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研究成果の概要（和文）：NPAS2がオッセオインテグレーションの確立に重要な役割を持つという仮説のもと，
NPAS2ノックアウトマウスを用いてインプラントのオッセオインテグレーションを評価し，NPAS2の役割を検証し
た．NPAS2の遺伝子欠損は大腿骨のサイズや海綿骨形態に影響を与えなかったが，SLAインプラントにおいて，
push-out値はWT群に比べてNPAS2 KOマウス群で有意に減少した．本研究結果より，NPAS2がオッセオインテグレ
ーションにおけるチタンと骨組織との間の結合に重要な役割を持つことを示しており，オッセオインテグレーシ
ョンの分子生物学的解明の新たな手掛かりになることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the　molecular mechanism of osseointegration 
through determining the role of Npas2. The implant push-out test and bone-to-implant contact 
measurements demonstrated the establishment of osseointegration in 3weeks. By contrast, in Npas2 
functional knockout(KO) mice, the implant push-out value measured for SLA surface Ti implant was 
significantly decreased.
Our data provides the first evidence that peripheral clock gene component Npas2 plays a role in 
facilitating the enhanced osseointegration through neuroskeletal regulatory pathways induced by BMSC
 in contact with rough surface Ti implant.
  

研究分野： 口腔インプラント学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果より，オッセオインテグレーションの獲得あるいは維持の過程で，NPAS2という時計遺伝子がオッセ
オインテグレーションに強い影響を持つ可能性を発見した．インプラント表面の化学的性質や形態などのマテリ
アル由来の調節因子とは違って，概日リズムは宿主組織から由来するため，その機構の役割はオッセオインテグ
レーションの長期的維持にまで直接及ぶ．本研究をさらに進めていくことで，長期的なオッセオインテグレーシ
ョンの成功や失敗に直接影響を与える分子メカニズムを確立することが可能と予想される． 
 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

オッセオインテグレーションは骨内インプラントの成否を判定する重要な因子であり，その
メカニズム解析はインプラントの性能の評価や成績の向上を達成するための重要な研究テーマ
である．これまでに組織形態学的観察や表面性状の改質等の様々な研究が世界中で行われてき
が，チタンがオッセオインテグレーションを引き起こすメカニズムについては，骨内インプラ
ントがこれほど普及している現在においても不明な点が多い．ゆえに機能負荷後に期せずして
インプラントが失敗するケースなど，歯科，整形外科インプラントに関連した合併症も多く報
告されており， オッセオインテグレーションに関するメカニズム解析は向上の余地を多く残し
ている． 近年では遺伝子レベルでオッセオインテグレーションの分子メカニズムを解明する研
究が行われ，オッセオインテグレーションに関わる骨芽細胞や骨関連遺伝子の役割が少しずつ
解明されてきている． 

我々の過去の研究において，ビタミン D 欠乏ラットモデルではオッセオインテグレーション
のレベルが有意に低下した．また，ビタミン D 欠乏ラットに埋入したインプラント周囲組織で
の遺伝子発現をマイクロアレイで調査した結果，意外なことにインプラント周囲の骨芽細胞の
活性や骨芽細胞関連遺伝子ではなく，NPAS2 と呼ばれる時計遺伝子が最も影響を受けている
ことが判明した．時計遺伝子は，概日リズム（体内時計）をつかさどる遺伝子群を指す．視床
下部視交叉上核にある概日リズムの主時計が，身体のほぼすべての細胞にある末梢時計を同調
することにより，統一のとれた時計機構が形成される．マウスの頭頂骨を用いたトランスクリ
プトーム解析では，骨内でも末梢時計が存在し，全ての遺伝子のおよそ 30%が 24 時間周期に
従って発現していた．さらに，マウス頭頂骨の組織培養において，骨ミネラルは概日周期に従
って沈着した．これらの研究結果は，骨リモデリングが末梢の概日リズムに部分的に調整され
ている可能性を強く示唆している．我々はチタン生体材料上におけるラットの骨髄間葉幹細胞
（BMSC）の時計遺伝子の発現を調査した．機械研磨の滑面およびハイドロキシアパタイトが
コーティングされた粗面（B-DAE-DCD）の純チタンディスクを用いた．BMSC をチタンディ
スク上で培養し，48 時間の 1 時点で qPCR を行った．B-DAE-DCD 上で培養された BMSC に
おいては，NPAS2 を除く全ての時計遺伝子の発現が抑制されていた．NPAS2 のみが有意に強
発現していた ．また，同様にヒトの骨髄間葉幹細胞（hBMSC）を用いて時計遺伝子の発現を
調査した．機械研磨の滑面，B-DAE-DCD 表面の純チタンディスクを用いた．hBMSC をチタ
ンディスク上で培養し，細胞周期を同調させたのち，4 時間おきに 24 時間（計 7 時点）で total 

