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研究成果の概要（和文）：　組織再生において，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．一方，我々は，BMP-2は骨髄内に
おいて骨形成を抑制することを明らかにしてきた．しかし，BMP-2による骨形成抑制メカニズムは未だ不明であ
る．そこで，BMP-2によって形成される骨を詳細に解析した．１細胞解析の結果，BMP-2誘導骨には，造血機能を
有した骨髄が形成されていることが明らかとなった．以上の結果より，BMP-2は臓器としての骨髄形成能を有す
るため，骨髄内ではその空間確保のために，骨形成が抑制された可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：BMP-2 has been widely studied for its potent ability to induce osteoblast 
differentiation and ectopic bone formation, and is already in clinical use worldwide.　On the other 
hand, we have shown that BMP-2 inhibits bone formation in the bone marrow.　 However, the mechanism 
by which BMP-2 suppresses bone formation remains unclear. Therefore, we analyzed the detail of BMP-2
 induced bone. Single cell RNA-seq analysis revealed that BMP-2-induced bone formed bone marrow with
 hematopoietic function. These results suggest that BMP-2 has the ability to regenerate bone marrow 
as an organ, and may suppress bone formation in the bone marrow in order to reserve space for 
hematopoiesis.

研究分野：歯科補綴学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　BMP-2が臨床応用され，10数年が経過し，その有効性と共に様々な副作用が報告されるようになった．その一
つが，BMP-2による骨溶解/吸収作用である．また，Jeppsonらは，BMP-2をラット大腿骨周囲に移植した場合，骨
形成を抑制する事を報告しており (Acta Orthop Scand, 1999)，臨床医，基礎研究者共にBMP-2の骨吸収作用に
長年疑問を抱いていた．そのため，BMP-2による骨髄での骨吸収メカニズムが明らかになれば，その機能を抑制
する中和抗体や活性化することができる因子を同定し，新たな治療法の開発に繋げると考える．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

骨組織再生において，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，すでに世界的で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 を世界に先駆けて開発し，その前臨床試験として，大型動物における BMP-2 の劇的な有

効性を実証し，現在臨床応用に向け，PMDA との相談に基づく医師主導型治験の準備を進めている 

(Ono et al., Cells Tissues Organs 2013, 2014)．一方，人工歯根の骨接触率向上を期待して，

BMP-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，BMP-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．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 の機能が，骨髄内においては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． 

 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，この BMP-2 の抑制反応は，歯科臨床において重大な問題となる．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，むしろ内因性の BMP-2 が効率的に作用し，骨髄腔に増骨反応が起こ

るよう研究を推進することは，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ことになる． 

これらの臨床的背景，現在の問題点を踏まえ，骨髄腔内における BMP-2 骨誘導抑制メカニズム

が，骨髄組織との相互作用に起因するという仮説を立て研究を進め，下記の研究成果を報告して

きた (Nguyen, Ono et al, Journal of Bone and Mineral Research, 2018，及び申請者ら未発

表データ)． 

BMP-2 は，骨髄を多く含む長幹骨骨髄内では骨形成を抑制したが，骨髄をほとんど含まない頭

蓋骨や，骨髄を機械的に除去した長幹骨骨髄内では骨形成を促進した． 

間葉系幹細胞 (CXCL12-GFP マウス)や骨芽細胞 (Col1a1-GFP マウス)が可視化された遺伝子改

変 マウスを用いて BMP-2 の骨髄内投与が及ぼす影響を検討したところ，長管骨骨髄内環境に

おいては間葉系幹細胞の骨芽細胞分化が BMP-2 投与により抑制された． 

骨芽細胞に BMP-2 および長管骨骨髄液を添加すると，BMP-2 によって誘導された骨芽細胞分化

は骨髄液添加により完全に抑制された. 

長管骨骨髄液を液成分と細胞成分に分離し，同様の実験を行ったところ，液成分のみを加えて

も BMP-2 による骨芽細胞分化抑制は観察されず，細胞成分を加えた時のみ観察された． 

以上の研究成果を総合すると，骨髄内に BMP-2 を投与することにより骨髄細胞が何らかのメカ

ニズムで，直接間葉系幹細胞の骨芽細胞分化を抑制するという非常に魅力的な作業仮説を導く

ことができる．しかし，どの骨髄細胞が本抑制作用に関与しているのか，またどのようなメカニ

ズムで多段階の分化を示す間葉系幹細胞の骨芽細胞分化を抑制しているのかは未だ不明である．  

 

２．研究の目的 

 BMP-2 を応用した骨補填材は，有効な骨再生療法を提供するとして大変期待されている.一方，

我々は，骨髄腔内に BMP-2 を投与すると逆に骨形成が抑制され，骨髄腔が拡大するという大変興

味深い知見を得た.本申請研究では，骨髄細胞のシングルセル解析にて，BMP-2 投与による骨形

成抑制・骨髄腔拡大に関わっている細胞を抽出し，これら候補細胞が BMP-2 投与下で骨髄ニッチ

や骨髄腔の維持にどのように関わっているのか，その制御メカニズムを明らかにすることを目

的としている. 



