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要 旨  

 
現 在 ，歯 科 臨 床 において，顎 骨 腫 瘍 の摘 出 後 の欠 損 を補 う自 家 骨 移 植 ある

いは骨 誘 導 再 生 法 による顎 骨 の再 生 医 療 が行 われている．これらの治 療 にお

ける臨 床 的 課 題 として，移 植 骨 の経 時 的 な吸 収 や形 成 される再 生 骨 量 の不

足 が問 題 となっている．一 方 ，骨 組 織 における骨 細 胞 の役 割 は永 年 不 明 であ

ったが，近 年 ，スクレロスチンというタンパク質 を特 異 的 に分 泌 していることが発

見 され，スクレロスチンには骨 形 成 抑 制 作 用 があることが報 告 された．スクレロス

チンは骨 細 胞 から特 異 的 に分 泌 されるタンパク質 で，スクレロスチンの働 きを阻

害 する抗 スクレロスチン抗 体 は新 規 の骨 粗 鬆 症 治 療 薬 として注 目 され，近 年

臨 床 応 用 されている．骨 誘 導 因 子  (Bone morphogenet i c  pro te in :BMP)

は，骨 基 質 中 に存 在 し，異 所 性 骨 形 成 を誘 導 するタンパク質 である．BMP 誘

導 性 の異 所 性 骨 におけるスクレロスチンの発 現 については，未 だ明 らかにされ

ていない．そこで，本 研 究 では，リコンビナント BMP-2 誘 導 性 異 所 性 骨 におけ

るスクレロスチンの発 現 を観 察 し，その形 成 ・吸 収 過 程 におけるスクレロスチンの

役 割 を解 析 し，顎 骨 欠 損 に対 する再 生 医 療 の研 究 に貢 献 することを目 的 とし

た．  

BMP-2 を浸 漬 した直 径 2 ㎜の円 柱 のコラーゲンペレットを作 製 した．生 後 7

週 齢 雄 の C57BL/6 マウスの右 側 大 腿 部 内 側 の筋 膜 下 にペレットを移 植 し，

移 植 後 7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 に誘 導 されたペレットを採 取 した．採 取

した異 所 性 骨 をマイクロ CT および各 種 染 色 により組 織 学 的 解 析 を行 った．  

BMP 埋 入 後 7 日 で回 収 したペレットでは，マイクロ CT で解 析 可 能 な石 灰 化

は認 められなかった．組 織 学 的 解 析 では，移 植 した BMP ペレットを取 り囲 むメ

タクロマジー陽 性  (トルイジンブルー染 色 )  の軟 骨 組 織 を含 む結 合 組 織 が認

められた．また，アルカリホスファターゼ  (Alkal ine  phosphatase：ALP)  陽 性

の骨 芽 細 胞 も多 数 認 められた．BMP 埋 入 後 10 日 で回 収 した異 所 性 骨 では，

マイクロ CT において，BMP ペレット外 周 に石 灰 化 像 を認 めた．組 織 学 的 解 析

では軟 骨 組 織 と骨 組 織 を認 めた．ALP 陽 性 の骨 芽 細 胞 と共 に，トルイジンブ

ルー染 色 で認 識 される軟 骨 基 質 中 に多 数 の軟 骨 細 胞 を認 めた．抗 スクレロス

チン抗 体 を用 いた免 疫 染 色 では，軟 骨 細 胞 においてスクレロスチンの発 現 を認
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め，骨 様 組 織 中 にもスクレロスチン陽 性 骨 細 胞 の出 現 を認 めた．BMP 埋 入 後

2 週 間 で回 収 した異 所 性 骨 では，マイクロ CT において，BMP ペレットを完 全 に

取 り囲 む多 孔 質 な石 灰 化 像 を認 めた．組 織 学 的 解 析 では，埋 入 後 10 日 で認

められた軟 骨 様 組 織 はほぼ消 失 し，骨 様 組 織 が占 めていた．ALP 染 色 では，

骨 芽 細 胞 と軟 骨 細 胞 で陽 性 を示 した．また，多 孔 質 な石 灰 化 組 織 に存 在 す

る骨 細 胞 において，スクレロスチン発 現 が強 く認 められた．これらの骨 細 胞 は，

骨 細 胞 の特 異 形 質 である象 牙 質 マトリックスタンパク質 -1  (Dent in  matr ix  

prote in-1:DMP-1)  と線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 -23 (Fibroblast  growth 

fac tor-23:FGF-23)  のタンパク質 発 現 が認 められた．BMP 埋 入 後 4 週 間 で

回 収 した異 所 性 骨 では，マイクロ CT において，石 灰 化 物 の不 透 過 性 が亢 進

するとともに，外 殻 の厚 さは薄 くなっていた．組 織 学 的 解 析 では，層 板 様 構 造

の石 灰 化 物 が認 められ，ALP 染 色 では骨 芽 細 胞 で陽 性 を認 めるが，埋 入 後

2 週 間 よりも弱 い発 現 であった．層 板 骨 の骨 組 織 は扁 平 となり，骨 細 胞 におけ

るスクレロスチン，DMP-1 および FGF-23 の発 現 が認 められた．BMP 埋 入 後 6

週 間 で回 収 した異 所 性 骨 では，マイクロ CT において，埋 入 後 4 週 間 と同 様 で

あった．組 織 学 的 解 析 でも埋 入 後 4 週 間 と類 似 した層 板 様 構 造 であった．

ALP 染 色 では骨 芽 細 胞 で陽 性 を認 めるが，かなり弱 い発 現 であった．骨 細 胞

におけるスクレロスチン，DMP-1 および FGF-23 の発 現 は BMP 埋 入 後 6 週

間 でも維 持 されていた．  

以 上 の結 果 より，BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 において，骨 細 胞 はスクレロスチンを  

