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研究成果の概要（和文）：本研究は、従来の骨移植材料に遺伝子を組み込み骨形成能を向上させた骨再生材料の開発を
めざしたものである。すなわち、Minicircle DNA とナノ粒子リン酸カルシウムとを複合し、これらを高分子足場材料
に組み込んだ高機能改良型遺伝子活性化基質（Gene Activated Matrix, GAM）の開発が目的である。本研究において、
骨形成性プラスミドベクターを搭載したアテロコラーゲンとβ-Tricalcium Phosphateとを複合したGAMを用いて骨再生
能を証明し、研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Bone regeneration therapy is key issue in oral and maxillofacial surgery. At 
present, autogenous bone graft is the gold standard, and we also have reported the benefit of secondary 
bone graft using particulate cancellous bone and marrow (K Miura, et al.2015). However, this technique 
has several drawbacks, such as limited quantity of harvested bone and excessive surgical intervention 
into healthy tissue. So excellent bone regeneration material is expected. During this period, we have 
demonstrated that lyophilized GAM, which consists of atelocollagen and pDNA encoding effective osteogenic 
proteins such as BMP4 or Runx2, induced the bone formation (M Umebayashi , et al. 2015). For clinical 
application of GAM, we will create the more effective biomaterial using nano-bioglass for increasing cell 
transplantation efficiency, Low Adhesive Scaffold Collagen (LASCol) for faciliating cell migration 
ability, and low dosage plasmid vectors going forward.
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１．研究開始当初の背景 

【学術的背景】 

〈口腔外科領域における骨再生材料につい

て〉 

現在は骨欠損に対し、自家骨移植が適用され

ているが、この代替手法として人工骨

（Hydoroxyapatite（HA）や β-Tricalcium 

Phosphate（β-TCP））がすでに応用されてい

る（Kokubo T，et al，Biomaterials 24; 

2003）。しかし、未だに自家骨移植が gold 

standard であり、組織再生の鍵となる細

胞・成長因子・担体の三要素を兼ね備えた骨

再生材料の開発が望まれている。これまで、

申請者らはリン酸カルシウムの 1 種である

Octacalcium Phosphate（OCP）と、担体と

してのコラーゲンを複合化した OCP・

Collagen 複合体（OCP/Col）を用い、口腔

外科領域の骨欠損がより効果的に再生し得

ることを示した再現性の高い結果を報告し

た（K Miura , et al. IJOMS, 2012）。 

〈骨再生材料に直接的にタンパクを組み込

むデメリット〉 

種々の骨再生材料に対し、骨形成促進タンパ

クを組み込み骨再生能を向上させる方法が

用いられている。欧米では BMP-2製品を用

い、骨欠損に対し一定の成果を上げているが

（Boyne et al. J Oral Maxillo Surg . 2005）、

いまだに大きな骨欠損には対応できていな

い。また、骨形成促進タンパクは、（１）高

価（２）易免疫反応性（３）タンパク放出に

時間的、量的な予知性が乏しいなどの欠点が

あり、これを改善すべく、細胞内に遺伝子を

導入し目的のタンパク質を発現させる遺伝

子導入法が発展している。 

〈タンパク組み込みのデメリット改善のた

めの遺伝子導入法と同手法の今後の課題に

ついて〉 

現在、最も効果的な遺伝子導入法は、ウィル

スベクターを用いた方法であるがウィルス

感染の危険性が高いなどの欠点を有するた

め、安全で効果的な非ウィルス性ベクターで

あるプラスミドベクターが用いられている

（Cao X, et al. Int J Nanomedicine 6;2011）。

一方でプラスミドベクターは導入効率が低

く、また、治療上不要な配列が存在し、予期

せぬ免疫応答が起きるなどの欠点がある

（Kobelt, et al. Mol Biotechnol 53;2013）。

この欠点を改善するために、治療目的の遺伝

子を導入する際に、プラスミドベクター中の

不要部分を除外したものをMinicircle DNA 

と称し、安全性、遺伝子導入の効率化の点で

有用とされている。 

〈ナノサイエンスを用いた遺伝子導入効率

化〉 

申請者も 2013年に報告（K Miura , et al. 

