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研究成果の概要（和文）：ステムセル・レザバーを具備する機能型再生骨を実現することを目的とし、まずrhBMP-2誘
導再生骨に対し、間葉系幹細胞ならびに造血幹細胞を維持する因子およびその投与量を検討した。この条件に基づき、
造血幹細胞維持因子を含有し、rhBMP-2を内包する機能型再生骨の試作をおこなった。さらに、マウス皮下移植モデル
などの動物実験モデルを通じて製造条件を確立し、機能型再生骨を作製した。

研究成果の概要（英文）：For development of functional regenerative bone as a stem cell reserver, we 
examined the factor to maintain a mesenchymal stem cells and hematopoietic stem cells in rhBMP-2-induced 
regenerative bone, and its optimal dose. Based on this condition, we prepared a scaffold containing the 
factor to maintain hematopoietic stem cells within it, and also made a prototype of functional 
regenerative bone enclosing the rhBMP-2 into the scaffold, Finally, we established manufacturing 
condition of functional regenerative bone through animal experimental models using mice or others.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の概要 
１．研究開始当初の背景 
顎・顔面骨欠損の治療は血管柄つき骨組織
あるいは海綿骨細片の自家移植などが行わ
れている。しかし、移植できる組織量の制限
や手術侵襲の問題などがあるため、代替えと
して、PDGF 製剤や FGF-2 製剤による歯槽
骨組織誘導や、培養間葉系幹細胞を用いた組
織工学(tissue engineering)による上顎洞挙
動術、などの骨再生医療の研究開発が盛んに
進められている。これらは一定の成果を得て
いるものの、骨吸収や強度不足などの課題も
残る。長期にわたり骨量・骨質を保ち、イン
プラント植立や咬合維持など機能的な面か
ら臨床要請に適う再生骨を確立することは、
骨再生医療の最終的な目標である。従来の再
生骨は、初期には幼弱な線維性骨が旺盛に誘
導されるものの、その後に形成される成熟骨
における骨髄は急速に黄色化し[Hoshi 2003 
J Bone Miner Metab 2003]、造血幹細胞なら
びに間葉系幹細胞が量的に不足しているこ
とを示唆している(図 1)。申請者らは、骨の
維持に必要な造血幹細胞や間葉系幹細胞の
貯蔵庫(ステムセル・レザバー)が持続的に構
築されないことが最大の原因と考えている
(図 1)。 

 
２．研究の目的 
欠損した顎・顔面骨を再生・再建し、機能
や審美性を回復することは口腔外科学の主
要な課題である。現在、バイオマテリアルや
組織工学による骨再生医療の研究が進めら
れているが、現行の再生骨では骨吸収、強度
不足などの課題が残る。申請者らはこの原因
を、再生骨骨髄での造血幹細胞ならびに間葉
系幹細胞の量的不足と考える。本研究の目的
は、新規化合物を用いて造血幹細胞・骨髄幹
細胞を生体内から持続的に再生骨へ動員し、
再生骨内にいわば「ステムセル・レザバー」
を構築して、長期にわたり骨量と骨質を維持
できる機能的な骨再生を実現することであ
る（図 2）。 
３．研究の方法 
組み換えヒト(rh)BMP-2 で誘導する再生
骨に、幹細胞動員作用を有する因子を用いて、
持続的に造血幹細胞・骨髄幹細胞を動員し、
ステムセル・レザバーを構築する方法を開発
し、長期に骨量・骨質を維持できる機能的骨
再生を実現することが本研究の目的である。 
そのため、以下の研究を実施した。 
・マウス BMP-2 誘導再生骨モデルに対する

VEGF投与とステムセル維持の評価 
・BMP-2と VEGFを用いた機能型再生骨の
作製とマウス皮下移植実験 
・ビーグルをもちいた移植実験による機能型
再生骨の確立 
 
マウス BMP-2 誘導再生骨モデルに対する
VEGF投与とステムセル維持の評価 

rhBMP-2(1.25 μg)および担体として 3%
アテロコラーゲン(100 μL)を凍結乾燥した
BMP-2 ペレット (φ 3x1 mm)をマウス
(C57BL/6J、6 週齢雄)の背部皮下へ移植し、
骨再生を誘導する[Gong, 
Hoshi 2003 J Bone 
Miner Metab 2003]。移植
後、BMP-2 ペレット周囲
組織に様々な濃度とタイ
ミングで VEGF を局所注
入し、骨および骨髄の形成
を評価する。VEGF の投
与方法は、移植直後, 2, 4, 
6週での単回投与、移植直
後-2週の区間投与、2-4週
の区間投与、4-6週の区間
投与、移植直後-6 週の連
続投与、を検討する(図 3)。
VEGF投与(0.1 mL)は、単
回投与群ならびに区間投与群では 0, 1, 10, 
100 ng/mL、連続投与群は 0, 1, 10 ng/mLの
濃度で行う。8 週後に再生骨を摘出し比較検
討する。評価には、DEXA法を用いた骨塩定
量、3D-μCT による骨形態評価を行った後、
組織切片を作製しH-E染色法、トルイジンブ
ルー染色法、Azan 染色法を用いて組織学的
に観察する。さらに、骨分化マーカーである
オステオカルシン、オステオポンチン、骨シ
アロタンパクなどを用いて免疫組織学的に
骨形成を評価し、TRAP染色で骨吸収を評価
する。また、骨髄における幹細胞の変化は、
造血幹細胞の指標として CD34(-)、Sca-1, 
c-kitなどを、間葉系幹細胞は CD45, Ter119, 
PDGFR-1αなどを免疫組織化学的に観察し、
形態計測学的に評価する。これらの結果をも
とに、BMP-2 誘導再生骨の骨量・骨質を維
持し、骨髄における幹細胞の貯蔵庫（ステム
セル・レザバー）を構築するのに適した
VEGF投与条件を設定する。 
 
