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要旨 

人工骨による骨再建は自家骨移植に比較して骨誘導能では劣るが、骨採取に伴う侵

襲を避ける長所があるため、骨誘導能に優れた人工骨の開発が期待されている。本研

究では、2つの骨形成性低分子化合物、未分化細胞から骨芽細胞への初期分化を促進

する SAG (Hhシグナル活性化剤)と骨芽細胞の成熟を促進する TH (ヘリオキサンチ

ン誘導体)に注目し、これら異なる作用をもつ低分子化合物をリン酸カルシウム人工

骨に搭載させ、作製・滅菌・保存の簡便さと骨誘導性を併せ持つ骨形成性低分子化合

物徐放型人工骨の基礎的研究を行った。本研究は、生体の自然治癒能力を効率的に引

き出しながら、細胞移植を行わずに骨再生を誘導する一つの方法を提案するものであ

る。 
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序文 

  骨は生体内で骨格を形成する組織であり、物理的支持としての形態の維持機能、

筋収縮を運動に変換させる梃子としての機能、脳神経や内部臓器の保護機能を有する。

カルシウム代謝においては血中のカルシウム濃度を一定に保つ機能を有し、さらに骨

髄は造血の場としても機能している[1]。このため、種々の疾病・先天異常・外傷によ

り骨組織の異常や喪失が起こると、著しい機能障害を来たす。 

自然治癒しない不可逆的な骨欠損には、患者自身の骨である自家骨を採取して補填

する自家骨移植法、凍結保存した死体骨による他家骨移植法、人工骨による再建が行

われて来た[2-4]。自家骨移植は生存している細胞と成長因子を含むため、機能と生着

率において有利である、血管柄付きの筋皮弁とともに移植を行うことによって広範囲

な骨欠損にも適応がある[5]。しかしながら、健常な骨採取部への外科的侵襲はしばし

ば神経麻痺・疼痛・感染症をもたらし、骨の採取可能量や形状にも制限がある[6]。他

科骨移植は侵襲を避けることが出来、骨採取可能量の制限もないため、欧米では好ん

で用いられている。しかし、細胞や成長因子は含まないため骨再生効果は限局され、

ドナー由来の病原体の混入による感染リスクを伴う。日本国内では倫理的問題もある

ためボーンバンクが発達しておらず、あまり普及していない[4, 7]。このように各種骨

移植も各々問題を抱えているため、特に日本においては骨再建法として人工骨への期

待が高く、開発が進められてきた。人工材料である人工骨による再建は使用量の制限
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や骨採取部への侵襲が無く、移植に伴う感染等の安全性の問題をある程度まで解決す

る長所があるものの、骨誘導能では骨移植に劣る欠点がある。 

この人工骨の低い骨誘導能を解決する一つの可能性は、骨形成促進剤を骨伝導能が

ある人工材料に搭載することにより、移植部周囲の細胞に働きかけて素早い骨再生を

促進する人工骨を開発する事である。それゆえ、これまでも骨形成性遺伝子や成長因

子をコントロールドデリバリーする研究が幅広く行われてきた[8]。従来から、骨形成

性タンパク質（bone morphogenetic protein- BMP）、線維芽細胞増殖因子（fibroblast 

growth factor- FGF）、血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor- VEGF）とい

った骨形成・血管新生を誘導する成長因子の組み換えタンパク質や遺伝子を外来性に

加えることで、より短期間で効率的に骨再生を誘導する試みが行われ、有効性が示さ

れている。しかし一方でこれらの方法では充分な骨再生効果が得られていない報告も

認められる[9]。これらの技術には 2つの問題点が挙げられる。1つ目の問題点は、組

み換えタンパク質には、分解あるいは翻訳後修飾による生理活性の低下の問題が付き

まとう。また遺伝子を使用した場合は、患者の細胞のゲノム DNA への挿入による変

異のリスクが存在する。さらに生体内に埋入される全ての材料は滅菌される必要があ

り、臨床応用を考慮すると、タンパクや遺伝子を搭載した人工骨は、滅菌によって生

理学的活性を失う事が予期される。したがって、製造過程、取り扱いや保存法に注意

を要し、大量生産が困難であり、高コストである。2 つ目の問題点は、単独シグナル
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の活性の限界があげられる。生体内の骨形成には複数の骨形成シグナルが時間的空間

的に連携しながら関与する必要がある。これらの問題を解決するため、新たな骨分化

誘導因子として、安定性が高く副作用も少ない低分子化合物に注目した。加えて、充

分な骨再生能を得るために、各シグナルを活性化する複数の低分子化合物を組み合わ

せて時間的・空間的に作用させる事が必要ではないかと考えた。 

これまでに、複数の研究グループが、軟骨内骨化での骨芽細胞分化運命決定にヘッ

ジホッグ（Hh）シグナルが不可欠であることを報告してきた[10-13]。Hh シグナル伝

達経路の初期段階では Hh タンパクが膜貫通型受容体 Patched と結合することによっ

て、膜貫通型蛋白 Smoothened（SMO）が活性化する[14]。低分子化合物である

Smoothened Agonist（SAG）は強力な SMO 作動薬であり、細胞内の Hhシグナルを活

性化することで知られている[15, 16]。最近、Hojoらは Hhの刺激は、Hhシグナル伝

達経路の下流で働く転写因子である Gli の活性を通して、初期の骨芽細胞分化を促進

することを報告した[13]。SAGによる刺激は間葉系細胞において、初期の骨芽細胞分

化マーカーであるアルカリフォスファターゼ（ALP）、骨シアロタンパク（Bsp）の

mRNA の発現を促進したが、後期の骨分化マーカーであるオステオカルシン（Oc）

の発現は促進しなかった。この発見は SAG が強力な骨形成因子であることを示唆し

ているが、同時に、SAGのみでは未熟な骨芽細胞の成熟した骨芽細胞への分化は促進

できないことを示している。一方で、Ohba らは以前、化合物ライブラリーのスクリ



 8 

ーニングの結果、骨芽細胞分化の中期から後期段階にかけて作用する低分子化合物と

してヘリオキサンチン誘導体 4-(4-methoxyphenyl)pyrido[40,30:4,5]thieno[2,3-b]pyridine-

2-carboxamide (TH)を発見した[17]。TH は骨芽細胞前駆細胞において分化促進作用を

示し、骨髄間葉細胞（BMSCs）や C3H10T1/2 細胞等の未分化間葉細胞では効果を示

さなかった。THは in vivo においても、骨再生を促進した[18]。これらの報告より、

骨芽細胞分化の異なる段階で作用する低分子化合物である SAG と TH を組み合わせ

たシステムが、素早く効果的な骨芽細胞分化を促進し、骨再生に有効であると仮説を

立てた（図１）。 

一方で、低分子化合物の局所応用には、時間的・空間的に効果的に送達するのに適

した担体が必要とされる[8]。海岸で消波ブロックとしてとして用いられているテトラ

ポッドの形状からくる利点にヒントを得て、テトラポッド形状の人工骨 (テトラボー

ン®
)が最近開発された[19]。テトラポッド形状は消波性に優れ、海洋生態系において

珊瑚や海藻が生えやすいという性質がある。また、突起が絡み合うことにより形態保

持性が良く、機械的強度にも優れている。テトラボーンは、α 型リン酸三カルシウム

顆粒（α-TCP）を主剤としており、実際のテトラポッドの体積の 270 億分の 1 サイズ

の高さ 1mm で設計されている。骨伝導能を有し、独特の 4 本の突起がお互いに組み

合って緊密に骨欠損を充填し、集積化することで連通孔が形成される。この連通孔径

が、細胞や血管の侵入に最も適した 100μm～300μm となるように設計されており、一
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定の空隙を持つ理想的な連通孔ネットワークを安定して構築する。本人工骨の周囲か

