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研究成果の概要（和文）：本研究計画は，炎症を制御する可能性のある骨組織再生促進ペプチド

材料の開発を目的として，機能性ペプチド SVVYGLR が骨組織再生の過程で骨芽細胞・破骨細胞

に及ぼす影響を検討した。その結果，SVVYGLR 合成ペプチド（1-10 μg/site）は，ラット頭蓋

骨骨欠損部あるいは大腿骨インプラント埋入部位における骨組織再生において，明らかな抗炎

症作用は示さなかったが，破骨細胞の活性を著明に抑制することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Effects of the functional peptide SVVYGLR on osteoblasts and 
osteoclasts during bone regeneration was investigated aiming at development of an 
osteogenesis-inducible peptide material by its possible inflammation control. The 
synthetic SVVYGLR peptide (1-10 μg/site) did not show apparent anti-inflammatory 
effects on the rat calvaria bone regeneration and on the implant osseointegration in the 
rat femurs. On the other hand, significant inhibitory effects of the peptide on osteoclast 
activities during bone regeneration were revealed. 
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１．研究開始当初の背景 

補綴歯科臨床において，吸収された顎堤は
インプラントあるいは義歯の治療を困難に
することが問題となっている。顎骨を獲得す
るために，自家骨，骨補填材等を用いた GBR
等の骨再生誘導療法が行われているが，外科
処置を伴うため術部では少なからず炎症反
応が引き起こされ，骨免疫学的応答によって
その後の骨吸収を惹起すると考えられる。 

本研究代表者は，手術部において炎症反応
および破骨細胞の機能を抑制することの重
要性に着目した。手術部において炎症反応が
強く起これば骨の吸収が促進されることが
考えられるため，手術部での炎症反応を抑制
し，破骨細胞の活性化を抑制することは治療
の成功に大きく関わってくる可能性がある。
すなわち，手術部での炎症反応および破骨細
胞活性を抑制することは，骨再生誘導療法を
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成功に導くために非常に重要である。 
本研究代表者が着目した機能性ペプチド

SVVYGLR は，オステオポンチン上に存在する
わずか７つのアミノ酸配列である（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 機能性ペプチド SVVYGLR。A:ヒトオス
テオポンチンタンパク質がトロンビンによ
って切断された C末端部位に SVVYGLR 配列が
存在する。B:この部位のアミノ酸配列は哺乳
類において比較的よく保存されている
（Egusa H, Kaneda Y et al, Biomaterials, 
2009 より） 

 
合成ペプチドを用いた再生医療は，その分

子量が小さいことから，タンパク質である成
長因子と比較して副作用が少なく安全であ
ることが期待されている。 

一方，SVVYGLR 配列は関節リウマチの研究
領域でも近年注目されており，このアミノ酸
配列を含むタンパク質の断片がインテグリ
ンα９β１と特異的に結合し，生体内におけ
る炎症反応に大きく関与していることが明
らかにされた（Kanayama M et al. J Immunol, 
2009）。さらに SVVYGLR 配列をブロックする
抗体を用いることによって炎症や骨吸収を
抑えることが可能であることが明らかにな
りつつある（Rao H et al, J Bone Miner Res, 
2006）。 

このような背景のもと，本研究代表者は合
成ペプチド SVVYGLRをアンタゴニストとして
利用することによって，炎症反応を抑制でき
る可能性に着目した。抗炎症作用を有するペ
プチドは，増成術後の骨組織の吸収を抑える
新規骨組織再生促進剤となり得る可能性が
ある。 

さらに本研究代表者は，インプラント治療
に必要な骨増生術に際して，この機能性ペプ
チド SVVYGLRがインプラント埋入周囲の炎症
を抑えることによって早期かつ確実なオッ
セオインテグレーションを導く可能性に着
目し，インプラント体にこのペプチドを組み
込むことによって，より効果的な新規インプ
ラント材料の開発が可能ではないかと考え
た。 
 

２．研究の目的 
本研究計画では，新たな骨組織再生促進ペ

プチド材料を開発するために，以下の項目を
明らかにすることを目的とした。 
（１）合成ペプチド SVVYGLR が骨芽細胞およ
び破骨細胞に及ぼす影響を明らかにする。 
（２）合成ペプチド SVVYGLR が骨芽細胞およ
び破骨細胞の炎症性サイトカイン産生に及
ぼす影響を明らかにする。 
（３）合成ペプチド SVVYGLR が，マウス頭蓋
骨の骨欠損炎症部位に及ぼす影響を明らか
にする。 
（４）SVVYGLR ペプチドを放出する吸収性生
体材料を作製し，インプラントのオッセオイ
ンテグレーション獲得に及ぼす影響を明ら
かにする。 
 

