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Summary

　　　In　the　present　investigation，　BMP（bone　morphogenetic　protein）was　obtained　accord：

ing　to　the　methods　of　Urist　et　a1．（1984）．　T与e　bovine　demineralized　bone　matrix　was

extracted　with　6M　Urea　and　the　supematant　solution　was　dialyzed　against　water．　The

precipitate　was　collected　by　centrifugation（Urea　Fraction－1：UF－1）．　The　UF－1　was

redissolved　in　6M　urea　solution　and　dialyzed　against　a　citrate　buffer（pH　3，1）．　After　that，

agrayish－white　precipitate　was　collected（UF－2）．

　　　Histopathological　study　revealed　that　both　UF－1　and　UF－2　induced　subcutaneous　and

perimusclar　tissues　of　rats　to　fom　bone，　indicating　that　UF－1　and　UF－2　have　BMP

activities．　Furthemore，　suqualane－UF　complex　elicited　heterotopic　formation　of　wide

bone　with　bone　marrow　tissue．

骨形成因子

緒　　　　言

Bone　morphogenetic　protein

（BMP）は，1971年にUristら1）によって骨誘導活

性を持つタンパク質に対して命名されて以来，骨

の形成を誘導あるいは促進する生体内活性物質と
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して，歯科あるいは整形外科などにおける疾患の

画期的な治療薬として期待されており，それに

伴って数多くの研究が行なわれている．現在では

ある種のBMPは遺伝子工学的手法によって合成

されるようになったが，その本態の完全な解明は

いまだ為されていない．そこで，多くの研究者は

独自の方法でBMPの自家抽出・精製を行なって

臨床応用に向けての基礎的研究に供しているのが

現状である．

　さて，今回我々はBMPの歯科における臨床応

用の基礎的研究を遂行するために仔牛の四肢骨か

らUristら（1984）2）の方法に準じ粗精製段階の

BMPを抽出し，その骨誘導活性を確i認すると共

に若干の検討を加えたのでその概要を報告する．

材料と方法

1．抽出方法

　抽出方法は図1に示したフローチャートによっ

て行なった．すなわち抽出原材料は，屠殺直後に

冷凍した仔牛の四肢骨約6．1kgである．これの骨

Fresh　bovine　cortical　bone

　　　↓
Frozen　in　liquid　N2

　　　↓

Pulverization　of　bone

　　　↓

Rernoval　of　fat　with　Chloroforrn／Mcthano1（1：1），2hrs．

　　↓
Demineralization　with　O．6M　HCI，72hls．

　　↓
Wash　with　2M　CaCr2，1hr．

　　↓
Wash　with　O．5M　EDTA，　lhr、

　　↓
Extraction　with　6M　Urea－O．5M　CaCl－

　　　　　　　　　　　　　2　　1mM　N・Ethylmaleimide－1rnM　Berrzamidine　HCI，24hrs．

　　↓
Dialysis　against　distilled　water，72hrs．

　　↓
CeptrifUgation　40，000g，60min．

　　↓
precipitate（UF－1）

　　↓
Dissolution　in　6M　Urea－O．5M　CaCl2

　　↓
Dialysis　against　O．25M　Citrate　buffer（pH　3．1），24hrs．

　　↓
CentrifUgation　40，0009，60min．

　　↓
precipitate（UF－・2）
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図1：骨形成因子の抽出方法
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端部を切断し骨幹部のみとし，付着している軟組

