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研究成果の概要（和文）：本研究はエピジェネテジクス低分子化合物による炎症制御、細胞遊走促進、骨芽細胞
分化促進の作用を検討し、多面的な骨欠損治癒、骨形成促進作用の検討を行うことを目的とする。本研究により
確実性、安全性、予知性に優れた骨増生法を開発することを目的とする。HDACiであるバルプロ酸によって処理
した細胞に分化刺激を加えることにより、骨芽細胞文化マーカー遺伝子の発現は対照群に比較して有意に発現の
上昇が認められた。さらに細胞遊走因子の遺伝子発言の上昇、及び血管形成促進因子の遺伝子発現の上昇を示し
た。また、処理細胞を頭蓋骨骨欠損モデルに移植したところ、未処理細胞移植窩洞よりも骨形成の有意な促進が
観測された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate epigenetics small molecule effect on 
acceleration of bone formation through regulation of inflammation, cell migration, and osteoblast 
differentiation. This study would help to establish bone augmentation therapy with multiple approach
 such as increasing of cell recruitment, vascularization, and mineralization. Valproic acid which 
had HDACi effect was used as epigenetic small molecule. VPA treatment with osteogenic 
differentiation stimulation showed significant increase in expressions of osteogenic marker gene 
compare to the osteogenic differentiation stimulation alone. VPA treatment also increased cell 
recruitment related gene and vascularization related gene expressions.
VPA treated cell transplantation to the calvarias cavity showed more bone formation than control 
cell transplantation.

研究分野：歯科補綴学

キーワード： エピジェネティクス　骨増生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

骨組織再生医療の特徴 

組織再生医療において骨組織再生が他の組

織再生療法と大きく異なるのは再生組織の主

体が骨細胞ではなく「骨芽細胞によって形成

された硬組織」という点である。骨組織は添加

と吸収のバランスを取って存在しており、リモ

デリングをもって生着と見なす点で他の組織

と異なる。骨組織再生では細胞が機能し、骨

生成しやすい環境、生成された骨量が減少し

ない状態を創出することが重要となる。 

骨増成法における移植細胞の機能【再生ス

ペースの創出と準備】 

臨床において骨増成に細胞移植が有効であ

るという知見は多い。移植細胞に期待される

機能としては骨形成系細胞の供給、スペース

メンテナンスなどが考えられているが、十分に

明らかにはなっていない。一方で、骨再生誘

導法(GBR)法のように細胞の移植を伴わず、

母床の細胞による骨再生を期待する方法も一

定の臨床成績を残している。実験的には骨膜

の拳上のみによる骨形成も確認されている (J. 

Tissue. Eng, 2012)。これらの知見は、足場や

細胞成分は骨再生において直接的に骨形成

に寄与するのみならず、細胞、細胞生成物に

よって「再生の場」を「創出」し、「整える」ことに

よって、骨再生、骨形成が促進されることを示

唆していると考えられる。 

創傷治癒と骨増成【炎症の制御と再生部位へ

の細胞動員（ホーミング）】 

創傷部位において過剰な炎症反応は組織傷

害を起こし治癒を遅延させる。一方、炎症で

産生されるサイトカインは組織再生、細胞動

員の起点となる （Stem Cells Trans. Med, 

2012）。つまり適度な炎症制御は骨組織再生

において重要な役割を果たすのである (J. 

