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要旨  

 

歯周炎は進行に伴い歯槽骨が吸収 し，歯 の喪失につながる疾 患である．

しかし現在の歯科治療では，高度に吸収 された骨 を完全に回復することは

困難であり，歯 槽骨 の再生治療の発展が期待 されている．近 年 ，骨細胞か

ら分泌 されるスクレロスチンは，Wnt / β - c a t e n i n シグナルを阻害 し骨形成 を

阻害するタンパク質 であることが報告 された．スクレロスチンをコードする S O ST

遺伝子の喪失は頭蓋骨における骨の過形成 を特徴 とする硬結性骨硬化症

を引 き起 こす．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骨形

成 を促進 して骨量 を増加することが報告 されている．しかし，骨再生における

スクレロスチン抑制の影響についての詳細は不明である．一 方 ，骨誘導因子  

( Bo ne  m o r p ho ge ne t i c  p r o t e i n  2，BM P - 2 )  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．本 研究では，BM P - 2 誘導性異所

性骨におけるスクレロスチン発現 を検討する．更 に，スクレロスチン欠損マウス

において異所性骨 を作製 し，その骨量や骨密度が増加するかを検討するこ

とを目的 とした．  

S o s t のプロモーター下に造礁サンゴ由来蛍光 タンパク質  ( Z s - G r e e n )  の

遺伝子 を挿入 した S o s t - G r e e n レポーターマウス  ( S o s t G / + )  が松本歯科大

学総合歯科医学研究所にて作製 された．この S o s t G / +マウスは Exo n1 への

ノックインマウスである．このノックインにより S o s t 遺伝子が欠損 した S o s t 遺伝

子 ホモ欠 損 マウス  ( S o s t G / G )  マウスを得 た．コントロールマウス  ( Wi l d - t yp e，

WT)  として C57BL/ 6 マウスを使用 した．これらの 8 週齢雄マウスの右側大

腿部内側の筋膜下 に，BM P- 2 を浸漬 した直径 2  m m の円柱のコラーゲン

ペレットを埋入 し，1 4 日 ，2 8 日後に誘導 された異所性骨 を採取 した．マイク

ロ CT および各種染色により，異 所性骨の組織学的解析 を行 った．また，異

所性骨における S o s t 遺伝子発現の経時的変化やスクレロスチン欠損マウス

に埋入 した異所性骨 の骨形成関連遺伝子への影響 を検討するために，埋

入後 1 4 日目の異所性骨の m RN A 発現 を r e a l - t i m e  RT- PCR にて解析

した．また，骨 芽細胞 マーカーとして，アルカリホスファターゼ  ( A l k a l i ne  

p ho s p hat as e，ALP)  の免疫染色 を行 った．  
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WT マウスの BM P - 2 ペレットを埋入後 1 4 日目に回収 した異所性骨は，