BMP-2と VEGFを用いた機能型再生骨の作
製とマウス皮下移植実験 
上記実験の結果から、VEGFを担持させた

BMP-2再生骨を作製し、マウス(C57BL/6J、
6 週齢雄)の背部皮下に移植し、4、8、12 週
で組織を摘出する。評価には、DEXA法を用
いて骨塩定量、3D-μCTによる骨形態評価を
行う。また、組織切片を作製し、H-E染色法、
トルイジンブルー染色法、Azan 染色法を用
いて組織学的に観察するとともに、骨芽細胞
マーカーであるオステオカルシン、オステオ
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ポンチン、骨シアロタンパクや破骨細胞マー
カーである TRAPを組織学的に評価する。幹
細胞の評価には、CD34、Sca-1、PDGFR-1
α、c-kitなどを用いて、血球系細胞の評価に
は CD31、CD45 などを用いて、免疫組織化
学的に解析する。 
以上の結果を元に、骨量・骨質の維持、ステ
ムセル・レザバーの構築に適した条件を絞り
込む。また、結果から VEGF誘導因子である
ONO-1301の応用を検討する。 
 
ビーグルを用いた移植実験による機能型再
生骨移植の確立 
前項で絞り込んだ製造条件を用いて、
VEGF/BMP-2 含有再生骨を作製する。ビー
グル(6 ヶ月齢雄)に上記再生骨を移植し、経
時的に組織を摘出する。評価には、DEXA法
を用いて骨塩定量、3D-μCTによる骨形態評
価を行い比較検討する。さらに、組織切片を
作製し、H-E染色法、トルイジンブルー染色
法、Azan 染色法を用いて組織学的に観察す
る。これらの結果を元に、骨形成に優れ、そ
の維持も良好な製造条件を選定する。また、
結果から VEGF 誘導因子である ONO-1301
の応用を検討する。 
 
４．研究成果 
現在、バイオマテリアルや組織工学による骨
再生医療の研究が進められているが、現行の
再生骨では骨吸収、強度不足などの課題が残
されている。申請者らはこの原因を、再生骨
骨髄での造血幹細胞並びに間葉系幹細胞の
量的不足と勧化、新規化合物を用いて造血幹
細胞・骨髄間葉系幹細胞を生体内から持続的
に再生骨へ動員し、再生骨内にいわば「ステ
ムセル・レザバー」を構築して、長期にわた
り骨量と骨質を維持できる機能的な骨再生
を研究期間内に実現することを目的として
本研究を実施した。 
まず、マウス BMP-2 誘導再生骨モデルを作
製し、再生骨誘導に適した濃度の BMP-2 設定
をおこない、この再生骨に各濃度、タイミン
グにて投与した VEGF の再生骨骨髄に与える
影響を評価し、骨髄維持に効果的であった
VEGF 濃度および投与のタイミングを設定し、
BMP-2/VEGF 誘導再生骨の仕様を決定した。 
rhBMP-2(Osteogenetics GmbH®)に滅菌水を
加え 1μg/ml へ調整する。60℃、10 分間熱架
橋を施した 3％アテロコラーゲン(Cell 
Matrix Inc. ®)1mlにrhBMP-2(Osteogenetics 
GmbH ®) 2μgを混和し、内径 5mm のクローニ
ングリングに注入する。凍結乾燥機 FDU-1100
内にて 1~2 日間凍結乾燥し、最終的にφ3mm
厚さ 1mm 程度のペレットを作製した。この作
製したペレットをマウス皮下に移植し、経時
的な異所性骨形成と骨成熟を検討した。移植
後1週目よりペレット外周より骨形成を認め、
内部には骨髄細胞様細胞が確認されだし、2
週目にはペレット外周の骨形成が顕著とな
り、内部にも海綿骨用骨構造が確認されると

ともに、骨髄細胞で満たされる所見を得たが、
2 週目をピークとしてそれ以降、急激な骨退
縮および、内部細胞の消失、脂肪化が顕著と
なり、最終的に、異所性骨の消失となった。
これらの結果を基に、移植後形成された異所
性骨の経時的な消失が骨髄細胞の減少と同
時に生じたことを勘案すると、骨内部におけ
る恒常的な骨髄細胞ひいては MSCや HSC とい
った幹細胞の存在が不可欠であると考えた。
そこで、血管誘導を促進する因子である VEGF
を投与することで、持続的な細胞の動員を評
価 し た 。 上 述 し た ペ レ ッ ト に VEGF 
100,200,500,1000ng で投与してそれぞれに
ついて検討をおこなった結果、500ng 添加群
において、4週目までの骨形態の維持を認め、
らに、骨内部の細胞も減少傾向を認めたが、
保持されることが分かった。 
一方で、ONO-1301 による間葉系細胞のステ
ムネス維持の評価と VEGF 誘導評価をおこな
い、間葉系幹細胞が効果的に VEGF を誘導す
る最適な ONO-1301 濃度を検討した。これら
の知見を基に、BMP-2 と徐放化 ONO-1301 を用
いた機能型再生骨を検討した。 
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