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研究成果の概要（和文）：Bone morphogenetic protein(BMP)-2は強力な骨誘導活性を有し骨組織再生技術にお
いて中心的役割を担っている。しかし生体内におけるBMP-2誘導骨形成の過程は十分に理解されていなかった。
我々は二光子励起顕微鏡を用いて、BMP-2による異所性骨形成が行われる過程をマウス生体内で「可視化」する
系を確立し、骨形成の過程で骨芽細胞・破骨細胞の誘導数や運動・形態およびコラーゲン形成における変化を定
評的に示した。また、骨代謝作動薬であるPTH1-34投与がBMP誘導骨形成に与える影響を骨芽細胞・破骨細胞への
時間空間的な影響の観点から観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic protein (BMP)-2 plays a central role in bone-tissue 
engineering because of its potent bone-induction ability. However, the process of BMP-induced bone 
formation in vivo remains poorly elucidated. In this study, we established a method for intravital 
imaging of the entire process of BMP-2-induced ectopic bone formation. Using multicolor intravital 
imaging in transgenic mice, we visualized the spatiotemporal process of bone induction, including 
appearance and motility of osteoblasts and osteoclasts, angiogenesis, collagen-fiber formation, and 
bone-mineral deposition. Furthermore, we investigated how PTH1-34 affects BMP-2-induced bone 
formation, which revealed that PTH1-34 administration accelerated differentiation and increased the 
motility of osteoblasts, whereas it decreased morphological changes in osteoclasts. This is the 
first report on visualization of the entire process of BMP-2-induced bone formation using intravital
 imaging techniques.

研究分野：整形外科、骨組織再生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外傷や腫瘍に伴う広範囲骨欠損の治療や脊椎固定術においては骨組織を早期に形成し骨癒合を獲得することが求
められる。強力な骨形成能を有する骨形成因子（BMP）は欧米では広く臨床使用されるが、骨形成誘導過程に伴
う炎症反応に関連した有害事象が多く報告されている。我々が確立したイメージング手法によりBMP-2誘導骨形
成の最適化が可能となれば、BMP-2使用に関連する有害事象を低減しながら効率的な骨再生や骨癒合獲得期間を
短縮できることが期待され、超高齢社会のなか骨癒合の獲得が一層容易ではなくなっている現在において、社会
や医療経済的負担を低減することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
外傷や腫瘍に伴う広範囲骨欠損や脊椎固定術においては骨組織の早期誘導による骨癒合の獲
得が求められる。骨形成能を有するサイトカイン BMP(bone morphogenetic protein)は強力な骨
誘導能を有するが骨誘導過程に伴う炎症反応に起因する副作用が幅広い臨床使用の妨げとなっ
ている。効率的に骨を誘導し、炎症反応に関連した副作用を低減するため我々は骨組織工学の 3
つの手法、(1)細胞治療: MSC を骨形成細胞に分化させ移植, (2)遺伝子治療: BMP 遺伝子を骨修
復部位へ導入, (3)サイトカイン治療:BMP と担体を組み合わせて移植, を用いた研究を行って
きた。BMP 誘導異所性骨化の過程を生体内で「可視化」することができれば、これらアプローチ
による骨形成を最適化できると考えた。 
 
２．研究の目的  
 
我々の研究を含め BMP を用いた骨組織工学手法により効率的な骨形成や誘導骨量を増加させ
る報告が数多く存在するが、必要 BMP 量の低減や誘導新生骨量の増加が示されるのみで、実際に
生体内での異所性骨化過程で骨芽細胞や破骨細胞の動態や骨形成・骨吸収に各種介入がどのよ
うな影響を与えるのかを直接観察した報告はない。本研究では 2 光子励起顕微鏡を用いて生体
元来の骨ではなく BMP 誘導異所性骨化の骨化過程を生体内で観察することにより、1）生体内異
所性骨化イメージング手法を確立すること、および 2）各種骨代謝作動薬が骨代謝関連細胞の動
態や形成骨量に与える影響を解明し病態に応じた薬剤介入法の最適化を行うこと、とした。 
 
