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研究成果の概要（和文）：歯周病により失われた歯周組織を効率的に再生させるべく 新たな歯周組織再生療法
が望まれている。そこで本研究では, Bone morphogenetic protein (BMP)-9を用いた歯周組織再生療法に関する
基礎的研究を行った。その結果、1. リコンビナント(rh)BMP-9はrhBMP-2と比較してヒト由来歯根膜線維芽細胞
の骨芽細胞様分化を強力に促進すること。2. ラット頭蓋骨欠損モデルにおいてrhBMP-9/吸収性コラーゲンスポ
ンジ(ACS)はrhBMP-2/ACSと術後8週において同等の骨形成能を示し、かつ脂肪組織が少ない既存骨に近い骨が形
成されることが示された。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is an inflammatory disease resulting in tooth loss in 
patients. Further progress is needed in regeneration-based treatment of periodontal disease. In this
 study, basic research on periodontal regenerative therapy using bone morphogenetic protein (BMP)-9 
was performed. As a result, (1) rhBMP-9 potently induces osteoblastic differentiation of human 
periodontal ligament (PDL) fibroblasts as compared with rhBMP-2. (2)rhBMP-9/ACS provided comparable 
new bone formation to rhBMP-2/ACS with less adipose tissues after a healing period of 8 weeks in rat
 calvarial critical-size defects. Further research investigating the potential of rhBMP-9 as a 
therapeutic agent for future oral and periodontal reconstructive procedures and medical fields is 
still necessary, and mechanisms underlying the effects of rhBMP-9 on periodontal/bone regeneration 
must be elucidated prior to clinical use in humans.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景	
	 歯周病は組織破壊性の慢性炎症性疾患であ
り、歯周病により破壊される歯周組織は歯槽
骨、セメント質、歯根膜といった複数の異な
る組織によって構成される。これら失われた
歯周・顎骨組織を再生させるべく現在、臨床
応用されている歯周組織・顎骨再生療法は、
宿主細胞に Signaling	 molecules を作用させ
るか、再生に必要な空間を維持することに主
眼が置かれている。しかしながらその適応症
の狭さ・技術的な難しさゆえ、多くの患者が
その恩恵を受けているとは言い難い状況であ
る。そのためさらなる適応症の拡大、効率的
な組織再生を成すために Tissue	engineering	
の３要素の観点から、①成長因子②細胞移植
③Scaffoldについて様々な研究が行われてい
る。最も臨床応用への障害が少ないと考えら
れる、リコンビナントタンパクを用いた成長
因子の応用に関しては Scaffold と共に盛ん
に研究され、特に異所性骨形成能の高さから
BMPs の中で早くから注目された BMP-2 は、米
国において骨造成剤(Infuse)として認可・使
用されているが、ヒトにおいて mg 単位の投与
量 が 必 要 で 非 常 に 高 価 で あ り 、 Cost	
effectiveとは言い難く、血清種や術後疼痛な
どの有害事象の報告も散見される。また歯周
組織においては歯根の骨性癒着の懸念や、上
述の理由からヒトでの臨床応用には至ってい
ない。他の成長因子についても Breakthrough
となる作用を発揮するものは見当たらない。
そこで我々は近年注目を集めているBMP-9(別
名 GDF-2)に着目した。BMP-9 は TGF-β
superfamily に属する 14 の BMPs の 1 つで、
マウスの肝臓から単離された物質である。肝
臓でのグルコース代謝や、脂肪代謝、コリン
作動性神経回路のメインテナンスなどに役割
を果たしていることが知られているが、最近、
間葉系幹細胞を骨芽細胞様に分化する能力が
BMP-2,	 -7(OP-1)と同等かそれ以上であると
報告(Curr	Gene	Ther.	2011;11:229–40)され
た。数ある BMPs の中で BMP-2 は骨形成因子の
ゴールデンスタンダードと考えられていたが、
それを超える性質を BMP-9 は提示し、他に、
筋肉に損傷がある場合にのみ同部位に異所性
骨形性能を示すというユニークな特徴も報告
(J	Bone	Miner	Res.	2011;26:1166–77.)され
ている。しかしながら、現在までの報告は、ほ
とんどが動物由来の細胞株(C2C12などの間葉
系細胞株や筋由来サテライト細胞)を使用し
ており、また BMP-9 を強発現させた細胞株を
使用している報告が多く、ヒト由来の細胞が
外因性に添加された BMP-9 にどのように反応
するのか、また歯周組織由来の細胞群に対す
る反応についてはほとんど知見が見受けられ
ない。	
	
２．研究の目的	
	 BMP-9 を軸として歯根膜細胞に対する作用
とin	vivoでの骨組織再生への効果を解析し、
BMP-9 の歯科臨床への応用の基盤を確立する

