
（甲種） 

 

 

 

論  文  要  旨 

 

 

学 位 論 文 

 

 

 

表 題  RANKL結合ペプチドとBMP-2併用による骨再生のための新規足場材料開発 

 －穴あきCHPAハイドロゲルの分解挙動と骨伝導能－                             

  

  

  

  

  

  

申 請 者 氏 名 佐竹 通子 

  

  

担当指導教員氏名 森 良之 教授 

  

  

  

所 属 自治医科大学大学院医学研究科 

      地域医療学系         

      消化器疾患学          

      歯科口腔外科学        

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 使用文字数   3110    字 

  

  

 



（甲種） 

1 
 

 

 

論  文  要  旨 

 

 

氏名  佐竹 通子        

 

表題   RANKL結合ペプチドとBMP-2併用による骨再生のための新規足場材料開発 

         －穴あきCHPAハイドロゲルの分解挙動と骨伝導能－ 

                   

１ 研究目的 

 我々は、局所の骨再生に BMP(Bone morphogenetic protein)-2 に receptor activator of NF-κB 

ligand（RANKL）結合ペプチドを併用することで、高用量の BMP-2 を使用する際に懸念されたリス

クを抑制しながら、低用量の BMP-2 で骨を造成する技術を開発してきた (Sugamori et al. 
BioEssays. 2016)。RANKL 結合ペプチドは、骨形成シグナル[Ikebuchi et al.Nature. 2018]、さらに

morphogenetic protein  (BMP) -2 による骨形成を促進する[Sugamori et al. BioEssays. 2016]。ま

た、BMP-2 シグナルと骨形成遺伝子の発現を増強し、骨芽細胞分化と異所性骨形成を促進すること

もわかっている [Furuya et al. J. Biol. Chem.2013]。 

ペプチドを徐放できる足場材料としてアクリロイル基置換コレステロール置換ナノゲル（CHPOA）

が知られており、CHPOA は RANKL 結合ペプチドの凝集を抑制しながら、ペプチドを活性型に変化さ

せる作用をもっている。今回、CHPOA にアクリル酸を用いてアクリロイル基を修飾した、新しいナ

ノゲルであるCHPAが開発された。CHPAはCHP-OAに比べて分解速度が速く、これまで舌組織の再建

に用いられたが、CHPA が十分な骨伝導能を有するかどうかについては、わかっていない。そのた

め本研究では、第一に CHPA と CHPOA の分解挙動を明らかにすることとした。第二に、足場材料と

して CHPA を用いた際に、CHPA が足場材料として有用であるかを検証し、第三に、歯科用 CAD/CAM

（Computer - aided design / computer - aided manufacturing）装置で足場材料の鋳型を作成する

ことで、足場材料に 300～400µm の穴を付与し、穴の有無が足場材料の有用性を高めるか否か、の

3点について検証することを目的とした。 

２ 研究方法 

【実験1】CHPOAとCHPAの分解速度解析 

pH7.4の緩衝液にCHPOAと CHPAを 100倍の体積で浸漬し、CHPAは 10日目まで、CHPOAは 55日目ま

で経時的にナノゲルの分解挙動を解析した。その後、pH6.0、7.4、8.0 の 3 種類の緩衝液に同様の

体積比で浸漬し、CHPAは 10日目まで、CHPOAは 65日目まで経時的にナノゲルの分解挙動の解析を

行い、pH による分解挙動の違いについて検証した。それぞれ分解されたナノゲルの定量は、フェ

ノール硫酸法により評価した。 

【実験2】CHPAに付与した穴の有無による足場材料の有用性の違いについての検証 

CHP-Aに300～400µmの穴を付与し、穴の有無による骨再生の評価を行った。直径3.5mmのマウスの

頭蓋骨欠損部に足場材料を静置し、6週間の観察期間を設け、実験を行った。 

実験群は以下の通りに設定した（n＝4）。 

1. Control群：足場材料を静置しない 

2. CHPA（穴あり/なし） + 溶媒 (LF6 buffer 2µL+ DMSO 5 µL)群 

3. CHPA（穴あり/なし）+ BMP-2 2 µg,群 

4. CHPA（穴あり/なし） + OP3-4 0.66 mg群 

5. CHPA（穴あり/なし）+ BMP-2 2 µg + OP3-4 0.66 mg群 

in vivo µCTによるX線学的評価を行い、さらに、in vivo IVIS による分解速度の解析、蛍光色素

によるラベリングを行い、安楽死後、µCT、pQCT などによる X 線学的解析と組織学的解析を行っ

た。 

３ 研究成果 
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CHPAは CHPOAより速く分解された。2つの足場材料はpH 値が高いほど速く分解され、酸性下でほ

