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研究成果の概要（和文）：マウスの上顎骨へFGF-2を投与することにより生じる骨再生の至適条件を検索した。ゼラチ
ンハイドロゲルを用いて20μgのFGF-2を徐放することで良好な骨再生が得られた。組織学的な解析からは、少量ながら
骨膜性の皮質骨添加が確認された。また、FGF-2は骨膜に含まれるFGF受容体を発現している骨芽細胞を増殖させ、骨基
質産生を促し、結果として既存骨への骨添加が生じると考えられ、一連の骨再生現象が4週間で終息することから、反
復投与による相加的な再生効果が得られる可能性が示唆された。そのため、さらなる解析が望まれる。

研究成果の概要（英文）：It is reported that FGF-2 which is an anti-ulcer drug causes a bone regeneration. 
We searched optimal condition of the murine alveolar bone regeneration in mouse by FGF -2. The controlled 
released 20 microgram FGF-2 using gelatin hydrogel occurred good bone regeneration. From histologic 
analysis, periosteum-related cortical bone addition was confirmed. Also, FGF-2 proliferated the 
osteoblasts which expressed the FGF receptor included in the periosteum and promoted a bone matrix 
production, and the additive bone regeneration to, as a result, existing bones was thought. Because a 
series of bone regeneration phenomena ended in four weeks, the possibility that the additive reproduction 
effect with repeated doses was obtained was suggested. Further analysis is expected.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： FGF2　骨再生　歯槽骨　遺伝子発現

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
FGF-2 は近年、褥創性潰瘍治療薬として臨

床応用されているが、in vivo において骨形
成活性を持つことも報告されており、ゼラチ
ンハイドロゲルを徐放キャリアーとして
FGF-2 を局所投与することにより有意な量
の歯槽骨再生が生じる。この実験系では
FGF-2 の組織内徐放により、局所の骨芽細胞
系細胞の一過性増殖と分化促進が生じ、皮質
骨添加を得ることが可能である。しかし、歯
科インプラントを植立するためには十分な
再生骨量とはいえず、臨床的有用性を得るた
めは再生骨量を増加させることが求められ
る。この FGF-2 徐放製剤による骨再生を歯科
インプラント症例への応用へ近づけるため
に、FGF-2 徐放製剤の反復投与を行うことで
低侵襲に必要な部位へ必要とする量だけ皮
質骨を再生・添加させることが可能になると
考えられた。このような、組織採取や細胞培
養を必用としない簡便な方法で確実な骨再
生をもたらすシステムの臨床応用はいまだ
例が無い。可能になれば歯科インプラント症
例の適応拡大や唇顎口蓋裂治療における骨
移植の代替など患者が受ける利益は大きい。 
２．研究の目的 
（1）FGF-2 徐放システムの反復応用による
骨再生現象の実証 
FGF-2 徐放製剤を用いた低侵襲な歯槽骨

再生の実用可能性を検索する。マウスを用い
た実験系で有意な骨再生が生じる条件と反
復応用の可能性を検索する。 
（2）分子生物学的な根拠の裏付け 
組織像、細胞増殖、分化マーカーの発現を

解析し、FGF2 刺激が組織・細胞に及ぼす影
響を骨芽細胞系細胞の分化・増殖に関連する
分子機構の一端をin vivo の環境で検証する
ことでこの再生法に生物学的裏付けを付与
する。 
３．研究の方法 
（1）FGF-2 徐放システムの反復応用による
骨再生現象の実証 
①ゼラチンハイドロゲルの調整 
グルタールアルデヒドで架橋したゼラチ

ンハイドロゲル (MW=99,000、等電点=5、含
水率 98%、2.5×2.5×2.5mm)を既報に従い作
製した。このハイドロゲルは歯槽骨内で
FGF-2 を約 1 週間かけて徐放することを確認
している。 
②動物実験 
5 週齢雌 ddY:Std マウス（体重 24.0g±

2.0g）の腹腔内へ 110mg/Kg のケタミンと
13.2mg/Kg のキシラジンを投与することによ
り全身麻酔状態を得た。消毒条件下にて鼻背
正中部へ縦方向に 2mm の切開を入れ、鼻背部
から右側上顎切歯歯槽骨へ向かって盲嚢状
の皮膚骨膜弁を形成し、その内部へ FGF-2 を
含浸したゼラチンハイドロゲルを埋入した
後、切開部位を縫合した。対照として PBS を
含浸したゼラチンハイドロゲルを同様の操
作で埋入した。全ての操作は手術顕微鏡下で

