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研究成果の概要（和文）：３種類のサケ由来水不溶性エラスチン，水溶性エラスチン，エラスチンペプチドをDNA/プロ
タミン複合体に配合させた３種類のエラスチン含有ＤＮＡ／プロタミン複合体ペーストを作成した。そして、これらペ
ーストをラット頭蓋骨に埋入し、新生骨再生実験を行ったところエラスチンペプチドが有効であることが判明した。ま
た、Real-time PCR解析よりエラスチンペプチドが筋線維芽細胞のマーカーであるαーSMAとエラスチン分解酵素である
MMP-2の遺伝子発現を促進させることも判明した。したがって、ラスチンペプチドは骨再生用素材として有効であるこ
とが判明した。

研究成果の概要（英文）：t was reported that fibroblast cell can differentiate into myofibroblast cell via 
osetoblast cell in the presence of elaschin peptide. Thus, three mixtures of DNA/protamine complex with 
salmon-derived water-insoluble elaschin, water-soluble elastin and eraschin peptide were prepared. These 
pastes were implanted into rat cranial defect for three months. It was found that the DNA/protamine 
complex with elaschin peptide formed new bone faster than the others. Moreover, real-time PCR indicated 
that elaschin peptide can facilitate the development of αーSMA and MMP-2. Therefore, elaschin peptide 
will be useful materials for repair of bone defects.

研究分野：生体材料
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１．研究開始当初の背景 
ＤＮＡは新規生体材料の素材として注目され
ている。今までに、ＤＮＡを水不溶化するた
めにＤＮＡ/プロタミン複合体が合成され、そ
の生物学的特性が検討されており、in vitro
や in vivo 実験より生分解生体材料として有
望であると結論を得ている。ＤＮＡ/プロタミ
ン複合体の最大の特徴は水と練和するとペー
ストになり、かつ、骨形成誘導性を有してい
ることである。新生骨形成量は再生部位中の
骨芽細胞数とそれらの活性の影響を大きく受
ける。細胞密度を上げるには外因性骨芽細胞
の移植が有効であるが、時間やコストがかか
るとともに免疫の問題もある。したがって、
内因性細胞を骨芽細胞形質転換できればこれ
の問題は解決されることが期待できる。エラ
スチンペプチドを適応して、線維芽細胞を筋
線維芽細胞から骨芽細胞様細胞に形質転換さ
せる系が、モデル実験として報告されている。 
 著者らはエラスチンによる細胞形質転換の
利用が有効ではないかと考えた。すなわち、
エラスチンは、好中球・マクロファージが産
出する MMP などの酵素で分解され、エラスチ
ンペプチドとなる。また、水溶性エラスチン
は、約 20℃以上の温度では水不溶性となる特
徴(コアセルベーション現象)があり、体内で
水不溶性になれば移植部位からの拡散が抑制
されるので、骨補填材の素材として有利であ
ると思われる。さらに、ＤＮＡ/プロタミン複
合体自体には骨形成誘導性がある。本研究で
は、ＤＮＡ/プロタミン複合体にエラスチンペ
プチド、水溶性エラスチン、または水不溶性
エラスチンを添加してエラスチン含有インジ
ェクション型ＤＮＡ/プロタミン複合体ペー
ストを作製し、骨形成能の促進効果を検討し
た。 
 
２．研究の目的 
エラスチンの特殊な機能、すなわち線維芽細
胞を筋線維芽細胞にやがて骨芽細胞に変え
る機能を利用して骨再生促進型骨補填材を
開発することが目的である。なお、補填材の
ベースとして DNA/プロタミン複合体および
キトサン含有 DNA/プロタミン複合体を用い
る。その理由は、１）水と練和するとペース
トになるのでエラスチンの配合が容易であ
る、２）線維芽細胞や骨芽細胞を含む骨膜様
組織形成を経て骨形成を誘導する、すなわち
骨伝導性を有している。３）キトサンはエラ
スチン分解酵素を産出する好中球やマクロ
ファージを誘導する。そこで、エラスチン（水
不溶性、水溶性）およびエラスチンペチドを
含む各種複合体ペーストを、さらに、これら
ペーストにサイトカイン（TGF-β、b-FGF）
を加えた各種複合体ペーストも試作する。そ
して、添加物の成分と新生骨形成能との相関
をラット頭蓋骨埋入 in vivo 試験（染色組織
観察など）、実験部位組織から採取した細胞
での in vitro(遺伝子発現試験、細胞活性試
験、免疫染色など)などから総合的に検討す

