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研究成果の概要（和文）： 顎骨延長法を効果的に行うために，延長部に対し副甲状腺
ホルモンを導入し，骨硬化促進を解析することを目的とした。一部予定を変更し、骨形成
たんぱく質とヒアルロン酸を用いて骨芽細胞の分化を促進させる方法を評価した。 

ヒアルロン酸の添加により骨形成たんぱく質の受容体である物質のリン酸化の抑制が引
き起こされ、それにより骨形成たんぱく質の活性が増強される可能性が、強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) is expected to be utilized 
to fill bone defects and promote healing of fractures. However, it is unable to generate 
an adequate clinical response for use in bone regeneration. Recently, it was reported 
that glycosaminoglycans, including heparin, heparan sulfate, keratan sulfate, dermatan 
sulfate, chondroitin-4-sulfate, chondroitin-6-sulfate, and hyaluronic acid (HA), 
regulate BMP-2 activity, though the mechanism by which HA regulates osteogenic activities 
has not been fully elucidated. The aim of this study was to investigate the effects of 
HA on osteoblast differentiation induced by BMP-2.Monolayer cultures of osteoblastic 
lineage MG63 cells were incubated with BMP-2 and HA for various time periods. To determine 
osteoblastic differentiation, alkaline phosphatase (ALP) activity in the cell lysates 
was quantified. Phosphorylation of Smad 1/5/8, p38, and ERK proteins was determined by 
Western blot analysis. To elucidate the nuclear translocation of phosphorylated Smad 
1/5/8, stimulated cells were subjected to immunofluorescence microscopy. To further 
elucidate the role of HA in enhancement of BMP-2-induced Smad signaling, mRNA expressions 
of the BMP-2 receptor antagonists noggin and follistatin were detected using real-time 
RT-PCR.BMP-2-induced ALP activation, Smad 1/5/8 phosphorylation, and nuclear 
translocation were up-regulated when MG63 cells were cultured with both BMP-2 and HA. 
Western blot analysis revealed that phosphorylation of ERK protein was diminished by HA. 
Furthermore, the mRNA expressions of noggin and follistatin induced by BMP-2 were 
preferentially blocked by HA.These results indicate that HA enhanced BMP-2 induces 
osteoblastic differentiation in MG63 cells via down-regulation of BMP-2 antagonists and 
ERK phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨延長法の治療期間短縮化への研究は
様々な方法で行われている．その一つは，骨
硬化期間における骨延長部への刺激を与え，
創傷治癒促進，骨硬化促進を獲得する方法で
ある．この刺激として，骨形成因子(BMP)の
局所注入がある．しかしヒトでは BMP に対す
る反応性が低く，よく骨形成を誘発し，骨再
生を完成するためには多量の BMPが必要とな
る．その結果 BMP による骨再生は高価な治療
法となる．  
 
 
２．研究の目的 
 骨延長法は骨の造成だけでなく，筋や神経
血管などの周囲軟組織も同時に延長される
ことから，従来の骨欠損部位に対する自家骨
移植術にはない利点を有する．しかし骨移植
法に比べ治療期間が長いことが大きな欠点
とされている．近年，骨延長法の治療期間の
短期化を目的とした骨硬化促進の研究がな
されている．本研究では顎骨に骨延長法を行
い，延長部に対し副甲状腺ホルモン（PTH）
を超音波遺伝子法にて骨芽細胞に導入し，骨
硬化促進を解析する． 
近年，さまざまな先天性疾患や，悪性腫

瘍を対象に遺伝子治療の研究が進みつつあ
る．その基本的手技である遺伝子導入法と
して，ウィルスベクター法と化学的あるいは
物理的操作による非ウィルスベクター法があ
る．しかし導入率が高く，安全でしかも細胞
障害性の少ない，決定的な遺伝子導入法は確
立されていない．超音波エネルギーを利用し
た遺伝子導入法はより損傷が少なく，簡単に
遺伝子導入できる方法として注目されてい
る．そこで申請者はマイクロバブルと超音
波照射を併用したソノポレーション法に着
目した． 
 
 
３．研究の方法 

骨芽細胞様細胞株であるMG63を用い、
BMP-2とHAを添加し、ALP活性を測定した。

細胞内情報伝達分子である、リン酸化
Smad1/5/8, p38, ERKタンパクの発現をウエ
スタンブロットにて解析を行った。この内、
リン酸化Smad1/5/8に関しては核内移行を、
免疫蛍光染色後に蛍光顕微鏡で観察した。
加えて、BMP-2誘導によるHAの役割を明らか
にするために、BMP-2レセプターアンタゴニ
ストであるnoggin,follistatinのmRNA発現
をreal-time RT-PCRにて測定した。 
 
 
４．研究成果 

 MG63細胞におけるBMP-2存在下のALP活
性は、BMP-2とHAで刺激時に増強された。ま
たBMP-2存在下でSmad1/5/8のリン酸化と核
内移行は、HAで刺激することにより増強さ
れた。 

ウエスタンブロット解析では、BMP-2によ
って発現したERKのリン酸化がHAの添加に
より抑制された。BMP-2存在下における
noggin,follistatinのmRNA発現は、HA添加
により有意に抑制された。BMP-2存在下にお
ける骨芽細胞分化はHAによって促進される
ことが明らかになった。 

さらにHAの添加によりnoggin, 
follistatinおよびERKのリン酸化の抑制が
引き起こされ、それによりBMP-2の活性が増
強される可能性が、強く示唆された。 
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