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研究成果の概要（和文）：我々は骨増成法に併用される細胞移植時の移植細胞アポトーシスを抑制する方法として抗ア
ポトーシスタンパクHSP27の移植骨芽細胞への影響を解析した。マウス骨芽細胞を用いたin vitroの実験系においてHSP
27一過性過剰発現は分化能、石灰化能に大きな変化はみられなかったが、骨芽細胞のアポトーシスを抑制した。さらに
、移植細胞への影響を解析するために行ったラット頭蓋欠損部細胞移植実験では、移植細胞のアポトーシスが抑制およ
び生存細胞中の細胞増殖マーカーの発現上昇が確認された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, to explore a new way of cell transplantation for bone augmen
tation, we evaluate the application of HSP27, an anti-apoptotic protein to the transplanted cell. The over
 expression of HSP27 did not affect the cell proliferation and mineralization ability of osteoblast, howev
er, apoptosis was diminished by the over expression of HSP27. Furthermore, transplanted cell apoptosis was
 also inhibited and proliferation marker expressing cells were increased at the initial stage of cell tran
splantation.
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１．研究開始当初の背景 

歯槽骨における骨増成法はデンタルイン

プラントの適応症例を大幅に拡大する方法

として広く使われている方法である。自家骨

移植以外の骨増成法として①骨形成を担う

骨芽細胞の移植、②骨伝道能を有する材料の

移植、③骨芽細胞の分化を促進する増殖因子

の添加および④これらの方法の組合せが試

みられてきた。新潟大学医歯学総合病院イン

プラント治療部では、デンタルインプラント

の前処置として行われる骨増成手術の際、事

前に患者より採取した骨膜組織を実験室に

て細胞シートとして増殖させ、自家移植材と

して使用して良好な臨床結果を得ている。 

骨増成を期する細胞移植の際、移植細胞の

早期生着ならびにその活性は臨床的予後を

左右する大きな要因の一つである。しかしな

がら、骨移植過程において細胞はストレス環

境にさらされ、アポトーシスにより移植細胞

が減少し、移植の効果を制限している可能性

がある。 

Heat Shock Protein (HSP) は各種刺激に誘

導されるストレスタンパクの 1 つで、抗アポ

トーシス作用を示すことが知られている。そ

の中でも分子量27kDa付近のHSP27はこれ

までの我々の研究から非刺激時での骨芽細

胞における発現量が極めて低いのに対し、各

種刺激に応答して発現することが確認され

ており、骨芽細胞においてストレス応答に関

与している可能性が考えられる。 

 以上の背景を踏まえ、我々は移植前に抗ア

ポトーシスタンパク HSP27 を細胞内に事前

に発現させることでアポトーシスを抑制し

効果的な骨増成のための細胞移植法を開発

できる可能性があると着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、細胞移植における移植細

胞の初期の挙動を明らかにするとともに、ス

トレスタンパク Heat Shock Protein (HSP) 

27 の導入による骨芽細胞への影響を解析し、

新規細胞移植法確立への可能性を探る事で

ある。 

 

３．研究の方法 

1) 骨芽細胞における HSP27 の影響解析 

骨芽細胞株MC3T3-E1にHSP27一過性発現

ベクター、pCMV-SPORT6-mHSP27 を一過性

に導入し、HSP27 の過剰発現を行った。HSP27

過剰発現骨芽細胞における細胞増殖能の評

価は MTS 法にて行い、骨芽細胞分化の評価

には Alkaline Phosphatase（ALP）活性染色を、

石灰化能の評価には Alizarin Red 染色を用い

た。各種骨芽細胞分化マーカーの発現解析は

realtime PCR にて解析した。アポトーシスは

TNF-α 及び H2O2 にて誘導した。アポトーシ

スの検出には TUNEL 染色を用い、総細胞数

あたりの TUNEL 陽性細胞率を算出した。 

2) 移植骨芽細胞への HSP27 の影響解析 

細胞移植実験には、雄性 9 週齢免疫不全ラ

ット(F344/NJcl-rnu)を使用し、トレファンバ

ーにて頭蓋骨に直径 4.3mm の骨欠損を作成

した。HSP27 過剰発現骨芽細胞をコラーゲン

に混和したものを移植体とし、欠損部に移植

した。1、3、7、28 および 42 日目に屠殺し、

骨形成を µ-CT および組織学的手法により評

価した。 

 

４．研究成果 

1) 骨芽細胞における HSP27 の影響 

一過性過剰発現ベクターを用いた HSP27

の過剰発現は骨芽細胞増殖能に影響を及ぼ

さなかった。骨芽細胞分化については、HSP27

過剰発現により Runx2/Cbfa1 遺伝子の発現量

は増加したものの、Alpl 遺伝子は減少してい

た。ALP 活性および石灰化能に影響は認めら

れなかった。(Fig.1) 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また HSP27 の過剰発現は H2O2に誘導され

るアポトーシスを有意に抑制したものの、

TNF-alpha に誘導されるアポトーシスの抑制

について統計的有意差は認められなかった。

(Fig.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、HSP27 過剰発現骨芽細胞のラット

頭蓋骨欠損部への移植野におけるアポトー

シスを TUNEL 染色にて検出したところ、3

および7日後においてはHSP27過剰発現によ

り TUNEL 陽性細胞率が有意に減少していた。

細胞増殖能を示す PCNA 陽性細胞率は移植 7

日後において HSP27 過剰発現細胞が有意に

高値を示した。(Fig.3) 

 しかしながら、移植 4, 6 週後の移植野に

おける新生骨量をマイクロ CT にて解析し

たところ、両群間において有意差は認めら

れなかった。(Fig.4) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究では抗アポトーシス遺伝子である

HSP27 を移植骨芽細胞に導入して、より効果

的な骨増成を期する試みを行ったが、細胞の

生存率は向上したものの、最終的な新生骨量

に変化は見られなかった。骨形成能を有する

細胞の移植は盛んに試みられているものの、

本研究結果でも見られるように、その効果に

ついては依然として議論が分かれるところ

である。移植細胞の生存率を改善することに

よる効率的な骨増成を今後臨床応用に直接

結び付けるためには、より長期的な解析と、

骨形成の場における移植細胞の直接的な寄

与についても検討することが必要であろう。 
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Fig.1 HSP27 の骨芽細胞関連遺伝子発
現、骨芽細胞分化への影響 HSP27 の過
剰発現は(a)骨芽細胞分化マーカーであ
る Cbfa1/Runx2 の発現を上昇させが、
Alpl の発現は低下した。Col1a2 及び
が， Opp1 に変化は認められなかった。 
(b) HSP27 の 過 剰 発 現 は Alkaline 
Phosphatase の活性、石灰化のジュール
の形成能に影響を及ぼさなかった。 

 
Fig.2 HSP27 のアポトーシスへの影響
TNF-αまたは H2O2を添加することで、
TUNEL 陽性細胞は顕著に増加したが、
HSP27 過剰発現細胞では部分的にアポ
トーシスが抑制された。 

 
Fig.3 HSP27 の移植骨芽細胞への影響 
HSP27 の過剰発現により、PCNA 陽性
細胞率は上昇し、アポトーシスは抑制
された。  

 
Fig.4 HSP27 の頭蓋骨欠損部治癒へ
の影響 骨欠損長期の観察におい
て、HSP27 過剰発現の影響はみられ
なかった。 
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