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研究成果の概要（和文）：本研究は、インスリン様成長因子結合蛋白-3（IGFBP-3）が骨組織においてIGF非依存
的な新たな機能を有する可能性に着目し、IGFBP-3が骨代謝制御の一端を担い得るのではないかとの着想から、
IGFBP-3が間葉系幹細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響の解析を行った。骨芽細胞の培養系におけるIGFBP-3の添加
により、骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現量の減少、ALP活性の低下、石灰化の抑制が認められた。さらに、
IGFBP-3はBMP-2シグナルを抑制することで骨芽細胞の分化および成熟を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the possibility that insulin-like growth factor
 binding protein-3 (IGFBP-3) has a new IGF-independent function in bone tissue, and IGFBP-3 may play
 a part in the regulation of bone metabolism. The aim of this project was to analyze the effect of 
IGFBP-3 on the differentiation of mesenchymal stem cells into osteoblasts.  The addition of IGFBP-3 
in the osteoblast culture system under certain conditions has decreased the gene expression level of
 the osteoblast differentiation marker, lowered ALP activity, and suppressed calcification. 
Furthermore, it was suggested that IGFBP-3 might suppress osteoblast differentiation and maturation 
by inhibiting BMP-2 signaling.

研究分野： 歯科補綴学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではIGFBP-3が間葉系幹細胞の骨芽細胞分化および成熟に対して抑制的な影響を及ぼすことを明らかにし
た。また、その抑制的作用はBMP-2シグナルを介してもたらされている可能性が示唆された。IGFBP-3による骨芽
細胞分化制御は新たな知見である。IGFBP-3の機能を明らかにし、骨リモデリング機構に関わる分子の機能的意
義を解明することは、人為的な骨代謝制御を可能とする新たな骨増生法の開発への応用が期待される。

※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 
 
骨量が不足した部位に対するインプラント術の前処置としての骨増生、歯周病による骨欠損

の修復、顎口腔領域の顎骨再建術など歯科領域での骨増生の必要性は高く、骨再生治療の研究と
臨床応用が進められている。現在、臨床的には、細胞移植や成長因子添加により、骨形成促進に
ついて一定の成果を得ているが、増成骨の継時的減少が報告されている（Zijderveld et al. 2008）。
現段階では増生骨量の維持は困難であり、増生骨の吸収抑制及び長期維持が重要な課題となっ
ている。 
骨組織の代謝は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成から成り、吸収と添加のバラ

ンスを保つことで骨量を維持していることから、増生骨の維持には骨代謝制御が重要であると
考えられる。これまでに骨代謝のメカニズムについて様々な調節因子の関与が報告されている
が、その詳細については不明な点が多く、移植骨の生着と骨代謝制御に関する報告はほとんどな
い。 
インスリン様成長因子結合蛋白-3（IGFBP-3）はこれまで、インスリン様成長因子（IGF）の

安定化や運搬を介して、骨形成促進に関与すると考えられていた。しかし近年、IGFBP が IGF 
非依存的に骨形成抑制や骨吸収促進に作用する、新たな機能をもつ可能性が指摘されている
（Silha et al. 2003, Yingbin et al.2011, Li et al. 2013）。これらの知見から、IGFBP-3 は全身
の骨代謝、骨量維持に影響を与え、骨形成と骨吸収の均衡を骨吸収側に傾けていると考えられる
が、詳細なメカニズムについては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、IGFBP-3 の IGF 非依存的作用機序を解明し、IGFBP-3 を介した骨代謝の

均衡制御の可能性を検索すること、また、この知見を応用し、増生骨の長期維持を可能にする新
たな骨再生療法の基盤を構築することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 6～8 週齢雄性マウス（C57BL/6）大腿骨から骨髄間質細胞を採取し、24 時間以内に細胞
培養皿に接着した細胞を骨髄由来間質細胞（BMSCs）として実験に用いた。培養液には αMEM
（含 10%Fetal Bovine Serum, 1% antibiotics）を用い、培養条件は、BMP-2・IGFBP-3 非添加
のコントロール群、BMP-2 添加群、IGFBP-3 添加群、および BMP-2・IGFBP-3 添加群とした。 
 
(2) IGFBP-3 が骨芽細胞分化に及ぼす影響を明らかにするため、分化培養 2 日後における骨
芽細胞分化関連遺伝子（Sp7、Alp、Bglap、Runx2、Spp1）の遺伝子発現をリアルタイム PCR
によって定量的に解析した。石灰化に対する影響検索のために分化培養 2 日後における ALP 活
性を、また、分化培養 14 日後における石灰化をアリザリンレッド染色と吸光度により定量的に
解析した。さらに、BMP-2 シグナルへの影響を検索するために Smad Binding Element (SBE）
下流にルシフェラーゼを挿入した合成遺伝子を筋芽細胞株 C2C12 細胞に遺伝子導入し、上記分
化条件で培養し、ルシフェラーゼアッセイにより分化 24 時間後における SBE レポーター活性
を解析した。 
 
４．研究成果 
定量的遺伝子発現解析

において、BMP-2 添加群で
はコントロール群と比較
し Sp7 、 Alp 、 Bglap 、
Runx2、Spp1 の発現に有
意な上昇を認めた。一方、
BMP-2・IGFBP-3 添加群
では、BMP-2 添加群と比較
し Sp7、Alp、Bglap の発現
量に有意な減少を認めた。
ALP 活性解析において、
BMP-2 添加群はコントロール群と比較し有意な ALP 活性の亢進を認めた。これに対し、BMP-
2・IGFBP-3 添加群では IGFBP-3 による ALP 活性の抑制が認められた。アリザリンレッド染
色による石灰化解析値は BMP-2 による石灰化の亢進が IGFBP-3 により抑制されることを示し
た（Fig.1）。 

ルシフェラーゼアッセイでは、BMP-2 濃度依存的に SBE レポーター活性が有意に上昇す
ること、BMP-2・IGFBP-3 添加群では BMP-2 添加群と比べ SBE レポーター活性は有意に減少
することが示された（Fig.2）。 



以上の結果から、IGFBP-3 が骨芽細胞の分化および成熟に対して
抑制的な作用を及ぼすことが明らかとなった。また、その際、
IGFBP-3はBMP-2シグナルを抑制することで骨芽細胞の分化およ
び成熟を抑制する可能性が示唆された。 
 また、過去の報告から、IGFBP-3 が骨吸収促進に作用するとの報
告もあり（Silha et al. 2003）、破骨細胞への影響についても検討し、
骨代謝制御における IGFBP-3 の作用を明らかにする必要があるこ
とから、現在解析を進めている。 
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