らだけでなく内部からも骨吸収置換が起こるため、新生骨との置換速度が早く機械的

強度も高い。この人工骨に低分子化合物を搭載することで、低分子化合物を徐放する

人工骨を作製できるのではないかという仮説を立てた。 

以上の仮説より、本研究では人工骨への骨誘導性の付与について従来とは異なるア

プローチ、骨形成性低分子化合物である SAG と TH を組み合わせた骨芽細胞分化誘

導システムを、生体適合性と骨置換性を持つ優れた人工骨テトラボーンに搭載するア

プローチで骨形成性低分子化合物徐放型人工骨の開発の基礎的検討を行った（図２）。 
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低分子化合物を組み合わせた
骨芽細胞分化誘導システム

テトラポッド型
リン酸化カルシウム顆粒
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骨形成性低分子化合物徐放型人工骨

図２

図２ 骨形成性低分子化合物徐放型人工骨の開発アプローチ
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第 1章 SAGと THによる骨分化誘導効果の検討 

背景と目的 

骨芽細胞分化の異なる段階で作用する低分子化合物である SAG と TH を組み合わ

せて利用することが、素早く効果的な骨芽細胞分化を促進するという仮説を、in vitro

実験およびマウス中足骨器官培養系を用いた ex vivo 実験で検証した。 

 

1-1 材料と方法 

1-1-1 細胞培養 

マウス未分化間葉細胞株（C3H10T1/2 細胞）およびマウス骨芽細胞様株（MC3T3E-1

細胞）は理研細胞バンクより購入した。ラット初代骨髄間質系細胞（rat MSC）につ

いては、生後 7 週齢 Wistar rat の大腿骨を回収後、PBS にて骨髄腔より抽出してセル

ストレーナーを用いて得た細胞群から単離した。10%ウシ胎仔血清（FBS、

Sigma-Aldrich）と抗生剤（50 unit/mL ペニシリン＋50 mg/mL ストレプトマイシン、

Sigma-Aldrich）を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s medium （DMEM、Sigma-Aldrich）

培地を用いて 37 ℃ 5%CO2で継代培養した。骨芽細胞分化誘導においては、上記基本

培地に 50 μg/mLのアスコルビン酸 2リン酸、10 mM のβグリセロリン酸、0.1 μM の

デキサメタゾンを加えた骨芽細胞分化培地を使用した。 
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1-1-2 Real-time RT-RCR 

ISOGEN（Wako）及び RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて培養細胞より全 RNA

を回収し、DnaseI（QIAGEN）処理を行った。Takara RNA PCR Kit（Takara）を用いて、

回収RNAの 1 μgを逆転写反応させ一本鎖 cDNAを合成した。反応条件は 55 ℃ 30分、

99 ℃ 5分とした。Real time PCR は ABI Prism 7000 Sequence Detection System（Applied 

Biosystems）を用いて行った。反応液は 1x QuantiTect SYBR Green Master Mix（Roche）、

0.3 μM プライマー及び 1 μL cDNA溶液からなり、反応条件は 94 ℃ 15秒、60 ℃ 60秒

で 40サイクルとした。mRNAのコピー数は PCR 増幅産物を含むプラスミドの段階希

釈系列より得られた標準曲線から算出した[20]。内在性コントロールとして actin 遺伝

子を用い、mRNA 発現量を補正した。スタンダードとして用いた PCR 増幅産物を含

むプラスミドは TOPO TA Cloning Kit（Invitrogen）を用いて、PCR 増幅産物を

pCR4-TOPO ベクターに組み込んで作製した。各 PCR 反応は 3 回試行し、平均±標準

偏差として表記した。解析に使用したプライマーの配列を表 1 に示す。 

 

1-1-3 器官培養 

胎生 15.5 日目の ICR 系マウス胎児後肢から、第 2-4 指の中足骨を取り出した後、

Osteogenic medium （0.25%ウシ胎仔血清（FBS、Sigma-Aldrich）、50 μg/mL アスコル

ビン酸 2リン酸、10 mMβグリセロリン酸、0.1 μM デキサメタゾンおよび抗生剤（50 
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unit/mL ペニシリン＋50 mg/mL ストレプトマイシン、Sigma-Aldrich）を含む High 

glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s medium （DMEM、Sigma-Aldrich）で 37ºC、5%CO2

条件下で培養した[18]。中足骨を取り出し培養を開始した日から SAGおよび THの曝

露を開始し、培地交換は行わず、7日目まで培養した。 

 

1-1-4 組織切片の作製 

培養中足骨は 10%中性緩衝ホルマリンで 1-2日間固定した。20%EDTA（pH 7.4）中

に 4 ℃で一晩浸漬して脱灰後、蒸留水で洗浄した。その後、培養中足骨サンプルは 70%、

80%、90%、100%のエタノール系列で順次置換、キシレン系列で透徹した後、通例に

従いパラフィンブロックを作製した。組織切片の作製にはミクロトーム SM 2000R

（Leica）を用いて 5 μm の厚さで薄切し、MAS コートスライドガラス（松浪硝子工

業）に貼付した。キシレン槽で 5 分間浸漬を 2 回繰り返し、十分に脱パラフィンを

行った後、アルコール下降系列を経て蒸留水中で親水化した後に染色を行った。 

 

1-1-5 染色 

ALP 染色 

サンプルを PBS で洗浄し、70%エタノール水溶液にて 15分間固定後、30分間乾燥

させた。染色液は 5 mgのナフトール AS-MXリン酸二ナトリウム塩（Sigma-Aldrich）



 15 

を 0.5 ml の N,N-ジメチルホルムアミド（Wako）に溶解させたものを、30 mgのファ

ストブルーBB 塩 ヘミ(亜鉛クロリド)塩（Sigma-Aldrich）を含む 50 ml の 0.1 M 

Tris-HCl(pH 8.5)に加えて 30 分混合したのち、ポリテトラフルオロエチレン製メンブ

レンフィルター（マイレクス（Millex）-GV フィルター, 0.22 µm, PVDF, 33 mm）でろ

過して作製した。作製した染色液で 10分間染色し、水道水で流水洗浄した。 

 

von Kossa染色 

サンプルを 5%硝酸銀（Wako）水溶液で 1時間、間接光を反応させた。その後、流

水で 5 分間洗浄後、5%チオ硫酸ナトリウム（Wako）を 3 分間反応させ発色反応を停

止させた。器官培養系の観察では、その後ケルンエヒトロート（武藤化学）で対比染

色を行い、マリノール（武藤化学）で封入し、顕微鏡下での観察を行った。組織像は

Axio Vision 4.6 （ZEISS） を用いて撮影した。 
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表 1 本研究で使用したプライマーの配列(Real-time RT-PCR 用) 

