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研究成果の概要（和文）： 
外科的侵襲や炎症状態持に増加する活性酸素種により生じる酸化ストレスを実験的にシミュレ

ートし、活性酸素種の細胞機能抑制効果を明らかにした。細胞はラット大腿骨由来の骨芽細胞様

細胞を用いて、AADの抗酸化能を検討した。まずAAD自体の細胞毒性について、フローサイトメト

リーによるCell viabilityを評価することで毒性がないことを確認した後、酸化ストレスにより

減少させられた接着細胞数、細胞増殖能、および分化機能に対する回復効果について評価した。

その結果、酸化ストレスにより70%程度に抑えられたViable cell数は、AADによりほぼコントロ

ールと同等まで回復し、増加されたアポトーシスも約40％回復させることができた。酸化ストレ

スにより50%程度まで減少した接着細胞数も、コントロールと有意差のないレベルまで回復した

。分化機能についてみると、骨芽細胞に特異的なアルカリフォスファターゼ活性や、カルシウム

生成量が、酸化ストレスにより50%以下まで減少させられたのに対し、AADの投与によりコントロ

ールと同じかそれ以上のレベルまで回復させることができた。この得られた結果のメカニズムを

考察する一つの方法として、細胞内活性酸素量および細胞内グルタチオン生成量を測定したとこ

ろ、AADが細胞内における抗酸化システムに大きく寄与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This project tested the protective potential of N-acetyl cysteine, an antioxidant, amino acid derivative (AAD), in 

controlling oxidative stress against osteoblasts. Osteoblastic cells extracted from rat bone marrow were cultured. 

Oxidative stress was induced by adding H2O2 into the culture media. Then, some H2O2-treated cultures were 

cotreated with AAD. Addition of H2O2 decreased the number of cells to 50% of untreated cultures at days 2. Addition 

of AAD into H2O2 cultures resulted in a dose-dependent increase in the number of cells, with the cell number being 

50% greater than that in the H2O2 culture. The gene expression levels of type I collagen, osteopontin, and osteocalcin 

were downregulated threefold by H2O2 on day 7. The H2O2-suppressed gene expression was fully recovered by AAD 

cotreatment. The mineralizing capability, assessed by Von Kossa staining on day 15, were approximately 1.8 times 

greater in the AAD+H2O2 cotreated group than in the culture with H2O2 alone. These AAD-mediated restorations 

were associated with an AAD dose-dependent increase of intracellular glutathione and a AAD dose-dependent 

decrease of intracellular reactive oxygen species. In conclusion, oxidative stress induced by H2O2 substantially 

impairs the proliferation, differentiation, and mineralization of osteoblasts. More importantly, the addition of AAD 

into the culture was found to restore these damages to a near normal level due to the improved redox balance, 

warranting further in vivo studies to test its therapeutic potential as a local antioxidative stress drug. 
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１．研究開始当初の背景 

先端歯科治療であるインプラント治療や
骨再生医療には、外科的侵襲による多くの
活性酸素種の発生を伴う炎症の誘発は避け
られず、過剰に発生した活性酸素種は、正
常細胞の代謝に障害を与え、ひいては治癒
の遅延、骨組織においては骨形成の遅延や
不全を引き起こすことが知られている。本
研究は、この酸化ストレスを制御すること
に焦点をあてたものである。 

 
２．研究の目的 
本研究は、抗酸化物質であるアミノ酸誘導

体（Amino-Acid Derivative: AAD）の、歯科
臨床応用に向けた評価と最適化を目的とし
た。酸化ストレスを制御することで、抗炎症
効果による早期創傷治癒の獲得や骨形成が
促進されるという仮説を立て、実験的に酸化
ストレスをシミュレートし、それによる細胞
機能抑制効果と、AAD による回復効果を評
価することによって、信頼性の高い生物学的
エビデンスを提示する。 
 
３．研究の方法 
酸化ストレスを制御することで、抗炎症効果
による早期創傷治癒の獲得や骨形成が促進
されるという仮説を立て、実験的に酸化スト
レスをシミュレートし、それによる細胞機能
抑制効果と、AAD による回復効果を評価す
ることによって、信頼性の高い生物学的エビ
デンスを提示する。 
 
４．研究成果 
(1) 酸化ストレスにより 70%程度に抑えられ
た Viable cell 数は AAD により回復し、アポ
トーシスのレベルも有意に回復した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)酸化ストレスにより減少した細胞数は、
AAD の添加により、コントロール群と有意差
のないレベルまで回復した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)遺伝子発現について評価したところ、酸
化ストレスにより、CollagenⅠ、Osteopontin、
Osteocalcin の発現が30％以下まで減少した。
しかし AAD 添加により、酸化ストレス下にお
いても、遺伝子発現がコントロール群と同等
のレベルまで回復した。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)骨形成の分化マーカーであるリン酸カル
シウム生成量は、酸化ストレスにより約 50％
まで減少したが、AAD 処置によりコントロー
ル群と同等かそれ以上のレベルまで回復し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 抗酸化物質である細胞内グルタチオン
生成量を測定したところ、酸化ストレス下で
グルタチオンが大きく消費されているのに
対し、AAD 処理群では、酸化ストレス下にも
かかわらず、コントロール群と同等かそれ以
上にグルタチオンレベルが上昇した。この結
果より、AAD が細胞内における抗酸化システ
ムに大きく寄与していることが示唆された 
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