発 現 していた．また，興 味 深 いことに，BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における軟 骨 細

胞 において，スクレロスチンの発 現 が認 められた．このことから、スクレロスチンを

標 的 としたアプローチは，顎 骨 再 生 医 療 における BMP 誘 導 性 の異 所 性 骨 形

成 にも有 用 な骨 形 成 促 進 作 用 を示 す可 能 性 を示 唆 している．  

 

 

 

 

 

 



3 
 

緒 言  

 
現 在 ，歯 科 臨 床 では線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子  (Fibroblast  growth 

fac tors -2 :FGF-2)  を用 いた歯 槽 骨 の再 生 術 や，顎 骨 腫 瘍 の摘 出 後 の欠 損

を補 う自 家 骨 移 植 術 ，あるいは保 護 膜 と骨 補 填 剤 を用 いた骨 誘 導 再 生 法

(Guided bone rege nerat ion:GBR)  のような骨 誘 導 再 生 術 によって形 成 さ

れる再 生 骨 が経 時 的 に吸 収 してしまうことが問 題 となっている 1 )．本 研 究 では

骨 誘 導 因 子  (Bone morphogenet i c  pro te in :BMP-2)  誘 導 性 異 所 性 骨 を

作 製 し，今 だに明 らかにされていない異 所 性 骨 におけるスクレロスチンの発 現 を

解 析 し，顎 骨 欠 損 に対 する再 生 医 療 の治 療 成 績 の向 上 に貢 献 することを目

的 とした．  

今 回 ，異 所 性 骨 を in  vivo で誘 導 するために BMP を用 いた．BMP は骨 基

質 中 に含 まれるタンパク質 で，骨 芽 細 胞 の分 化 を促 進 し，骨 形 成 を誘 導 する

因 子 であり，1984 年 に Urist によってウシ脱 灰 骨 から発 見 された 2 ) ．In  v ivo

において BMP は軟 骨 の形 成 を促 進 し，骨 組 織 を誘 導 することが報 告 されてい

る 3 )．BMP を徐 放 性 の担 体 と共 に筋 膜 下 あるいは皮 下 に埋 植 すると，血 流 を

介 して局 所 に未 分 化 間 葉 細 胞 が誘 導 され，その後 軟 骨 細 胞 に分 化 する．次

いで，軟 骨 組 織 内 に血 管 侵 入 が生 じ，肥 大 化 した軟 骨 細 胞 の吸 収 と並 行 し

て，骨 新 生 が認 められる．最 後 に骨 髄 が形 成 され，骨 リモデリングを呈 する正

常 骨 の形 成 に至 る 4 ) ．このようなメカニズムにより，BMP を生 体 に移 植 すること

で，異 所 性 に骨 を形 成 させることができる．しかしながら，BMP の血 中 半 減 期

は極 めて短 く，少 量 の局 所 投 与 では骨 形 成 を生 じない．BMP によって骨 形 成

を誘 導 させるためには，骨 形 成 が必 要 とされる部 位 に BMP を一 定 期 間 保 持 し，

適 度 な速 度 で徐 放 させる物 質 ，すなわち担 体 が必 須 である．現 在 ，整 形 外 科

領 域 ，および歯 科 口 腔 外 科 領 域 を中 心 に，リコンビナントヒト BMP 

(recombinant  human BMP-2 :rhBMP-2)が臨 床 応 用 されるようになった．

歯 科 口 腔 外 科 領 域 では，上 顎 洞 挙 上 術  (サイナスリフト )  に rhBMP を応 用

し，rhBMP-2 の埋 入 を受 けた患 者 12 症 例 のうち，評 価 可 能 な 11 症 例 中 8

例 で歯 科 インプラント施 術 に十 分 な骨 が新 生 されることが確 認 された 5 )．一 方 ，

FGF-2 は現 在 歯 周 組 織 再 生 医 療 で使 用 されている．FGF-2 の主 な作 用 は，
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未 分 化 間 葉 細 胞 の増 殖 作 用 であり，歯 周 組 織 の再 生 に大 変 有 用 であるが，

BMP-2 と異 なり，骨 を誘 導 する作 用 は認 められない．このため，FGF-2 は抜 歯

窩 のような骨 組 織 に囲 まれた狭 域 な骨 欠 損 の治 癒 には骨 造 成 の効 果 を発 揮

する 6 )．しかしながら，FGF-2 には，上 顎 洞 挙 上 術 などの広 範 囲 にわたる骨 欠

損 あるいは元 来 骨 がない部 位 への骨 造 成 能 は期 待 することはできない．  

骨 組 織 における骨 細 胞 の役 割 は永 年 不 明 であったが，近 年 ，スクレロスチン

という骨 形 成 を抑 制 する作 用 を有 するタンパク質 を分 泌 していることが発 見 され

た 7 )．スクレロスチンをコードするヒト遺 伝 子 である SOST は，2001 年 にアフリカ

における硬 結 性 骨 化 症  ( sc lerosteos is )  のファミリーより発 見 された 8 )．硬 結

性 骨 化 症 は，進 行 性 の骨 格 異 常 増 殖 を特 徴 とする常 染 色 体 潜 性  (劣 性 )  

