再生が著しく速くなり、FGF-2を添加す
ると再生がさらに加速されていた。FGF-2含
有複合体からの FGF-2 の徐放量は極めて規
則正しく一定量徐放されており（図２）、複
合体がサイトカインのキャリヤー材として
有望であることが示唆された。また、FGF-2
が骨関連遺伝子発現を助長することも図７
より明らかとなった。以上の結果より加齢ラ



ットの骨再生に FGF-2 含有 DNA/プロタミン
複合体が有望であることが判明した。 
(7) ビーグル犬における 300bp DNA/プロタミ
ン複合体の骨形成能の促進効果 
埋入部位のμ-CT像を図８に示した．β－Ｔ

ＣＰ自体
がエック
ス線不透
過である
のでβ－
ＴＣＰと
の比較は
困難であ
っ た が
Blank よ
りはやや

骨形成が多いように観察できる． 
(８)脂質修飾 FGFの合成と骨形成促進効果 
①脂質修飾 FGFの合成 
脂質とFGFとの反応はUV分析より約１８％
であった． 
②骨形成促進効果 
図に脂質および脂質修飾 FGF 含有複合体の
骨形成量を示した．FGF含有複合体のものと
比較して，骨形成量は少なかった．脂質修飾
によう FGF の活性の低下か徐放量の軽減に
よる低下なのかは不明である． 
（９）炭酸アパタイト含有複合体の骨形成効
果 
炭酸アパタイト含有複合体の骨形成量は複
合体単独使用と殆ど同じであり，炭酸アパタ
イトによう複合体の骨形成促進効果は認め
られなかった． 
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