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研究成果の概要（和文）：本研究より下記が示された。(1)骨芽細胞においてBMP-9は直接的にGSK3βのリン酸化
を誘導すること(2)Low‐intensity pulsed ultrasound (LIPUS) はヒト歯根膜由来線維芽細胞(hPDLFs)において
BMP-9誘導性骨芽細胞様分化を促進すること(3)炎症環境下(IL-1β存在下)においてhPDLFsのBMP-9誘導性骨芽細
胞様分化は抑制され、これには一部Activin-Follistatin系がネガティブフィードバック機構として関与してい
る可能性が示唆されたこと(4)ビーグル犬2壁性骨内欠損モデルにおいてBMP-9の歯周組織再生傾向が認められた
こと

研究成果の概要（英文）：(1) BMP-9 directly induces GSK3β phosphorylation in osteoblasts (2) 
Low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) induces BMP-9-induced osteoblast-like differentiation in 
human periodontal ligament fibroblasts (hPDLFs) (3) BMP-9-induced osteoblast-like differentiation of
 hPDLFs was suppressed in an inflammatory environment (in the presence of IL-1β), and the activin 
A-follistatin system may function as a negative feedback mechanism for BMP-9 in hPDLFs. (4) In 
two-wall intrabony defects model using beagle dogs, a tendency of periodontal tissue regeneration by
 BMP-9 was observed.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周組織再生　BMP-9

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、BMP-9による歯周組織細胞の分化制御メカニズムの一端が示された。BMP-9は結合する受容体やシグ
ナル伝達経路、抑制機構などにおいてBMP-2と異なる特徴を多く持ちながら、強力な骨芽細胞への分化能、骨誘
導能を有している。このことからBMP-9はBMP-2と比較してその投与量を低減することによりコスト面や安全性と
いう観点から大きな利点を有していると考えられ、BMP-9の臨床応用に向けたトランスレーショナルリサーチを
今後さらに推進していく必要があると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９,Ｆ－１９－１,Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯周病や他の口腔内疾患,外傷などにより歯周・顎骨組織が破壊・喪失すると咀嚼・発音・審
美などに障害が発生し,著しい QOL の低下を招く.そのため,これら失われた歯周・顎骨組織の再
生療法として,近年,骨髄由来間葉系幹細胞(MSC)や iPS 細胞を用いた細胞移植療法が話題の中心
であり,将来的な応用が期待されている.しかし,骨・歯周組織再生分野においては Corre, P(1)ら
や,Chen, FM(2)らの報告より,既存の治療法に対する治療成績・費用対効果などの面で優位性を確
立するまでには至っていない.歯科の日常臨床で対応すべき,小規模の組織欠損に対しては,安全
性・簡便性・費用対効果という面で non-cell based な再生療法が中心的役割を果たすと考えら
れる.そのため安全でかつ適応症を拡大すると共に,より予知性の向上を行い発展させるべ
く,non cell-based な再生療法への新規成長因子として Bone morphogenetic protein-9(BMP-9)
に着目した.BMP-9（別名 GDF-2）は BMP-2 や BMP-7 とともに骨形成性の BMP に分類されており,
肝細胞増殖作用,脂質代謝,酵素誘導作用,リンパ管形成制御作用など様々な生理活性を有してい
る.また,BMP-9は間葉系幹細胞を骨芽細胞様に分化する能力が14の BMPsの中で特に高いことが
示され(3),代表的な BMP antagonist である Noggin の影響を受けないなどユニークな特徴を有し
ている.しかし,これまで BMP-9 の歯周組織再生に関する報告は少ない. 
 
２．研究の目的 
本研究では,歯周組織由来細胞のBMP-9による分化制御機構の解明と,in vivoでの歯周組織再生
の検証を目的としている. 
 
３．研究の方法 
(1) BMP-9 の骨芽細胞におけるシグナル伝達経路の解析 
マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 を用い,細胞生物学的手法を用いてシグナル伝達経路を解析す
る. 
(2) BMP-9 のヒト歯根膜線維芽細胞(hPDLFs)における作用の解析 
① low‐intensity pulsed ultrasound(LIPUS)作用下での BMP-9 の作用を解析する. 
② 炎症環境(IL-1β存在下)が BMP-9 誘導性骨芽細胞様分化に与える影響を解析する. 
 
(3) ビーグル犬歯周組織欠損モデルを用いた BMP-9 の歯周組織再生効果の検討 
ビーグル犬の下顎両側第 2, ４前臼歯の近遠心部に 2壁性骨欠損（5×5×5mm）を外科的に作製
し,同欠損を次の 4群,欠損のみ(OFD), 吸収性コラーゲンスポンジ(ACS)のみ, 低濃度(L-)BMP-
9/ACS, 高濃度(H-)BMP-9/ACS に割り振り,観察期間終了後,脱灰薄切標本を作製しヘマトキリン
エオジン染色を行い歯周組織（セメント質,歯槽骨,歯根膜,上皮）の治癒像について組織学的評
価と組織形態計測による歯周組織再生の評価を行う. 
 
