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研究成果の概要（和文）：BMP-2は骨形成を強力に誘導する成長因子として知られている．しかし，我々は，本
研究において，骨形成を含むBMP-2の効果は骨髄内において著しく抑制され，本抑制効果は，骨髄細胞が直接骨
芽細胞に作用することで生じていることを明らかにした．本研究成果は，BMP-2の臨床応用において，BMP-2の副
作用その作用機序の一部を明らかにした大変重要な知見である．

研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) is widely known as a potent growth 
factor that promotes bone formation. However, in this experiment, we revealed that the effect of 
BMP-2 in inducing bone formation is remarkably repressed by marrow cells via direct cell-cell 
contact with osteoblasts; this opens new perspectives on the clarification of the side-effects 
associated with BMP-2 application.

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
これまでBMP-2は最も強力に骨形成を促進する因子として広く認識されてきたが，我々は骨髄内においてBMP-2は
骨形成を抑制することを明らかにした．これは，骨髄内には骨髄外とは異なった骨代謝機構が存在することを強
く示唆しており，このメカニズムを解き明かすことは，大理石病や線維骨異形成症など難治性骨代謝疾患のみな
らず，血液・免疫疾患の新たな理解，治療法に画期的な影響を与えると考える．



１．研究開始当初の背景 
骨組織再生において，骨形成タンパク質(BMP)-2は，その非常に強力な骨芽細胞分化誘導能，異

所性骨形成能により広く研究が進められ，すでに世界的に臨床応用が開始されている．口腔イン
プラント治療においても，人工歯根埋入部位の骨造成や，骨髄腔内での人工歯根の骨接触率を向
上させるために，本因子の応用が試みられている．申請者らもこれまでに，大腸菌発現系で作製
した遺伝子組換えヒトBMP-2(rhBMP-2)を開発し，その前臨床試験として，大型動物に対する
rhBMP-2含有骨補填材を用いた上顎洞底挙上術などでその劇的な有効性を実証してきた (Cells 
Tissues Organs 2013, 2014)．一方，人工歯根の骨接触率を向上させるため，rhBMP-2処理した人工
歯根を顎骨骨髄内に埋植する実験を実施したところ，BMP-2処理した人工歯根周囲では骨形成が
抑制されるという，大変興味深い結果を得た．また，マウス大腿骨に実験的な欠損を生じさせ，
rhBMP-2徐放性スポンジを欠損部に作用させた実験モデルにおいても，骨髄外では著しい骨形成
が観察されたが，骨髓内ではむしろ海綿骨の明らかな吸収が引き起こされていた（図1）．すなわ
ち，骨髄由来間葉系幹細胞を骨芽細胞に分化させ，骨基質形成を促進するというin vitroで実証さ
れたBMP-2の機能は，骨髄内において何らかの機序により抑制されていると考えるのが妥当であ
ろう． 
 この抑制反応は，歯科臨床においても重大な問題となる．なぜなら，口腔インプラント治療は，
骨髄に人工歯根を埋め込み，人工歯根の回りに骨を形成することを是とするからである．このま
までは，人工歯根の回りに骨再生を目的としたBMP−２の応用はできず，むしろ骨髄内にBMP-2
が塡入されないように注意を喚起する必要さえある．したがって，骨髄内においてBMP−２の働
きが抑制されるメカニズムを解き明かし，BMP-2が効率的に作用し，骨髄腔に増骨反応が起こる
よう研究を進めることは，口腔インプラントを活用する補綴歯科専門医として欠くことのでき
ない知識を提供する．さらに，この骨誘導抑制メカニズムが明らかとなれば，逆に骨髄腔が狭小
化する疾患である大理石病の治療にも応用が可能となるかもしれない．  
 

 
２．研究の目的 
これらの臨床的背景，現在の問題点を踏まえ，本研究では，骨髄腔内における BMP-2 の効果を

明らかにすることを目的とした．  
 
 
３．研究の方法 
(1) BMP-2 による口腔インプラント体の早期オステオインテグレーション獲得を目的に，

rhBMP-2 を表面にコーティングしたインプラント体をイヌの下顎骨に埋入し解析した．具体
的には，成犬 (TOYO ビーグル，雌）に対して全身麻酔，局所麻酔下にて下顎両側第 2, ４
小臼歯を抜歯した後，抜歯直後 (抜歯即時埋入モデル)および３ヶ月後 (待機埋入モデル)に
抜歯部位に対して rhBMP-2 溶液 (10 μg/μL）に３分間浸漬したインプラント体を埋入し
た．インプラント体埋入 14 日後に下顎骨を回収し，組織学的解析を行うとともに，インプラ
ント体の除去に要したトルク値の測定を行った．また，対照群のインプラント体は埋入前に
蒸留水に浸漬した． 