Dent. Res 2011)。さらに、骨折等の創傷治癒

部位へは治癒組織近傍、または遠隔の組織

からの細胞動員が組織再生に寄与することが

知られており、近年、骨髄由来細胞による組

織修復機構が注目され、その一部が明らかに

なり始めている(Regan. Med, 2012)。血球系幹

細胞で知られている SDF-1 による CXCR4 陽

性細胞の動員, ホーミング、血管新生の促進

が骨髄間葉系幹細胞による骨形成において

も機能する可能性が報告されている(Stem 

Cell 2008)。 

多機能性エピジェネティクス低分子化合物に

よる多面的骨増成法開発 

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）は

遺伝子発現を後遺伝学的に制御し得る低分

子化合物として抗癌剤や、抗てんかん薬、近

年では iPS細胞の効率的な作成などに応用さ

れている。我々はHDACi の骨形成能賦活化

に着目し in vivo, in vitro における研究を行っ

てきた。HDACi による骨形成賦活化は遺伝

子配列変化を伴わない比較的安全かつ、既

存の成長因子等による活性化より上流におけ

る制御機構であることがその理由である。

我々のin vivoにおけるHDACi全身投与実験

では円筒形骨欠損修復能力の明らかな活性

化がみられたが、その詳細なメカニズム解明

には至っていない。さらに、in vitro における

骨芽細胞の分化促進研究ではHDACi による

骨芽細胞分化促進作用を認め、in vivo 実験

データを裏付けているが、in vivo で観察され

る新生骨形成促進作用を十分説明するには

至っていない。 

我々のin vitro in vivoの実験データ、先行文

献、近年のHDACi を用いた研究から HDACi

の多機能性による骨形成の促進について以

下の仮説を得るに至った。仮説①HDACi の



骨芽細胞の石灰化機能促進、破骨細胞の機

能抑制【機能細胞産物と代謝の制御】、仮説

②HDACi の炎症制御による過剰な組織傷害

抑制と炎症性サイトカイン産生制御による組

織再生の促進【炎症制御による組織再生の

促進】、仮説③HDACi の間葉系幹細胞にお

けるCXCR4発現増強、SDF1α発現促進によ

る細胞動員活性化、栄養血管新生【再生部

位への細胞の動員、栄養供給】、仮説④

HDACi の炎症制御、細胞動員、血管新生作

用による骨再生部位環境整備【再生スペース

の創出と準備】、である。これらのHDACiの多

機能性による多面的な骨再生、骨形成、骨増

成機構は明らかにはなっておらず、さらにこれ

らの多機能性を複合的に応用する多面的ア

プローチを期待した骨増成法は存在しない。 

２．研究の目的 

本研究の目的は骨形成、骨増成に対し多様

な機能を有すると思われるエピジェネティクス

低分子化合物を用いて、より確実性、安全性、

予知性に優れた骨増成法を開発することであ

る。人工生体材料等を用いた従来の骨増成

の発想は主に細胞、足場材、サイトカインを併

用するもので、長期残存や汎用性など未だ多

くの問題点が残されている。比較的安価、安

全なエピジェネティクス低分子化合物による

骨形成、骨増成促進作用が証明できれば、

基礎及び臨床歯科医学的意義は高いと考え

られる。研究の最終的な目標はインプラント治

療の適応症の拡大と成功率、生存率のさらな

る向上である。本研究はエピジェネティクス低

分子化合物による炎症制御、細胞遊走促進、

骨形成促進の解明によって構成される。 

３．研究の方法 

【研究目標（１）】HDACi による骨欠損修復促

進作用の解明：（仮説の検討と現象解析） 

上顎骨欠損修復モデル作成 

4 週齢ラットの上顎第一、第二臼歯を抜歯、4

週間治癒を待ち、 

第一臼歯部へ直径 1.7 ㎜のピーソリーマーを

用いて円筒形骨欠損形成。 

頭蓋骨限界径欠損修復モデル作成 

12 週ラットの頭蓋骨にトレフィンバーを用いて

直径 5㎜の限界径骨欠損を形成、 

欠損部に直径 5㎜、厚み 1.5 ㎜のアテロコラ

ーゲンスポンジ（KOKEN）を移植。 

治癒細胞ホーミング解析モデル作成 

上記の欠損修復モデル処置 3週前にγ線照

射、骨髄細胞を死滅させ尾静脈より 

GFP ラットより採取した骨髄細胞を移植、GFP

細胞生着後に各欠損形成手術を施行する。 

HDACi 投与法 

HDACi：バルプロ酸（Valproic acid：VPA）を使

用、対照群は PBS を使用 

・全身投与：濃度（300 mg/kg/2 times/day）  

投与期間（欠損形成前 7日間腹腔内投与） 

・局所投与：濃度（500 µM/100μL/day）    

投与期間（欠損形成後 3日間欠損部） 

・処理細胞移植：濃度(500μM）          

処理期間(骨芽細胞分化処理後 48 時間) 

移植方法(アテロコラーゲンスポンジに播種後、

欠損部へ移植) 

