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研究成果の概要（和文）：　これまで顎変形症術後の顎骨治癒経過におけるプロセスは曖昧な点が多く，施設間で異な
る顎間固定期間を設定しているのが現状である。これまで我々は，ソニックヘッジホッグ（SHH）は骨の形成ならびに
吸収に関与することを明らかにしてきた。一方骨折の治癒過程には，細胞遊走，骨のリモデリングが重要となる。そこ
で本研究では，骨折治癒過程におけるSHHの発現およびその役割を明らかする。さらに，外科的矯正術後におけるヘッ
ジホッグ骨代謝マーカーとしての有用性を明らかとし，新たな顎骨治癒評価系の確立を目的とする。（本研究は岡山大
学倫理委員会承認を得て実施した）

研究成果の概要（英文）：  The process of jawbone healing in the postoperative jaw deformity has many vague
 points, and it is the present conditions until now that set the fixed term between a different intermaxil
lary fixation between facilities. Previously, we have reported that the sonic hedgehog (SHH) participated 
in the bone formation and resorption. In this study, we examined the distribution patterns of SHH and the 
role during fracture healing. Furthermore, I do the usefulness of the hedgehog as the bone metabolism mark
er after the surgery of jaw deformity and am aimed for establishment pro-new jawbone healing evaluation.
(This study was I carried out with Okayama University Ethical Review Board approval.)
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１．研究開始当初の背景 
 これまで顎変形症術後の顎骨治癒経過に
おけるプロセスは曖昧な点が多く，施設間で
異なる顎間固定期間を設定しているのが現
状である。これまで我々は，ソニックヘッジ
ホッグ（SHH）は骨の形成ならびに吸収に関
与することを明らかにしてきた。一方骨折の
治癒過程には，細胞遊走，骨のリモデリング
が重要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，骨折治癒過程における SHH
の発現およびその役割を明らかする。さらに，
外科的矯正術後におけるヘッジホッグ骨代
謝マーカーとしての有用性を明らかとし，新
たな顎骨治癒評価系の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
In vivo における顎変形症骨切りモデルはマ
ウス第 8肋骨骨折モデルを作製した。治癒の
過程を HE 染色，ALP 染色，酒石酸抵抗性酸性
ホスファターゼ染色（以下 TRAP 染色），なら
びに SHH 免疫組織学的検討（抗マウス SHH ウ
サギポリクローナル抗体（Abfrontier，Seoul，
Korea））を行ない評価した。 
 骨芽細胞分化能の検討は，48 穴細胞培養用
プレート上でマウス前骨芽細胞様細胞株
MC3T3-E1 細胞（RIKEN，茨城，日本）を 1×105 

cell/well 播種した。37℃にて培養を行ない，
コンフルエント状態になった時点から
50mg/ml L（+）Ascorbic Acid（ナカライテ
ス ク ， 京 都 ， 日 本 ） お よ び 1M β- 
Glycerophosphate（β-GP，Sigma）を添加し
た培地を用いて 5日間培養した。 4 %パラホ
ルムアルデヒド/PBS で 15 分間固定した後，
ALP 染色液（50mM Tris base（Sigma），Napthol 
AS-B1 Phosphate (Sigma) ， N 。 N-dimethl 
formamide，Fast red tri-sodium salt（Sigma））
にて37℃で40分間インキュベートし，水洗，
乾燥後，光学顕微鏡下で観察した。 
 破骨細胞形成能の検討は，MC3T3-E1 細胞と
8週齢C57BL/6Jマウス大腿骨骨髄から単離し
た CD11b 陽性細胞との共存培養系を用いた。
96 穴細胞培養用プレート上で MC3T3-E1 細胞
をそれぞれ 1×104cell/well で，各穴に骨髄
CD11b陽性細胞を1×105 cell/wellで播種し，
37℃で培養を行なった。培養開始 1 日後に
PTHrP（10nM），M-CSF（30ng/ml）を添加し，
また SHH 添加群には PTHrP，M-CSF 添加と同
時に SHH（500ng/ml）添加し TRAP 染色（和光）
を行なった。 
 一方，上下顎骨切り術および下顎骨骨切り
術を施行した外科的矯正治療患者 35 例（男
性 10 例，女性 25 例，平均年齢 23.6 歳）を
対象とした。術前，術後 1，3，7 日目の末梢
血および，術直後，1，2 日目のドレーンから
局所血清を得た。血清中 SHH を ELISA 法によ

り検出した。 
 
４．研究成果 
 骨折後 3日目に，マクロファージ，好中球
やリンパ球と思われる炎症性細胞を認め，骨
折端周囲のライニングセルおよび骨髄細胞
に SHHの強発現を認めた（図 1A and B）。 
骨折後 5日目には，骨折端周囲に結合組織の
増生が認められ，炎症性細胞の浸潤の他に，

紡錘形の線維芽細胞の増生が観察された（図
2A）。 
 
骨折端周囲に ALP 陽性骨芽細胞（図 2B 矢頭）
を，その近傍に TRAP 陽性破骨細胞（図 2B 矢
印）を認めた。SHH の発現は骨髄細胞に 3 日
目と同様に認められた（data not shown）。 

 
 SHH を骨芽
細胞に添加す
ると，ALP 陽性
骨芽細胞が有
意に増大する
ことが明らか
となった（図 3，
P<0.05）。 
骨芽細胞と破骨細胞前駆細胞との共存培養
系において，PTHrP 存在下で，SHH 添加群は，
コントロール細胞において有意な破骨細胞
形成促進効果を認めた（図 4，P<0.05）。 
SHH を骨芽
細胞に添加
すると，単
独で RANKL 
mRNA 発現を
上昇させ，
SHHとPTHrP
同時作用で，



RANKLmRNA 発現を相乗的に上昇，さらに
PTHrPmRNA 発現を上昇させることが明らかと
なった（PLoS One 2013 e76785）。 
 
 一方で，顎変形症術後末梢血における SHH
濃度は，いずれもやや減少傾向ではあるが，
ほとんど変動が認められなかった（data not 
showm）。一方で，術後ドレーンにおける SHH
濃度は上昇傾向にあることがわかった (図
5)。なお，出血量，年齢，手術時間と SHH 濃
度との相関関係はいずれも認められなかっ
た。SHH の末梢および，局所濃度測定の有用
性は，症例数を増やし，さらなる検討が必要
と考える。 
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