４．研究成果 
(1) BMP-9 の骨芽細胞におけるシグナル伝達経路の解析 
BMP-9 は BMP-2 に比べて，早期に GSK3βのリン酸化を誘導した.この GSK3βのリン酸化は，タン
パク合成阻害剤の前処理では抑制されなかった.また，BMP-9 による GSK3βのリン酸化は，MAP 
kinase の各種阻害薬では抑制されなかったが，PI3K-Akt 経路の特異的阻害剤での前処置によっ
て顕著に抑制された.また，Endoglin と GIPC1 の siRNA におけるノックダウン下では，BMP-9 に
よる Akt および GSK3βのリン酸化は抑制され,同時に ALP の発現誘導も著明に抑制された.骨芽
細胞の BMP-9 刺激によって，直接的に速い経過で GSK3βおよび Akt のリン酸化が誘導されたこ
とから,同経路は GIPCl と Endoglin に密接に関与し，BMP-9 の強力な骨芽細胞分化誘導に関与し
ている可能性が示唆された. 
 
(2) BMP-9 の hPDLFs における作用の解析 
① 整形外科分野にて応用されているLIPUSは,hPDLFsの BMP-9誘導性骨芽細胞様分化を促進し
た.また,LPSが惹起する炎症状態下でのBMP-9誘導性骨芽細胞様分化の抑制をLIPUSは解除しす
ることが判明した. 
② 炎症環境(IL-1β存在下)が hPDLFs の BMP-9 誘導性骨芽細胞様分化に与える影響 
〇BMP-9で促進されたALP活性(A), 
石灰化物形成(B)は IL-1βの添加
により抑制された.  
(A)各種刺激因子存在下で hPDLFs 
6 日培養後の ALP 活性 
(B) 各種刺激因子存在下で hPDLFs 
12 日培養後のアリザリンレッド S
染色と定量結果 
 
 
 



〇BMP-9 による骨関連遺伝子(Runx2, Osterix, 
Osteopontin[OPN], Bone sialoprotein[BSP])
の発現上昇は IL-1βにより抑制された(C). 
 
各種刺激因子存在下で hPDLFs 48 時間(Runx2, 
Osterix)または 12 日間(OPN, BSP)培養後の遺
伝子発現 
 
〇BMP-9 を抑制する作用が報告されている
Activin A(ActA)の遺伝子発現(C)及び培養上清
中のActA濃度(A)は IL-1β刺激下において上昇
し,同時に ActA を阻害する Follistatin (FST)
の遺伝子(D)および蛋白濃度(B)は減少した. ま
た,BMP-9 と IL-1βの共刺激下では, 
外因性に FST を添加することで ALP
活性が上昇した(E). 
(A,B)各種刺激因子存在下で hPDLFs 
3 日間(A)または 6 日間(B)培養後の
培養上清中の ELISA による ActA, 
FST 蛋白濃度. 
(C,D) 各種刺激因子存在下で hPDLFs 
3日間培養後のActA(C), FST(D)の遺
伝子発現 
(E) BMP-9 と IL-1βの共刺激下で
hPDLFs 6 日間培養後の ALP 活性に与
える FST の影響 
 
〇hPDLFs において BMP-9 により誘導
された Id-1(A), Osterix(B)遺伝子
の発現は, 外因性に添加した ActA
により抑制され,さらに FST を外因
性に添加することによりその抑制は
解除された. 

これらより hPDLFs において IL-1βは, 一部 ActA を介することにより BMP-9 が誘導する骨芽細
胞様分化を抑制しており,ActA-FST機構はBMP-9の制御機構として機能している可能性が示唆さ
れた. 
(3)ビーグル犬 2壁性歯周組織欠損モデルを用いた BMP-9 の歯周組織再生効果の検討 
ビーグル犬 4頭を用い,OFD, ACS, L-BMP-9/ACS, H-BMP-9/ACS 各群を術後 8週にて評価を行っ

た.観察期間を通じて有害事象は認められず,歯根吸収またはアンキローシスは認められなかっ
た.また,Lおよび H-BMP-9/ACS 群は,OFD, ACS 群と比較して新生骨, 新生セメント質, 新付着量
共に増加傾向が認められた.現在,さらに実験頭数を追加して検討している. 
これら研究成果(1)-(3)より歯周組織を構成する歯根膜・骨における BMP-9 の分子制御メカニ

ズムの一部が明らかとなり,また in vivo において歯周組織再生の可能性が示唆された. 
<引用文献> 
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