遺 伝 病 である．臨 床 的 所 見 として，巨 人 症 ，下 顎 骨 の過 成 長 ，顔 面 の歪 み，

脳 神 経 の狭 窄 ，顔 面 麻 痺 ，難 聴 ，頭 蓋 冠 拡 大 による頭 蓋 内 圧 の亢 進 ，大 後

頭 孔 の狭 窄 による突 然 死 ，合 指 症 などがある 8 )．骨 細 胞 から産 生 されたスクレ

ロスチンは，Wnt の共 受 容 体 である LRP5/6 (Low-densi ty  l ipoprote in  

receptor- re lated prote in  5 /6)  に結 合 して，骨 芽 細 胞 系 細 胞 における

Wnt シグナル伝 達 を阻 害 する 9 )．スクレロスチンの発 現 を抑 制 する因 子 としては，

副 甲 状 腺 ホルモン  (Parathyroid  hormone：PTH)，シグナル伝 達 分 子

gp130 を介 するオンコスタチン M などのサイトカイン 1 0 )およびメカニカルストレス

等 がある．PTH の骨 形 成 促 進 作 用 は，スクレロスチン発 現 の抑 制 を介 する可

能 性 が考 えられている 11 )．また、宇 宙 飛 行 士 の骨 量 減 少 の主 な原 因 は，無 重

力 状 態 ではメカニカルストレスの負 荷 が無 くなるために，スクレロスチン発 現 が維

持 されるためと考 えられている 1 2 )．歯 科 口 腔 外 科 領 域 の研 究 においても，抜 歯

した歯 の対 合 歯 を支 える歯 槽 骨 には，咬 合 力 がかからないため，スクレロスチン

発 現 が維 持 され，骨 形 成 抑 制 に傾 き，骨 体 積 率 が下 がるという報 告 がある

1 3 )．  

抗 スクレロスチン抗 体 は，日 本 では新 規 の骨 粗 鬆 症 治 療 薬 として 2019 年 に

薬 事 承 認 され，臨 床 応 用 された．抗 スクレロスチン抗 体 は，第 三 相 試 験 として

FRAME 試 験 1 4 )と ARCH 試 験 1 5 ) が行 われた．FRAME 試 験 では，最 初 の 1

年 間 にプラセボ対 照 群 あるいは抗 スクレロスチン抗 体 が投 与 され，続 く 2 年 間

は抗 RANKL 抗 体  (デノスマブ )  が投 与 された．抗 スクレロスチン抗 体 投 与 １



5 
 

年 間 の時 点 で，新 規 椎 体 骨 折 の症 例 数 はプラセボ群 と比 較 して有 意 に低 値

であった．その後 デノスマブ投 与 1 年 目 の時 点 において，抗 スクレロスチン抗 体

投 与 群 は，プラセボ群 と比 較 して 3 倍 以 上 の椎 体 骨 密 度 増 加 を示 した 1 4 )．

ARCH 試 験 では，最 初 の１年 間 に抗 スクレロスチン抗 体 またはアレンドロン酸

(第 二 世 代 ビスホスホネート )  が投 与 され，その後 の 2 年 間 は両 群 にアレンドロ

ン酸 が投 与 された．その結 果 ，抗 スクレロスチン抗 体 治 療 群 の新 規 骨 折 の患

者 率 は，アレンドロン酸 治 療 群 に比 較 して約 半 分 であり．抗 スクレロスチン抗 体

投 与 による骨 密 度 は 2 倍 強 の増 加 率 を示 した 1 5 )．また，ラットにおける歯 科 口

腔 外 科 領 域 の研 究 では，抗 スクレロスチン抗 体 投 与 は，抜 歯 による顎 骨 の吸

収 を有 意 に抑 えることが報 告 されている 1 2 )．  

BMP はスクレロスチンの発 現 を増 強 させるという報 告 がある 1 6 )．この報 告 で

は，  BMP 受 容 体 タイプ 1a の遺 伝 子  (Bmpr1a)  をマウス骨 芽 細 胞 で組 織

特 異 的 に欠 損 させると，Sost の発 現 が 90%減 弱 した 1 6 ) ．これらの知 見 から，

BMP とスクレロスチンの相 互 作 用 が存 在 する可 能 性 が示 唆 されている．

rhBMP-2 を Poly-L- lact i c  ac id /ge lat in  conjugate  (PGS)  担 体 とともに組

織 へ埋 入 した場 合 ，埋 入 後 3 日 までは急 速 に BMP は消 失 するが，1 週 間 後

では埋 入 時 の約 30%の BMP が残 存 する 1 7 )．従 って，BMP 誘 導 性 異 所 性 骨

においてスクレロスチンの発 現 が確 認 できれば，スクレロスチンにより骨 形 成 が抑

制 されていることが推 測 され，再 生 医 療 の臨 床 応 用 において抗 スクレロスチン

抗 体 が応 用 できる可 能 性 がある．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 におけるスクレロスチ

