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研究成果の概要（和文）：本研究では、インプラント周囲炎により生じた骨欠損に対して、局所的なシグナル阻
害により骨再生を促進する組織再生療法を開発することを目的とした。これまで遺伝子組み換えマウスを用いて
線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR)2の阻害により上皮組織形成が抑制され、間葉系細胞の増殖が促進させること
を報告した。本研究では、マウス大腿骨から採取し継代培養した間葉系幹細胞（P4-6）用いて、投与の有無や投
与時期などFGFR阻害剤投与の効果を検討した。結果として、FGFR阻害の投与により石灰化を促進し、投与時期に
より石灰化に影響を与えることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a tissue regeneration therapy that 
promotes bone regeneration through local signal inhibition for bone defects caused by 
peri-implantitis. We have previously reported that inhibition of fibroblast growth factor receptor 
(FGFR)2 suppresses epithelial tissue formation and promotes mesenchymal cell proliferation using 
genetically engineered mice. In this study, we investigated the effects of FGFR inhibitor 
administration, including whether and when to administer it, using mesenchymal stem cells (P4-6) 
that were collected from mouse femurs and subcultured. The results revealed that administration of 
FGFR inhibition promotes calcification, and that the timing of administration affects calcification.

研究分野： 補綴学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでの動物実験で明らかとなった線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）阻害が組織に与える影響
のメカニズムを解析するために行われた。細胞実験では、FGFR阻害剤を投与することで骨増殖を促進させること
を明らかとし、また投与時期により骨増殖促進効果に影響を与えることを明らかとした。以上の結果は、インプ
ラント周囲炎などにより局所的な骨欠損を生じた場合に対する治療法確立の一端となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 インプラント周囲炎は、オッセオインテグレーション（骨結合）されたインプラントを取り巻
く周囲組織に影響を与え、支持骨の喪失をもたらす慢性炎症である。現在のインプラント周囲炎
に対する現在の治療法は、①超音波スケーラーやキュレットによる機械的感染源の除去、②殺菌
剤（クロルヘキシジン）による洗浄/局所的・全身的抗菌薬の投与による消炎処置が主である 1) 。
しかしながら、炎症抑制後、喪失した骨欠損はほとんど回復しないため、歯肉退縮が起こりイン
プラント体の露出による審美性の低下や再感染のリスクが残存する。歯周病で喪失した骨に対
しては、線維芽細胞増殖因子（FGF）治療薬であるリグロス®が 2016 年 12 月に保険収載される
など、成長因子を用いた組織再生療法が多く用いられている 2) が、インプラント周囲炎の骨欠
損に対する治療法に関する報告は少ない。 
 申請者はこれまで、FGFR2 シグナルが間葉系幹細胞（歯髄幹細胞）における FGFR2 シグナ
ルの阻害は、歯髄幹細胞の骨分化マーカーRunx2 を促進させることを見出した 3)。さらに FGF
は他の成長因子やサイトカインと相互に作用し、発現時期により抑制的/促進的と反対の作用を
示すことが明らかとなっている 4) 。 
以上のことから、FGFR2 シグナルを阻害することで、骨再生に関与する成長因子およびサイ

トカインの作用を増強し、インプラント周囲炎骨欠損に対する有用な骨再生治療が確立できる
のではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、局所的なシグナル阻害により骨再生を促進する組織再生療法の開発を目指
している。再生医療分野において組織再生は、①細胞 ②成長因子 ③担体（足場）の 3 要素が必
要である 5)。これまでの歯科分野における再生療法は、骨補填材料や成長因子/サイトカインな
どの添加が主なアプローチであった。しかしながら、これらの材料を添加しても生体内で抑制的
に働くシグナルがあった場合、これらの材料の効果は十分には発揮されないため、生体内で抑制
的に働くシグナルを分子生物学的に解明し、その抑制的に働くシグナルを阻害することで、骨再
生を促進することが期待できる。 
 本研究では、FGFR2 シグナル阻害による間葉系幹細胞および骨芽細胞に対して及ぼす影響を
分子生物学的に解明し、FGFR シグナル阻害を用いたインプラント周囲炎骨欠損に対する骨再
生療法の確立を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス大腿骨から間葉系幹細胞の採取 
  動物：マウス（C57BL/6J）12-24 週齢 12 匹 
  細胞：大腿骨から細胞を採取し、継代培養して実験に使用 
  培地：MEMα＋10%FBS 
  評価：継代培養した細胞に対して骨および脂肪分化誘導培地を用いて培養、Alizarin Red S 

染色および Oil Red O 染色を行い、多分化能を評価した。 
（２）FGFR 阻害剤の添加時期による骨分化能の変化 
  阻害剤：FGFR 阻害薬（AZD4547,abcam）100nM/L で添加 
  細胞：6well プレートに（１）で継代した細胞（P4、1.0×104cells/well)を播種し、骨分 

