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研究成果の概要（和文）：NF-κBデコイを浸潤させるためのコラーゲン担体を作製し、ラット頭蓋骨の規格化骨
欠損に埋入した。担体は埋入後3日で完全に分解され消失した。さらに、埋入後4週で、骨欠損にコラーゲン担体
を埋入したラットと埋入していないコントロール・ラットの骨修復を組織学的に比較検討した。コントロールで
は、骨欠損部の大部分に修復骨を認めたのに対し、担体を埋入した欠損には修復骨がほとんど見られなかった。
コラーゲン担体の適用条件のさらなる検討が必要である。本研究で当初目的とした完全には修復されず残存した
骨欠損の周囲に二次欠損を作製する実験系とNF-κBを標的とするデコイ核酸を用いる実験系の確立には至らなか
った。

研究成果の概要（英文）：The study was designed to test the hypothesis that bone healing is advanced 
by inflammation and decreased when the inflammation is down-regulated. We attempted to develop the 
rat experimental model. The collagen carriers were implanted in a rat parietal bone defect and the 
process of degradation of the carrier was examined in 1 day, 3 days and 1 week. The most of the 
carrier was degraded within 1 day and completely disappeared within three days. Bone formation in 
the defect was compared in 4 weeks with histology between the experimental rat and the control, a 
rat with no carrier in the defect. The most of the bone defect healed in the control whereas little 
bone formation was observed in the defect with the collagen carrier. How to apply the collagen 
carrier to the bone defect remains to be considered. The rat experimental model of the secondary 
bone defect and that of the decoy for NF-κB have not been made and are still under consideration.
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）口腔外科領域では、骨欠損症例が多く
見られる。例えば、抜歯後の骨欠損（抜歯窩）、
顎骨の嚢胞摘出や腫瘍摘出により生じた骨
欠損、口蓋裂に代表される先天的な骨欠損な
どが挙げられる。骨が自己修復して治癒でき
る欠損の大きさには限界があり、臨床の場で
は治癒しない大きな骨欠損の治癒が重要な
課題となる。 
 
（2）骨を含む全ての生体組織では、損傷を
受けると炎症反応が起きて治癒が進行する。
過度の炎症は生体にとって有害であり、炎症
性疾患においては炎症の抑制が必要となる。
しかし、炎症性サイトカインである tumor 
necrosis factor-α（TNF-α）の欠損マウス
では、創傷治癒が正常に行われず(Saika et 
al. 2006)、interleukin-6（IL-6）の欠損マ
ウスでは、創傷治癒の遅れが生じることが報
告されている（Lin et al. 2003）。また、炎
症が起こると骨芽細胞の分化が直接または
間接に促進される可能性も示され（Rifas et 
al. 2003; Gorts et al. 2004; Shen et al. 
2005）、TNF-αの実験的局所投与が骨折の治
癒に促進的に作用することも報告されてい
る（Glass et al. 2011）。しかし、生体の炎
症が骨修復に果たす役割についてはよくわ
かっていない。 
 
（3）申請者等の研究グループは、ラット頭
蓋骨に、自己修復される小さな骨欠損と、自
己修復が不完全で欠損が残存してしまう大
きな骨欠損を作製し、修復骨量や骨の構造タ
ンパクの産生について比較検討を行った結
果、欠損の大きさに関わらず骨修復は一定期
間内で停止すると報告している（Honma et 
al. 2008）。つまり、一定期間内に修復できな
かった部分が骨欠損として残存すると考え
られる。以上から申請者は、骨欠損修復のメ
カニズムに関して「骨芽細胞は損傷に伴う炎
症反応により活性化され欠損部を修復する
が、炎症反応が消退すると低下し、骨修復は
停止する。」との仮説を着想した。 
 
２．研究の目的 
 
（１）骨芽細胞は損傷に伴う炎症反応により
活性化され欠損部を修復するが、炎症反応が
消退すると細胞活性が低下し、骨修復は停止
する、との仮説を検証するために、ラット頭
蓋骨規格化骨欠損モデル（Honma et al. 2008; 
Henmi et al. 2011）を利用して、完全には
修復されない大きな欠損（一次欠損）を作製
し、一次欠損の修復停止後に、残存欠損より
大きい欠損（二次欠損）を作製して実験的に
新たな炎症を起こし、骨修復が再開して欠損
が完全に治癒するか否かを検討する。 
 
（２）骨欠損修復過程における炎症性サイト

カインの役割を調べるため、前述の規格化骨
欠損モデルに、nuclear factor –kappa B（NF-
κB）を標的とするデコイ核酸を浸潤させた
コラーゲン担体を埋入して、NF-κBに発現を
支配される炎症性サイトカイン（IL-1や TNF-
α等）の作用を一括して抑制し（Higuchi et 
al. 2008）、骨芽細胞活性と骨修復量への影
響を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（1）実験動物 
実験動物の取り扱いについては、東北大学