織および骨髄を可及的に除去した後，液体窒素で

再凍結し，粉砕機を用いて1～2mm3程度の大き

さの骨細片を得た．この骨細片をクロロホルムと

メタノールの混合溶液（1：1：6，000　ml）を用

い，低温室内にて撹絆しつつ1時間ずつ2回脱脂

の前処理を施した．これを室温にて乾燥した後，

0．6Mの塩酸（6，000　ml）で合計72時間の脱灰を行

なった．以後2M塩化カルシウム水溶液に1時間

浸漬撹拝処理した後蒸留水によって洗浄した．さ

らに，0．5M　EDTA水溶液に1時間浸漬撹拝処理

した後再び蒸留水によって洗浄し，脱灰骨基質を

得た．

　以上の処理を経た脱灰骨基質を，1mMN一エチ

ルマレミド，1mM塩酸ベンザミンおよび0．5M塩

化カルシウムを含む6M尿素によって24時間抽出

した後，濾紙を用いて吸引濾過した．さらに濾液

を40，000gで1時間遠心分離し抽出液を得た．こ

れをセルロースチューブ（Spectrapor，　MW　cut

off　6，000－8，000，　Spectrum　Medical　Industry）

を用いて，蒸留水で72時間透析し，40，000gで1

時間遠心分離し上清を除去，沈渣（尿素可溶化画

分：Urea－Fraction；UF－1）を得た．これを再

び0．5M塩化カルシウムを含む6M尿素で溶解し，

同様にクエン酸緩衝液（pH　3．1）に対して24時間

透析を行ない，40，000gで1時間遠心分離し沈渣

を蒸留水で洗浄した後，メタノールによって再脱

脂して乾燥した（UF－2）．一度6M尿素によっ

て24時間抽出した脱灰骨基質を再度の抽出によっ

てUFの増収を図った．

2．電気泳動による分子量の測定

　ミニプロティアンII（バイオ・ラッドラボラト

リー）を用い，アクリルァミドゲル電気泳動

（SDS－PAGE）によって，　U　F－1およびUF－

2の分子量を測定した．その際の緩衝液としては

0．1％SDS・0．025Mトリスーグリシン（pH8．3）

を用いた．なお，測定試料は0．2％SDS・0．756％

トリス塩酸（pH6．8）にて溶解し，定電流20　mAに

て泳動した．測定用の標準蛋白質は，・ミイオ・ラッ

ドラボラトリー製の低分子量測定用キットを使用

した．ゲルは0．25％クマシーブリリアントブルー

R－250－40％メタノールー10％酢酸にて染色し，

10％酢酸一40％メタノールにて脱色した．

3．生物活性の検定
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　UFの骨誘導能の検定には，体重約100gのS

D系雌性ラット（5週齢）を約1週間の観察飼育

の後，健康と考えられるものを実験に供した．U

Fの埋入に先立ちペントバルビタール・ナトリウ

ム注射液の腹腔内注射による全身麻酔下に背部の

手術野を電気バリカンで剃毛し，酒精綿で拭掃し

た．メスで皮膚に切開を加え，鈍的に剥離した背

部皮下組織内に，このUF－1あるいはUF－2

（3－5mg）をゼラチンカプセル（日本薬局方＃5）

に容れ埋入した．なお対照としてはゼラチンカプ

セルのみのものを作った．埋入3週後にそれぞれ

のラットから埋入部組織を一塊として摘出し，

10％ホルマリンで固定した後，パラフィン切片と

しH－E染色を施して病理組織学的に検索した．

4．スクアランを担体とした場合の組織反応

　ゼラチンカプセル内にUF－1とともに担体と

してスクアラン（C30H62）を用いたものについて

も，前述と同様の方法によってラットの大腿筋膜

図2：抽出された骨形成因子（UF－1）
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図3：SDS－PAGE（STD：標準試料）

上に埋入し，埋入後6週後の病理組織像について

検討した．

結 果

1．抽出

　仔牛の四肢骨約6kgから皮質骨片約625　gを

分離し，これを脱灰することによってその基質約

90gを得た．さらに脱灰骨基質からの6M尿素に

よる2度の抽出で灰白色を呈する粉体UF－1

（図2）が約1，500mg，また一部でUF－2まで

精製したものは約100mg得られた．

2．SDS－PAGEによる分子量の測定

　UF－1およびUF－2ともに，低分子量領域

では14から30Kの間に数多くのバンドがあった．

しかしUF－2においてはUF－1に比較してバ

ンドが明瞭化してきており，14，22，および28K

付近に主バンドが認められた．なお，あまり明か

ではないものの18K付近にもバンドが検出された

（図3），

3．生物活性

　UF－2をゼラチンカプセルに容れラットの背

部皮下組織内に埋入し3週間経過すると，埋入部

に一致して主として紡錘形の単核の細胞の増殖が

あり，その中に不定形の小さな骨基質が形成され

ており（図4），そこにはに封入細胞である骨細胞

が確認された．同様にUF－1によっても皮下組

織内埋入によって幼若な骨組織が形成された．し

かし，いずれの場合においても軟骨性の組織は確

認されなかった．なお，UF－1とUF－2の場

合とを比較すると，UF－2の方がより骨形成活

性が高く観察された．一方，同様にUF－1ある

いはUF－2をゼラチンカプセルに容れてラット

の皮下組織内に埋入した実験のかなりの例では，

埋入部の病理組織学的検索では，紡錘形の単核の

細胞の増殖が主で，その中に多角の巨細胞を混じ

ており，骨基質の形成されないものが多くあった

（図5）．

　なお，ゼラチンカプセルのみを埋入した対照群

のラットでは，カプセルは実験期間内に全例で完

全に吸収されていた．

4．スクアランを担体とした場合の組織反応

　UF－1を担体のスクアランと共にゼラチンカ

プセルに容れて，大腿部の筋膜に沿って埋入した

ものでは，骨形成がかなり広範囲にわたって活発
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図4：増殖した組織内に形成された幼若で不規則な形態をした骨梁（×250）

図5：紡錘形で単核の細胞の増殖の中に多核巨細胞（矢印）が認められる（×250）

図6：比較的広範囲に形成された不定形で梁状の骨組織（×40）

図7：不規則な形態の骨梁周囲にみられる脂肪化した骨髄組織（×200）
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に行なわれており，埋入後6週間経過したものに