種 遺伝子名 Forward(5’-3’) Reverse(5’-3’) 

mouse alkaline 

phosphatase (Alp) 

GCTGATCATTCCCACGT

TTT 

CTGGGCCTGGTAGTTG

TTGT 

bone gla protein 

(Bglap) 

AAGCAGGAGGGCAATA

AGGT 

TTTGTAGGCGGTCTTC

AAGC 

Gli1 GCACCACATCAACAGT

GAGC 

GCGTCTTGAGGTTTTC

AAGG 

β-actin AGATGTGGATCAGCAA

GCAG 

GCGCAAGTTAGGTTTT

GTCA 

rat Alp CCTTGAAAAATGCCCTG

AAA 

CTTGGAGAGAGCCAC

AAAGG 

Bglap AGCTCAACCCCAATTGT

GAC 

AGCTGTGCCGTCCATA

CTTT 

β-actin 

 

AGCCATGTACGTAGCCA

TCC 

CTCTCAGCTGTGGTGG

TGAA 
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1-2 結果 

1-2-1 SAGの曝露による骨芽細胞分化誘導効果の検討 

 マウス未分化細胞株（C3H10T1/2 細胞）を 10
-8 

M から 10
-6 

Mの濃度で SAGを含ん

だ DMEM培地で 7 日間培養した。骨芽細胞初期分化マーカー（Alp）と Hhシグナル

の活性化指標（Gli1）の発現について Real-time RT-PCRによる定量的な解析を行うと、

SAGの濃度依存的に Alpおよび Gli1 の発現が上昇した（図３）。ALP 染色においても

SAG 濃度依存的に ALP の活性が増えていることが確認された。SAG は 10
-6 M の濃

度の時に最大の効果を示した。この SAGによるAlpとGli1の発現上昇の相関により、

SAGの濃度依存的に Hhシグナル伝達経路の活性化を伴って、骨芽細胞分化の初期段

階が促進される事が示唆された。 

 

1-2-2  SAGと TH の同時曝露による骨芽細胞分化誘導効果の in vitroでの検討 

前項で SAG の骨芽細胞分化初期段階を促進する効果が示唆されたため、骨芽細胞

分化の後期段階を促進する事が過去に示されている低分子化合物 THとの同時曝露に

よる効果を検討した[17]。マウス未分化細胞株 (C3H10T1/2 細胞) を SAG（10
-6

 M）

と TH（10
-6

 M）の同時曝露下で 14日間培養した。骨芽細胞分化の指標として、骨芽

細胞初期分化マーカー（Alp）と後期分化マーカー（Bglap）の mRNA 発現の Real-time 

RT-PCR による定量的な測定と、ALP 染色および von Kossa染色を行った（図４A）。



 18 

その結果、SAG と TH の単独曝露ではそれぞれ Alp、Bglap の発現が上昇した。これ

は SAGと THが骨芽細胞分化において異なる段階で効果を発揮する事を示している。

そして、SAG と TH 同時曝露では各薬剤単独曝露と比較して Alp、Bglap の発現が顕

著に促進された。染色では ALP 活性の上昇のみならず、von Kossa染色により石灰化

の顕著な亢進を認めた。SAGと THの組み合わせによる強い骨芽細胞分化の促進を認

めた。ラット大腿骨より採取した骨髄間質系細胞でもこの結果の再現を得た（図４B）。 

 

1-2-3  SAGと TH の同時曝露による骨芽細胞分化誘導効果の ex vivo での検討 

SAGとTHの同時曝露による骨芽細胞分化促進効果をマウス中足骨器官培養でも検討

した。これまでに、中足器官培養の SAG 単独曝露では軟骨膜における異所性骨化の

発生が促進される事がわかっている。今回、TH 単独曝露では骨殻の厚みの増加を認

めた。SAGと THの同時曝露ではさらに厚い骨殻と異所性骨化を認め、骨形成が促進

された（図５）。 

 

1-3 小括 

骨芽細胞分化における異なる段階で効果を持つ低分子化合物である SAG と TH を

組み合わせて同時曝露する事により、未分化細胞から成熟骨芽細胞への分化を効率的

に誘導出来た。 
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図３ SAGの曝露による骨芽細胞分化誘導効果の検討

C3H10T1/2細胞をDMEM培地で10-8 Mから10-6 Mの濃度のSAGを持続的に曝露して7日間
培養した。 Real-time RT-PCRにより、AlpとGli1のmRNA発現の定量的な測定を行った。
ALP染色によってALPの活性を比較した。n=6
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図４ SAGとTHの同時曝露による骨芽細胞分化誘導効果のin vitroでの検討

(A)C3H10T1/2細胞を用いた検討：SAG（10-6 M）とTH（10-6 M）を持続的に同時曝露し
て14日間培養した。 Real-time RT-PCRにより、AlpとBglapのmRNA発現の定量的な測定
を行った。ALP染色によるALP活性の測定と von Kossa染色による石灰化の検出を行っ
た。n=6

(B)ラット骨髄間質系細胞を用いた検討：上記と同様の検討を行った。

図４
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SAG

TH

vehicle

SAG+TH

図５

図５ SAGとTHの同時曝露による骨芽細胞分化誘導効果のex vivoでの検討

胎生15.5日目のマウス中足骨をOsteogenic medium中でSAG（10-6 M）とTH（10-6 M）に
持続的に同時曝露して、14日間器官培養した後、von Kossa染色で石灰化を観察した。
Bar 1 mm
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第 2章 SAGと THを搭載した微小テトラポッド型人工骨の 

薬剤徐放性に関する検討 

背景と目的 

骨形成において異なる段階で作用する骨形成性低分子化合物である SAG と TH をテ

トラボーンに搭載し、テトラボーンからの薬剤徐放性を評価した。 

 

2-1 材料と方法 

2-1-1 テトラボーンへの SAGと THの搭載 

DMSOを溶媒とする SAG溶液（10
-3 

M）、TH溶液（10
-3

 M）それぞれにテトラボー

ンを 24時間浸漬した後、室温にて 24時間乾燥させることにより、SAG搭載テトラボ

ーン、TH搭載テトラボーンを作製した 

 