る。 
３．研究の方法 
（１）ＤＮＡ/プロタミン複合体の合成とペ
ースト化：ＤＮＡ/プロタミン複合体の合成
とペースト化は福島らの方法 1）で行った．こ
のペーストにエラスチンペプチドおよび水
溶性エラスチン、水不溶性エラスチンを 20％
と 50％になるようにＤＮＡ/プロタミン複合
体ペーストに添加した。 
（２）頭蓋骨埋入試験：ペーストを内径8㎜、
厚さ 1。5 ㎜のシリコンモールドに填塞し、
ディスクを形成した。10 週齢のラットの頭蓋
骨部位に、トレフィンバーで欠損を作製し、
ディスク状複合体を埋入した。埋入後、骨膜
および、上皮の縫合を行った。 
（３）新生骨形成能評価：埋入 1ヶ月、 2 ヶ
月及び3ヶ月ごとに同一個体を用いてμＣＴ
撮影を行い、骨形成量を比較検討した。また、
対象群として、Blank 群及び 300bpＤＮＡ/プ
ロタミン複合体単独群も同様に評価を行っ
た。なお、 3ヶ月後に埋入試料を周囲組織か
ら摘出し、通法にて固定、脱灰、HE 染色した
組織の観察もした。 
（４）９週齢ラット口蓋歯肉から out growth
法にて採取した細胞を濃度の異なるエラス
チンペペチド（ 10μℓ/ml、 100μℓ/ml、
200μℓ/m）下で１０日間培養後、RNA を抽出
した。そして、筋線維芽細胞のマーカーであ
る αーSMA とエラスチン分解酵素である
MMP-2 の遺伝子発現を Real time-PCR で解析
した。なお、培養３日の遺伝子を１としΔΔ
Ｃｔ法にて解析した。 
 
４.研究成果 
50％エラスチン化合物含有試料のものが
20％のものより、骨形成性が優れていたので、
埋入 3ヶ月後の結果を図１に示した。埋入後、
Blank 群(ａ)では、ほとんど骨形成は見られ
なかったが、ＤＮＡ/プロタミン複合体単独群
(ｂ)とエラスチン添加ＤＮＡ/プロタミン複
合体群(ｃ)には新生骨形成が確認でき、新生
骨形成量は経時的に増加した。エラスチン添
加群の中でもエラスチンペプチド添加群(ｃ
-1)の骨量が最も多く、次いで水溶性エラスチ
ン添加群(ｃ-2)、水不溶性添加群(ｃ-3)の順
に形成が多かった。 

 
図１ 埋入 3ヶ月後の骨欠損部位のμＣＴ像 
 
 図２に埋入３ヶ月後の病理組織像を示し
た。μＣＴ像と同様に最も新生骨が再生され
ていたのは５０％エラスチンペプチド含有
DNA/プロタミン複合体であった。 
 



 

 
図２ 病理組織像（Ａ：Ｂｌａｎｋ，Ｂ：DNA/
プロタミン、Ｃ：２０エラスチンペプチド含
有 DNA/プロタミン、Ｄ：５０エラスチンペプ
チド含有 DNA/プロタミン） 
 
 次にエラスチンペプチドが最も骨再生に
優れていたので筋線維芽細胞のマーカーで
ある αーSMA とエラスチン分解酵素である
MMP-2 の遺伝子発現を Real time-PCR で解析
した。その結果を図３に示した。いずれの遺
伝子も発現が認められ特にMMP-2の遺伝子発
現量は経時的に増加していました。 
 
 

 
図３ Real time PCR （青：αSMA、茶：MMP-2） 
 
以上の結果より、エラスチンペプチドは骨再
生用素材として有効であることが判明した。 
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