行った。 
③骨形成量の評価 
単回投与での至適投与条件を検索するた

め、FGF-2 の水溶液投与を対照として、1, 10, 
20, 50μg の FGF-2 を徐放し、28 日後に X線
写真を用いて歯槽骨形成量を評価した。評価
は健側の歯槽骨厚と実験側の歯槽骨の厚み
の比とした。 
④組織学的な評価 
ゼラチンハイドロゲル埋入後 7,14 および

28 日後、FGF-2 徐放群および対照群のマウス
をそれぞれ安楽死させた直後に 4%パラホル
ムアルデヒド-リン酸緩衝溶液(pH7.4)を灌
流し固定を行った。続いて、4℃,24 時間の浸
漬固定を加えた後、4℃,240mM の EDTA-リン
酸緩衝に 28 日間、浸漬することで骨組織の
脱灰を行った。続いて、エタノール上昇系列
による脱水を行い、キシレン置換、パラフィ
ン包埋を行い、に 3μm の前頭断切片を作製
し、シランコートスライドグラスに貼り付け
た。次にマイヤーのヘマトキシリンおよび
0.25%エオジン-60%エタノール-0.05%酢酸に
て染色を行った。染色後は光学顕微鏡を用い
て再生骨の組織学的な性状を確認した。 
（2）分子生物学的な根拠の裏付け 
①標本の作成 
骨形成過程にある FGF-2 徐放開始 7日目に

脱灰標本および非脱灰凍結標本を作成した。
脱灰標本では 4%パラホルムアルデヒドで還
流固定した後に 10%EDTA で脱灰し、パラフィ
ン包埋、薄切を行った。非脱灰標本では液体
窒素に浸漬して凍結した後に骨膜および歯
槽骨を切除し、凍結切片を作成した。 
②アルカリフォスファターゼ（ALP）染色 
骨形成過程の骨膜組織における骨芽細胞

系細胞の分布を評価するために、アルカリホ
スファターゼ酵素染色を行った。0.1%ファス
トレッド TR 塩, 0.02%ナフトール AS-MX リン
酸-0.1M トリス塩酸緩衝溶液（pH8.5）で 10
分間、室温でインキュベーションした。0.1%
メチルグリーンにて対比染色を行った後、水
溶性封入剤を用いて封入し光学顕微鏡で観
察した。 
③PCNA 免疫染色 
細胞増殖活性を評価するために、埋入後

7,14 および 28 日目の脱灰パラフィン包埋切
片スライドを用いて PCNA の免疫染色を行っ
た。PCNA の抗原性を賦活するために 0.05% 
Tween20-10mM クエン酸ナトリウム緩衝液(pH 
6.0)中で 30 分間、オートクレーブ処理
（121℃）を行った。次に、3%過酸化水素 PBS
溶液にて室温,30 分インキュベートした後、
5%スキムミルク-0.05% Tween20/PBS 中で 1時
間、37℃でインキュベートした。続けて 150
倍に希釈した抗 PCNA マウスモノクローナル
抗体(clone10 M0879 DAKO) で 2 時間、室温
でインキュベートした。PCNA 抗体の検出には
ENVISION（DAKO）を使用した。DAB 基質溶液
で発色を行った後、マイヤーのヘマトキシリ
ンで対比染色を行った。染色後は光学顕微鏡



