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研究成果の概要（和文）：本研究では複数の成長因子の効果を効率よく作用させるためにMSCへ遺伝子導入し、骨芽細
胞分化能を評価した。またTGF-βならびにVEGFにも着目し、MSCの骨芽細胞分化能に及ぼす影響について検証した。そ
の結果、ベクター濃度依存的に骨芽細胞へと有意に分化促進させた。またTGF-βならびにVEGFをMSCへ同時刺激すると
、細胞増殖能は低下し、骨芽細胞分化マーカー（ALP、BSP、OCN）の発現が有意に促進した。またERKのリン酸化が増強
されることも明らかとなった。これらの結果より遺伝子導入ならびに複数成長因子によりMSCは有意に骨芽細胞へと分
化し、骨再生治療に応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to affect growth factors to the mesenchymal stem cells (MSC), we 
transfected plasmid vector, and evaluate the osteogenic differentiation. And we also investigated the 
effects of TGF-β and VEGF on the osteogenic differentiation of MSC. As a result, BMP-2 plasmid vector 
induced matrix mineralization in the MSC in a dose-dependent manner.
TGF-β and VEGF stimulated to the MSC, cell proliferation was downregulated, but osteo differentiation 
markers (ALP, BSP, OCN) expression was significantly upregulated. Furthermore TGF-β and VEGF induced 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation. These findings indicated that gene 
transfection and the combination of TGF-β and VEGF were significantly differentiated MSC into 
osteoblasts, and our findings provide insight into the establishment of novel therapeutic methods for 
bone formation.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
 歯を喪失した場合の機能回復の方法とし
て、近年は治療効果と予後の観点からデンタ
ルインプラントが適用となる症例が激増し
ている。一方、骨量の有無が重要なポイント
となるため、抜歯後の顎骨・歯槽骨の維持ま
たは回復が重要視されている。しかしながら、
抜歯後または、抜歯に至る過程ですでに骨吸
収が亢進し、歯槽骨が失われている症例も
多々見受けられる。失われた歯槽骨の回復手
段として自家骨移植がゴールド・スタンダー
ドとされているが、患者への侵襲や負担は決
して小さくはない。 
 このような背景から、現在まで骨芽細胞を
活性化する新規生体材料の開発や各種成長
因子の利用等、様々な試みがなされている。
近年、多血小板血漿（platelet-rich plasma、
PRP）や次世代 PRP として知られる CGF
（Concentrated growth factors）は硬組織再
生のみならず軟組織再生も促進するとされ、
注目されている。PRPや CGFといった血小
板濃縮血漿にはとりわけ主要成長因子とし
て vascular endotherial growth factor
（VEGF）、platelet derived growth factor
（PDGF）、 insuline-like growth factor-I
（IGF-I）、transforming growth factor-β
（TGF-β）が豊富に存在しており、これら成
長因子の働きによって骨再生促進作用を発
揮することが示唆されている。 
 申請者は複数の成長因子の相乗効果につ
いて着目し、これまでに間葉系幹細胞
（mesenchymal stem cells、MSC）の骨芽細
胞分化におよぼす影響を評価した。その結果、
MSC における TGF-β誘導性の骨芽細胞分
化はMEK/ERK経路に依存すること、さらに
この骨芽細胞分化は PDGF 刺激による
PI3K/Akt 経路の活性化に伴って相乗的に促
進されることを明らかにした（Yokota et al., 
2014、図 1）。 
 

 しかしながら成長因子を利用した骨再生
療法は、個々の成長因子における作用強度の
差異や、異なる半減期を補完するための反復
投与の必要性が問題視され、効果的な臨床応
用には至っていないのが実情である。そこで
本研究では、これらの問題点を解決するため
に、in vivo遺伝子導入法に着目する。近年、
遺伝子導入を用いた遺伝子治療が臨床でも
応用されつつあり、前述の問題等が解消され
る可能性が高い。遺伝子導入法としては効率
の良いウィルスベクターを用いることが多

