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研究成果の概要（和文）：　Bmi1は発生過程における分化関連遺伝子の発現を調節すると考えられている。これ
までに本研究者は，このBmi1が骨芽細胞で発現し，株化骨芽細胞への遺伝子導入により骨形成能が上昇すること
を予備実験的に明らかにしている。そこで本研究では軟骨内骨化過程におけるBmi1ならびにその関連因子である
Sonic hedgehog(Shh)の局在を検索するために脛骨発生モデルおよび、脛骨骨折モデルを用いて実験を行った。
Bmi1は脛骨発生過程と骨折修復過程で陽性反応がみられた。さらに骨折修復過程ではShhの局在がみられた。以
上の結果から軟骨内骨化や骨折修復過程にBmi1やShhが関連していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Bmi1 is thought to regulate the expression of differentiation-related genes 
during development. So far, the present investigators have clarified experimentally that Bmi1 is 
expressed in osteoblasts and that osteogenic ability is increased by gene transfer into established 
osteoblasts. Therefore, in this study, in order to search the localization of Bmi1 and its related 
factor, Sonic hedgehog (Shh) in the endochondral ossification process, experiments were conducted 
using a tibial development model and a tibial fracture model. Bmi1 showed positive reactions during 
the tibial development and fracture repair processes. Furthermore, Shh was localized during the 
fracture repair process. These results indicate that Bmi1 and Shh are involved in endochondral 
ossification and fracture repair process.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　骨芽細胞の分化には、BMPs2をはじめとする転写調節因子などの関与が重要であると考えられている。しか
し、骨再生時において骨形成を促進する遺伝子については、どの分子が重要であるのかは不明である。近年、
Bmi1遺伝子を全身性に欠損したマウスに骨および歯の成長遅延が認められることが報告された。しかし、これま
で硬組織形成過程におけるBmi1陽性細胞の局在は報告されておらず、成長遅延は間葉系幹細胞の機能不全に由来
すると考えられてきた。本研究では免疫組織化学的手法よりBmi1が骨芽細胞分化に関連していることが明らかと
なった。これらの結果は再生歯科医学に有用なツールになる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
超高齢社会を迎え、口腔疾患の予防と Quality of Life（QOL）の向上を目指した歯科医療が望

まれており、歯科医療に対するニーズも高度化、多様化している。このような状況下では、咬合
機能を維持することが益々重要であるためインプラント体を歯槽骨に埋入する口腔インプラン
ト治療が広く臨床応用されている。しかし歯槽骨の高度萎縮により、インプラント埋入が不可能
な症例も数多く存在するため、歯槽骨の形成促進・再生法の開発が急務となっている。本研究で
注目したポリコーム群タンパク Bmi1 は、幹細胞マーカーの一つとして、多くの分化関連遺伝子
の発現を調節していることが知られている。近年、この Bmi1 遺伝子を欠損したマウスは出生後
早期に死亡するが、骨および歯の成長遅延が認められることが報告された（Zhang et al.，J Bone 
Miner Res 25:640-652，2010；Biehs et al.，Nat Cell Biol 15:846-52，2013）。これまでに本
研究者は、骨組織において、Bmi1 が骨芽細胞で発現し、株化骨芽細胞（MC3T3-E1 細胞）におけ
る強制発現で石灰化が亢進することを予備実験的に見いだしている。これらは、Bmi1 は幹細胞
だけでなく分化の進んだ骨芽細胞においても、機能していることを示唆する所見である。Bmi1 は
骨芽細胞の骨形成能を促進していることが予想される。しかし、Bmi1 が調節する下流因子や骨
形成促進メカニズムは未だ不明であり、これを解明することは失われた歯槽骨を再生する治療
法の開発に繋がると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、軟骨内骨化過程のどの段階において Bmi1 の陽性反応が出現するかについて実験

動物を用いて比較検討する。Bmi1 はポリコーム群タンパクであるため、骨芽細胞分化過程にお
ける標的因子を明らかにすることで調節メカニズムが理解できる。また、Bmi1 の上流因子であ
る Sonic hedgehog(Shh)は個体発生における必須因子であることが知られており、本研究者は
Shh の下流因子である Gli1 が骨芽細胞分化に関係していることを予備実験的に示してきた。し
かし、軟骨内骨化過程における Shh の局在は知られていない。Shh の軟骨内骨化過程における局
在を知ることにより、Shh が個体発生だけでなく、骨芽細胞分化にも影響を及ぼしていることを
証明する。 

 