ンの発 現 解 析 を行 った実 験 は報 告 されていない．そこで今 回 ，BMP 誘 導 性 異

所 性 骨 おけるスクレロスチンの発 現 を詳 しく観 察 した．  

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

実 験 材 料 および方 法  

 
1．マウスおよび試 薬  

 C57BL/6 マウス  (雄 ７週 齢 )  は，日 本 SLC 社  (静 岡 )  より購 入 し，松 本

歯 科 大 学 ハイテクセンター内 の動 物 飼 育 室 にて飼 育 した．本 実 験 は，松 本

歯 科 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の承 認 の上 ，同 大 学 動 物 実 験 取 り扱 い規 定 に

基 づいて行 った．実 験 に用 いたコラーゲンペレットは Zimmer 社  (東 京 )，

rhBMP-2 はオリエンタル酵 母 工 業  (東 京 )  より購 入 した．ヒツジ血 清 は

Merck (Darmstadt，Deutschland)，ウシ血 清 アルブミン  (Bovine  

serum albumin:BSA)  は和 光 純 薬 工 業  (大 阪 )，Dako Real は Dako 

(Santa Clara，CA)，抗 アルカリホスファターゼ抗 体 は Abcam 

(Cambridge，UK) より購 入 した．抗 スクレロスチン抗 体 ，抗 Dentin 

matrix  prote in-1 (DMP-1)  抗 体 および抗 Fibroblast  growth 

fac tor-23  (FGF-23)  抗 体 は R&D system (Minneapol i s，US) より購

入 した．ヒストファインシンプルシステインマウス MAX-PO (Rabbit および

Rat)  およびヒストファインキット DAB 基 質 キット  (DAB)  はニチレイバイオサ

イエンス  (東 京 )，抗 ヒツジ HRP と抗 ヤギ HRP は Santa  cruz  (Dal las ,  TX)  

より購 入 した．   

 

2．BMP 含 有 コラーゲンペレットと異 所 性 骨 の作 製  

 rhBMP-2 含 有 コラーゲンペレットは，生 検 用 パンチ  (カイ  インダストリーズ，  

岐 阜 )  を用 いて直 径 2 ㎜の円 柱 として切 り出 したものに，rhBMP-2 を 5 ㎍

浸 漬 し作 製 した．C57BL/6 マウス  (雄 ７週 齢 )  にペントバルビタールを使 用

し全 身 麻 酔 を施 し，右 側 大 腿 部 内 側 の筋 膜 下 に，BMP 含 有 コラーゲンペ

レットを埋 入 した．埋 入 後 7 日  (n  =6)  ，10 日 (n  =6)  ，2 週  (n  =9)  ，4

週 (n  =8)  ，6 週 後  (n  =8)  に 4%Paraformaldehyde (PFA)  で灌 流 固

定 を行 い，  BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 を含 む組 織 を BMP 移 植 後 に経 時 的 に

摘 出 した．また，軟 骨 組 織 の正 常 コントロールとして，C57BL/6 マウス  (雄 9

週 齢 )  の大 腿 骨 を採 取 した．  
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3．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 の計 測  

 BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 の評 価 は，マイクロ CT 

(ScanXmate-A080，  コムスキャンテクノ，  東 京 )  を使 用 した．撮 影 は，管

電 圧 22 kV，管 電 流 250 mA の条 件 にて行 った．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨

の骨 量 解 析 は矢 状 断 面 で行 い，骨 量 体 積 /組 織 体 積  ( bone  

vo lume/t issue  volume%，BV/TV%)  は，骨 形 態 計 測 ソフトの

TRI/3D-BON (ラトックシステムエンジニアリング， 東 京 )  を用 いて測 定 し

た．  

 

4．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の免 疫 組 織 化 学 染 色  

4％PFA で固 定 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 は，10％EDTA 溶 液 で 3 週

間 ，4℃にて脱 灰 を行 った．脱 灰 組 織 は，上 昇 エタノール系 列 にて脱 水 を行

い，パラフィンで包 埋 した．包 埋 した組 織 は，4 µm の厚 さに薄 切 した．すべて

の組 織 切 片 は Dako Real ペルオキシダーゼブロッキング試 薬 で 30 分 間 処

理 し，内 因 性 ペルオキシターゼを除 去 した．アルカリホスファターゼ  

(Alkal ine  phosphatase：ALP)  および FG F-23 染 色 においては 10％ヒツ

ジ血 清 で，DMP-1 およびスクレロスチン染 色 においては 1％BSA で 1 時 間

処 理 して，非 特 異 的 結 合 を防 ぐためのブロッキングを行 った．組 織 切 片 は

70 倍 希 釈 した抗 DMP-1 抗 体 ，70 倍 希 釈 した抗 スクレロスチン抗 体 ，800

倍 希 釈 した抗 FGF-23 抗 体 ，1000 倍 希 釈 した抗 ALP 抗 体 で 18 時 間 ，

4℃にて処 理 した．ALP 染 色 においてはヒストファインシンプルシステインマウ

ス MAX-PO (Rabbit )，DMP-1 染 色 においては抗 ヒツジ HRP で 30 分 間

二 次 抗 体 処 理 を行 った．スクレロスチン染 色 においては抗 ヤギ HRP で 60

分 間 ，FGF-23 抗 体 染 色 においてはヒストファインシンプルシステインマウス

MAX-PO (Rat)  で 45 分 間 二 次 抗 体 処 理 を行 った．組 織 切 片 は，ヒストフ

ァインキット DAB 基 質 キット  にて DAB 染 色 を行 い，ヘマトキシリンにて核 染

色 を行 った．また，骨 芽 細 胞 と破 骨 細 胞 の観 察 のために ALP 染 色 を行 った

後 ，酒 石 酸 抵 抗 性 酸 ホスファターゼ  (Tartrate- res istant  ac id  

phosphatase：TRAP)  染 色 との二 重 染 色 を行 った．TRAP 反 応 液 は基 質

である 0.01% naphthol  AS-BI phosphate を N,N ジメチルホルムアミドに
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溶 解 し，酒 石 酸  ( 50 mM)  を含 む Sodium acetate buf fer  (0 .2  M)に色