を用いて観察した。 
④In situ hybridization 
骨形成過程の骨膜における FGF 受容体、

Runx2および骨基質蛋白をコードするmRNAの
発現分布を検証するために新鮮凍結切片を
用いてin situ ハイブリダイゼーションを行
った。 

ジゴキシゲニン(DIG)標識cRNAプローブの
準備：ddY マウスの上顎骨より抽出した
totalRNA を用いて、cRNA プローブ認識部位
[表 1]を増幅させる RT-PCR を行った。逆転写
と PCR はそれぞれ INVITROGEN と ROCHE のプ
ロトコルに従った。それぞれの PCR 産物を T7
および T3 RNA 転写酵素のプライミング領域
を持つプラスミドベクター（pCR4）を用いて、
クローン化を行った。プラスミドベクターは
Plasmid Midi Kit（QIAGEN）を用いて精製し
た。クローン化とプラスミドベクターの精製
方法は INVITROGEN および QIAGEN のプロトコ
ルに従った。DIG 標識 cRNA プローブは T7 も
しくはT3RNA転写酵素を用いて7.5mMのATP, 
7.5mM の GTP, 7.5mM の CTP, 4.875mM の UTP, 
2.625mM の DIG-11-UTP(Roche)を含む RNA 転
写バッファー中で 2 時間、37℃で転写した。
転写されたプローブはドットブロット法に
よりDIGの標識効率がそれぞれのセンスプロ
ーブとアンチセンスプローブで同等である
ことを確認した。 
 OCT コンパウンドで包埋した新鮮凍結標本
から作製した 8μm 厚の凍結切片をシランコ
ートスライドガラスに貼り付け、4%パラホル
ムアルデヒド-100mM リン酸緩衝溶液(pH7.4)
で 20 分間、室温で固定した。次に、2×SSC
で洗浄した後、1.0[μg/ml] ProteinaseK 
-50mM トリス塩酸（pH7.4）-5mMEDTA で 8 分
間、室温でインキュベートした。続いて、
100mM グリシン-100mM トリス塩酸（pH7.4）
で 10 分間、室温でインキュベートし、2×SSC
で洗浄した後、4%パラホルムアルデヒド-リ
ン酸緩衝溶液(pH7.4)で 5 分間、室温で後固
定を行った。その後 2×SSC で洗浄し、室温
で 20 分かけてアセチル化を行った。2×SSC
で洗浄した後、プローブを含まないハイブリ
ダイゼーション溶液（50%脱イオン化ホルム
アミド, 3×SSC, 1×デンハルト, 0.02%ドデ
シル硫酸ナトリウム, 250ng/μl の断片化し
たサケ精子 DNA, 250ng/μl のイースト菌
tRNA, 50mM トリス塩酸（pH7.4））で 2 時
間,54℃でプレハイブリダイゼーションを行
った。引き続き 800-1000ng/μl の DIG 標識
cRNA プローブを含むハイブリダイゼーショ
ン溶液で14時間,54℃でハイブリダイゼーシ
ョンを行った。次に、2×SSC で 54℃, 15 分
間×2 回、洗浄した後、ハイブリダイズして
いないプローブを 20μg/ml RNaseA –50mM ト
リス塩酸（pH7.4）-150mM 塩化ナトリウム-1mM 
EDTA で 37℃, 30 分間インキュベートするこ
とで分解した。次に 1×SSC で 54℃、15 分間
×2回、の洗浄, 0.2×SSC で 54℃、15 分間
の洗浄, 0.1×SSC で 40℃,15 分間の洗浄, 

0.1×SSC で室温,15 分間の洗浄を行った。次
にブロッキング試薬（Roche）-0.05% Tween20-
マレイン酸バッファーで室温、60 分インキュ
ベートし抗体の非特異的な吸着を予防した。
次にアルカリホスファターゼ標識ウサギ抗
DIG ポリクローナル抗体（DAKO）を 150 倍稀
釈し室温で2時間インキュベートした。0.05% 
Tween20-マレイン酸バッファーで洗浄した
後、2.0mM テトラミゾール塩酸塩-100mM トリ
ス塩酸(pH9.5)-100mM 塩化ナトリウム-50mM
塩化マグネシウムで洗浄し、2.0mM テトラミ
ゾール塩酸塩-BCIP/NBT 基質溶液(DAKO)で
4℃,30 分～14 時間インキュベートすること
によりアルカリホスファターゼの検出を行
った。エンテランを用いて標本を封入し、光
学顕微鏡にて観察した。 

⑤定量的 RT-PCR 
 骨形成過程の骨膜における FGF 受容体、
FGF-2、Runx2 および骨基質蛋白をコードする
mRNA の発現量を検証するために、ゼラチンハ
イドロゲル埋入後7日目における骨膜のリア
ルタイム RT-PCR を行った。RNA はレーザー顕
微解剖により骨膜組織のみを選択的に回収
し、抽出した。 
 Total RNA の抽出：OCT コンパウンドで包
埋した新鮮凍結標本から作製した 9μm 厚の
新鮮凍結切片をフォイル付きスライドガラ
スへ貼り付けて乾燥させた。次に、99.5%メ
タノールで 5分間固定した後、1.0%トルイジ
ンブルーを用いて染色し、100%エタノールへ
15 秒間ずつ 2回浸漬し再び乾燥させた。その
後、レーザー顕微解剖システム（Leica 
Microsystems）を用いて骨膜構成細胞を１検
体につき 5×103個以上回収した。以上の操作
は全て 16℃に調整した室温下で行い、1標本
ずつ速やかに遂行した。回収した組織からの
total RNA 抽 出 に は RNeasy Micro KIT 
(QIAGEN)を用い、DNaseⅠ処理を含む RNA 抽
出手順は QIAGEN のプロトコルに従った。標
本は FGF-2 徐放群の骨膜、対照として PBS を
含浸したゼラチンハイドロゲルを埋入した
部位の骨膜および正常な骨膜組織をそれぞ
れ 5検体ずつ用いた。 
cDNAの合成：抽出した total RNA を逆転写し、
cDNA を合成した。逆転写には SuperScript 