2-1-2 徐放性の検討 

作製した薬剤搭載テトラボーン 10個を入れたセルインサート（Becton, Dickinson and 

Company）を、各種細胞（C3H10T1/2、MC3T3-E1）を播種した培養皿に設置した。セ

ルインサート下で培養した細胞において、Real-time RT-PCR により骨芽細胞分化マー

カーの mRNA発現および ALP 染色による ALP 活性を解析した。さらに、各種薬剤搭

載型テトラボーンを一定期間毎に別に播種した細胞に移して同様の評価を行う事に
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よって薬剤の徐放性が維持される期間を検討した（図６）。 

 

2-1-3  Real-time RT-RCR 

1-1-2と同様に行った 

 

2-2 結果 

2-2-1 SAG搭載テトラボーンからの薬剤徐放効果 

SAG搭載テトラボーンを加えて培養したマウス未分化間葉細胞（C3H10T1/2 細胞）は

4日目には ALP の活性化および Alp、Gli1 の発現上昇を認めたが、薬剤非搭載テトラ

ボーンと培養した群では認めなかった。4 日毎に新たに準備した C3H10T1/2 細胞に

SAG搭載テトラボーンを移して培養したところ、SAG徐放による ALP 活性の持続が

染色では 12日目まで確認された。Alp、Gli1 の mRNA発現上昇効果は 16日目まで認

められた（図７A）。 

 

2-2-2  TH搭載テトラボーンからの薬剤徐放効果 

TH 搭載テトラボーンを加えて培養したマウス骨芽細胞様細胞株（MC3T3E-1 細胞）

は 10日目には ALP の活性化および Alp、Bglap の発現上昇を認めたが、薬剤非搭載テ

トラボーンと培養した群では発現上昇は認めなかった。10 日毎に新たに準備した
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MC3T3E-1 細胞に TH 搭載テトラボーンを移して培養した所、TH 徐放による ALP 活

性の持続、及び Alp、Bglapの発現上昇効果は 30日間以上認められた（図７B）。 

 

2-3 小括 

α-TCPを主成分としたテトラポッド型リン酸カルシウム微小人工骨（テトラボーン）

にSAGとTHを搭載したところ、一定の期間SAGとTHを徐放した。 
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new cells 

new cells 

new cells 

図６ 薬剤を搭載したテトラボーンからの薬剤徐放性の検討法

薬剤搭載型テトラボーン10個を入れたセルインサートを細胞播種した培養皿に設置し
た。セルインサート下で培養した細胞における骨芽細胞分化をReal-time RT-PCRによる
骨芽細胞分化マーカーのmRNA発現の計測およびALP染色によって評価した。さらに、

同じ薬剤搭載型テトラボーンを一定期間毎に別のプレートに播種した細胞に移して同
じ評価を行った。このプロセスを繰り返す事によって、薬剤の徐放性の持続を観察し
た。

図６
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図７ SAGとTHを搭載した微小テトラポッド型人工骨の薬剤徐放性に関する検討

(A) SAG搭載型テトラボーンからのSAG徐放性の検討：C3H10T1/2細胞を用いて、4日毎
に新しく播種した細胞に交換し、 Real-time RT-PCRによるAlpとGli1のmRNA発現の定
量的な測定を行い、ALP染色を行った。 n=3

(B) TH搭載型テトラボーンからのTH徐放性の検討：MC3T3E-1細胞を用いて、10日毎に
新しく播種した細胞に交換し、 Real-time RT-PCRによる骨芽細胞初期分化マーカー
（Alp）骨分化マーカー（Bglap）のmRNA発現の定量的な測定を行い、ALP染色を行っ
た。n=3
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第3章 SAGとTHを搭載した微小テトラポッド型人工骨の 

滅菌後活性に関する検討 

背景と目的 

臨床における実用性を考慮すると、人工骨は滅菌可能である必要がある。この章で

は、SAG搭載テトラボーンと TH搭載テトラボーンが滅菌後も薬理活性を維持するか

検討した。 

 

3-1 材料と方法 

3-1-1 テトラボーンへのソニックヘッジホッグ（Shh）の搭載 

2-1-1で SAG搭載テトラボーン、TH搭載テトラボーンを作製したのと同じ方法で、

SAGと同じ働きをもつ Hhタンパクである Shh の濃度 10
-6 

M の DMSO溶液にテトラ

ボーンを浸漬し、Shh 搭載テトラボーンを作製した。 

 

3-1-2 エチレンオキサイドガス（EOG）滅菌 

滅菌バッグ（ホギメディカル）で包装し、全自動酸化エチレンガス滅菌器イオジェ

ルク（エルクコーポレーション）を用いて EOG滅菌を行った。EOG濃度 900 mg/l、

温度 40℃の条件下で 6時間滅菌後 2時間排気し、吸排気交互方式によるエアレーショ

ン（曝気）を 14時間行った。 
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3-1-3  Real-time RT-RCR 

1-1-2と同様に行った。 

 

3-2 結果 

3-2-1 SAG搭載テトラボーンの滅菌後の薬理活性 

C3H10T1/2細胞を滅菌後の SAG搭載テトラボーン 10個を入れたセルインサートを

培地に浸漬した培地で 4日間培養した。Real-time RT-PCR により mRNA発現を定量的

に計測した結果、Alp、Gli1 の mRNA発現レベルは未滅菌の SAG搭載テトラボーン

と培養した発現レベルと同等であった。同時に、比較対象として組換えタンパク質で

ある Shh を搭載させたテトラボーンを用いて同じ実験を行った所、Shh 搭載テトラボ

ーンは滅菌後には薬理活性を失った（図８A）。 

 

3-2-2 TH搭載型テトラボーンの滅菌後の薬理活性 

3-2-1と同様の実験を TH搭載テトラボーンとMC3T3E-1細胞を用いて 10日間の培

養で行った。その結果、Alp、Bglapの mRNA 発現レベルは未滅菌の TH搭載テトラ

ボーンと培養した場合の発現レベルと同等であった (図８B) 。 
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3-3 小括 

EOG滅菌はSAG搭載テトラボーン、TH搭載テトラボーンの骨形成促進効果に影響

を与えなかった。 
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図８ SAGとTHを搭載した微小テトラポッド型人工骨の滅菌後活性に関する検討

(A )SAG搭載テトラボーンの滅菌後の薬理活性
C3H10T1/2細胞をEOG滅菌後および未滅菌のSAG搭載テトラボーン10個を入れたセル
インサートを培地に浸漬した培地で4日間培養した。また比較対象としてShh搭載テト
ラボーンを使用した。Real-time RT-PCRによるAlpとGli1のmRNA発現の定量的な測定を
行った。n=3

(B) TH搭載型テトラボーンの滅菌後の薬理活性
MC3T3E-1細胞をEOG滅菌後または未滅菌のTH搭載テトラボーン10個を入れたセルイ
ンサートを培地に浸漬した培地で10日間培養した。 Real-time RT-PCRによるAlpとBglap

のmRNA発現の定量的な測定を行った。n=3
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第 4章 ラット大腿骨骨欠損モデルにおける 