素 である Fast  red vi o let  LB salt  (0 .06%)  を添 加 し作 製 した．組 織 切 片

に TRAP 反 応 液 を滴 下 し，37℃で 20 分 間 反 応 させ，染 色 を行 った．  

 

5．軟 骨 形 成 量 の解 析  

BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の軟 骨 形 成 量 は， ImageJ (Rasband WS  

ImageJ，ver1.4 .3 .67 NIH，Bethesda，MD) を使 用 してトルイジンブル

ー染 色 にてメタクロマジーを示 す紫 色 の陽 性 を示 す領 域 の面 積 を測 定 し

た．  

 

6．統 計 解 析  

 BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の重 量 ，組 織 体 積  (Tissue  vo lume：TV)，骨 量

体 積  (Bone vo lume：BV)  および骨 量 体 積 /組 織 体 積  (BV/TV)  の統 計

学 的 解 析 は，Stat  vi ew5.0  so ftware  (SAS Inst i tute ,  Carry，NC)  を

使 用 し，軟 骨 の統 計 学 的 解 析 は，Graph pad pr ism7 (MDF，東 京 )  を

使 用 した．分 散 分 析 には重 量 ，TV，BV および BV/TV では Schef fe ’s  

mult ip le  comparisons  tes t を用 い，軟 骨 の分 散 分 析 では，Tukey ’s  

mult ip le  comparisons  test を用 いた．p 値 は p <0.05 を*，p <0 .01 を**

として示 し，p <0.05 を有 意 とした．   
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結 果  

 
1．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 外 面 の観 察 と石 灰 化 についての観 察  

  BMP ペレット埋 入 7 日 ，10 日 ，2 週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 は，実 体 顕

微 鏡 像 にて黄 色 の外 観 を呈 していた  (図 1A)．BMP ペレット埋 入 4 週 間 ，6

週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 は，骨 髄 の形 成 による赤 褐 色 の外 観 を呈 していた  

(図 1A)．ヘマトキシリンエオジン  (Hematoxyl in-eos in)  染 色 による組 織 学

的 観 察 により、BMP ペレット埋 入 7 日 後 に回 収 したペレットでは，骨 組 織 が未

形 成 であり，ペレット周 囲 組 織 は好 塩 基 性 を示 していた．BMP ペレット埋 入 10

日 ，2 週 間 ，4 週 間 ，6 週 間 後 に回 収 したペレット周 囲 組 織 は種 々の量 の好 酸

性 の硬 組 織 が形 成 されていた (図 1B)．マイクロ CT 解 析 において，BMP ペレッ

ト埋 入 7 日 後 に回 収 したペレットでは，不 透 過 像 を示 さず石 灰 化 は認 められな

かった  (図 1C)．一 方 ，BMP ペレット埋 入 10 日 後 に回 収 した異 所 性 骨 では，

BMP ペレットを取 り囲 むような不 透 過 像 が認 められ石 灰 化 像 を示 した  (図 1C)．

BMP ペレット埋 入 2 週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 は，BMP ペレット外 周 を完 全

に取 り囲 む多 孔 質 な石 灰 化 像 を示 し，その内 部 にも石 灰 化 像 が認 められた  

(図 1)．BMP ペレット埋 入 4 週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 では，2 週 間 目 の異

所 性 骨 と比 較 し，石 灰 化 を示 す不 透 過 性 は増 大 していたが，外 周 の厚 さは減

少 していた (図 1C)．BMP ペレット埋 入 6 週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 は，埋

入 4 週 間 後 に回 収 した異 所 性 骨 と類 似 していた (図 1C)．  

 

2．BMP 誘 導 性 異 所 性 の骨 形 成 の定 量 的 解 析 と軟 骨 形 成 の観 察  

BMP ペレット埋 入 7 日 ，10 日 ，2 週 間 ，4 週 間 ，6 週 間 後 に回 収 した BMP

誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 形 成 量 を定 量 化 した．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の非 石 灰

化 組 織 を含 めた組 織 体 積  (TV)，マイクロ CT で検 出 される異 所 性 骨 の骨 体

積  (BV)，組 織 体 積 に占 める骨 体 積 の割 合  (BV/TV)  は，埋 入 10 日 後 で最

大 を示 し，その後 は経 時 的 に減 少 した  (図 2A)  ．Schef fe 法 にて TV では 2

週 間 目 と 6 週 間 目 に有 意 差 を，BV では 10 日 目 と 4 週 間 目 ，10 日 目 と 6 週

間 目 に有 意 差 を，BV/TV では 10 日 目 と 2 週 間 目 ，10 日 目 と 4 週 間 目 ，10

日 目 と 6 週 間 目 に有 意 差 を認 めた．また，BMP ペレット埋 入 7 日 ，10 日 ，2
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週 間 後 に回 収 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の軟 骨 形 成 量 は，トルイジンブルー

