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研究成果の概要（和文）：我々は高分子多糖、とりわけヒアルロン酸の歯周組織への影響に着目してきた。その結果、
ヒアルロン酸添加により骨芽細胞増殖は亢進し、骨髄由来細胞の接着は抑制され、破骨細胞分化の指標であるTRAP染色
陽性細胞数は減少した。このことから，ヒアルロン酸の骨芽細胞ならびに破骨細胞への影響は骨新生に有効的に働き、
歯周組織再生を促す成長因子の担体としての応用などにもヒアルロン酸が有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the effects of macromolecule polysaccharide, in particular, hyaluron
an in periodontal tissue.  As a result, the proliferation in osteoblasts was increased, and the attachment
 in bone marrow stromal cells was suppressed, and the number of cells stained by TRAP as a measure of oste
oclast differentiation was decreased, when it cultured with hyaluronan.  These findings suggest that hyalu
ronan is efficient in bone regeneration, and it might be applicable to a carrier for periodontal tissue re
generative.
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１．研究開始当初の背景 
高分子多糖とくにヒアルロン酸の生物学
的特性は多岐にわたり、既に基礎研究報告も
多く、整形外科分野などでは臨床応用されて
いる。また、その水分保持能から含嗽剤や化
粧品などに広く使用されており、認知度も高
い。また、歯周組織の細胞動態に関わる高分
子多糖の効果の報告も見られる。そこで、外
科的侵襲を避けたい高齢者にも提供できる
方法で、高分子多糖を効率良く骨や歯肉周囲
組織の新生・再生に有効に作用させることは
できないかを着想するに至った。多くの高齢
者を悩ます口腔乾燥も和らげつつ、同時に組
織の修復も行われるように口腔内へのアプ
ローチ方法はないものか、と考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)歯周組織の新生・再生を念頭に置いた高
分子多糖の利用方法を検索する。 
(2)簡便な方法で局所に作用でき、なおかつ
高齢者にも適応出来ることを目的とする。 
(3)高分子多糖単体または成長因子複合体と
しての使用の可能性を検索する。 
 
３．研究の方法 
(1)使用細胞 
①骨芽細胞様細胞(MC3T3-E1) 
②6 週齢 ddY マウス骨髄由来細胞(BM) 
③1日齢マウス頭蓋冠由来骨芽細胞(OB) 
 
(2)増殖能の影響について 
BM, OB をそれぞれ 96 well plate 上に 2000 
cells/well 播種し、10%仔牛胎児血清（第一
科学薬品）、抗生物質添加培地-MEM（ナカラ
イテスク）にヒアルロン酸（HA, ARTZ Dispo®,
生化学工業）最終濃度 1.0mg/ml を添加した
もの（HA 添加群）、もしくは無添加培地（コ
ントロール群）を用いて 2日間培養し、
CellTiter96® (Promega)を用いて細胞数を吸
光度で測定した。また、同条件における増殖
関連遺伝子の発現を qPCR にて検索した。 
 
(3)アポトーシスの影響について 
MC3T3-E1 を 96 well plate 上に播種し、一日
後ヒアルロン酸添加・非添加培地に変え２時
間後、0.1M Staurosporine を培地に添加し
アポトーシスを誘導した。誘導時にも、ヒア
ルロン酸添加・非添加培地を使用した。刺激
後、Caspase-3/7（アポトーシスのシグナル
伝達経路の１つ）の活性を発光にて測定した。
また、MC3T3-E1 播種後４日目に過酸化水素水
含有ヒアルロン酸添加・無添加培地にて刺激
し、細胞生存率を CellTiter96® (Promega)を
用いて吸光度にて測定した。 
 
(4)破骨細胞分化の影響について 
BMならびにOBを1,25(OH)2D3, PGE2存在下で，
また BM のみを Receptor activator of 
nuclear factor-kappa B ligand (RANKL)，
Macrophage colony-stimulating factor 

(M-CSF)存在下で HA 添加-MEM で培養し，破
骨細胞分化を評価するために酒石酸耐性酸
性ホスファターゼ(TRAP)染色を行った． 
また破骨細胞分化調節因子における HA の影
響を検討するために OBを 1,25(OH)2D3, PGE2
存在下で HA 添加-MEM で培養後，RANKL と
Osteoprotegerin (OPG)の遺伝子発現を qPCR
にて確認した． 
 
(5)接着の影響について 
BM 播種後，非接着細胞を除去し HA の細胞接
着への影響を CellTiter96® (Promega)にて検
討した． 
 
４．研究成果 
(1) 細胞増殖能 
細胞増殖は OB（左図）ならびに BM（右図）
において，それぞれ HA 添加群でいずれも亢
進した．また、増殖関連遺伝子の発現を qPCR
にて検討したが、いずれの mRNA 発現でも差
はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
(2) アポトーシスの影響 
Staurosporine 添加群・ヒアルロン酸非添
加群ではコントロール（無添加）と比較して
有意に caspase-3/7 活性の上昇がみられた。
一方、staurosporine 添加群・ヒアルロン酸
添加群では活性が有意に抑制されていた。ま
た、細胞生存率は H2O2刺激により濃度依存的
に減少がみられたが、ヒアルロン酸添加によ
り生存率の減少が有意に抑制された。このこ
とより、骨芽細胞のアポトーシス誘導環境下
において、ヒアルロン酸は抑制に働くことが
示唆された。 
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(3)破骨細胞分化の影響と qPCR 解析 
HA 添加における破骨細胞分化の影響を BM
と OB の共培養または BM のみで比較した。3
核以上の TRAP 陽性細胞を破骨細胞とした。
その結果、BMと OB の共培養もしくは BM のみ
の両方において TRAP 陽性細胞数は，HA 添加
で有意に減少した．RANKL, OPG の mRNA 発現
は HA 添加により変化がなかった． 
 
・TRAP 染色（BM と OB の共培養） 
 

 
 
・TRAP 陽性細胞数（BMと OB の共培養） 
 
 
 
 
 
 
 
・TRAP 染色（BM のみ） 
 

 

 
 
・TRAP 陽性細胞数（BMのみ） 
 
 
 
 
 
 
 
RANKL, OPG の mRNA 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)接着 
BM の細胞接着は HA 添加により抑制された 
 
 
 
 
 
 

 ヒアルロン酸が骨芽細胞の増殖を促進し、
骨髄由来細胞の接着を抑制することで、骨芽
細胞と破骨細胞前駆細胞数のバランスが崩
れ、破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化
が抑制される可能性が示された。ヒアルロン
酸は分子量により細胞への影響も異なるが、
本実験では分子量60万～120万のヒアルロン
酸を用いた。過去の報告によると、低分子ヒ
アルロン酸添加により破骨細胞分化は促進
する一方、高分子ヒアルロン酸添加により骨
の創傷治癒における骨誘導は刺激されるこ
とが分かっている。ヒアルロン酸の担体への
応用を考えた場合、適切な分子量のヒアルロ
ン酸と成長因子の複合体の応用に向けた in 
vitro ならびに in vivo での検討も今後必要
と考える。 
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