骨形成性薬剤徐放型微小テトラポッド型人工骨の骨再生効果の検討 

背景と目的 

ここまでの検討で、低分子化合物である SAGと THの組み合わせによる骨芽細胞

分化誘導効果と、搭載した人工骨からの低分子化合物の徐放効果を確認した。この章

では、SAGと THを搭載した人工骨による骨再生効果をラット大腿骨に作製した骨欠

損モデルを用いた in vivo 実験で検討した。 

 

4-1 材料と方法 

4-1-1 実験動物 

11週齢の雄Wistar ラットを、日本クレアより購入し実験に供した。動物実験は「動

物の保護及び管理に関する法律」、「実験動物の飼養及び保管等に関する基準（総理府

告示）」、「東京大学医学部動物実験指針」に従って作成したプロトコールを、東京大

学動物実験委員会の承認を得て行った。 

 

4-1-2 ラット大腿骨骨欠損モデル 

イソフルレン吸入麻酔下の後、術野周囲を剃毛、皮膚、皮下組織、筋膜を切開して

大腿二頭筋を明示した。これを分けて、骨膜を温存して大腿骨を露出させた。直径 2.2 
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mm の歯科用ラウンドバーを用いて、大腿骨骨体部に直径 2.2 ㎜の非貫通型の円柱状

骨欠損を作製した。生理食塩水で骨欠損部周囲を洗浄した後、骨欠損を 20個の薬剤

搭載型テトラボーンを充填した（図９A）。4-0ナイロン糸で筋肉縫合と皮膚縫合を行

い、創を閉鎖した。術後 14日目に、ペントバルビタールを腹腔内に過剰投与して安

楽死させた。大腿骨を採取し、骨再生の評価に使用した。この骨欠損モデルは術後 14

日では自然治癒しない事を確認している（図９B）。 

 

4-1-3  放射線学的検討 

卓上型マイクロフォーカス X線 CTシステム inspeXio SMX-90CT（島津製作所）を

用いて、以下の条件で採取した大腿骨のマイクロ CT撮影を行った。撮影条件は管電

圧 90 kV、 管電流 110 μA、ビュー数 1800、アベレージ数 4、スキャン回数 1、画

素サイズ 512x512 pixels、スケーリング係数 50、スライス厚 1μm。 撮影したマイ

クロCTデータを基に 3次元画像解析ソフトTRI/3D-BON (ラトックシステムエンジニ

アリング) を用いて 3次元画像を作成した。骨欠損部の直径 2.0 mm、高さ 0.5 mm の

円柱状の領域からテトラボーンが占める領域(CT value > 950)を除いた領域の新生骨

体積/（欠損体積－テトラボーンの体積）bone volume/tissue volume (BV/TV), 骨塩量

bone mineral content (BMC)および骨密度数値 bone mineral density (BMD)を定量的に計

測評価した。実験結果は平均±標準偏差として表記した。統計学的解析として、Factorial 
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analysis of variance（ANOVA）にて比較し、有意差の検定は、Tukey法を用いた post-hoc

テストにて行った。  

 

4-1-4 組織学的検討 

採取した大腿骨を4% パラホルムアルデヒドPBS溶液中で一晩固定した. 凍結切片

(厚さ 10 μm) を川本法により作製[21]。各切片を H-E染色と von Kossa 染色で評価し

た。 Osterix の免疫染色には、一次抗体に抗 Osterix 抗体 (Abcam)を用い、ブロッキン

グ溶液で 5000倍希釈して使用し、二次抗体は Alexa Fluor 488 (Invitrogen)をブロッキ

ング溶液で 500倍希釈して実験に使用した[22]。組織像は蛍光バイオ顕微鏡 BZ-8100 

(Keyence)を使用して撮影した。 

 

4-2 結果 

薬剤非搭載テトラボーン、SAG搭載テトラボーン、TH搭載テトラボーン、SAG搭

載テトラボーンと TH 搭載テトラボーンの組み合わせを 11週齢のラット大腿骨骨体

部に作製した骨欠損に充填し、術後 14日で骨再生を評価した。 

 

4-2-1 骨再生の放射線学的評価 

SAG搭載テトラボーンと TH搭載テトラボーンを組み合わせて移植した群では、他
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の群と比較して骨欠損表面が平滑になる程度にまでの骨再生を認めた、この組み合わ

せが皮質骨領域に至る程の骨治癒を促進したことを示している。マイクロ CT撮影デ

ータを用いた三次元画像および断面の BMD 画像では組み合わせ移植群においてテト

ラボーン移植群、SAG搭載テトラボーン移植群、TH搭載テトラボーン移植群よりも

骨再生が進行している事が認められた（図１０）。 

この傾向はマイクロ CTデータを用いた定量的評価でも確認された（図１１）。組み

合わせ移植群では欠損部の皮質骨領域において、新生骨体積の欠損領域体積に対する

割合を示す BV/TVが他の群より有意に高い数値を示した。SAG搭載テトラボーン移

植群もテトラボーン移植群に比して有意な BV/TVを示したが、組み合わせ移植群は

より有意に大きな数値を示した。加えて、新生骨の骨質を表す BMC と BMDでも組

み合わせ移植群は最も高い数値を示した。 

 

4-2-2 骨再生の組織学的検討 

凍結切片を用いて H-E 染色と von Kossa染色を行ったところ、組み合わせ移植群で

は骨欠損部を覆うように骨架橋が形成されていた。骨架橋は SAG搭載テトラボーン

移植サンプルでも認めたものの、組み合わせ移植サンプルでより形成が明確であった

（図１２A）。テトラボーン移植サンプルや TH 搭載テトラボーン移植サンプルでは、

骨架橋の形成もわずかに認めるものの、欠損部には結合組織が侵入して充満していた。 
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組み合わせ移植群のサンプルを用いた免疫組織学的染色の結果では骨芽細胞マー

カーである Osterix 陽性の細胞が骨架橋部および移植したテトラボーン周囲に並んで

おり、骨芽細胞がこの領域の骨形成に寄与している事が示唆された（図１２B）。 

 

4-3 小活 

SAG搭載テトラボーンと TH搭載テトラボーンを組み合わせて移植する事により、

ラット大腿骨骨欠損モデルにおいて細胞移植を必要としない骨再生を達成した。 
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図９

図９ラット大腿骨骨欠損モデル

(A ) 11週齢の雄Wistar ラットの大腿骨骨体部に直径2.2 ㎜の非貫通型の円柱状骨欠損を
作製し、骨欠損に20個の薬剤搭載型テトラボーンを充填した。

(B)術後14日の骨欠損モデルのテトラボーンを補填していない自然治癒マイクロCT像。
Bar 1 mm n=3

A B
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vehicle SAG TH SAG::TH

図１０

図１０骨再生の放射線学的検討（術後14日）

薬剤非搭載テトラボーン移植群、SAG搭載テトラボーン移植群、TH搭載テトラボーン
移植群、SAG搭載テトラボーンとTH搭載テトラボーンの組み合わせ移植群のマイクロ
CT像での骨再生の評価を行った。

