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研究成果の概要：先天性異常や外傷あるいは腫瘍などで欠失した骨の再生治療は患者の生活の

質(Quality of Life :QOL)を高める上で非常に重要である。これまでの治療は自家骨移植や人

工骨による外科的治療法が主であり、患者への負担が非常に大きいものである。われわれは生

体本来の骨の再生過程あるいは発生過程における骨誘導因子などの成長因子の相互作用をニワ

トリ胚における遺伝子操作技術ならびにマウスの遺伝子改変動物を用いて明らかにすることで

新たな骨再生治療法への応用を目指した。 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは骨形成因子(Bone Morphogenetic 

Protein: BMP)に着目した骨再生遺伝子治療

の確立を目指して来た。しかし、単一の遺伝

子のみでは時間的かつ空間的な制御機構を

組み込むことが困難で、単に”骨ができた”

という段階に留まり、臨床応用につなげるこ

とが難しいと思われた。一方、生体内での実

際に行われている骨再生や骨発生過程では

BMP のみならず、他の成長因子による相互作

用による緻密な制御機構を有した再生ある

いは発生過程を経て骨が形成される。これら

の制御機構の全容は明らかになっておらず、

特に線維芽細胞増殖因子である FGF は BMP に

よる骨誘導現象において、少量ではその作用

を増強させ、一方、多量では逆にその作用を

減弱させるという、量依存的に関与すること

が知られているものの、そのメカニズムにつ

いての全容は明らかではない。 

２．研究の目的 

BMP による骨誘導過程において、FGF がその

作用を増強あるいは減弱させるという現象
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について、そのメカニズムを明らかにする。 