ことを目的としている。	
３．研究の方法	
(1)in	vitro 実験系	
① 使用細胞 :ヒト歯根膜線維芽細胞

(hPDLFs,	Lonza 社)	
② 細胞増殖能 :	 MTT-assay 変法 (cell	

counting	kit-8)	
③ 骨分化作用の解析:骨分化培地下で BMP-

2 および BMP-9 添加後、ALP の染色と活
性測定、および Alizarin	 Red	 S 染色に
よる石灰化物形成を評価	

④ BMP 受容体・骨関連因子の遺伝子発現解
析 RT-PCR 法または Real-time	PCR	法	

⑤ シグナル伝達経路の解析	
					Western	Blot 法	
	
(2)in	vivo 実験系	
① 実験動物:	Wistar 系ラット	
② 骨欠損:	両側頭蓋骨頂部に骨欠損（直径

5mm）を外科的に作製	
A:	recombinant	human	BMP-9(rhBMP-9)/吸収
性コラーゲン（ACS）担体の骨形成効果の検討	
吸収性コラーゲンスポンジ(ACS)のみ,1µg-
rhBMP-9/ACS,5µg-rhBMP-9/ACS,コントロール
(欠損のみ)の 4 群	
B:	BMP-9(rhBMP-9)とrhBMP-2の骨形成効果の
比較検討	
ACS 群,	rhBMP-9/ACS（rhBMP-9 群）,	rhBMP-
2/ACS	 (rhBMP-2 群),	 欠損のみ(control 群)
の 4 群	
	
A および Bの解析:	2週および/または 8週後,	
動物を安楽死させ実験部位を採取。µCT によ
る放射線学的評価および脱灰薄切標本を作
製・HE 染色後,	組織学的な評価を行った	
	
４．研究成果	
(1)in	vitro 実験系	
① 培養 3日間において、BMP-2 および BMP-

9 は細胞増殖能に有意な影響を与えなか
った。	

② BMP-2 刺激と比較して BMP-9 刺激は、培
養6日後にALP活性を有意に亢進させた
(図 1)。また 9、15、21 日目の Alizarin	
Red	 S 染色において、BMP-2 刺激と比較
してBMP-9刺激で有意に石灰化物形成が
促進した(図 2)。	

図 1	
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③ hPDLFs において BMP 受容体群(ALK-1,-

2,-3,-6,	 BMPRⅡ,	 ActRⅡA,	 ActRⅡB,	
Endoglin)の遺伝子発現が認められた
( 図 3) 。 ま た Runx2,ID-
1,Osterix,Osteopontin,	 Bone	
sialoprotein の遺伝子発現が control
および BMP-2刺激と比較してBMP-9刺激
で有意に上昇した(図 4)。	

図 3	
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④ BMP-2 および BMP-9 刺激時ともに
Smad1/5/8 のリン酸化が認められた。	
(図 5)	

図 5	

	
⑤ Noggin および BMP-3 は、BMP-2 刺激によ

って誘導されたALP活性を有意に減少さ
せたが、BMP-9 刺激によって誘導された
ALP 活性に有意な影響を与えなかった。
(図 6)	
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(2)in	vivo 実験系	
A:	rhBMP-9/ACS の骨形成効果について	
rhBMP-9 移植群（低濃度:1µg および高濃
度:5µg の rhBMP-9/ACS,	それぞれ L-rhBMP-9,	
H-rhBMP-9 とする）における骨形成量は ACS 群
と比較し有意に高かった(図 7).欠損閉鎖率は
コントロール群,ACS 群よりも rhBMP-9 移植群
の方が有意に高かった.	 H-rhBMP-9/ACS 群の
新生骨面積及び新生骨面積率は	コントロー
ル群,ACS 群より有意に高く,全群間で最も高
かった.L および H-rhBMP-9/ACS	群では,全て
の組織形態計測項目で群間に有意差は認めら
れなかった(図 8).	
図 7	
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B:	BMP-9(rhBMP-9)とrhBMP-2の骨形成効果の
比較検討	
骨欠損内における骨形成量(BV)と新生骨面積
率(NBA/TA)は術後 2 週において rhBMP-2 群が



他群と比較して有意に高かった(図 9,10).	術
後 8 週では rhBMP-9 群と rhBMP-2 群の両群間
に有意な BV の差は認められなかったが
control 群および ACS 群と比較して BMP 群
(rhBMP-9 群,	 rhBMP-2 群)は有意に高い BV を
認めた(図 9,10)。また ACS 群および BMP 群は
control 群と比較して有意に高い欠損閉鎖率
(DC/DL)を認めた(図 11).	 術後 8 週における
NBA/TA に関しては rhBMP-9 群および rhBMP-2
群の両群間に有意な差は認められなかったが,	
control 群および ACS 群と比較して BMP 群は
有意に高かった.	新生骨内の脂肪組織面積は
rhBMP-2 群では rhBMP-9 群よりも有意に高か
った(図 11).	
図 9	
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