(A )マイクロCTによる３次元構築画像：Bar 1.0 mm. n=8

(B) マイクロCTデータを使用した骨欠損モデル部断層の骨密度数値（BMD値）像：
BMD値：Max1,500~min 0（レッド>オレンジ>イエロー>グリーン>シアン>ブルー）
Bar 1.0 mm. n=8

A

B
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図１１

図１１骨再生の定量的計測（術後14日）

マイクロCT撮影データを基に、骨欠損モデルの皮質骨部分に相当する直径2.0 mm 高さ
0.5 mmの円柱型領域での、新生骨体積/ （欠損体積－テトラボーンの体積）
（BV/TV）、新生骨塩量（BMC）、新生骨密度数値（BMD）を定量的に測定した。
*p < 0.05でControlとの有意差 , #p < 0.05でSAG搭載テトラボーン移植群と有意差. n = 8
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図１２

図１２骨再生の組織学的検討（術後14日）

(A )H-E染色（上）von Kossa染色（下）Bar, 1.0 mm. n = 8

(B) SAG搭載テトラボーンとTH搭載テトラボーンの組み合わせ移植サンプル
DAPIによる核染色(左)、抗Osx抗体を用いた免疫蛍光染色(中央)、H-E染色(右)

Bar, 1.0 mm. 

B

OSX H-E DAPI
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第 5章 ビーグル犬大腿骨骨欠損モデルにおける 

骨形成性薬剤徐放型微小テトラポッド型人工骨の骨再生効果の検討 

背景と目的 

SAG搭載テトラボーンと TH搭載テトラボーンを組み合わせて移植する事により、

ラット大腿骨骨欠損モデルにおいて細胞移植を必要としない骨再生を達成した。この

章では SAGと THの両方を搭載した SAG+TH 搭載テトラボーンの骨再生効果を大動

物（ビーグル犬）に作製した骨欠損モデルにおいてさらに検証した。 

 

5-1材料及び方法 

5-1-1 実験動物  

12月齢の雄 3頭、11月齢の雌 2頭の健常なビーグル犬 5頭を日本医科学動物資材

研究所より購入して実験に供した。体重は 9.6 kgから 11.0 kg（平均 10.4 kg）で、実

験に先立って行った身体検査、全血球計算検査および血液生化学的検査では、全頭に

異常は認められなかった。動物実験は「動物の保護及び管理に関する法律」、「実験動

物の飼養及び保管等に関する基準（総理府告示）」、「東京大学医学部動物実験指針」

に従って行った。 

 

5-1-2 骨欠損作成方法と移植方法 
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動物を背臥位に保定し膝関節外側皮膚、腸脛靱帯、関節包を切開し展開。大腿骨顆

部を露出し直径 5 mm のドリルにて掘削し、大腿骨外顆に直径 5 mm、深さ 8 mm の円

筒形骨欠損を作製し、生理食塩水で骨欠損部周囲を洗浄した後、SAG+TH搭載テトラ

ボーンもしくはコントロールとして薬剤を搭載していないテトラボーンを充填した

（図 13A）。その後関節包、腸脛靱帯縫合し、皮下皮膚も縫合した。術後 4週目に、

血液学的検査のための採血を行った後に、塩化カリウムを静脈内に過剰投与して安楽

死させ、大腿骨を採取し骨再生を評価した。この骨欠損モデルは術後 4週間では自然

治癒しない事を確認している（図 13B）。 

 

5-1-3 放射線学的検討 

 4-1-3と同様にマイクロ CTを撮影した。撮影条件は管電圧 90 kV、管電流 110 μA、

ビュー数 1200、アベレージ数 8、スキャン回数 1、画素サイズ 512×512 pixels 、

スケーリング係数 50、スライス厚 1 μmとした。撮影したマイクロCTデータを基に、

新生骨体積/（欠損体積－テトラボーンの体積）bone volume/tissue volume (BV/TV), 骨

塩量 bone mineral content (BMC)および骨密度数値 bone mineral density (BMD)を定量的

に計測評価した。2 群の計測結果の平均値は student t-test によって分析した。 

 

5-2 結果 
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5-2-1 全血球計算結果、血液生化学的検査結果 

 全個体に対して、骨欠損モデル作製手術前、標本回収前に採血を行い、血液検査を

施行した。参照範囲からはずれて異常値を示した個体は認めなかった（表 2）。 

 

5-2-2 放射線学的検討 

術後 4週のマイクロ CT撮影データを用いた断面の BMD画像では薬剤非搭載テト

ラボーン移植群、SAG+TH 搭載テトラボーン移植群の双方で移植人工骨周囲は高い

BMD値を示しており、骨再生効果を認めた（図 14A）。 

この傾向はマイクロ CTデータを用いた定量的評価でも確認された（図 14B）。

BV/TVと BMC では SAG+TH搭載テトラボーン移植群の方が n=3の平均値では高い

値を示したが、統計学的有意差は認めなかった。BMDでは SAG+TH 搭載テトラボー

ン移植群が有意に高い平均値を示した。 

 

5-3 小括 

ビーグル犬大腿骨骨欠損モデルでの骨再生の定量的測定において、薬剤非搭載テト

ラボーン移植群と比べて、SAG+ TH搭載テトラボーン移植群の BV/TV、BMC は統計

学的に有意な差を示さなかったが、BMD は有意に高値を示した。また、測定項目・

観察期間共に限られているものの、SAG+TH 搭載テトラボーンの移植群の血液データ
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に異常な変化がなかったことから、ある程度の安全性が確認された。 

今後の課題としては、骨標識物質を使用した組織学的検討による骨再生速度の測定

を行うことで、SAG+TH 搭載テトラボーンによる骨再生速度の亢進を検証する必要が

ある。 
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表 2 各個体の全血球計算結果、血液生化学的検査結果 

    個体 1 個体 2 個体 3 個体 4 個体 5 

  
参照

範囲 
術前 

術後

4 週 
術前 

術後

4 週 
術前 

術後 

4 週 
術前 

術後 

4 週 
術前 

術後

4 週 

全血球検査                     

WBC 
6000- 

17000 
10100 10900 9300 9500 8800 9500 7000 14300 9300 11000 

RBC 
550- 

850 
687 758 875 639 836 703 797 672 847 621 

Hgb 
12.0- 

18.0 
15.3 18 19 14.8 19.3 17.4 16.9 15.1 18.5 13.7 

Hct 
37.0- 

55.0 
47 48.5 53.3 394 54 42.3 46.6 40.5 51.6 38.5 

MCV 
60.0- 

75.0 
62.6 64 60.9 61.7 64.6 60.2 58.5 60.3 60.9 62 

MCH 
19.5- 

24.5 
22.3 23.7 21.7 23.2 23.1 24.8 21.2 22.5 21.8 22.1 

MCH

C 

32.0- 

38.0 
35.6 37.1 35.6 37.6 35.7 41.1 36.3 37.3 35.9 35.6 

PLT 20-50 30.1 22.9 35.2 30.4 28.5 28 17.6 35.9 25.9 36.4 

生化学検査      

ALT 
21- 

102 
100 36 32 26 30 26 41 23 96 21 

ALP 
20- 

156 
169 230 132 153 286 232 205 161 237 208 

BUN 
10.0- 

28.0 
13.5 10.4 11.3 8.6 16.3 9 12.7 10.1 12.1 14 

Cre 0.5-1.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.5 0.3 0.4 0.6 0.8 