System for RT-PCR（INVITROGEN）を使用し、
その手順は INVITROGEN のプロトコルに従っ
た。定量的 RT-PCR：標的遺伝子に特異的な
PCR プライマー対を設定した[表 2]。PCR 増幅
産物の長さは 82～245bp の範囲とし、アンチ
センスプライマーとセンスプライマーはゲ
ノム DNA 上で 500bp 以上の intron を介在す
る異なる exon 上に設定するか、もしくはプ
ライマー対の少なくとも一方を exon 
junction に設定した。 
mRNA の定量に先立ち、PCR で増幅する領域

を含んだ DNA 断片をクローニングし、既知コ
ピー数のDNA鋳型をそれぞれのプライマーご
とに準備した。DNA 鋳型の作製には TOPO 
Cloning KIT  (INVITROGEN)を用い、その手
順は INVITROGEN のプロトコルに従った。PCR
とその増幅産物のリアルタイム検出は ExTaq
と SYBRGreenⅠを用いたインターカレーター
法で行った。PCR 反応液の組成は 5.0mM の塩
化マグネシウム, それぞれ 0.3mM の dNTP, 
1/25000 稀釈 SYBRGreenⅠ, 160nM のセンスプ
ライマーおよびアンチセンスプライマーを
含む PCR バッファーとした。サーマルサイク
ラーは SmartCyclerⅡSystem（Cepheid）を使
用し、PCR 反応中に増幅される 2 本鎖 DNA の
量を SYBRGreenⅠの蛍光強度を測定すること
でリアルタイムに計測した。PCR サイクルは
95℃10 秒の初期熱変性を行った後、56,58 も
しくは 60℃で 20 秒のアニーリング, 72℃で
15秒の伸長反応と蛍光検出, 95℃で 5秒の変
性サイクルを蛍光強度が閾値に達してから 6
サイクル行った。蛍光検出の閾値は PCR 産物
の指数関数増殖期に設定した。PCR サイクル
は 40 サイクル以内とした。PCR 終了後、60℃
から 95℃へ 0.2℃/秒の速度で標本温度を上
昇させ、連続的に蛍光を検出することで熱融
解曲線を作製した。それぞれのプライマーご
とに、107から 10 コピーまでの DNA 対数稀釈
系列を鋳型としたPCR反応を行うことで検量
曲線を作製した。次に、合成した cDNA を用
いて PCR 反応を行い、蛍光強度が閾値に達し
たサイクル数と検量曲線を用いて標本に含
まれていた各 mRNA 分子のコピー数を算出し
た。mRNA 分子のコピー数は GAPDH をコードす
る mRNA 分子のコピー数で標準化した。 

４．研究成果 
（1）FGF-2 徐放システムの反復応用による
骨再生現象の実証 
①単回投与における骨形成の条件、水溶液と
徐放 
軟エックス線画像による骨形成の評価か

ら、FGF-2 の量がおおむね 10μg 以上である
とき、骨形成が生じることが分かった。また、
その厚みは健側と比較して 1.5～3.0 倍であ
った。FGF-2 の水溶液投与でも骨形成が生じ
たが、徐放により効果的な形成が得られた。
[図 1] 

 
②単回投与における組織学的な評価 
H-E 染色においては、その不透過像に相当

する歯槽骨が比較的成熟した皮質骨様の組
織である事が分かった。ゼラチンハイドロゲ
ルは骨膜と骨の間に留置したが、ゼラチンハ
イドロゲル上に位置する骨膜は7日目より骨
上へ新たな骨膜組織が形成され、骨の形成は
この骨膜下で認めた[図 2]。これらの事から
ゼラチンハイドロゲルが骨膜上でFGF-2の徐
放担体として機能し、骨膜の骨形成活性を高
めた結果、歯槽骨が再生することが示唆され、
複数回投与により、相加的な再生が得られる
可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