にてメタクロマジーを示 す領 域 を計 測 した．軟 骨 形 成 量 は，埋 入 7 日 目 で

13.1%，10 日 目 で 11.3%，2 週 間 目 で 3.5%であり，7 日 目 をピークに減 少 傾

向 を示 した．Bonferoni /Dunn 法 にて７日 目 と 2 週 間 目 の異 所 性 骨 に有 意 差

を認 めた  (図 2B)．  

 

3．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 におけるスクレロスチン発 現  

 BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における成 熟 骨 細 胞 の分 化 マーカーであるスクレロス

チンの発 現 を観 察 するために，スクレロスチンの免 疫 染 色 を行 った  (図 3)．埋

入 7 日 後 の BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 では，スクレロスチン弱 陽 性 の軟 骨 細 胞 が

観 察 された  (図 3B)．埋 入 10 日 後 の異 所 性 骨 では，軟 骨 細 胞 ，骨 細 胞 およ

び軟 骨 基 質 から骨 基 質 への移 行 部 にスクレロスチンの発 現 が強 く認 められた  

(図 3B)．埋 入 2 週 間 後 の異 所 性 骨 では，軟 骨 細 胞 と骨 細 胞 がスクレロスチン

陽 性 を示 した．4 週 間 目 と 6 週 間 目 の異 所 性 骨 では，骨 細 胞 のみがスクレロス

チン陽 性 を示 した．成 熟 骨 細 胞 のマーカーであるスクレロスチンは，埋 入 10 日

後 の未 成 熟 と考 えられる骨 組 織 に存 在 する骨 細 胞 でも発 現 していた  (図

3B)．  

 

4．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 芽 細 胞 と破 骨 細 胞 の観 察  

 BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 芽 細 胞 と破 骨 細 胞 分 布 を解 析 するために，

骨 芽 細 胞 の分 化 マーカーである ALP の免 疫 染 色 と，破 骨 細 胞 の分 化 マーカ

ーである TRAP の酵 素 化 学 染 色 の二 重 染 色 を行 った  (図 4)．  7 日 目 の

BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 において，  ALP 陽 性 の軟 骨 細 胞 および骨 芽 細 胞 が

多 数 観 察 された．また，ALP 陽 性 細 胞 に近 接 して単 核 の TRAP 陽 性 破 骨 細

胞 が観 察 された．10 日 目 の異 所 性 骨 では，形 成 された骨 基 質 表 面 に ALP 陽

性 の骨 芽 細 胞 とともに，軟 骨 基 質 内 に ALP に陽 性 を示 す軟 骨 細 胞 が観 察 さ

れた．また，軟 骨 および骨 基 質 表 面 に TRAP 陽 性 の多 核 の破 骨 細 胞 が観 察

された．2 週 間 目 の異 所 性 骨 では，形 成 された骨 基 質 表 面 に ALP 陽 性 の骨

芽 細 胞 とともに，軟 骨 基 質 内 に ALP に陽 性 を示 す軟 骨 細 胞 が観 察 された．ま

た，骨 基 質 表 面 に TRAP 陽 性 の多 核 の破 骨 細 胞 が観 察 された．埋 入 4 週 間
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後 の異 所 性 骨 では，埋 入 2 週 間 目 の異 所 性 骨 より弱 い ALP 陽 性 の骨 芽 細

胞 を骨 基 質 表 面 に認 めた．一 方 ，外 周 の骨 組 織 では TRAP 陽 性 破 骨 細 胞 は

ほとんど観 察 されなかった．6 週 間 目 の異 所 性 骨 の所 見 は，4 週 間 目 の異 所

性 骨 の所 見 と類 似 していた  （図 4）．  

 

5．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における DMP-1 および FGF-23 の発 現  

BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 細 胞 を確 定 するために，DMP-1 および

FGF-23 の免 疫 染 色 を行 った．BMP ペレット埋 入 2，4，6 週 間 後 の BMP 誘

導 性 異 所 性 骨 では，DMP-1 陽 性 の骨 細 胞  (図 5A)  および FGF-23 陽 性 の

骨 細 胞 が観 察 された  (図 5B)．  

 

6．マウス関 節 軟 骨 におけるスクレロスチンの発 現  

BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 において誘 導 される軟 骨 細 胞 においてスクレロスチン

の発 現 が認 められたので，マウス関 節 軟 骨 部 におけるスクレロスチンの発 現 を

観 察 した．9 週 齢 マウスから採 取 した大 腿 骨 関 節 軟 骨 において，非 石 化 層 と

石 灰 化 層 の境 目 に黒 点 線 で示 す t ide  mark  (石 灰 化 前 線 )  が認 められた．

Tide  mark より下 部 の薄 い青 色 に染 色 されている部 位 では石 灰 化 軟 骨 にお

いて，スクレロスチン陽 性 の軟 骨 細 胞 が観 察 された  (図 6)．  
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考 察  