Applied Surface Science. 2013）したように、

近年になりナノサイエンステクノロジーが

向上してきている。遺伝子治療領域において

も、リン酸カルシウム微粒子が細胞貪食を起

こしやすく、遺伝子導入法が効果的との報告

がある（Cao X, et al. Int J Nanomedicine 

6;2011）。 

〈Gene Activated Matrixを用いた遺伝子導

入効率の向上〉 

Bonadio らは、PTH 遺伝子を組み込んだコ

ラーゲン基質（Gene Activated Matrix）を

骨欠損部に移植し、骨再生の可能性を示した

（Nature Medicine 1999）。この方法は、遺

伝子導入効率が低く、確実ではなかったが、

東京医科歯科大学の春日井らは、リン酸カル

シウムを用いることで、導入効率の問題を克

服できることを示した（Endo,et al. Tissue 

Eng 2006）。 

【本研究を申請するに至った経緯】 

本研究は申請者の平成 24～25 年度の研究活

動スタート支援による研究の成果を元にさ

らなる展開を目指した継続的研究である。す

なわち、申請者は安全かつ遺伝子導入の効率

を高めるためMinicircle DNA を用いること

を発想したが、この plasmid の産生に成功し、



従来の plasmid に比して導入効率が高いこ

とを、エレクトロポーション法を用いた in 

vitro における GFP の発現で確認した。さ

らに GFP 遺伝子を組み込んだMinicircle 

DNA・リン酸カルシウム顆粒/コラーゲン複

合体(従来型 GAM)を作製し、ラット（背部皮

下、頭蓋骨欠損）に移植する Bioassay を行

ったが、GFP の発現は認めるものの十分と

は言い難かった。そこで、より遺伝子導入効

率を高め、確実な骨再生を実現するために以

下の計画を立案した。 

【この間の申請者の学術報告およびこの成

果を応用し本研究を発展させるための計画】 

申請者らは当該研究の対象であるリン酸カ

ルシウムを従来よりも簡便に微小化するこ

とに成功し、かつその骨伝導性に関する新た

な知見（K Miura , et al. Applied Surface 

Science. 2013）、および、リン酸カルシウム

系骨再生材料による再生骨の知見（A Matsui , 

et al. Cleft Palate-Craniofacl J, 2013 in 

press）を専門誌に報告してきた。そこで、申

請者が作成し得たリン酸カルシウム微粒子

を GAMに応用することを考えた。この微粒

子は、ナノ-サブミクロンパーティクルである

が、これを単一ナノパーティクルにすること

よりエンドサイトーシス（細胞貪食）が惹起

されやすくなり、GAM の遺伝子導入効率が

さらに高まることが期待されることから、効

率の良いナノパーティクル作成法の検討を

本研究の柱の一つとする。また基質として使

用するコラーゲンは，従来、豚皮由来のもの

を用いていたが、よりコラーゲン線維が微細

で細胞の貪食に有利に働くと考えられ

animal product free の材料であるサケ鱗由

来のコラーゲンを用いる。さらにヒトMSC 

に in vitro で遺伝子導入

（BMP4,Runx2,FGF2）を行い、どの遺伝子

（あるいはその組み合わせ）を導入すると最

も骨芽細胞への分化能が高まるか bioassay 

で確認することをもう一つの柱とする。そし

て、これらの実験からから判明した結果にも

とづき，最終目標である高機能改良型 GAM 

を作製し、これをラット頭蓋冠臨界骨欠損部

に移植し、経時的に骨形成の評価を行い高機

能改良型 GAM の性能を確認する。 

本研究は、前年度までの申請者の学術的報告

および研究に基づき、ナノ粒子リン酸カルシ

ウムの作製を達成し、Minicircle DNA を用

いた分子生物学的手法、GAM の組織工学の

手法を用いて、遺伝子導入法に関する学理を

さらに究明しようとするものである。 

 

２．研究の目的 

口腔外科領域において、高齢社会の進展に伴

い顎骨および歯槽骨の再生はますます重要

になってきている。現在、確実で有効な方法

は新鮮自家骨移植だが、二次的外科的侵襲を

要し採取量に限界があるなどの欠点がある。

本研究では、従来の骨移植材料に遺伝子を組

み込むことによって骨形成能を向上させた

骨再生材料の開発をめざし、Minicircle DNA 

とナノ粒子リン酸カルシウムとを複合し、こ

れらを高分子足場材料に組み込んだ高機能

改良型遺伝子活性化基質（Gene Activated 

Matrix, GAM）の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究は、 

①改良型 GAM の作製 

②改良型 GAM の in vitro での骨芽細胞分

化能の検討に基づいた高機能改良型 GAM 

の作製 

③高機能改良型 GAM を用いた in vivo（ラ

ット頭蓋冠臨界骨欠損）での検討 

を行う。 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

口腔外科領域では骨再生療法は重要な課題

である。現在、新鮮自家骨移植が最も有効で、

申請者も有用性を報告している（K Miura, et 

al.2015）。しかし、外科的侵襲や採取量の問

題で、人工骨再生材料の開発が望まれている。

本研究は、従来の骨移植材料に遺伝子を組み

込み骨形成能を向上させた骨再生材料の開

発をめざしたものである。すなわち、

Minicircle DNA とナノ粒子リン酸カルシウ

ムとを複合し、これらを高分子足場材料に組

み込んだ高機能改良型遺伝子活性化基質

（Gene Activated Matrix, GAM）の開発が

目的である。これまでにわれわれは骨形成性

プラスミドベクター(pBMP4,pRunx2)を搭

載したアテロコラーゲンによる遺伝子活性

化基質(Gene Activated Matrix: GAM)を含

浸した β-Tricalcium Phosphate（β-TCP）を

用いて骨再生能を証明した(M Umebayashi , 

et al. 2015)が、大量のプラスミド DNAが必

要であった。したがって、今後は GAMの臨

床応用を目的にナノバイオグラスを用いて

遺伝子導入効率を高めるとともに低接着性

コラーゲンを用いて細胞遊走能の促進を図

り、低用量プラスミドベクターを保持した新

規バイオマテリアルを開発し、骨再生療法の

臨床応用を目指す。 
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