おいては不規則な比較的大きな骨基質（図6）が

形成されて，その間にはいわゆる脂肪髄が認めら

れた（図7）．

考 察

　骨形成因子：BMPについて，その完全精製お

よび本態の究明をすべく活発な研究が行なわれて

いるが，先にも記した通りその本態の完全な解明

は未だ為されてはいない．従って，その臨床応用

を考慮にいれての基礎的な研究も多くの研究者に

よって行なわれているが，その多くは独自に

BMPの抽出および精製を行なって自らの研究に

供しているのが現状である．しかしそのためには，

一度に一定量のBMPを得ることが必要となる．

そこで今回我々は，仔牛の四肢骨からUristら

（1984）2）の方法に準じBMPの抽出を試みた．得

られたBMPは，細粉化後脱脂した幼牛の四肢骨

を0．6M塩酸で処理した脱灰骨基質から，6M尿素

で抽出された部分精製段階の尿素可溶化画分

（Urea－Fraction：UF）で，蒸留水に対して透析

したUF－1，あるいは6M尿素に最溶解の後

0．25Mのクエン酸緩衝液に対して透析したU

F－2である．すなわち，これらはUristら
（1984）2）の方法ではStep　4（UF－1）ないし5

（UF－2）に相当するものである．またこれは

SDS－PAGEの結果みられた数多くのバンドが

示すように，これが部分精製段階のものであるこ

とは明かである．なお，今回認められた主バンド

はいずれも低分子量領域にあり，これらは諸家に

よる既報値（河合ら，19883｝；河合ら，1991D；田

辺，19905））とは完全には一致しなかった．しかし，

ラットを用いた生物活性試験によって異所性の骨

組織が形成され，骨形成因子としての活性が確認

された．このことは，多くの研究者が指摘してい

るように，これは多様なBMPの存在を示唆する

ものであろう．

　多くの論文において記載されているように

BMP単独より，例えばヒドロキシアパタイトあ

るいはアテロコラーゲンなどを担体として用いた

方がより強い活性を現すようである（河合ら，

19883）；河合ら，19914））．今回の実験でもUF単独

ではあまり強い骨形成能を発揮せず，担体として

スクアランを用いたものにおいて骨髄様の組織ま

で伴ったかなり大きな骨組織が形成された．この

ことは，このUFを用いての歯科臨床のための基

礎的検討のためには，その利用形態によって今回

用いたスクアランに限らずそれぞれに適切な担体

を用いるべきである事を物語っている．なお，ス

クアラソは，コレステロール生合成過程の中間体

であり，自然界では鮫類の肝油に多く含まれてい

る．これはヒトの皮脂腺における生合成系で合成

されるスクアレン（C3。H50）の誘導体であり，こ

れの水素飽和型のスクアレンは生体内には存在し

得ない．しかし，これが化学的に安定な化合物で

あり，最近その合成が容易になったこと，および

その安全性が確認されたため，主として化粧品の

基剤として利用されている物質である．これにつ

いて，川上ら（1992）6｝は，これを生体の内部に応

用する事を想定してラットを用いての皮下組織内

埋入実験でこれの安全性を検討している．従って

これもBMPの担体としての可能性を持った化合

物の1つであろう．

　さて，今回の抽出では一度抽出した脱灰骨基質

を再度6M尿素で抽出することによってかなりの

UFが得られた．すなわちUF－1が約15．000

mgで，　UF－2が約100mgである．　UF－1か

らUF－2にまで精製するとほぼ1／3から1／

5になってしまうことから，UF－1を粗精製の

BMPとして実験に供すると今回と同量の原材料

から約2，000mgが得られることになる．このこと

から，一回の抽出操作によってある程度の規模の

基礎的実験が可能となることが確認されたわけで

ある．

　以上のごとく，今回抽出された脱灰牛骨粉末か

ら6M尿素によって抽出された精製段階の異なる

尿素可溶化画分（Urea－Fraction：UF）UF－1

とUF－2はともにラットを用いての組織内埋入

実験で異所性の骨組織を形成したことから，これ

は粗精製段階のものではあるがBMPとしての生

物活性を持っていると考えられる．従って，今後

は同様な方法によって抽出したUF－1およびU

F－2を場合により使い分けながら，歯科におけ

る臨床応用のための基礎的検討を行なっていく予

定である．

結 語

脱灰牛骨粉末から6M尿素によって抽出された
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尿素可溶化画分（Urea－Fraction：UF）は，ラッ

トを用いた組織内への埋入実験で骨形成因子：

BMPとしての生物活性を示した．また，担体とし

てスクアランを用いた場合にBMPとしての働き

がより強く発揮された．
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