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研究成果の概要（和文）：BMP familyは、骨形成の促進や様々な細胞へ分化させる能力を持っており広く医学研究や臨
床現場においても使用されている。脊椎領域においても諸外国で骨癒合を促進させるために使用されている。しかし、
異所性骨化の危険や大量に投与しなければ効果が得られないなどの問題もある。我々は、FibronectinをBMP4と結合し
コラーゲンへの定着能を持ったCollagen-binding domain (CBD)BMP4を生成した。様々な動物モデルを使用しこれらの
効果を検証した。

研究成果の概要（英文）：BMP family proteins are widely used for biological research and medical applicatio
n because of their ability to induce bone morphogenesis at adult homeostasis and differentiation of epider
mis and dorsal neural tube at early development. Utilizing growth factors that stimulate bone morphogenesi
s with a bone implant is a promising approach in regenerative medicine. We create a fusion protein consist
ing of bone morphologic protein-4 and a collagen-binding domain polypeptide of fibronectin. This fusion pr
otein (CBD-BMP4), produced by a baculovirus expression system, exhibited much strong collagen binding acti
vity. The aim of this study is to examine the effect of this fusion protein for repair of bone defect.
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様	
 式	
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１．研究開始当初の背景	
 
重傷外傷や骨軟部腫瘍等による骨

欠損や偽関節は現在も整形外科領域で大き
な問題である.	
 自家骨移植はそれらに対す
る標準的な治療であるが，採骨部の痛み、神
経障害、血腫、感染，骨折などの合併症が時
に発生する。近年，それらの代替法として生
体適合性を持つ担体の使用や、幹細胞を使用
した治療などが報告されている。さらに、成
長因子を使用した骨形成治療も注目されて
いる。多くの成長因子が骨形成へ関与してい
る。骨形成タンパク質	
 Bone	
 morphogenetic	
 
proteins	
 (BMP) は 、 transforming	
 growth	
 
factor-β(TGFβ)	
 family に分類され、骨導
入や修復に関与している事が知られている。
アメリカでは BMP2	
 BMP7 を含有する生体吸収
性コラーゲンスポンジが臨床現場で使用さ
れている。これらの有益生も多く報告されて
いるが、異所性骨化などの合併症の報告もあ
る。目標組織のみに留まらせる事がこの合併
症の予防となる。BMP4 は骨芽細胞、骨幹細胞
の分化を促進し骨形成を促す。このことから、
骨軟骨再生分野においても重要な役割があ
る。	
 
２．研究の目的	
 

骨折などの整形疾患において，BMP
等の成長因子は治癒に非常に効果的に働く。
しかし，これらの機能を十分に発揮させるに
は，まず患部にそれらの薬剤を留め，必要に
応じて効果的に徐放させる技術を開発しな
ければならない。本研究では，理化学研究所
と岡山大学で共同開発した進化分子工学の
手法を用いて創製する結合性改変成長因
子を効果的に用いることにより，骨粗鬆症患
者の骨折予防や骨折治療に有効な新しい骨
組織再生・再建技術を開発する。	
 
３．研究の方法	
 
	
 CBD-BMP4 の作成を行った。CBD と
BMP4 の遺伝子導入した遺伝子改変蚕より作
成する。CBD と BMP4 の結合部にエンテロキナ
ーゼを設置する。この結合性タンパク質は繭
糸内に抽出される。それらを回収しゲラチン
セファロース 4B(GE	
 Healthcare,	
 Waukesha,	
 
WI,	
 USA)で親和、精製する。比較対照群とし
て CBD のみ、R&D	
 Systems	
 (Minneapolis,	
 MN,	
 
USA)より購入した BMP4 を使用した。実験で
は、HiLyte	
 Fluor	
 555(Dojindo	
 Molecular	
 
Technologies,	
 Inc,	
 Kumamoto,	
 Japan)を使
用して蛍光標識を行った。作成した CBD-BMP4
の特性試験を行った。精製した CBD-BMP4 タ
ンパク質をエンテロキナーゼ（EK	
 Max,	
 Life	
 
Technologies 社製）で切断させた後、
SDS-PAGE ゲルで泳動し、クマシーブリリアン
トブルー（CBB）染色を行った。ウエスタン
ブロット解析用サンプルは、SDS-PAGE ゲルで
泳動後、PVDF 膜に転写した。PVDF 膜は
anti-BMP4 抗体（R&D）と反応させた後 HRP2
次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 ECL	
 system （ GE	
 
Healthcare）で化学発光させ可視化した。
CBD-BMP4 タンパクの結合能の安定性を確認

するため、CBD-BMP4,BMP4 タンパクを 0.2%コ
ラーゲンゲル／EMEM メディウム pH7.4（高研）
と混合し、３７°C、１時間でゲル化させた。
次にその上に PBS を入れ、経時的に回収した
（１、３時間、１、３、７日）。それぞれの
タンパクの PBS への放出は、ニトロセルロー
スメンブレン上でドットブロット法を用い、
既述の BMP4 抗体を使用し、パーオキシダー
ゼ酵素用の発色基質であるクロロナフトー
ルを用いて青色発色させた。	
 

BALB/c	
 マウス(6 週齢)を使用した。
両側大腿遠位を展開し 24 ゲージ針を用いて
大腿髄内に空洞を作成した。その後、
CBD-BMP4 と rhBMP4 を髄内に投与した。これ
らを各期間経過観察した後に、屠殺し大腿骨
を摘出した。放射線学的、組織学的に解析し
た。放射線学的解析は動物用μCT を使用し、
骨密度骨を計測した。また、大腿骨骨髄より
RNA を抽出し、それらの発現を検討した。さ
らに、CBD-BMP4 と rhBMP4 を投与前に蛍光標
識を行い、それらを同様に大腿骨に投与し 1、
2、7 日目に非脱灰標本を作成し免疫蛍光染色
法でそれらの残存を観察した。	
 