また、骨誘導過程のみならず、骨発生過程に

おいての FGF と BMP の相互作用による時空的

制御機構を明らかにする。具体的には FGF の

シグナル経路に着目し、この経路に BMP の関

与があるかどうかを解析していく。これらの

結果を骨再生治療法での時空的制御機構へ

の応用に結びつけていく。 

３．研究の方法 

(1)FGFR1, FGFR2, sprouty の遺伝子抑制ある

いは過剰発現状態でのニワトリ顎骨ならび

に頭蓋顔面骨形成の表現型の同定: 骨発生

過程での FGF と BMP との相互作用を明らかに

するため、胚における遺伝子操作が比較的容

易なニワトリ胚を用いて、FGF のシグナル関

連因子の遺伝子の過剰あるいは抑制状態で

の骨形成過程の表現型をまず、明らかにする。 

(2)顎骨ならびに顎顔面骨発生過程における

FGF 関連因子ならびに BMP 遺伝子の発現パタ

ーンの解析:(1)におけるニワトリ胚におけ

る FGFシグナルの過剰あるいは抑制状態での

骨発生過程において、FGF 関連因子ならびに

BMP の遺伝子発現パターンを in situ 

hybridization により解析する。 

(3) Fgfrコンディショナルノックアウト動物

における骨形成能の同定:マウスにおける

Fgfr1 コンディショナルノックアウトマウス

における骨発生過程を野生型マウスとの比

較により、表現型を同定する。 

(4)fgfr コンディショナルノックアウトマウ

スの骨形成過程における FGF ならびに BMP 関

連因子の遺伝子発現パターンの解析:in situ 

hybridization にて FGF ならびに BMP 関連因

子の遺伝子発現パターンを明らかにする。 

(5)Fgfr1 コンディショナルノックアウト動

物からの細胞樹立と骨誘導の評価:FGF 受容

体のコンディショナルノックアウトマウス

から未分化間葉系細胞ならびに骨芽細胞の

単離を行う。これらの細胞を長期培養し、骨

誘導能の評価を組織学的ならびに生化学的

に行う。 

(6)Fgfr１コンディショナルノックアウト細

胞の骨誘導過程における FGF ならびに BMP シ

グナル関連因子の遺伝子発現パターンの解

析:骨誘導あるいは骨再生過程でのFGFとBMP

との相互作用を解析するため、(5)で樹立し

たこれらの細胞の骨誘導過程における FGFな

らびに BMP関連因子の遺伝子発現パターンを

解析する。 

(7)樹立細胞での FGF と BMP との相互作用解

析：(5)にて樹立した細胞において、リコン

ビナント BMP タンパクを添加し、その骨誘導

の変化を組織学的ならびに生化学的に解析

を行う。 

４．研究成果 

(1) FGFR1, FGFR2, sprouty の遺伝子抑制あ

るいは過剰発現状態でのニワトリ顎骨なら

びに頭蓋顔面骨形成の表現型:FGFR1 ならび

に FGFR2 をニワトリ胚にて抑制した場合、図

に示すようにコントロール群と比較し、 

FGFR1、FGFR２の発現を抑制したニワトリ胚

での顎顔面骨の形成は下顎長が短く、一部の

骨欠損、さらに上顎骨においても一部骨欠損

が認められた。また、FGF シグナリングの下

流因子である sproutyを過剰発現した場合に

は、上顎骨の一部骨欠損に加え、下顎骨の形

成において、骨欠損ならびに弯曲が認められ

た。また、図 2 に示すように、FGF シグナル

の抑制側の下顎骨ではコントロール側に比

較し、組織学的に未熟な骨形成を示した。ま

た、矢状断面においては上顎骨の一部欠損も

認められたが、上顎骨においては、下顎骨の

ような未熟な骨形成ははっきりと認められ

なかった。また、sprouty の過剰発現胚にお

ける骨形成能の組織学的解析により、下顎骨

の弯曲が認められたものの、骨形成において



 

 

図 2.ニワトリ顎顔面骨における FGF 抑制 
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はメッケル軟骨ならびに骨基質においても

大きな違いは認められなかった。 

 
 

 

(2) 顎骨ならびに顎顔面骨発生過程におけ

る FGF 関連因子ならびに BMP 遺伝子の発現パ

ターン:ニワトリ胚における FGF シグナルの

過剰あるいは抑制状態において、FGF ならび

に BMP関連因子の遺伝子発現解析を行ったと

ところ、RunX2 の遺伝子発現にコントロール

群との差を認めた。 

(3) Fgfrコンディショナルノックアウト動物

における骨形成能:マウスにおける FGF シグ

ナルの抑制状態においてもニワトリと同様

な表現型が認められるかを解析した結果、頭

蓋骨においては野生型と比較し、その骨長に

有意な差を認め、また、生化学的解析におい

ても骨形成能の低下が認められた。  

 
 
 
 
 
 
 
 

(4)fgfr コンディショナルノックアウトマウ

スの骨形成過程における FGF ならびに BMP 関

連因子の遺伝子発現パターン:FGF ならびに

BMP 関連因子、さらに骨形成関連因子につい

て、その遺伝子発現パターンを解析した結果、

FGFR３ならびに FGF18の発現が野生型と比較

し、有為な差を認めた。 

(5) Fgfr1 コンディショナルノックアウト動

物からの細胞樹立と骨誘導:樹立した細胞

を２−３週間の長期培養を行った結果、図 4

に示すように野生型から樹立した細胞と

比較し、変異型マウスからの細胞は骨誘

導能が低いことが示された。 

 
 
 

 
 

 

 

(6) Fgfr１コンディショナルノックアウト

細胞の骨誘導過程における FGF ならびに BMP

シグナル関連因子の遺伝子発現パターン:野

生型と比較し、変異型の細胞では、骨誘導過

程において、FGFR3 の発現ならびに MAPK 関連

因子の発現に差が認められた。 

(7) 樹立細胞での FGF と BMP との相互作用:

樹立した細胞を用いて、骨誘導培地で培養を

開始する時点で BMP を添加した場合、図で示

すように、野生型の細胞は BMP 添加により、

骨誘導能が高まった。一方、変異型細胞では

BMP 添加時においても、大きな骨誘導能変化

が認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果から、FGF シグナルの抑制下に

おける骨誘導においては、BMP による骨誘導

能の増強が認められなかった。一方、BMP に

よる骨誘導能においては、少量の FGF はその

骨誘導能を高め、多量の FGF は BMP による骨
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図 3. 骨形成能の測定 
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図 5.BMP と FGF との関連性 
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誘導能を低下させる。今回、FGF のシグナル

がノックアウトされた状態では BMPによる骨

誘導能の救済がなされないことが示唆され

た。 一方、骨発生過程におけるニワトリ胚

やマウスを用いた実験系においては、FGF の

他のファミリーや受容体の関与が大きいこ

とが示唆された。以上より、FGF シグナルは

骨発生過程ならびに骨誘導、再生過程におい

て、その抑制ならびに過剰状態においては骨

形成能の低下を引き起こす。また、FGF シグ

ナルを遮断すると、BMP による骨誘導能のリ

カバリーが認められず、BMP は FGF と共通の

シグナル経路を有し、また、より上流での相

互作用が存在する可能性が示唆された。 
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