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研究成果の概要（和文）：本研究では骨細胞におけるメカノセンサーとしてのTrpv4の役割に注目し，株化骨細
胞(IDG-SW3)の微小重力環境での3D培養と,通常(1G)環境下での培養において発現量に差が認められる分子の探索
を目指して研究を行った．微小重力環境での3D培養では複数の発現遺伝子において通常(1G)環境下での培養と比
較して差が認められた．また近年骨細胞とHMGB-1との関連が指摘されていることから，ウサギ下顎骨を用いて
HMGB-1が骨再生に及ぼす影響についても調査したところ，HMGB-1を適応した群ではマクロファージの遊走を伴う
高い骨再生能が示された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the role of Trpv4 as a mechano-sensor in 
osteocytes. We aimed to find the differentially expressed molecules in the 3D culture of IDG-SW3 
osteocytes under microgravity and normal (1G) conditions. In the 3D culture under the microgravity 
environment, we found differences in the expression of several genes compared to that under the 
regular (1G) environment. In addition, since the relationship between osteocytes and HMGB-1 has been
 recently pointed out, we investigated the effect of HMGB-1 on bone regeneration using a rabbit 
mandible and found that the HMGB-1-treated group showed high bone regeneration ability with the 
migration of macrophages.

研究分野： 歯科補綴学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抜歯後の歯槽骨の吸収やインプラント治療における術前処置としての骨移植において，移植後の経時的な骨吸収
は臨床上大きな問題となることが多い．「破骨細胞」と「骨芽細胞」に比べてこれまで骨組織中の「骨細胞」が
メカニカルストレスに及ぼす影響については不明であった．本研究によりHMGB-1の高い骨再生能が示されたこと
から，今後骨吸収の新たなメカニズムの解明とその予防や治療法の開発に向けて前進したと考えられる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

抜歯後の歯槽骨の吸収やインプラント治療における術前処置としての骨移植において，移植後
の経時的な骨吸収は臨床上大きな問題となることが多い．これまで骨組織における研究では「破
骨細胞」と「骨芽細胞」が主な研究対象となってきた．これらの細胞は，比較的培養も容易であ
ることから，多くの研究成果が得られてきたのも事実である．しかし， Ikeda らにより DMP-1

をターゲットとしてジフテリア毒素レレプター遺伝子を組み込み骨細胞を特異的に死滅させた
マウスを使用した研究により，骨細胞を死滅させたマウスではほぼ完全に抑制されることが明
らかにされた(1)ことなどから，骨細胞が生理的骨吸収の司令塔になっている可能性が出てきてい
る．一方で骨細胞の超微細構造に着目した場合，骨細胞における機械的刺激のメカノセンサーと
して一次繊毛 (primary cilium)が存在しており，そのセンサー機能の本体が細胞膜カルシウムチ
ャネルの Trpv4(Transient Receptor Potential Vanilloid 4)である可能性が示唆されている(2)．さらに
Trpv4 ノックアウトマウスを尾部懸垂により大腿骨を非荷重状態に置くと，ワイルドタイプマウ
スに比べて骨量および骨梁数の減少が有意に抑制されることが示されている(3).これらの先行研
究から我々は骨細胞におけるメカノセンサーとしての Trpv4 の役割に注目し，1) 株化骨細胞
(IDG-SW3)の微小重力環境での 3D培養と,通常(1G)環境下での培養において発現量に差が認めら
れる分子の網羅的探索を行った．微小重力環境での 3D 培養では培養プロトコルの確立に予想以
上に時間がかかったものの，研究のターゲットとしている複数の発現遺伝子において通常(1G)環
境下での培養と比較して差が認められた．また近年骨細胞と HMGB-1 との関連が指摘されてい
ることから，ウサギ下顎骨を用いて HMGB-1 が骨再生に及ぼす影響についても調査した． 

 

２．研究の目的 

微小無重力空間が骨細胞の増殖，分化に与える影響を分子マーカーの発現量を元に調査するこ
と．また骨欠損の治癒を促進する可能性のあるタンパク rhBMP-2(recombinant human Bone 