Na 
141- 

152 
148 147 143 147 151 147 146 146 147 148 

K 
4.37- 

5.35 
4.2 4.4 4.5 4.9 4.1 4.3 4.8 4.1 3.8 3.9 

Cl 
105- 

115 
118 113 114 115 111 116 115 114 116 116 
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図１３

図１３ビーグル犬大腿骨骨欠損モデル

(A)11月齢～12月齢のビーグル犬大腿骨外顆に直径5 mm、深さ8 mmの円筒形骨欠損を
作製し、骨欠損をSAG+TH搭載テトラボーンもしくは薬剤非搭載テトラボーンを充填し
た。

(B)術後4週の骨欠損部断面のBMD画像。 Bar 1 mm

A

B
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図１４

図１４骨再生の放射線学的検討（術後4週）

薬剤非搭載テトラボーン移植群、SAG+TH搭載テトラボーン移植群のマイクロCT像で
の骨再生の評価を行った。

(A) マイクロCTデータを使用した骨欠損モデル部断層の骨密度数値（BMD値）像：
BMD値：Max1,500~min 0（レッド>オレンジ>イエロー>グリーン>シアン>ブルー）
Bar 1.0 mm .  n=3

(B)マイクロCT撮影データを基に、骨欠損モデルの皮質骨部分に相当する直径2.0 mm 

高さ 0.5 mmの円柱型領域での、新生骨体積/ （欠損体積－テトラボーンの体積）
（BV/TV）、新生骨塩量（BMC）、新生骨密度数値（BMD）を定量的に測定した。
*p < 0.05 n = 3

*

SAG+THvehicle SAG+THvehicleSAG+THvehicle
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第 6章 考察 

本研究から得られた主な知見は以下の5点である。 

1. 骨芽細胞分化における異なる段階で効果を持つ低分子化合物であるSAGとTHを

組み合わせて同時曝露する事により、未分化細胞から成熟骨芽細胞への分化を効

率的に誘導出来た。 

2. α-TCPを主成分としたテトラポッド型リン酸カルシウム微小人工骨（テトラボー

ン）にSAGとTHを搭載した所、一定の期間SAGとTHを徐放した。 

3. EOG滅菌はSAG搭載テトラボーン、TH搭載テトラボーンの骨形成促進効果に影響

を与えなかった。 

4. SAG搭載テトラボーンとTH搭載テトラボーンを組み合わせて移植する事により、

ラット大腿骨骨欠損モデルにおいて細胞移植を必要としない骨再生を達成した。 

5. ビーグル犬大腿骨骨欠損モデルへの移植実験では、SAG+TH搭載テトラボーンの

移植によって骨再生が促進する傾向を認め、血液検査によって一定の安全性が確

認された。 

 

本研究は滅菌可能な骨形成性薬剤徐放型微小テトラポッド型人工骨の開発の基礎

的研究であり、作製・滅菌・保存の簡便さと骨誘導性を併せ持つ微小人工骨を用いる

ことで、生体の自然治癒能力を効率的に引き出しながら、細胞移植を行わずに骨再生
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を誘導する一つの方法を提案するものである。また、異なる骨形成性薬剤を搭載した

微小人工骨を、骨欠損の大きさや形態に合わせて異なる比率で使用し、欠損内部の各

所において調合を変えること等で、骨形成を任意に制御しながら骨修復を図れる可能

性も示唆された。一方で、このコンセプトが新たな骨再生医療戦略として実際の臨床

に貢献するためにはさらに以下の４つのポイントの検討が必要であると考えている。 

 

① 使用した二つの骨形成性低分子化合物のうち SAG の標的分子は解明されている

が、もう一方の THの標的分子は解明されておらず、これを解明する必要がある。 

 

SAGについては、Hhシグナルの調節と生体での骨再生の関連性に関する複数の報告

がこれまでに認められる。Shh遺伝子がウイルスによって形質導入された歯肉線維芽

細胞、骨膜由来細胞、脂肪由来幹細胞、骨膜細胞は骨再生を促進する事がin vivo実験

で報告されている[23, 24]。Wangらは、Hhシグナルの欠損マウスにおいて骨治癒不全

を認める事を報告している[24]。またHojoらにより骨・軟骨前駆細胞から骨芽細胞への

分化決定機構において、Hhシグナルによって分化の運命が規定される事が報告されてい

る[13]。最近、骨芽細胞分化の誘導効果に加えて、血管新生の促進が、Hhを介した生

体での骨再生に寄与している事が示唆されている[25]. Song らはラットの頭蓋骨に作

製した直径8 mmの円形骨欠損モデルにおいて、Fgf2とShhの両方を形質導入された
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BMSCsの細胞移植で各々単独を形質導入した細胞の移植より高い骨再生効果を認め

たと報告している[26]。FGF2は血管新生の効果を持つ成長因子の一つであり[27]、Fgf2

とShhの組み合わせによる効果はHhを介した骨再生における血管新生促進の寄与を示

唆している。この事実はまた、本研究のように複数のシグナルを介した刺激を行うこ

とが、生体における骨再生の促進には有効である可能性を示唆している。 

一方で、TH が骨再生にどのような分子生物学的メカニズムで有効であるのかを解

明するにはさらなる検討が必要である。我々は、BMP や Runx2 の濃度依存性に骨芽

細胞前駆細胞の成熟を促進する THの効果を発見しているが[17]、THの直接的な標的

分子はいまだ不明である。そのため、THの直接の標的を同定するために、TH結合型

ナノ磁性ビーズを作製し、細胞抽出液のアフィニティ精製を行い、液体クロマトグラ

フィー質量分析計（LC/MS/MS）を用いて TH 結合タンパク質を同定する方法を検討

している。この方法は標的分子を網羅的に検索する方法よりも効率的であり、ヒット

率の高い方法であると考えている。このアプローチは、サリドマイドの標的分子の同

定を通じ、新たな四肢形成関連分子としてセレブロンを同定した研究に支持されてお

り、科学的に妥当な方法である[28]。次に、同定した分子の精製タンパク質を用いて

THとの結合を確認する。同定分子が、THの骨分化促進作用に寄与するか検証するた

め、遺伝子発現系を用いた機能獲得実験、siRNAを用いた機能喪失実験を行う。これ

により THの作用機序が明らかとなると考えられる。 
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② SAG搭載テトラボーンと TH搭載テトラボーンの混合移植によって効果的な骨再

生効果を得たが、これら二種各々の人工骨が骨欠損部の骨再生において、どの時

期にどこに分布している細胞に作用をしているのかを分子生物学的に解明する必

要がある。 

 