 

３．研究の方法 

(1) BMP-2 が骨髄内・外の骨芽細胞，破骨細胞，間葉系幹細胞に及ぼす影響を検討するため，以
下の２つのモデルに BMP-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 
遺伝子改変マウス (Col1a1-GFP Tg マウス, Trap-Tomato マウス，Cxcl12-GFP 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，BMP-2 を含んだコラーゲンゲルの凍結乾燥体 (BMP-2 凍結乾燥体)を骨髄内に移植し

た． 

② マウス頭骨骨欠損部移植モデル 
遺伝子改変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，BMP-2

凍結乾燥体を移植した． 

 

(2) マウスの骨髄を採取後，死細胞を除去するため，DAPI にて染色後セルソーターにて生細胞
を分離し，単一細胞を得て，10X Chromium (10X社)にてライブラリーを作製し，シークエンスを
行った．その後，Seurat 4.0.6.を用いて次元削減し，クラスター解析を行った． 
 

４．研究成果 

(1) 遺伝子改変マウスを用いて頭蓋骨の骨芽細胞・破骨細胞・間葉系間幹細胞の動態を解析し

た．その結果，BMP-2 群において，移植後 5日目に Col1a1 陽性の骨芽細胞数の増加を認め，

さらに移植後 14 日目には骨組織の形成とともに TRAP 陽性の破骨細胞数の増加が確認され

た．しかし，BMP-2 を含まないコラーゲンゲルの凍結乾燥体を移植した群 (対照群)におい

ては，骨芽細胞，破骨細胞ともに観察されなかった．また，創傷治癒部位には，BMP-2 群，

対照群ともに，Cxcl12 陽性の間葉系幹細胞は移植5日目，14日目ともに観察されなかった． 

次に，大腿骨における骨芽細胞・破骨細胞・間葉系間幹細胞の動態を解析した．その結果，

対象群と比較して BMP-2 群では凍結乾燥体周囲に TRAP 陽性の破骨細胞数の増加を認めた．

しかし，Col1a1 陽性の骨芽細胞数は観察されなかった．一方，対照群では，移植後 14 日目

には骨組織の形成にともない Col1a1 陽性の骨芽細胞と TRAP陽性の破骨細胞が確認された．

また，興味深いことに，移植 5 日後に，対照群では Cxcl12 陽性の間葉系幹細胞が凍結乾燥体

周囲に多数観察されたが，BMP-2 群ではほとんど観察されなかった． 

 

(2)  次に，BMP-2によって誘導される骨が生体の骨と同様，造血機能を有している骨髄として
機能しているのか，シングルセル RNA-seq解析 (scRNA-seq)を行った．具体的には，マウ
スの背部に皮下に BMP-2を移植し，異所性に骨形成を誘導した．そして，BMP-2誘導骨と長
管骨骨髄の内の細胞分画を，scRNA-seqにて解析した．その結果．BMP-2誘導骨と骨髄は類
似した細胞分画であること，つまり，BMP-2 誘導骨には，B 細胞や T 細胞，NK 細胞，顆粒
球，単球といった白血球のみならず，造血幹細胞や骨髄系幹細胞，リンパ系幹細胞といっ
た未分化な骨髄細胞が存在していた.さらに，BMP-2によって誘導された異所性骨は，造血
機能を有した臓器として機能していることがわかった.つまり，BMP-2は生理活性を有した
骨髄を形成している可能性が強く示唆された.また，対照群と比較し，単球のクラスターに
変化が生じていることが明らかとなった.中でも，マクロファージのサブセットに変化が生
じていることが明らかとなった.マクロファージが間葉系幹細胞に作用し，骨の恒常性維持
に深く関与していることから，今後はマクロファージに焦点をおき，BMP-2の骨髄における
骨形成抑制メカニズム明らかにする予定である.  
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