いが、ウィルスの毒性が問題視される。その
ため本研究では安全性に配慮し、プラスミド
ベクターを用いた in vivo 遺伝子導入法に注
目した。さらには複数の成長因子の中で、
TGF-βならびに骨軟骨移行を促進させる
VEGFが MSCの骨組織形成能獲得に及ぼす
影響についても着目した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では遺伝子導入法に着目し、組換え
融合タンパクの発現ベクターを遺伝子導入
することにより、効果的に MSC へ発現・作
用させる、骨芽細胞へと分化させることを検
証する。併せてその他の成長因子の組み合わ
せによる、さらなる骨芽細胞分化促進効果を
検証する。 
３．研究の方法 
（１） 細胞：ヒト骨髄由来不死化間葉系幹
細胞 

（２） 骨芽細胞分化誘導：デキサメタゾン，
アスコルビン酸，グリセロリン酸，
10% FBS を含むαMEM を骨分化誘導基
礎培地として MSC を培養した。骨分
化誘導基礎培地の添加と同時に VEGF、
TGF-βそれぞれの単独、及び 2 種類
の成長因子の組み合わせで添加した。 

（３） 遺伝子導入：BMP-2 プラスミドベクタ
ーをリポフェクタミンにて本細胞へ
遺伝子導入した。また遺伝子導入し
ていない、BMP-2 成長因子を添加し、
実験群と骨芽細胞分化能を比較、検
証した。 

（４） 評価項目 
① WST-1Assay：細胞増殖能 
② ALP 染色：骨芽細胞への分化状
態や骨組織における分布 

③ Alizarin Red 染色：細胞間気質
に沈着したカルシウム結晶 

④ リアルタイム RT-PCR：骨芽細胞
分化マーカー遺伝子であるアル
カリフォスファターゼ（ALPL）、
骨シアロプロテイン（BSP）、オ
ステオカルシン（BGLAP）の mRNA
発現量の変動 

⑤ ウエスタンブロッド：TGF-β単
独及び VEGF との同時刺激によ
るシグナル伝達系の解析  

（５） 動物実験 
 10 週齢雄性 S.D.ラット頭蓋骨へ直径 6mm
の骨欠損を形成した。実験群には術後 8週に
渡り、BMP-2 プラスミドベクターを in vivo
導入試薬と共に注射で局所投与し、対照群に
は生理食塩水を注射した。術後 4週、8週そ
れぞれの時点でイソフルラン吸入麻酔下に
てマイクロ CT の撮影を施行し、骨再生の程
度をエックス線学的に評価した。 
４．研究成果 
（１）  BMP-2 プラスミドベクターならびに
遺伝子導入試薬の濃度依存的に骨芽
細胞へと有意に分化促進させ、BMP-2



単独添加と比較してもその差は顕著
であった。 

（２） VEGF、TGF-beta 単独添加ではコント
ロールと比較して細胞増殖能が促進
されたが、同時添加したところ抑制
された。 

（３） VEGF、TGF-βを同時添加したところ、
TGF-β単独よりも顕著に骨芽細胞へ
と分化した。 また染色面積を測定し
たところ、より多くの MSC が骨芽細
胞へと分化していることが確認され
た。 

（４） VEGF を単独添加したところ顕著な石
灰化は確認されなかったが VEGF、
TGF-βを同時添加したところ、TGF-
β単独よりも顕著に石灰化が増強さ
れた。 

（５） 培養 1 週では TGF-β単独刺激により
ALPL の mRNA 発現量が有意に増加し，
この効果は TGF-βと VEGF の同時添
加によりさらに増強された。さらに
単独添加では認められなかった BSP
の発現も同時添加では認められた。
培養2週ではTGF-βとVEGFの同時添
加により BGLAP の発現も有意に増加
した（図２）。 

 （６）TGF-βによる刺激により ERK のリン
酸化が増強され、その作用は VEFG を同時刺
激にすることでリン酸化がさらに増強され
た（図３）。 

（７）マイクロＣＴによる観察では、遺伝子
導入によって骨形成が促進される傾向が認
められたが、使用したプラスミド濃度が高か
ったためか、対照側の骨再生にも影響が出た

可能性があり、個体間の差が大きかった。 
 以上の結果より in vitro において遺伝子
導入し、MSC を骨芽細胞へと有意に分化促
進させ、さらにその他の成長因子を用いるこ
とでより効率的な骨組織再生促進が可能と
なることが示唆された。 
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