 
 スクレロスチンの発 現 は骨 細 胞 に特 異 的 であり，軟 骨 細 胞 におけるスクレロ

スチン発 現 の報 告 はほとんど報 告 されていなかった．そのため，スクレロスチン

は成 熟 骨 細 胞 の特 異 マーカーとして考 えられてきた 1 8 ) ．しかしながら，近 年 ，

マウス関 節 軟 骨 の軟 骨 細 胞 におけるスクレロスチンの発 現 1 9 )や，骨 細 胞 を

持 たない魚 類 のゼブラフィッシュの軟 骨 細 胞 においてスクレロスチン遺 伝 子

sost の発 現 が認 められることが報 告 された 2 0 )．近 年 ヒトにおいては成 長 板 肥

大 軟 骨 細 胞 においてスクレロスチンの発 現 が認 められることが報 告 された 2 1 )．

SOST 遺 伝 子 に変 異 をもつ硬 結 性 骨 化 症 の臨 床 的 所 見 として高 身 長 を示

すことは，軟 骨 においてスクレロスチン発 現 が認 められることで説 明 できるのか

もしれない 2 2 )．他 にも，硬 結 性 骨 化 症 おいては，軟 骨 内 骨 化 を示 す下 顎 骨

の過 成 長 を認 める．軟 骨 内 骨 化 を示 す部 位 におけるスクレロスチンの発 現 が

認 められるため，骨 形 成 が抑 制 され軟 骨 形 成 が促 進 され下 顎 骨 の過 成 長

につながる可 能 性 が示 唆 される 2 2 ) ．  

今 回 の実 験 結 果 から，BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における軟 骨 細 胞 におい

てスクレロスチンタンパク質 の発 現 が認 められた．関 節 軟 骨 細 胞 でのスクレロ

スチンの発 現 は，生 理 的 な状 態  (大 腿 骨 関 節 部 )  においては石 灰 化 層 の

軟 骨 細 胞 で確 認 されることから，異 所 性 骨 の軟 骨 細 胞 は石 灰 化 した基 質 に

閉 鎖 されると，スクレロスチンを強 く発 現 するのかもしれない．これは，石 灰 化

基 質 に埋 入 された肥 大 軟 骨 細 胞 はスクレロスチンを発 現 するという報 告 と一

致 する 2 1 )．また，スクレロスチンは BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 形 成 を阻 害 すると

いう報 告 2 3 )を考 えると，スクレロスチンは BMP のによる過 剰 な骨 形 成 を抑 制

するための負 のフィードバック機 構 である可 能 性 が考 えられる．  

本 研 究 において，BMP 埋 入 10 日 後 の誘 導 性 異 所 性 骨 でのスクレロスチ

ン発 現 は，軟 骨 基 質 から骨 基 質 への移 行 部 で顕 著 に観 察 された．この所 見

から，異 所 性 骨 内 の軟 骨 細 胞 が分 泌 したスクレロスチンが，軟 骨 基 質 内 を

移 動 出 来 るが，骨 基 質 部 へは移 動 できないために，境 界 部 に蓄 積 したもの

と考 えられる．タンパク質 が軟 骨 基 質 を移 動 するための物 性 として，軟 骨 基

質 内 を移 動 できる大 きさである分 子 量 67kDa 以 下 であることと，軟 骨 基 質
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が負 電 荷 であるので，電 気 的 に反 発 しない正 電 荷 であることが必 要 である 2 4 ，

2 5 )．骨 組 織 で観 察 されるスクレロスチンは分 子 量 は 28kDa であり，計 算 等

電 点 は 9.5 で正 電 荷 を示 す 2 6 )．このため，スクレロスチンは軟 骨 基 質 内 を移

動 可 能 と考 えられる．一 方 ，これまで報 告 されてきた骨 組 織 における抗 スクレ

ロスチン抗 体 免 疫 染 色 結 果 が示 すように，スクレロスチンが局 在 する部 位 は

骨 細 胞 と骨 細 管 である 2 7 )．このことは，スクレロスチンは骨 基 質 を通 過 できな

いことを示 唆 している．以 上 の理 由 から，スクレロスチンは軟 骨 基 質 と骨 基 質

の境 界 部 において蓄 積 していることが説 明 できると考 える．また，BMP 誘 導

性 異 所 性 骨 における軟 骨 様 骨  (Chondro id  bone) 2 8 , 2 9 , 3 0 )に発 現 している

スクレロスチンは，破 軟 骨 細 胞 や破 骨 細 胞 によって吸 収 されることで活 性 化

され，骨 形 成 を抑 制 する可 能 性 が考 えられる．  

 本 実 験 系 における BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 は，rhBMP-2 (5 ㎍ )  移 植 ペレ

ットを使 用 した．10 日 目 で最 大 となり，その後 減 少 して 4 週 でほぼ安 定 する

3 0 )．組 織 像 からは 10 日 目 で軟 骨 内 骨 化 が生 じており、2 週 間 目 でリモデリ

ングが行 われており、4 週 間 目 以 降 は骨 の成 熟 期 を迎 えていることが示 唆 さ

れる．また，骨 から精 製 した BMP を移 植 した場 合 ，BMP 移 植 後 18 日 まで

石 灰 化 組 織 の拡 大 が認 められ，その後 減 少 して 13 週 間 目 以 降 はその体 積

はほぼ不 変 となることが報 告 されている 3 1 )．この推 移 は，必 要 とされる移 植 骨

の体 積 に対 し，どれほどの BMP が必 要 となるかの指 標 となる．   

本 研 究 の実 験 結 果 より，BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 において，スクレロスチン

の発 現 が観 察 された．また，本 実 験 で形 成 された BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 に