③ALP 染色 
埋入 7日目における骨膜のアルカリホスフ

ァターゼ化学染色像を示す[図 3]。FGF-2 徐
放群の骨膜の内層に位置する球状の細胞に
強い陽性シグナルをみとめ、これらの細胞が
骨芽細胞系細胞の発現型を持つことが示さ
れた。一方、対照群においても骨表層の細胞
に強い陽性シグナルをみとめたが、その厚み
は FGF-2 徐放群と比べて僅かであった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④PCNA 免疫染色 
ゼラチンハイドロゲル埋入7日目において、

大部分の骨膜細胞の核に PCNA 陽性シグナル
をみとめ、14 日目、28 日目にかけて経時的
にシグナル陽性細胞が減少する傾向がみら
れた。FGF-2 徐放群の 7日目・14 日目の骨膜
および対照群の 7日目の骨膜において、強い
アルカリホスファターゼ活性を示し、骨芽細
胞の発現型を持つことが示された細胞の多
くが PCNA 陽性所見を示し、骨芽細胞への分
化が進んだ細胞の増殖活性が高いことが示
唆された。対照群の骨膜では埋入 7 日目,14
日目および 28 日目において正常骨膜と比べ
て高い PCNA 陽性率を示し、骨膜組織の若干
の多層化がみられた。[図 4] 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）分子生物学的な根拠の裏付け 
 ゼラチンハイドロゲル埋入後7日目におけ
る FGFR-1 および FGFR-2 の mRNA の発現分布
を示す[図 5]。FGF-2 徐放群では FGFR-1 およ
び FGFR-2 の何れにおいても仮骨を取り囲む
球状の骨芽細胞に強い陽性シグナルをみと
めた。また、弱いシグナルは骨膜の線維性配
列をしている細胞に点在していた。対照群に
おいては FGFR-1 および FGFR-2 の何れも骨表
層に強陽性細胞をみとめ、骨膜から離れた結
合組織においてもシグナル陽性細胞の点在
をみとめた。それぞれの実験群において
FGFR-1 および FGFR-2 の発現パターンに大き
な違いはみられなかった。FGFRおよび Runx2、
FGF-2 の遺伝子発現量を示す[図 6]。定量的
な RT-PCR では、FGF-2 徐放群の骨膜において
FGFR-1 および FGFR-2 の転写量が対照群の骨
膜と比べて約 2.5 倍高値を示し、その何れも
が対照群,正常骨膜それぞれに対して有意に
高値であった。FGFR の転写量は対照群、FGF-2
徐放群ともに FGFR-1 が多く、転写量の比は
正常骨膜のそれに類似するものであった。ま
た内因性の FGF2 転写量は対照群の骨膜およ
び FGF2 徐放群の骨膜とも正常骨膜と同水準
であり、統計学的な違いを認めなかった。 
転写因子 Runx2 は FGF-2 徐放群において仮

骨表層を取り囲んでいる球状の骨芽細胞に
発現を認めたほか、線維性の骨膜組織中にも
発現している細胞をみとめた。対照群におい
て発現細胞は既存骨表層の骨膜に限局して
いた。定量的な RT-PCR からは FGF-2 徐放群
骨膜の Runx2 転写量が対照群に比べて約 2.5
倍高値を示すことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゼラチンハイドロゲル埋入後7日目におけ

る骨基質mRNAの発現分布を示す[図7]。FGF-2
徐放群において骨芽細胞の初期分化マーカ
ーであるALPは仮骨表層を取り囲んでいる球
状の骨芽細胞に認めたほか、仮骨間の細胞や
線維性骨膜まで広く発現していた。骨芽細胞
の中期分化マーカーである OPNは ALP と同様
の発現パターンを示したが、球状の骨芽細胞
により強く発現していた。骨芽細胞の後期分
化マーカーである OC は球状の骨芽細胞に限
局して発現していた。対照群において ALP、
OPNおよびOCはすべて既存骨表層の細胞に発
現していた。FGF-2 徐放群骨膜の Procol1、
ALP、OPN および OC の転写量は対照群と比べ
て全て 2倍以上の高値を示した。また、FGF-2
徐放群骨膜において Procol1、ALP および OPN
の転写量は対照群, 正常骨膜それぞれに対
し有意に高値を示した[図 8]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この研究でゼラチンハイドロゲルを用いた
FGF-2 の徐放がマウス上顎歯槽骨に一過性の
添加性の骨再生をもたらすことを示した。一
連の組織学的、分子生物学的な解析から骨再
生は生理的な骨創傷治癒に類似した機転を
辿ると推察され、反復投与で相加的な再生が
期待できる。そのため今後も更なる解析が望
まれる。 
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