SAGとTHの異なる徐放の期間はリン酸化カルシウムとの親和性の違いによるもの

と推測できる。また、本研究のラット大腿骨骨欠損モデルおよびビーグル犬大腿骨骨

欠損モデルへの移植実験においては、最初にSAGが欠損部周囲の骨髄間質系細胞ある

いは骨膜に存在する前駆細胞の骨芽細胞への運命決定を行い、続いてTHが成熟骨芽

細胞への分化を促進するという連携的な作用により、骨再生が誘導されたと考えられ

る。この仮説を検証するために、SAGに関してはCre-loxPシステムを利用し、

Gli1-CreERTノックインマウスとRosa26-LacZマウスの交配により作出される

Gli1-CreERT;Rosa26-LacZ複合変異マウスを用いる実験を検討している。タモキシフェ

ンの投与により、投与時期特異的、Gli1発現細胞特異的にCre-LoxPによる組換えが起

こり、LacZが発現するようになる。これにより、骨再生過程におけるGli1発現細胞が

時間的・空間的に明らかとなる。このマウスを用いて骨欠損モデルを作製し、SAG搭

載した微小人工骨を移植するタイミングに対して、タモキシフェン投与時期を時系列
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で変える事によって、移植したSAG搭載型人工骨によってHhシグナルが活性化した細

胞が骨再生の過程においてどの時期にどの部位に存在しているかを検索する。THに

関しては前記した検討により標的分子や作用機序が明らかになった後に実験系を検

討する。この実験系により、in vitroで示した徐放効果がin vivoでも発揮されているか

否か、そしてその標的細胞は何かという点が検証可能になる。 

 

③ 臨床への実用を考えると、より大型の動物におけるサイズの大きい欠損での有効

性・安全性の検討を行う必要がある。 

 

SAG と TH の大型動物における bio-distribution と毒性の検討が必要である。特に、

Hh シグナルについては多くの研究によって不適切なシグナルの活性化による腫瘍の

発生が報告されているため[29]、SAG による Hh シグナルの活性化による腫瘍形成の

可能性に注意しなければならない。しかしながら、我々は以下の 2つの点で本システ

ムでは腫瘍発生の可能性は低いと考えている。1 つ目は、これまでに Hh シグナルの

調節異常による悪性骨腫瘍の発生の報告は無い点である[29]。2つ目は、 本システム

では SAGは局所的に送達されるようコントロールされており、in vitro実験で示した

ようにテトラボーンからの徐放期間は一時的であるため、腫瘍発生を引き起こすほど

の十分な高さの血中濃度は持続しないと考えられる。 
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 本研究で行ったビーグル犬大腿骨骨欠損モデルを用いた実験では、薬剤搭載型人工

骨の移植前後で血液検査の異常な結果は認められずある程度の安全性は示唆された。

しかしながら、測定項目は限られており、観察期間も 4週と短期のため、より長期の

詳細な安全性の検討が必要と考えられる。 

 

④ 開発した人工骨が、臨床においてどのような状態の骨欠損の治療に寄与し得るの

か特定する必要がある。 

 

臨床においてインプラント全体を滅菌することは、外科処置後の感染を防ぐための

最も簡便で効果的である。しかしながら、細胞やタンパクが搭載された治療用インプ

ラントでは、搭載された細胞やタンパクの生理活性を損失させずに滅菌を行う事はほ

ぼ不可能である。実際、本研究でもタンパクであるShhを搭載したテトラボーンは、

EOG滅菌後に活性を失った。それゆえ、低分子化合物を使用している本人工骨の滅菌

可能な点が、細胞やタンパクを搭載した人工骨に比して、臨床における有利さにつな

がると考えられる。 

本研究で使用したSAGとTH以外の骨形成性低分子化合物として、スタチン[30]、イ

ソフラボン誘導体[31-33]、TAK-778[34]等が報告されている。その中で、スタチンと

その誘導体は最も幅広くin vivo実験での骨再生効果の検討が報告されている。高容量
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のロバスタチンの経口投与により、BMP2の発現を介して骨形成が促進した事が報告

されている[30]。 またWangらは、卵巣切除マウスにおいてシンバスタチンの局所注

射により骨折の治癒が促進したと報告している[35]。 Rojbaniらはラット頭蓋骨骨欠

損において、シンバスタチンを混和したTCP材料への骨組織の侵入を報告している

[36]。 一方で、Cottrellらは、ラットの大腿骨骨欠損にロバスタチン含有ハイドロゲ

ルを移植したが、骨再生が促進されなかったと報告しており、その理由としてロバス

タチンの材料からの徐放が持続されなかったためであると考察している[37]。これら

の結果はスタチン製剤の骨形成促進の有効性を示すとともに、低分子化合物を用いた

骨再生医療を実現するには、in vivoで欠損部に局所的かつ持続的に化合物を届ける適

切な担体が不可欠であることを示している。本研究で使用したテトラボーンはハイド

ロゲルのようにin vivoで速やかに吸収が起きる材質ではないが、長期的には徐々に吸

収・置換される。つまり、in vivoにおいては、in vitroで示した徐放プロファイルとは

異なり、テトラボーンそのものの吸収による化合物の放出が加わる可能性が考えられ

る。吸収の過程が開始後もなお徐放性を維持するには、テトラボーンの原料のリン酸

カルシウム粉末に化合物を混和する事も考えられるが、製造の焼成過程では最高温度

は700℃に達し、低分子化合物であっても生理活性を失うことが予想される。そのた

め、本実験では化合物溶液への浸漬によって搭載を行った。したがって、本システム

の有効性と作用メカニズムの検証においては、in vivoにおける化合物の放出挙動も調
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査する必要がある。 

本システムの臨床応用に向けては、このシステムの有効性を臨床的に意義のある骨

欠損モデルで検討する必要がある。本人工骨は形状の分類では顆粒状、生体活性に基

づいた分類では骨と置換される材料であり薬理物質を含有するハイブリッド型材料

となる。そのため、この人工骨は、骨補填材だけの移植よりもより早く確実な骨再生

が達成されることによって、治療成功率の上昇が望まれる難治性骨欠損部位での適用

が期待される。これまでの研究でラット大腿骨に作製した円柱状骨欠損での有効性が

確認されており、整形外科領域での長管骨の難治性の骨折での使用には有効であると

考えられる。その他には、例えば口腔外科領域では上顎歯槽骨欠損に対する上顎洞底

拳上術等への適応が期待されるが、こういった膜性骨欠損での有効性の検討には膜性

骨の欠損モデルであるラットの頭蓋骨骨欠損モデルでの有効性の検討を行う必要が

ある[38]。 

 

臨床応用に向けて、上記の①～④の様にさらなる基礎検討の余地はあるものの、本

研究は、大量生産が可能で作製・滅菌・保存が簡便な低分子化合物と組織誘導活性を

有する生体材料を用いることで、細胞を移植することなく組織再生を誘導するproof of 

conceptとも位置付けられ、再生医療全般の新たな方向付けに貢献しうるものであると

考えられる。 
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