おける骨 細 胞 は，スクレロスチンのみならず，DMP-1 および FGF-23 陽 性 で

あり，長 管 骨 における骨 細 胞 と同 様 の性 質 を有 していると考 えられる．異 所

性 骨 の成 熟 期 である 4 週 間 目 ，6 週 間 目 にもスクレロスチンの発 現 が保 持 さ

れていることから，骨 細 胞 を標 的 とした骨 粗 鬆 症 患 者 に対 する抗 スクレロスチ

ン抗 体 療 法 は，顎 骨 再 生 医 療 における BMP 誘 導 性 の異 所 性 骨 形 成 にも

有 用 な骨 形 成 促 進 作 用 を示 し，異 所 性 骨 が吸 収 されてしまうことによる骨

量 不 足 という臨 床 的 課 題 を解 決 できる可 能 性 が期 待 できる．  
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結 論  

 
BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 で認 められる骨 細 胞 および軟 骨 細 胞 において，スク

レロスチン発 現 が認 められた．  
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図 の説 明  

 

図 1．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 外 面 の観 察 と石 灰 化 についての観 察  

A)  7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 の BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の実 体 顕 微 鏡

像 ．スケールバー，1 ㎜．  

B)  7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の HE

染 色 像  (矢 状 断 面 )．スケールバー，400 ㎛．  

C)  各 時 期 の BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の µCT の矢 状 断 面 を示 す．スケールバー，

1 ㎜．  

 

図 2．BMP 誘 導 性 異 所 性 の骨 形 成 の定 量 的 解 析 と軟 骨 形 成 の観 察  

A)  7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 の BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 等 計 測

の結 果 を示 す  (day10  n  =6，day14 n  =  9，day28 n  =  8，day42 =  8，   

*  P  <  0 .01)．  

B)  7 日 ，10 日 ，2 週 後 の BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 のトルイジンブルー染 色 像

(矢 状 断 面 )．赤 い点 線 は軟 骨 として指 定 したエリアを示 す．トータルエリアに

占 める軟 骨 エリアの割 合  (%)  計 測 した  (day7 n  =6 day10  n =6，day14 

n =  9 ,*  P <  0 .01)．  

 

図 3．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 におけるスクレロスチン発 現  

A)  7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 のスク

レロスチンの免 疫 染 色 像  (矢 状 断 面 弱 拡 大 )．スケールバー，400 ㎛．  

B)  7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 のスク

レロスチンの免 疫 染 色 像  (矢 状 断 面 強 拡 大 )．骨 基 質 中 の茶 色 の細 胞 は

スクレロスチン陽 性 の軟 骨 細 胞  (青 矢 印 )  および骨 細 胞  (緑 矢 印 )  を示

す．黄 色 の基 質 部 はスクレロスチン陽 性 の基 質 部  (点 線 部 )  を示 す .  

   6 週 後 のみ黒 枠 部 の拡 大 像 を示 す．スケールバー，40 ㎛．  

 

図 4．BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 芽 細 胞 と破 骨 細 胞 の観 察  

7 日 ，10 日 ，2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の ALP
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と TRAP の二 重 染 色 像  (矢 状 断 面 )．骨 表 面 と骨 基 質 中 の茶 色 の細 胞

は ALP 陽 性 の軟 骨 細 胞  (青 矢 印 )  および骨 芽 細 胞  (黒 矢 印 )  を示 す .

骨 表 面 の赤 色 の細 胞 は TRAP 陽 性 破 骨 細 胞  (赤 紫 矢 印 )  を示 す .  

 

図 5. BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 における DMP-1 および FGF-23 の発 現  

A)  2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の DMP-1 の免 疫 染

色 像  (矢 状 断 面 )．骨 基 質 中 の茶 色 の骨 細 胞 は DMP-1 陽 性 の骨 細 胞 を

示 す  (緑 矢 印 )．スケールバー，100 ㎛，50 ㎛．  

B)  2 週 ，4 週 ，6 週 後 に採 取 した BMP 誘 導 性 異 所 性 骨 の FGF-23 の免 疫

染 色 像  (矢 状 断 面 )．骨 基 質 中 の茶 色 の細 胞 は FGF-23 陽 性 の骨 細 胞 を

示 す  (緑 矢 印 )．スケールバー，100 ㎛．  

 

図 6．マウス関 節 軟 骨 におけるスクレロスチンの発 現  

A)  大 腿 骨 の関 節 軟 骨 のスクレロスチンの免 疫 染 色 とトルイジンブルーの二 重

染 色 像 ．メタクロマジー陽 性 を示 す関 節 軟 骨 内 の石 灰 化 軟 骨 層 において，

茶 色 に染 色 されるスクレロスチン陽 性 の軟 骨 細 胞 を青 矢 印 で示 す．  スケー

ルバー，100 ㎛．  

B)  黒 枠 部 の拡 大 像 を示 す．スケールバー，10 ㎛．  
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BMP誘導性異所性骨におけるスクレロスチン発現

図3 松下雅衣

7-day 10-day 2-week

4-week 6-week 6-week

B

40 ㎛

40 ㎛

7-day 10-day 2-week

4-week 6-week

A

400 ㎛



BMP誘導性異所性骨における骨芽細胞と破骨細胞の観察
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BMP誘導性異所性骨におけるDMP-1およびFGF-23の発現
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マウス関節軟骨におけるスクレロスチンの発現
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