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研究成果の概要（和文）：本研究では、亜鉛放出型チタンより溶出した溶出亜鉛液を応用した骨再生療法の開発を試み
た。溶出亜鉛添加による骨芽細胞分化促進へ対する効果に関しては、アルカリフォスファターゼ染色、リアルタイムPC
R、アリザリンレッド染色による基質石灰化などの点を検討した。溶出亜鉛液添加により骨芽細胞分化が亢進すること
が確認された。また、培養7日目の細胞を実験動物皮下および頭蓋骨欠損モデルへ移植した。溶出亜鉛を添加した細胞
で著明な骨形成を認めたサンプルもあったが、再生骨量の不安定性と手術部位感染の問題があり、十分な結果は得られ
なかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop the bone regenerative therapy applied to zinc 
ion released from zinc modified titanium. To evaluated the stimulative effect of the zinc ion on 
osteoblast differentiation, we performed alkaline phosphatase staining, real time PCR, alizarin red 
staining and von Kossa staining. And we confirmed zinc ion released from zinc modified titanium 
prominently induced osteoblast differentiation. We transplanted the cell cultured for 7 days into 
subcutaneous and cranial bone defect of experimental animals, however we did not confirmed acceleration 
of bone formation because of instability of regenerative bone and surgical site infection.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部領域における腫瘍の術後や外傷に

よる広範な骨欠損に対する治療法として骨
再生療法への期待が高まっている。現在、前
述の骨欠損へ対する治療法としては腸骨骨
髄海綿骨細片や腓骨、肩甲骨などの血管柄付
骨移植などが多く行われているが、採取でき
る骨量、骨質や移植後の手術部位感染、骨吸
収などの問題も抱えている。また本法ではド
ナーサイトとなる健常部への侵襲も避けら
れない。 
組織再生においては細胞、細胞増殖の足場

および増殖成長因子の 3 要素が重要となり、
とりわけ骨再生においては骨髄中の未分化
間葉系幹細胞を用いた研究が多くの施設で
行われている。また、種々の増殖成長因子の
添加や転写因子の遺伝子導入などが試みら
れているが安全性および遺伝子発現の制御
など不明な点も多い。 
生体内微量元素である亜鉛は骨芽細胞分

化におけるシグナル因子の１つとされてお
り、亜鉛放出型チタンの実験動物大腿骨埋入
モデルにおいて有意な骨接着性を示すこと
が報告されている（Clin Implant Dent Relat Res. 
2010;12 Suppl 1:e114-25.）。申請者はこれまで
前述の亜鉛放出型チタンより溶出された溶
出亜鉛液が従来、骨芽細胞分化の増殖成長因
子として用いられてきた亜鉛化合物（塩化亜
鉛水溶液）と比較して有意に骨芽細胞の分化
を誘導する事を明らかにしてきた（Biochem 
Biophys Res Commun. 2011 26;412(2):273-8.）。
この研究成果は溶出亜鉛液が従来行われて
きた骨芽細胞分化、骨再生に対する亜鉛化合
物の添加の代替となりうる事を示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では増殖成長因子の添加や遺伝子
導入の代わりに亜鉛放出型チタンより溶出
された溶出亜鉛液および歯髄幹細胞などの
幹細胞を用いて新たな骨再生療法の確立を
試みる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では溶出亜鉛液を骨芽細胞の増殖
成長因子として応用した新しい骨再生療法
の開発を目指すため、以下の 2 点を計画する。 
(1)溶出亜鉛液が様々な幹細胞から骨芽細胞
への分化促進シグナルとなることを明らか
にする。 
(2)分化誘導した細胞を実験動物へ移植し骨
組織を形成させ、骨再生療法への応用の可能
性を検討する。 
上記の計画を遂行するため、以下に示す in 

vitro、in vivo での実験を行った。 
in vitro における検討の予備実験として培

地へ添加する亜鉛濃度の希釈系列を設定し、
添加する亜鉛濃度は 3.2nM とした。 

in vitro での骨芽細胞分化の評価としては、 
細胞増殖試験、アルカリフォスファターゼ染
色、リアルタイム PCR、アリザリンレッド染
色、von Kossa 染色による基質石灰化を評価し
た。 
また、細胞ソースとしては歯髄幹細胞を用い
た。 
in vivo での骨形成評価として、溶出亜鉛液添
加下で培養した細胞の実験動物皮下移植実
験および実験動物頭蓋骨欠損モデルへの移
植実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1)細胞増殖試験 
培養 8 日目までの細胞数をカウントした。培
養 8 日目までの培養期間において、亜鉛無添
加群、塩化亜鉛添加群および溶出亜鉛添加群
で細胞増殖に有意な変化は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 細胞増殖性試験 
 
(2)アルカリフォスファターゼ染色 
培養 7 日目のサンプルにおいて固定後アルカ
リフォスファターゼ染色を行った所、溶出亜
鉛添加群において著明な染色性の亢進を認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
        図 2 アルカリフォスファターゼ染色 
 
(3)リアルタイム PCR 
培養7日目のサンプルにおいてmRNA抽出後、
リアルタイム PCR を用いて代表的な骨芽細
胞分化マーカーである type I collagen、ALP、
osteocalsin(OCN)、RUNX2、BMP2 の発現量を
検索した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 リアルタイム PCR 
 
 
 

いずれの骨芽細胞分化マーカーにおいても
溶出亜鉛添加群において有意な発現の亢進
を認めた。 
 
 
(4)基質石灰化 
培養 14、28 日目のサンプルにおいて固定後、
アリザリンレッド染色、von Kossa 染色を行っ
た所、溶出亜鉛添加群において著明な基質石
灰化の亢進を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 基質石灰化 
 
以上の実験結果をもとに、実験動物への皮下
埋入実験および頭蓋骨欠損モデルへの移植
実験を施行した。溶出亜鉛を添加した細胞で
著明な骨形成を認めたサンプルもあったが、
再生骨量の不安定性と手術部位感染の問題
があり、十分な結果は得られなかった。 
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