骨修復部位解剖学的解析 

・解析方法：μCT画像解析 (BV/TV, Tb.Th, 

Tb.Sp) H-E 染色組織解析 

免疫組織化学染色解析（骨代謝、血管新生、

細胞動員、炎症反応、各マーカー、GFP） 

【研究目標（２）】HDACi による多面的骨欠損

修復促進のメカニズム解析：（現象の機序解

明と検証） 

組織学的解析：大腿骨、肝臓、腎臓 （免疫

組織化学染色解析） 

遺伝子発現解析：骨髄、肝臓、腎臓、上顎骨

および頭蓋骨骨欠損治癒部位 

（網羅的：マイクロアレイ解析、定量的：Real 

time PCR 解析） 

タンパク質発現解析：血清、欠損治癒部位採

取組織（Ｅｌｉｓａ解析） 

培養細胞を用いたHDACi による多面的骨形

成機構解析 



細胞：骨髄間質細胞、骨膜細胞（モデル動物

由来）、骨芽細胞、破骨細胞（細胞株より分化

誘導） 

機能細胞産物と代謝解析：骨形成能、骨吸収

能の解析、遺伝子発現解析 

炎症制御解析：各種サイトカイン、ＬＰＳ刺激

による炎症系遺伝子発現解析 

細胞誘導、動員解析：細胞遊走能解析、細胞

遊走マーカー発現解析 

血管新生解析：血管新生定量アッセイ、遺伝

子解析VDGF発現解析 

【研究目標(3)】HDACi による臨床モデルへの

効果の解明：（臨床応用） 

上顎骨垂直的骨増成モデル（秋葉陽介：代

表者、江口香里：大学院生） 

垂直的骨増成モデルにHDACi を応用し、骨

形成促進作用を解析 

4週齢ラットの第一、第二臼歯を抜歯4週間の

治癒を待ち、抜歯部に免疫不全ラットより採取

した大腿骨ブロックもしくは細胞含有コラーゲ

ンスポンジをアンレーグラフト様に顎堤部に移

植、固定。同ラット頭蓋骨を露出、骨膜を剥離、

免疫不全ラット頭蓋骨、大腿骨ブロックを移植、

固定。移植前 7日間全身投与により HDACi

を投与（濃度、300 mg/kg/2 times/day）、骨

増成における移植骨に対する HDACi の効果

について組織学的に検証する。 

インプラント埋入モデル 

インプラント埋入モデルにHDACi を応用し、

オッセオインテグレーション促進作用を解析 

4週齢ラットの第一、第二臼歯を抜歯4週間の

治癒を待ち、抜歯部 1.7 ㎜ピーソ-リーマ―で

インプラント窩洞形成、同部位に直径2㎜スク

リュータイプカスタムインプラントを埋入、4週

間オッセオインテグレーション獲得を待って組

織学的（骨-インプラント接触率）、力学的（リ

バーストルク計測）に評価する。 

オーギュメンテーションモデル作成 

上記の 2 モデルを組み合わせた、垂直的骨

増成を行った部位へのインプラント埋入モデ

ル作成 

実際の臨床応用に極めて近い状態を想定し

た術式における効果の検証。 

４．研究成果 

骨髄由来細胞を骨芽細胞分化培地において

培養し、HDACi を添加した群、添加しない群

で遺伝子発現を比較した。骨芽細胞分化マ

ーカーである Runx2, Osteopontin, 

Osteocalsin, ALP の発現は非添加群に比較

して添加群で有意に上昇した。さらに、細胞

誘導因子である CXCR12 や血管誘導因子の

一つである Angp1 の上昇も観察された 

次に HDACi の添加、非添加群における石灰

化能の違いについて検索した。HDACi 添加

群において、日添加群に比較して有意に石

灰化の上昇が観察されている。またALP活性

も有意な上昇を示した。細胞培養上清を採取

し、マイグレーションチャンバー下部に設置、

チャンバー上部簿メッシュに骨髄細胞を播種

し」細胞誘導培養上清による細胞誘導脳を検

証した。HDACi 添加群において、非添加群と

比較して有意に遊走細胞数の増加が検出さ

れた。頭蓋骨欠損モデルの欠損部に細胞移

植を行う欠損修復モデルにおいて、HDACi

処理細胞移植を行った欠損部は非処理の細

胞移植欠損部よりも有意に治癒促進像、新生

骨形成像をしめした。現在、誘導細胞由来の

検討と血管新生促進に検討を組織学的に行

っている。 
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