３．研究の方法 
 
1) 骨芽細胞および破骨細胞蛍光標識マウスの作成 
Col2.3-ECFP / TRAP-tdTomato mouse 
成熟骨芽細胞に発現する I 型コラーゲン(Colla1) promoter 下流にシアン蛍光タンパク
(enhanced cyan fluorescent protein:ECFP)を発現させ、成熟骨芽細胞をシアン色で蛍光
標識したマウス(Col2.3-ECFP)と成熟破骨細胞に発現する TRAPの promoter下に赤色蛍光タ
ンパク質(tdTomato)を発現させ、成熟破骨細胞を赤色で標識したマウス(TRAP-tdTomato)を
交配することにより成熟破骨細胞と成熟細胞を多重蛍光標識したマウスを作成 

2）マウス BMP 異所性骨化の生体内イメージング手法の確立 
12 週齢雄 C57Bl/6N 由来標識マウスを用いて背部皮下 
に BMP-2 を含浸したコラーゲンスポンジを移植する。 
観察：術後 7日・10日・14 日・21 日で移植部皮膚を翻転し 
同部を 2光子励起顕微鏡にて連続 4-6 時間動画撮影した。（右上図） 
タイムポイントは Col2.3-ECFP のみを導入し骨芽を 
シアン標識したマウスを用いた予備実験により決定した。 
（右下図：術後 14 日の BMP 誘導新生骨観察画像  
中央に濃青のコラーゲン内にシアン色の骨芽細胞を認め両  
側に新生血管[Rhodamin 標識：赤]を認める。） 
コラーゲン線維：Second harmonic generation(SHG)によりコ

ラーゲン線維を描出 
カルシウム沈着:Alizarin にてカルシウム塩を染色した。 

3） 骨芽細胞・破骨細胞の動的評価 
細胞数：撮像視野内の骨芽細胞および破骨細胞数を各術後時期
で画像解析ソフトにより semiautomatic にカウントし、骨芽細
胞と破骨細胞の誘導時期の違い・薬剤投与（PTH1-34）による変
化を評価し、細胞運動はトラッキングの技術を用いて動画撮影
期間中の骨芽細胞の移動速度を定量化し、破骨細胞は形態を
Cell Deformation Index(CDI)を用いて定量評価を行った。 



4）コラーゲン線維配向性変化 
コラーゲンの配向性変化をフーリエ変換行    
いパワースペクトルとして定量化した。 
5）骨形成定性・定量評価：HE染色により骨 
梁構造形成の経時的進行を確認し、micro   
CT を用いて bone volume を定量化した。 
6) 骨芽細胞運動と遺伝子発現の関連分析 
骨芽細胞がダイナミックに誘導される
BMP 含浸コラーゲン移植後早期の骨芽細
胞を sorting して抽出し、RNAseq により細胞運動と遺伝子発現の相関を検討した。 

 
４．研究成果 
 
BMP による異所性骨化過程を世界で初めて
可視化することに成功した。また経時的に異
所性骨化が血管誘導、骨芽細胞遊走、コラーゲ
ン形成、ミネラル沈着と進む過程含めて生体
内で観察・可視化した。(右図) 
骨芽細胞運動は移植後 10日で出現後に緩徐に
減少し、運動減少に伴い骨形成が増加した。ま
た、細胞形態は紡錘形から四角形へと変化し
た。骨芽細胞の遺伝子発現では、細胞遊走時か
ら骨芽細胞分化は既に認めており、細胞骨格
に関連する遺伝子発現は術後 14日で上昇を認
めた。PTH1-34 投与は、骨芽細胞の遊走時期を早め、細胞数の増加を維持した（下左図）。一方、
PTH1-34 投与は破骨細胞の出現時期には影響を与えなかったが、経時的に破骨細胞数を増加させ
た（下右図）。 
本研究成果は、BMP-2 による異所性骨かの全過程を生体内で可視化した最初の報告であり、異
所性骨化過程の理解や、骨代謝作動薬併用の治療効果最適化、そして新しい新規薬剤の効果検証
方法となることが期待される。 
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