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研究成果の概要： 

動物種間での骨形成能の差を解明すべく、ラット及びイヌの大腿骨より骨髄間葉
系細胞を採取し BMP を添加して ALP 活性を測定した。BMP を添加しない状態
でもラットにおける ALP 活性はイヌの約 10 倍高く、BMP を添加して培養した
場合、ラットではイヌの約 2 倍反応が強く、生体における種の差を in vitro で再
現し得た。遺伝子発現を PCR にて検討したところ、ラットでのみ BMP4 の発現
が見られ、この発現の差がベースラインでの ALP 活性の差に寄与している可能
性が考えられた。  
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１．研究開始当初の背景 

骨損傷（骨折、骨欠損、骨壊死など）

の修復反応は局所的な骨新生と新生骨の

remodelingによる力学的強度の回復であ

る。この反応（修復速度）は幼年期には

早く、加齢につれて遅延してくることは

古くから知られた事実である。つまり高

齢者では骨修復に長時間を要することに

なる。また生物界では進化にともなって

骨再生能力が低下することが知られてい

る。 
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などを用い、骨形成蛋白（Bone Morphoge

netic Protein; 以下BMP）の骨形成作用

を検討してきた。その過程の中で、BMPに

対する応答性が動物種間で大きく異なる

ことが明らかになった。例えば、マウス

では5μgのBMPを用いても3週間で完全な

骨形成が誘導されるのに対し、ラビット

ではその10倍量を用いて約6週間、イヌで

は20倍量、サルでは50倍量と約6週間の期

間を要する。さらにヒトで臨床的に用い

られているBMP量はマウスで用いられる

量の50倍にのぼり、時間的にも2ヶ月以上

を要する。骨折修復に必要な期間もおお

よそ同様の差が認められる(Biomaterial

s 27:4934 2006, Clinical Orthopaedic

s and Related Research 395:110 2002)。

もちろん、これらの動物種では体重や寿

命などが異なるが、それだけではBMP必要

量や骨形成速度の差を説明できず、BMP抑

制因子も含めた骨形成速度を規定するメ

カニズムの存在が示唆される。そのメカ

ニズムを解明することが、骨再生を効率

化するためには非常に重要であると考え

た。 

 

２．研究の目的 

骨修復・骨新生の反応速度を制御して

いる機序を解明し、骨再生の画期的な治

療法の開発につなげることを目的とした。

すなわち骨形成速度の種差を細胞レベル

の実験にてモデル化し、分子生物学的手

法を用いてそのメカニズムを解明するこ

とである。 

 

３．研究の方法 

(1)In vitroにおけるBMPsに対する反応

性の動物種差の再現 

 イヌ及びラットの骨髄由来の培養細

胞を用いて、リコンビナントヒトBMP-2（r

hBMP-2）を添加した際の反応性として、

骨形成能を評価する。具体的にはアルカ

リフォスファターゼ（ALP）の活性につい

て、rhBMP-2の用量依存的・経時的な変化

を捕らえる。ALP活性に関してはDNA量も

しくはタンパク量で標準化した値で評価

する。rhBMP-2に対して、いずれの細胞も

十分な骨芽細胞分化をきたさない場合に

は、培養条件を、アスコルビン酸・βグ

リセロリン酸を含んだ、骨芽細胞分化誘

導培地に変更し再検討を行なう。 

 

(2)骨形成関連遺伝子及びBMP細胞外抑制

因子の遺伝子発現の評価 

 BMPsに対する動物種差を認めた場合に、

BMPsの反応が不良な細胞については遺伝

子発現レベルにおいて①BMPシグナルに

関連する骨形成誘導遺伝子の発現低下、

②BMP細胞外抑制因子（NogginやGremlin

など）の発現上昇、などが考えられる。

そこで、今までにmRNAの遺伝子配列が既

知である遺伝子群について、各動物由来

細胞に対してrhBMP-2（上記ALP活性測定

により決定された用量）を投与し、経時

的にRNAを回収。遺伝子発現量をRT-PCR法

を用いて評価する。特にイヌに関しては

遺伝子配列が未解明の分子も数多く存在

するため、そのような分子についてはマ

ウス、ラット、ヒトでの配列を参考にし

て、各種で保存された部分を用いてprime

rを作成する。 

 
４．研究成果 

(1)In vitro における BMPsに対する反応性の



 

 

動物種差の再現 

ラット及びイヌの寿命から換算してラット

は Wistar rat 8 週齢を、イヌはビーグル犬

12 ヵ月齢のものを選択し、大腿骨ならびに上

腕骨より骨髄細胞を採取、培養を行った。ラ

ットの骨髄細胞は何台継代しても増殖能が

保たれるのに対して、イヌの細胞では継代回

数が増加するにつれて増殖能の低下が認め

られたため、ＡＬＰ測定に際しては継代が 3

回までのものを使用した。ラット骨髄細胞で

は BMP添加後 3日目より高濃度ＢＭＰ添加群

にてＡＬＰ活性の上昇が認められ、12日目で

最高値を呈していた。BMP 500ng/ml の濃度で

は添加後、12 日目でコントロールに比べ約

2.5倍のＡＬＰ活性の上昇が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

一方イヌでは高濃度ＢＭＰ群においても 6日

以降からＡＬＰ活性が上昇し、18 日目で最高

値を呈したが、コントロールの 1.5 倍程度で

あった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

両者の最も大きな違いは、ＢＭＰを投与して

いない状態でのＡＬＰ活性であり、その差は

約 10 倍であった。BMP 投与後 12 日目におけ

るＢＭＰ500ng/ml 投与時の対コントロール

比はラットで 2.5 倍、イヌで 1.2 倍であり、

ＢＭＰに対する反応性としては約 2倍異なっ

ていた。コラーゲンを使用した BMP に

よる異所性骨形成モデルではイヌでの

骨形成に必要な BMP 量はラットの約

20 倍であり、これらの ALP 活性の差

によって in vitro で再現し得たと考え

られた  

 

(2)骨形成関連遺伝子及びBMP細胞外抑制

因子の遺伝子発現の評価 

次に①の実験と同様の条件で培養した

イ ヌ な ら び に ラ ッ ト の 骨 髄 細 胞 の

RNA を回収し、ＢＭＰのシグナリング

に 関 わ る 分 子 （ BMP-2, BMP-4, 

BMPR-Ia, Noggin）の発現をＲＴ－Ｐ

ＣＲにて確認した。（次頁図）  
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Nogginの発現は両者共に BMPの投与により

発現の軽度上昇が認められた。 BMP 

receptor IA に関しては両者共に BMP の投

与の有無に関わらず、定常状態での発現が

認められた。ラットでは BMPを添加してい

ない状態でも BMP4 の発現が認められるの

に対して、イヌでは BMP4の発現が認められ

なかった。この発現の差がベースラインで

の ALP活性の差に寄与している可能性が考

えられた。またラットでは BMP投与により

3日目、６日目において BMP-2、BMP-4共に

発現の減尐が認められたが、イヌではその

ような減尐は認められなかった。これらは

BMP の投与による負の feed back の結果と

考えられ、BMP のシグナル経路における負

の feed backにも種の差が現れている可能

性が示唆された。 

各種で差はないが骨形成に関わる重要な分

子として cAMPに着目し、定常状態での活性

や BMPに対する反応性の実験を進めている。 
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