化誘導培地を用いて 2weeks 培養後に評価を行った。 
  条件：① FGFR 阻害剤なし（Control 群） 

② Day0-Day14 FGFR 阻害剤添加（F0-14 群） 
     ③ Day0-Day7 FGFR 阻害剤添加、Day7-Day14 FGFR 阻害剤なし（F0-7 群） 
     ④ Day0-Day7 FGFR 阻害剤なし、Day7-Day14 FGFR 阻害剤添加（F7-14 群） 
  評価：Alizarin Red S 染色 
（３）FGFR 阻害が骨芽細胞に与える影響 
  阻害剤：FGFR 阻害薬（AZD4547,abcam）100nM/L で添加 

細胞：96well プレートに（１）で継代した細胞（P4、1.0×103cells/well）を播種し、骨分 
化誘導培地（FGFR 阻害剤添加有/無）を用いて 7days 培養後に測定を行った。 

評価：TRACP＆ALP Assay Kit（Takara）を使用してアルカリフォスファターゼ（ALP）活性 
を測定した。 

測定：吸光度測定（405nm） 
（４）FGFR 阻害剤の添加が破骨細胞に与える影響 
  阻害剤：FGFR 阻害薬（AZD4547,abcam）100nM/L で添加 
  細胞：96well プレートに（１）で継代した細胞（P4、1.0×103cells/well）を播種し、標準 

培地（FGFR 阻害剤添加有/無）を用いて 7days 培養後に評価を行った。 
  評価：TRACP＆ALP Assay Kit（Takara）を使用して酒石酸耐性酸性ホスファターゼ（TRACP） 

活性を測定した。 



  測定：吸光度測定（405nm） 
（５）統計解析 
  （３）と（４）で得られたデータは Mann Whittney 検定を用いて統計解析を行った（p＜0.05）。 
 
４．研究成果 
（１）多分化能の評価 
  マウス骨髄から採取した細胞を骨分化誘導培地で培養後に Alizarin Red S 染色を行い、染 

色されることを確認した。脂肪分化誘導培地を用いて培養後に Oil Red O 染色を行い、脂肪 
滴が形成されていることを確認した。 
以上のことから、多分化能を確認し、採取した細胞が間葉系幹細胞であることを確認した。 

（２）FGFR 阻害剤の添加時期による骨分化能の変化 
  骨分化誘導培地により間葉系幹細胞から骨芽細胞に分化したことを確認するために、金属 

基に結合する赤色色素である Alizarin Red S 染色を用いて細胞の石灰化度を評価した。 
  結果は、FGFR 阻害剤を添加していない Control 群よりも、分化誘導時に FGFR 阻害剤を添加 

した F0-14 群において石灰化度が高くなることが明らかとなった。また、FGFR 阻害剤の添 
加次期を変えた F0-7 群と F7-14 群を比較したところ、分化誘導開始時から添加した細胞に 
おいて石灰化度が高い値となる事が明らかとなった。F7-14 群の石灰化度は FGFR 阻害剤を 
添加していない Control 群と同等の石灰化度を示すことが明らかとなった。 

  以上の結果から、骨分化誘導時の FGFR 阻害は細胞の分化誘導を促進するが、骨芽細胞の分 
化後に FGFR 阻害を行っても石灰化度に影響を与えない可能性が示唆された。 

（３）FGFR 阻害による骨芽細胞への影響 
  骨分化誘導時に FGFR 阻害を行った結果、 

Control と比較して ALP 活性に有意な差 
は認められなかった（p = 0.49）ものの、 
骨分化誘導時の FGFR 阻害（Anti-FGFR 群） 
により、ALP 産生が増加する傾向が見られ 
た（図１）。 

（４）FGFR 阻害が破骨細胞に与える影響 
  標準培地で培養した間葉系幹細胞の FGFR 

阻害を行い、TRACP 活性について調べた 
結果、FGFR 阻害を行った（Anti-FGFR 群） 

  において有意に TRACP 活性が抑制される 
ことが明らかとなった（p＜0.001、図２）。 

（５）まとめ 
  上記（2）、(3)の実験結果から、FGFR 阻害は骨分化を促進するものの、骨芽細胞の石灰化の 

促進には影響を与えない可能性が示唆された。また、(4)の間葉系幹細胞の FGFR 阻害により 
TRACP 活性が抑制された結果から、FGFR 阻害により破骨細胞の活性が抑制される可能性が 
示唆された。現在、医学分野では分子標的薬やシグナル阻害剤が治療に利用されており、 
特に FGFR 阻害薬は子宮体癌や胆管癌に有用とされている。インプラント周囲炎などの炎 
症により生じた骨欠損部分に局所的に使用することで骨造成を促進することが可能である 
と考える。 
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