における動物実験に関する指針に則った。
Wistar 系雄性ラットを用い、実験期間中はラ
ット用固形飼料および水にて飼育した。 
 
（2）頭蓋骨規格化骨欠損作製 
イソフランの吸入麻酔後、生後 10 週齢の

ラットの腹腔内にペントバルビタール（50 
mg/kg）を注射し全身麻酔を施した。両側側
頭線に沿って約 15mm の皮膚切開を加え、皮
膚のフラップを翻転した。同様の切開を骨膜
に加え、骨膜のフラップを翻転し、頭頂骨を
露出させた。右側頭頂骨にトレフィンバーを
用いて、生理食塩水注水下に、骨を貫通する
規格化骨欠損（3.8mm または 5.8mm）を作製
した。この際、背側矢状静脈洞と硬膜を傷つ
けないよう注意した。骨膜と皮膚のフラップ
を復位後縫合した。 
 
（3）NF-κBデコイ投与に用いる担体埋入 
厚さ 1.0mm または 2.0㎜のⅠ型コラーゲン

を主成分とするコラーゲンシート（新田ゼラ
チン）を直径 3.0 ㎜または 6.0 ㎜のパンチで
くり抜き担体として使用した。 
予備実験として、直径 3.0 ㎜と直径 6.0 ㎜

の担体を、それぞれ直径 3.8 ㎜と 5.8 ㎜の規
格化骨欠損部に埋入した。 
 
４．研究成果 
 
（1）炎症抑制実験系の確立 
 
一次欠損修復後に二次欠損を作製し実験

的に炎症を起こす実験系の確立の前に、炎症
抑制実験系の確立に着手した。 
NF-κB デコイを浸潤させる担体を検討す

るために、コラーゲンシートを利用して担体
を作製した。ラット頭頂骨規格化骨欠損のサ
イズに合わせて、コラーゲン担体の形態と厚
みの調整を行った（図１）。厚さ 1.0 ㎜また
は 2.0㎜のコラーゲンシートを 3.0㎜または
6.0 ㎜のパンチでくり抜き、ラット頭頂骨の
規格化骨欠損に埋入し、翌日・3 日後・1 週
間後でその分解状態を調べた（図２）。 
 その結果、担体は埋入後１日でほとんど溶
解しており、3 日後では完全に認められなか
った。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
図１：コラーゲン担体の形態と厚みの調整 
(a)直径 6.0 ㎜ (b)直径 3.0 ㎜ 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：直径 3.0 ㎜コラーゲン担体の埋入 
       
 次に、担体埋入後の骨修復を確認するため
に、コラーゲン担体を埋入したラットと埋入
していないラットをそれぞれ術後4週で灌流
固定し、脱灰後、パラフィン包埋し、前頭断
の方向に 5µm の切片を作製後、H-E 染色を施
し、組織学的検討を行った。 
 コラーゲン担体を埋入していないラット
では、骨欠損部の大部分に修復骨を認めた
（図３-b）のに対し、担体を埋入したラット
では、ほとんど修復骨が認められず、欠損部
にはコラーゲン担体と思われるものが残存
している像が認められた（図３-a）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：術後 4週の組織像 
 （a）直径 3.0 ㎜コラーゲン担体埋入 
 （b）コラーゲン担体非埋入 
    既存骨と修復骨の境界 
 

 
（2）一次欠損モデルの確立 
 
申請者などの研究グループは、8.8mm の骨

欠損が完全には修復しないことを既に報告
している（Honma et al. 2008）。 
骨欠損作製後の経時的な修復骨量や骨芽

細胞の活性を調べるため、また、完全に修復
するか否かを確認するため、現在、予備実験
的に 8.8㎜よりも小さい 5.8㎜の一次骨欠損
を作製し、飼育している途中段階である。 
 

（3）考察 
炎症抑制実験系を確立するため、骨欠損の

大きさやコラーゲン担体の形態、厚み、分解
速度などについて検討した。コラーゲン担体
は埋入後3日後に肉眼的には完全に溶解して
いるように見えたが、コラーゲン担体埋入後
4 週の組織像では、通常の修復骨の形成が見
られず、コラーゲン担体が残存しているよう
な像が認められた。コラーゲン担体が完全に
は吸収されず、骨修復を阻害した可能性が考
えられた。今後、コラーゲン担体の分解速度
などの調整が必要である。コラーゲン担体の
適用条件を確立した段階で、NF-κBデコイ核
酸の適用を検討する予定である。 
 また、一次欠損モデルについては、現在予
備実験の段階で実験系の確立には至らなか
った。今後、骨欠損の大きさなどを決定し、
本実験に移行する予定である。 
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