とんど分解しなかった。CHPOAは中性下においても40日間ほとんど分解されなかったが、CHPAは3

日目から分解が始まり、その後急速に分解が加速し、10 日目に 60〜70%に達した。CHPA に 300～

400µm の穴を付与する群と付与していない群について比較すると、穴を付与した群は、OP3-4 と

BMP-2 を併用した群では有意に再生骨の増加が認められ、骨代謝活性、骨伝導においても有意に増

加が認められた。またOP3-4と BMP-2を併用した群において穴のあるCHPAは穴のないCHPAよりも

分解速度が遅かった。 

４ 考察 

一般的に、創傷部位は酸性であり、治癒とともに中性に変化していく [Bischoff, D.S et al. J. 
Cell. Biochem.,2008, Li, S. et al. Exp. Dermatol.2020]。足場材料静置後、足場材料周囲の環境は

酸性であり、その後中性に変化していく。実験1の結果より、CHPOAは観察期間中、ほとんど分解

できず、適切なタイミングでシグナル分子の徐放が行えないのではないかと考えた。一方、CHPA

は徐々に分解が進み、適切なタイミングで骨芽細胞を分化でき、再生骨の形成を促進するシグナ

ル分子も徐放できるのではないかと考えた。そのため、実験 2の足場材料として CHPA を選択し、

実験を行った。 

実験 2 では CHPA が足場材料として有用であるか否か、また、穴を付与することで、足場材料とし

ての有用性が高まるかについて検証した。その結果、穴を付与した群にシグナル分子として OP3-4

とBMP-2を併用した群は付与していない群に比べ、分解が遅い一方、有意に骨再生の増加が認めら

れ、骨代謝活性、骨伝導能も上昇していた。これは、穴の付与で、足場材料と生体組織の接触面

積が増加し、凍結乾燥によって接触面のゲル密度が増加することで分解しにくくなり[Shimoda, 

A.et al. Colloids Surf. B Biointerfaces.2012]、この結果、in vitroで分化初期だけでなく分化後

期にも骨芽細胞分化を促進することが示されている[Sugamori, Y.et al. BioEssays.2016]、RANKL結

合ペプチドが持続的に徐放できるようになり、骨再生の増加につながったのではないかと考え

た。また、OP3-4 と BMP-2 を併用した群は、溶媒のみを含浸させた群に比べて、分解速度が遅かっ

た。これは、CHPA 作製の最終段階で添加されるフィブロネクチンが、エステラーゼなどの酵素に

よる分解から足場材料を保護しており[Sato et al. Sci. Rep. 2018]、フィブロネクチンにペプチド

が添加されることで足場材料表面にタンパク複合体が作られ、さらに分解が遅れる一因になった

のではないかと考えた。足場材料の分解が遅いことがどのように骨形成に結びつくかを解明する

ためには、CHPA 足場材料から徐放されるシグナル分子の徐放挙動についてさらに検証する必要が

あると考える。 

また、骨伝導能においては、BMP-2、OP3-4 いずれか 1つのみ含浸させた群と、OP3-4 と BMP-2 を併

用した群の違いについては穴を付与した足場材料のみで有意差がみられた。なぜ、BMP-2 と OP3-4

を組み合わせた足場材料だけに有意差がみられたかについては今後さらに検討する必要があると

考えられる。 

５ 結論 

CHPAは、マウス頭蓋骨欠損モデルにおいてRANKL結合ペプチドとBMP-2をシグナル分子として用い

る際に、局所的な骨再生に有用な新規足場材料として有用である。 

さらに、歯科用CAD/CAM装置で作製した鋳型を用いて300-400µmの大きさの穴を付与したCHPA足場

材料は、穴を付与していない足場材料に比べて有用性が高まり、OP3-4 と BMP-2 による局所骨形成

に適した構造となった可能性が示された。 
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