３．研究の方法 
（１）合成ペプチド SVVYGLR が骨芽細胞およ
び破骨細胞に及ぼす影響 
 
①骨芽細胞 
生後 8 週齡の SD ラットの大腿骨骨髄より

間葉系間細胞を分離培養した。この骨髄由来
間葉系間細胞を，合成ペプチド SVVYGLR（100 
ng/ml）を添加した骨芽細胞分化誘導培地中
で培養し，誘導 5日後のアルカリフォスファ
ターゼ（ALP）活性を ALP 染色法で，11 日後
の細胞外基質の石灰化を von Kossa 染色で評
価した。 
また，この骨髄由来間葉系間細胞を増殖培

地（非誘導培地）中で培養した際に合成ペプ
チド SVVYGLR（100 ng/ml）を添加し，15 日
後に骨芽細胞および軟骨細胞に関与する遺
伝子発現を RT-PCR 法で解析することで，
SVVYGLR ペプチドがラット間葉系間細胞の分
化の方向付けに及ぼす影響を検討した。 
 
②破骨細胞 
生後 10 週齡のマウスの大腿骨骨髄より破

骨前駆細胞を分離培養した。この細胞を
RANKL 刺激により破骨細胞に分化誘導する際
に合成ペプチド SVVYGLR（100 ng/ml）を添加
し，5日後の TRAP 染色陽性多核細胞数および
破骨細胞分化特異的遺伝子およびこのペプ
チドの結合分子であるインテグリンα９遺
伝子の発現（RT-PCR 法）について評価した。 
 
（２）合成ペプチド SVVYGLR が骨芽細胞およ
び破骨細胞の炎症性サイトカイン産生に及
ぼす影響 
マウス大腿骨骨髄より間葉系間細胞およ

び破骨前駆細胞を分離培養した。それぞれの
細胞を，合成ペプチドSVVYGLR（10-100 ng/ml）
を添加した増殖培地中で培養し，3 および 5
日後に単離したトータル RNA を用いて cDNA
を合成し，IL-1β，IL-6 および IL-8 の遺伝



 

 

子発現を RT-PCR 法にて解析した。 
 
（３）合成ペプチド SVVYGLR が，マウス頭蓋
骨再生部位の破骨細胞に及ぼす影響 
ラット頭蓋骨欠損モデルを用いて，合成ペ

プチド SVVYGLR（10 μg/site）を含んだコラ
ーゲンスポンジを骨欠損部に埋入し，3 週間
後に頭蓋骨を摘出して TRAP 染色にて破骨細
胞の活性を組織学的に評価した。 
 

（４）SVVYGLR ペプチドを放出するインプラ
ント体の作製およびそのオッセオインテグ
レーション獲得に対する評価 

直径 2.0 mm 長さ 3.5 mm の純チタン円柱に
内空を設け，チタン表面に通じる細孔が付与
されたインプラント体の内空に，SVVYGLR ペ
プチド含有水和ゲルをシリンジで填入する
ことで，SVVYGLR ペプチド放出インプラント
の作製を試みた（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ SVVYGLR ペプチド放出インプラント。
純チタン円柱内腔にペプチドを含浸した水
和ゲルを填入した。 

 
また，この SVVYGLR ペプチド放出インプラ

ント（1 μg/site）を，ラット大腿骨に埋入
し，４週間後に屠殺し，灌流固定後に大腿骨
を摘出した。埋入部位におけるオッセオイン
テグレーションおよび骨新生を評価するた
め，チタン金属を含む非脱灰研磨標本を作製
し，トルイジンブルー染色にて組織学的な評
価を行った。 
 

４．研究成果 
(1)合成ペプチド SVVYGLR が間葉系間細胞お
よび破骨細胞に及ぼす影響 
 
①間葉系幹細胞 
骨芽細胞分化誘導培地中において，合成ペ

プチド SVVYGLRはラット骨髄由来間葉系幹細
胞の 5日後の ALP 活性を促進したが（図３），
11 日後の石灰化形成を抑制した（図４）。 

これらの結果から，SVVYGLR ペプチドは，
前駆骨芽細胞の石灰化過程には抑制的に作
用しているが，間葉系間細胞が骨芽細胞へ方
向付けされる初期過程においてはALP活性を
増強している可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ALP 染色像。Con：増殖培地，Os：骨芽
細胞分化誘導培地。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ von Kossa 染色像。Con：増殖培地，Os：
骨芽細胞分化誘導培地。 
 