３．研究の方法 
(1)胎生 14 日、16 日、18 日および生後 21 日の Sprague-Dawley（SD）ラット脛骨のパラフィン
切片を作製する。Bmi1 ならびに骨芽細胞分化マーカーとして Osterix（Osx）および Runx2 によ
る免疫組織化学染色にて、軟骨内骨化の骨芽細胞分化過程における Bmi1 の局在を検討する。ま
た、Bmi1 と骨芽細胞分化マーカーの局在範囲の違いについても比較、検討する。 
 
(2)4 週齢の雄性 SD ラット右側第 8 肋骨を骨折させた。肋骨骨折後 4 日、11 日および、42 日に
おける肋骨骨折部のパラフィン切片を作製する。Bmi1 ならびに骨芽細胞分化マーカーとして Osx
および Runx2 の免疫局在を検索する。 
 
(3) Gli1-CreERT2;tdTomato マウスの右側第 8肋骨を骨折させた。骨折部における Gli の局在お
よび、Osx の陽性局在を比較検討する。Gli1 と Osx の局在の検索により、骨折修復家庭でも Shh-
Gli1 シグナリングが関連していることが明らかになる。次に 4週齢の雄性 SDラット右側第 8肋
骨を骨折させた。肋骨骨折後 1 日、7 日および 14 日における肋骨骨折部のパラフィン切片を作
製する。骨折部の Shh および、Osx および Runx2 による免疫組織化学染色を施し、陽性局在を比
較、検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ラット脛骨発生時における Bmi1 の局在の検
索で、胎生 14 日では、将来脛骨が形成される部
位に間葉細胞の凝集を認め、その内部および、周
囲の細胞で散在性に Bmi1 の陽性反応がみられ
た。胎生 18 日になると、肥大化した軟骨細胞と
bone collar を形成する骨芽細胞および、その近
傍の細胞に Bmi1 と Osx の反応が認められた。一
方、骨膜中の細胞も Bmi1 陽性を示したが、Osx の
免疫反応は認められなかった。胎生 20 日では厚
い骨基質が形成され、Osx 陽性を示す骨芽細胞な
らびに前骨芽細胞で Bmi1 の局在が認められた。
脛骨形成初期から Bmi1 陽性反応がみられ、脛骨
が成熟するにつれて、陽性局在範囲の減少を認め
たことから、Bmi1 は軟骨内骨化初期の骨芽細胞
分化過程に関連している可能性があることが示
唆された。これらの結果から Bmi1 が骨芽細胞分
化過程に関連していることが示唆された。本研究成果は、第 61回歯科基礎医学会学術大会（2019、

 



東京）にて発表した。 
 
(2)ラット肋骨骨折後 4 日では骨折部に軟骨
形成がみられ、軟骨周囲組織にはRunx2やOsx
陽性反応がみられた。骨折後 11 日では、骨折
部に形成された軟骨が吸収し、新生骨形成が
みられた。新生骨形成部では、新生骨表面お
よびその周囲に Osx、Runx2 陽性局在がみられ
た。一方、骨折後 4日の Bmi1 陽性反応は骨折
部に形成された軟骨周囲にみられた。骨折後
11 日の軟骨吸収部における Bmi1 陽性局在範
囲は Osx や Runx2 と同じ範囲にみられた。さ
らに、骨折後 42日では、新生骨形成部の骨芽
細胞および、骨細胞に Bmi1 陽性反応がみられ
たが、既存骨においては、陽性反応がわずか
であった。これらの所見では、Bmi1 が骨発生
過程だけでなく骨折の治癒過程にも関係して
いることが示唆される。本研究成果は、第 61
回歯科基礎医学会学術大会（2019、東京）に
て発表した。 
 
(3) Gli1-CreERT2;tdTomato マウス骨折モデルにおいて、骨折部の軟骨周囲では、Osx 陽性細胞
がみられ、Gli1 陽性細胞は Osx 陽性細胞と
共局在を示した。これらの結果は Shh の上流
因子である Gli1 が前骨芽細胞でも発現して
いることが示唆される。以上から、骨折の治
癒過程でも、Shh-Gli1 シグナリングが関連し
ていることが明らかとなった。ラット肋骨骨
折モデルでは、骨折後 1日で、骨折部で Shh、
Runx2 および、Osx の局在がみられた。骨折
部および骨折部以外の部分における Shh、
Gli1 陽性細胞数は、骨折部における Shh、
Gli1 陽性細胞数が骨折部以外の部位に比べ
て有意に多かった。骨折後 7、14日では、骨
折部に Osx、Runx2 の局在がみられた。さら
に Osx、Runx2 と同じ局在範囲に Shh、Gli1
の陽性局在もみられた。以上の結果は、骨折
治癒過程での骨芽細胞分化に Shh が関連し
ていることを示唆している。本研究成果は、
国際誌にて発表した（Takebe et al., Int. 
J. Mol. Sci，2020）。 
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