マウス骨欠損モデルとして、頭蓋骨
欠損モデルを使用した。欠損部を洗浄後、
CBD-BMP4、BMP4、CBD、PBS を投与した。2 週
後に屠殺し、μCT で欠損部の骨形成を評価し
た。さらに、欠損部を摘出し、10%ホルマリ
ンで固定した後、10%の EDTA で脱灰し、パラ
フィン固定を行った。これらを HE染色した。	
 
	
 9 羽の New	
 Zealand	
 white	
 rabbits
を使用した。ケタミン 50mg/kg とイソフルレ
ンを用いて全身麻酔を行った。両膝内側を剃
毛、消毒し長軸方向に皮膚切開を加え大腿骨
遠位部を展開した。φ5mm のドリルを用いて
5mm の骨欠損を大腿骨遠位に作成した。φ3mm
の Atelocollagen	
 sponge	
 (MIGHTY,	
 Koken)
に:	
 Group	
 A	
 生食 50	
 μl	
 ;	
 Group	
 B	
 1	
 μg	
 
rhBMP-4 を生食 50	
 μl に溶解したもの;	
 
Group	
 C	
 1	
 μg	
 CBD-BMP4 を生食 50	
 μl に溶
解したものをそれぞれ投与しこれらを、骨欠
損部に投与した。術後 4週後に大腿骨を取り
出し X線学的、病理学的に評価した。	
 
X線学的評価は	
 micro-CT	
 (ALOKA)を用いて撮
影した。再構成した CT 画像の Atelocollagen	
 
sponge 内 の 骨 化範囲を WinROOF	
 image	
 
processing	
 software	
 (Mitani,	
 Tokyo,	
 
Japan)を用いて計測した。	
 

病理学的評価は、10％ホルマリンで
固 定 後 、 10 ％ EDTA で 脱 灰 し 、
hematoxylin-eosin	
 (HE)染色を行った。これ
らの 100 倍視野での骨化範囲を WinROOF	
 
image	
 processing	
 software	
 (Mitani,	
 Tokyo,	
 
Japan)	
 で測定した。また、 Anti-	
 BMP4	
 
antibody	
 (Santa	
 Cruz)を用いた免疫染色も
行った。	
 
４．研究成果	
 
	
 CBD-BMP4 の特性試験で計算された
分子量は CBD-BMP4:	
 52.5kD,	
 CBD:	
 39kD,	
 
BMP4:	
 13kDa であった。また、エンテロキナ



ーゼによる酵素処理によって、この融合タン
パク質は CBD と BMP4 から成ることが確証さ
れた。In	
 vitro において、コラーゲンゲル中
の CBD-BMP4 は少なくとも７日間はゲル中に
存在していた、また BMP4 のみでは１時間で
ゲル中から放出され、１日後には検出不可能
であった。これらのことは CBD-BMP4 が BMP4
単体よりもコラーゲンへの結合性がはるか
に高いことを示している。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

マウスの実験において、投与後 4週
での骨密度は CBD-BMP4 群が高かった。（下図）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

QRT-PCR で、Alkaline	
 Phosphatase	
 
(ALP),	
 BSP,	
 osterix,	
 osteocalcin,	
 BMP4,	
 
BMP2	
 and	
 TGFb1 の発現は、CBD-BMP4 群が高
かった。（下図）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

また、免疫蛍光染色におても、CBD-BMP4 群で
それらの残存が認められた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

骨欠損モデルでは、CBD-BMP4 で加療
した群は、他の群よりも CT、病理組織におい
ても優れた骨形成が認められた。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

Rabbits において、X 線学的評価で
は、Group	
 Aは骨化が認められなかった。Group	
 
B	
 と Group	
 C を比較し、Group	
 C で優位に大
きかった(Student’s	
 t-test	
 	
 p＜0.0001)。	
 
病理学的評価でも同様に Group	
 C で優位に大
きかった。免疫染色では、Group	
 C にのみ BMP4
の染色がみられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

これらの結果より、CBDBMP4 は高い
組織性着生を持ち，既存の BMP4 に比して、
骨形成能に優れていると考える。	
 

細胞外マトリックスへ成長因子を
定着させる事でより効果をたかめる。本研究
で使用した CBD-BMP4 もコラーゲン接着能を
もつ CBD	
 を付加した事で骨形成能が BMP4 よ
りも強かった。投与後 2 週でも CBD-BMP4 は
組織に残存し、投与後 8週でも骨形成は進ん
でいた。他の研究でも様々な手法で CBD は作
成されてきた。我々の CBD-BMP4 は担体を必
要としない事である。CBD-BMP2 を作成した研
究があるが、脱灰骨を担体と使用しており、
骨自体に様々な因子が混在している。次に、
少量の単回投与で効果があった事である。
我々はマウスには 2pM のみ投与している。他
の研究では 8nM を必要とされていた。少量投
与で効果が得られれば多量に使用した際に
懸念される合併症も回避できる。また、骨形
成マーカーの発現も強める事から間接的に
も骨形成能を増強させる事ができる。CBD の
みの投与でも CBD-BMP4 と同様に組織に接着
している。CBD は細胞外マトリックス由来の
ファイブロネクチンである。ファイブロネク
チンも骨形成に関与している事から CBD のみ
の投与でも骨形成能を増強させた可能性が
ある。CBD-BMP4 の効果についての疑問点は多

く存在する。組織へ接着していると考えてい
るが、それを直接証明は出来ていない。また、
どうのようにして BMP4 レセプターに接着し
ている、周辺細胞の変化などこれからも解明
していく必要がある。	
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