また，ラット骨髄由来間葉系間細胞を増殖

培地中で培養した際に合成ペプチド SVVYGLR
（100 ng/ml）を添加すると，15 日後には骨
芽細胞の分化に関与する osteopontin や
osteocalcin ではなく，軟骨細胞のマーカー
である II型 Collagen の遺伝子発現の促進を
認めた。 
さらに，ラット骨髄由来間葉系間細胞を軟

骨細胞分化培地中で合成ペプチド SVVYGLR
（100 ng/ml）を添加して 20 日間培養し，サ
フラニン O染色を行った結果，ペプチド添加
群の細胞は陽性を示した（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 

図５ サフラニン O染色像。ラット骨髄由来
間葉系幹細胞を軟骨細胞誘導培地中で合成
ペプチド SVVYGLR（100 ng/ml）を添加して
20 日間培養した。 
 
これらの結果から，合成ペプチド SVVYGLR

は，間葉系間細胞の骨芽細胞分化には促進的
に作用しないが，軟骨細胞への分化を促進す
る可能性が示唆された。 
 
②破骨細胞 
マウス破骨前駆細胞をRANKLで刺激して分

化誘導すると，細胞分化に伴いインテグリン



 

 

α9 の遺伝子発現が増加し，合成ペプチド
SVVYGLR を破骨細胞に作用させるとこの発現
は抑制された。また，マウス破骨前駆細胞の
破骨細胞分化誘導において，合成ペプチド
SVVYGLR を添加することで，TRAP 染色陽性多
核細胞数は有意に減少し，破骨細胞分化特異
的遺伝子（calcitonin receptor, cathepcin 
K, TRAP）の発現は著明に抑制された。以上
の結果から，合成ペプチド SVVYGLR は破骨細
胞の分化をインテグリンα９β１との結合
を介して抑制している可能性が考えられた。 
 
（２）合成ペプチド SVVYGLR が骨芽細胞およ
び破骨細胞の炎症性サイトカイン産生に及
ぼす影響 

合成ペプチド SVVYGLR が，骨芽細胞および
破 骨 細 胞 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン
（IL-1,IL-6,IL-8）の発現に及ぼす影響を検
討した結果，どちらの細胞に対しても用いた
10-100 ng/mlの濃度ではこのペプチドはこれ
ら遺伝子発現に対して著明な促進あるいは
抑制作用を示さなかった。今後，合成ペプチ
ドSVVYGLRが炎症に関与する他のサイトカイ
ン分子や他の炎症細胞に対してもどのよう
な作用を及ぼすかを検討していく必要があ
ると思われる。 
 
（３）合成ペプチド SVVYGLR が，マウス頭蓋
骨再生部位の破骨細胞に及ぼす影響 
ラット頭蓋骨欠損モデルにおいて，合成ペ

プチド SVVYGLR（10 μg/site）を含んだコラ
ーゲンスポンジを移植した場合には，非含有
対照群の場合と比較して TRAP 陽性破骨細胞
の数が少ない傾向を示した（図６）。 

 
 
 
 
 
 
 

図６ ラット頭蓋骨欠損モデルにおいて，合
成ペプチド SVVYGLR（10 μg/site）を含んだ
コラーゲンスポンジを移植し，3 週間後の
TRAP 染色像。 
 

これは，in vitro における合成ペプチド
SVVYGLR の破骨細胞分化抑制作用が，生体の
骨再生部位においても起こっている可能性
を示していると思われる。ただし，これに伴
う著明な骨再生の像は認めなかった。今後，
ペプチドの濃度を変えた実験を追加し，詳細
を明らかにしていく必要があると考えてい
る。 
 

（４）SVVYGLR ペプチドを放出するインプラ
ント体のオッセオインテグレーション獲得

に対する評価 
作製したSVVYGLRペプチド放出インプラン

ト（1 μg/site）を，ラット大腿骨に埋入し
たところ，インプラント体と骨界面には高い
骨接触率（オッセオインテグレーション）を
認めたが，ペプチド非含有対照群と比較して
著明な相違を認めなかった。（図７）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図７ SVVYGLR ペプチド放出インプラントを
ラット大腿骨に埋入し，４週間後の組織切片
像（トルイジンブルー染色）。 

 
今後，ペプチドの濃度を変えて，詳細を検

討し，このペプチドの徐放システムを確立し
ていく必要があると考えている。 
 
以上の結果から，1-10 μg/site の合成ペ

プチドSVVYGLRが骨欠損部位に及ぼす影響と
して，破骨細胞に対する著明な分化抑制作用
が明らかとなったが，これに伴う明らかな炎
症抑制効果および骨形成作用は認めなかっ
た。今後は，このペプチドを局所に徐放する
システムを確立し，その炎症および骨形成に
おける効果の有無を検証していく必要があ
る。 
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