RNA を採取した．Taqman-based qPCR を行い，Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Clock, Bmal1, 

Npas2 の 8 種の時計遺伝子について発現を調査した．先の研究結果と同様に粗面の 

B-DAE-DCD 表面上で培養された hBMSC において，NPAS2 のみが有意に強発現していた． 
 

２．研究の目的 

これまで，時計遺伝子は恒常性が高く環境 因子による影響は少ないとされていたが，近年時
計遺伝子発現においても適応性変化が報告されている．我々のこれらの研究結果も，骨髄間葉
幹細胞の概日リズムとその遺伝子の発現にチタン生体材料が強い影響を持つことを示唆してい
る．これらの事から，NPAS2 を端緒として，チタンデバイスに起因する末梢概日リズムの適
応性変化とインプラントインターフェイスにおける細胞分子生物学的メカニズム解明を計画し
た． 

末梢概日リズムの適応性変化がオッセオインテグレーションの獲得・維持における重要な因
子であり，とくに NPAS2 遺伝子の発現を促進させることでオッセオインテグレーションが促 

進・強化されるという仮説のもと，以下の Specific Aims(SA)に基づき実験を行った． 

SA1：インプラントのオッセオインテグレーションにおける NPAS2 遺伝子の役割を検討する 

SA2：チタン生体材料が末梢概日リズムの適応性変化に与える影響を検討する 

 

３．研究の方法 

SA1：インプラントのオッセオインテグレーションにおける NPAS2 遺伝子の役割を検討する  

NPAS2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
（ B6.129S6-Npas2tm1Slm/J, Jackson 

Laboratory）にインプラントの埋入を行い，オ
ッセオインテグレーションを評価した．ノック
アウトマウスは heterozygous (Npas2+/-) と 

homozygous (Npas2-/-)の両方で検証を行った．
NPAS2 ノックアウトマウスの左右の大腿骨に
機械研磨表面および B-DAE-DCD 表面のイン
プラント（直径 0.6mm，長さ 4mm）を埋入後，
3 週間後に試料を採取し，micro CT，骨接触率
（BIC%），push-out test，SEM/EDS の 4 つの
方法でオッセオインテグレーションの評価を行
い，得られたデータを健常マウスと比較した（右
図）． 



 

 

 

SA2：チタン生体材料が末梢概日リズムの適応性変化に与える影響を検討する 

NPAS2 ノックアウトマウスおよび健常マウスから採取した骨髄間葉系細胞をプラスチック
プレートおよびチタン生体材料上で培養し 7，14，28 日後に蛍光プローブを用いた石灰化アッ
セイ，および qPCRで骨芽細胞由来遺伝子発現の同定を行った．Taqman-based qPCRを行い，
Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Clock, Bmal1, Npas2 の 8 種の時計遺伝子について発現を調査
した．  

 
４．研究成果 
チタンディスク上で培養し

たヒト間葉系幹細胞の時計遺
伝子の発現を RT-qPCR で確
認したところ，粗面のディス
ク上では NPAS2 が有意に高
発現していた（右図）． 

 

NPAS2 の遺伝子欠損は大

腿骨のサイズや海綿骨形態に

影響を与えなかった（下図）．    

SLAインプラントにおいて，push-out値はWT群に比べて NPAS2 KOマウス群で有意に

減少した（P<0.05）（下左図）．インプラント界面骨組織の Ca/P比は両群で差はみられなか

ったが，WT 群で確認できた骨のコラーゲン構造が NPAS2 KO マウス群では確認できず

amorphous 様を呈していた．また，チタン表面の組織被覆率と push-out 値との関係におい

てWT群では正の相関がみられたが，NPAS2 KOマウス群では相関はみられなかった（下

右図）． 

 

 
 

本研究結果は，NPAS2 がオッセオインテグレーションにおけるチタンと骨組織との間の結合

に重要な役割を持つことを示しており，オッセオインテグレーションの分子生物学的解明の新

たな手掛かりになることが示唆された． 
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