Morphogenetic Proteins)，および HMGB1(High Mobility Group Box1) に着目し，下顎骨を部分欠損
させたウサギに対する分子生物学的アプローチにより治癒期間の短縮を目指すこと． 
 

３．研究の方法 

骨細胞株(IDG-DW3)を使用した in-vitro 実験 

骨細胞を 12well プレートに播種し，細胞分化培地に交換した後，規定の培養条件（37℃
8%CO2）にて培養を行った．一方のプレートは重力制御装置である Gravite（Space Bio-

Laboratories Co., Ltd）に設置し，360 度回転させることにより模擬微小重力環境を再現した．も
う一方のプレートは通常通りインキュベーターで培養し，コントロール群とした．培地交換後
3,7,9 日後にそれぞれ細胞を採取し，定量 PCR 法にて骨細胞マーカー群と Trpv4 の発現を比較
した． 

 

ウサギを使用した HMGB-1 の骨形性能に関する in-vivo 実験 

麻酔下にて実験動物の身体を保定器具を用いて固定し，下顎角〜下顎
下縁にかけて剃毛し，下顎下縁〜下顎枝辺縁にかけて外科用メスにて
切開を加えた．下顎骨体を露出させ，外科用ブレードを使用して左側
下顎枝に幅 5mm の欠損を作り，下顎体半側を分離した（図 1）．その
後チタン製マイクロプレートおよび 1mm ミニスクリューを用いて分
離した下顎体を固定し，β-TCP ブロック（20×10×10mm）に生理食
塩水(100μl)を浸漬させる群（g コントロール群：n=4），rhBMP-2(総
量 10μg: 濃度 0.1mg/ml iroupA/n PBS)(groupB/rhBMP-2 群：n=5)， 

HMGB-1(総量 50μg:濃度 0.1mg/ml in PBS)(groupC/HMGB-1 群：n=5)を
それぞれ浸透させたものを欠損部に固定し，縫合した．術後 12 週後
の骨欠損部の治癒をマイクロ CT および組織学的検査(Villanueva-

Goldner 染色)により骨治癒状態を評価した． 

 
４．研究成果 
【骨細胞株(IDG-DW3)を使用した in-vitro 実験】 

(1) 骨細胞株(IDG-DW3)の骨細胞マーカーの変化 

分化培地へ交換した日を Day.0 として，コントロール群と Gravite 群とで骨細胞マーカーの Trpv4

の発現を比較したところ，3,7,12 日目の発現パターンに両群で差を認めた． 



 

 

 

【ウサギを使用した HMGB-1 の骨形性能に関する in-vivo 実験】 

(1) 骨再生量と残留 β-TCP ブロック体積の比較 

 

術後 12 週のそれぞれの群の骨再生量をマイクロ CTs 三
次元構築像から算出したところ，コントロール群に比較
して groupB(rhBMP-2 群）と groupC(HMGB-1)群で有意
に再生骨量が増加していた．一方で残留 β-TCP ブロック
体積は groupC(HMGB-1)群が最も低く， groupC(HMGB-

1)群，groupA（コントロール群）の順で有意に大きかっ
た． 

 
(2) Villanueva-Goldner 染色による類骨(osteoid)形成の観察 

 

groupC(HMGB-1)群の骨組織切片に対し類骨を染色で
きる Villanueva-Goldner 染色を行ったところ，反側切
除を行った部位に骨再生が認められ，強拡大像におい
て β-TCP を取り囲むように類骨が赤色に染色されて
いる像が観察された（図 3）．このことは β-TCP をス
キャフォールドとして骨様組織が再生している可能性
について示唆するものであった． 
 
(3) HE 染色による類骨(osteoid)形成の観察 

 
次にヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行い，再生
骨周辺の構造についてより詳細に観察したところ，顆粒
状の β-TCP を取り囲む石灰化構造物と，多数のマクロ
ファージが観察された（図 4）．さらにマクロファージ
（MS）が血管上皮細胞（BV）から遊走し，細胞内部に
β-TCP を貪食したと考えられる像を認めた． 

 

上記 1),2),3)の結果は HMGB-1 がマクロファージの遊走
能を高めることにより β-TCP 顆粒を貪食させ，そのス
ペースに骨芽細胞が集積し，石灰化組織を構築している
ことが示唆された． 
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