 
(2) BMP-2 が骨髄内・外の骨形成に及ぼす影響を検討するため，以下の２つのモデルに rhBMP-

2 を移植し，移植 5, 14 日目に組織を回収し，micro-CT を用いた X 線学的解析，および HE
染色による組織学的解析を行った．①マウス大腿骨骨髄内移植モデル: 野生型マウスの大腿
骨骨欠損作製部位周囲の骨膜を完全に除去した後，25G の注射針を用いて骨欠損を作製し，
rhBMP-2 を含んだコラーゲンゲルの凍結乾燥体 (rhBMP-2 凍結乾燥体)を骨髄内に移植し
た．②マウス頭蓋骨骨欠損部移植モデル: 野生型マウスの頭蓋骨に直径 2 mm の Biopsy punch
を用いて骨欠損を作製し，rhBMP-2 凍結乾燥体を移植した． 

 
(3) 骨芽細胞が可視化された遺伝子改変マウス (Col1a1-GFP Tg マウス)を用いて実験 2)と同様

の実験を行った． 
 
(4) 骨髄細胞が BMP-2 誘導性骨形成に与える影響を in vivo にて検討するため，①通常のマウス

大腿骨，②歯科用リーマーを用いて骨髄を除去したマウス大腿骨，③他のマウスの背部皮下
に移植した通常のマウス大腿骨，④他のマウスの背部皮下に移植した歯科用リーマーを用い
て骨髄を除去したマウス大腿骨のそれぞれの骨髄内に rhBMP-2 凍結乾燥体を移植した．移



植後 14 日目の組織を回収し， X 線学的解析を行うとともに，骨髄細胞数をフローサイトメ
ーター (FCM)にてカウントした． 

 
(5) 骨髄細胞が rhBMP-2 誘導性骨芽細胞分化に与える影響を in vitro において検討するため，

ルシフェラーゼ遺伝子上流に BMP 応答性配列を有する C2C12 細胞 (C2C12-BMP response 
element (BRE)細胞)および骨芽細胞様細胞株 (MC3T3-E1 細胞)を用いて in vitro において
検討した．初めに，C2C12-BRE 細胞および MC3T3-E1 細胞を骨髄細胞と共培養下にて BMP-
2 刺激し, BMP-2 誘導性骨芽細胞分化に与える影響を，それぞれ BRE に対するルシフェラー
ゼ活性およびアルカリフォスファターゼ (ALP)染色にて解析した．また，骨髄を細胞成分と
液性成分に分離し同様の実験を実施しするとともに，骨髄細胞の直接的もしくは間接的作用
かを検討するため，チャンバーを用いて共培養し，同様の実験を実施した．対照として，末
梢血より採取した血液細胞を用いた． 

 
 
４．研究成果 
(1) ビーグル抜歯窩即時埋入モデルにおいて，rhBMP-2 コーティングインプラント体埋入群で

は，対照群と比較しインプラント体周囲に骨形成が誘導されている像が観察された．しかし，
待機埋入モデルにおいて，rhBMP-2 コーティングインプラント埋入群では，インプラント体
の周囲に骨吸収象を認め，インプラント体の除去トルク値は対照群と比較して有意に低下し
ていた． 

 
(2) 野生型マウス頭蓋骨骨欠損部に rhBMP-2 凍結乾燥体を移植した結果，これまでの報告通り，

対照群と比較し骨形成が促進された．しかし野生型マウス大腿骨骨髄内に rhBMP-2 凍結乾
燥体を移植した結果，rhBMP-2 の量に依存し，骨髄内における骨形成が抑制された． 

 
(3) Col1a1-GFP Tg マウスの頭蓋骨欠損部，および大腿骨骨髄腔内に rhBMP-2 凍結乾燥体を移

植し蛍光顕微鏡下にて観察を行った．その結果，頭蓋骨欠損部位に移植した rhBMP-2 凍結乾
燥体周囲に GFP 陽性の骨芽細胞が対照群と比較し多数観察された．しかし，GFP 陽性の骨
芽細胞は大腿骨骨髄腔内に移植された BMP-2 凍結乾燥体周囲にほとんど観察されなかった．  

 
(4) 骨髄細胞が骨形成に与える影響を in vivo にて検討するため，歯科用リーマーにて骨髄を除

去した大腿骨，骨髄細胞の再生を阻害するために他のマウス背部皮下に移植した大腿骨，ま
たは両処置を施行した大腿骨に rhBMP-2 凍結乾燥体を移植した．FMC 解析の結果，骨髄細
胞数は両処置を施行した大腿骨にて最も減少していた．また，興味深い事に，骨髄内の骨髄
細胞数が低下するに従い，骨髄腔内の骨形成が促された． 

 
(5) 骨髄細胞と共培養している C2C12-BRE 細胞および MC3T3-E1 細胞を，BMP-2 にて刺激

した．その結果，BMP-2 誘導性のルシフェラーゼ活性は，骨髄細胞数に依存し有意に低下し
た．また，ALP の染色性も骨髄細胞と共培養することで低下した．また，骨髄を細胞成分と
液成分に分離し共培養，または骨髄細胞をチャンバーを介して共培養し，同様の実験を行っ
た．その結果，細胞が直接作用することで，BMP-2 誘導性骨芽細胞分化が抑制されているこ
とが明らかとなった．また，末梢血から採取した細胞では，BMP-2 誘導性骨芽細胞分化は抑
制されなかった． 

 
以上より，本研究において，rhBMP-2 は骨髄環境内において骨形成を抑制すること，また

その抑制制御メカニズムの一部が明らかとなった．
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