直径 3 - 4  m m の球形の骨が形成 された．埋入後 2 8 日目に回収 した WT の

異所性骨では，扁平 な形状の骨が形成 された．S o s t G / G の異所性骨は WT

と同 程度の大 きさだが，凸凹 な形状の骨が形成 された．  

外殻の骨組織の蛍光観察では，埋入後 1 4，2 8 日目の S o s t G / G の異所

性骨において，Zs - G re e n 陽性の骨細胞 を認めたが，WT のマウスでは，

Zs - G r e e n 陽性の骨細胞は認められなかった．スクレロスチンの免疫染色で

は，BM P- 2 ペレット埋 入 後 1 4，2 8 日目の S o s t G / G の異所性骨 においてスク

レロスチン陽性骨細胞は認めなかったが，WT においてスクレロスチン陽性の

骨細胞 を認めた．以上 より，WT マウスの BM P - 2 誘導性異所性骨ではスク

レロスチン陽性骨細胞が出現するが，S o s t G / G マウスの異所性骨ではスクレロ

スチン陽性骨細胞は消失 していた． r e a l - t i m e  RT- PCR による解析では，  

WT の異所性骨 において S o s t 遺伝子の発現は，埋入後 7 日目では検出 さ

れず，1 0，1 4，2 8 日目に検出 され，1 4 日目にピークを示 した．  

マイクロ CT を用いて，形成 された異所性骨の骨量 と骨塩量 を定量的に

解析 した．埋入後 1 4 日目の異所性骨のマイクロ CT 水平断面画像 より，異

所性骨の外殻に多孔質な石灰化像 を認めた．WT と比 較 して S o s t G / G の異

所性骨の BV/ TV ( W T= 4 . 59%，S o s t G / G = 9 . 04% )  と BM D ( WT= 468  

m g / c m 3，S o s t G / G = 6 02  m g / c m 3 )  は有意に増加 した．埋入後 2 8 日目の異

所性骨のマイクロ CT 水平断面画像 より，  BM P ペレットを取 り囲む外殻に

層板様構造の石灰化像 を認めた．WT と比 較 して S o s t G / G の異所性骨の

BV/ TV ( WT= 5 . 27%，S o s t G / G = 9 . 58% )  と BM D  ( WT= 763  m g / c m 3，

S o s t G / G = 94 3  m g / c m 3 )  は有意に増加 した．  

以上の結果 より，BM P- 2 ペレット埋 入後 14，2 8 日目の異所性骨は，

S o s t 遺伝子 とスクレロスチンタンパク質 が発現 していた．スクレロスチン欠損マ

ウスにおいて，BM P - 2 ペレット埋 入後 1 4 日 ，2 8 日目の異所性骨の骨量が

増加 した．このことから，歯 槽骨の再生治療 において，スクレロスチンの抑制

は，骨量 を増加 させる可能性が示 された．  



 

学 位 論 文  

 

骨形成抑制因子であるスクレロスチン欠損マウスにおける

BMP-2 誘導性異所性骨の解析 

 

 

 

中村 圭吾 

 

 

大学院歯学独立研究科 健康増進口腔科学講座 

（主指導教員：吉成 伸夫 教授） 

 

 

松本歯科大学大学院歯学独立研究科博士（歯学）学位申請論文 

 

 

 

 

 

Analysis of BMP-2-induced ectopic bone in 

sclerostin-deficient mice 
 

Keigo Nakamura 

 

 

Oral Health Science, Department of Oral Health Promotion, Oral Science 

Course, Matsumoto Dental University Graduate School of Oral Medicine, 

(Chief Academic Adviser：Professor Nobuo Yoshinari) 

 

 

The thesis submitted to the Graduate School of Oral Medicine, 

Matsumoto Dental University, for the degree Ph.D. (in Dentistry) 

 



 

1 

 

要旨  

 

歯 周 炎 は進 行 に伴 い歯 槽 骨 が吸 収 し，歯 の喪 失 につながる疾 患 である．

しかし現 在 の歯 科 治 療 では，高 度 に吸 収 された骨 を完 全 に回 復 することは

困 難 であり，歯 槽 骨 の再 生 治 療 の発 展 が期 待 されている．近 年 ，骨 細 胞 か

ら分 泌 されるスクレロスチンは，Wnt / β - c a t e n i n シグナルを阻 害 し骨 形 成 を

阻 害 するタンパク質 であることが報 告 された．スクレロスチンをコードする S O ST

遺 伝 子 の喪 失 は頭 蓋 骨 における骨 の過 形 成 を特 徴 とする硬 結 性 骨 硬 化 症

を引 き起 こす．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 は骨 形

成 を促 進 して骨 量 を増 加 することが報 告 されている．しかし，骨 再 生 における

スクレロスチン抑 制 の影 響 についての詳 細 は不 明 である．一 方 ，骨 誘 導 因 子  

( Bo ne  m o r p ho ge ne t i c  p r o t e i n  2，BM P - 2 )  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．本 研 究 では，BM P - 2 誘 導 性 異 所

性 骨 におけるスクレロスチン発 現 を検 討 する．更 に，スクレロスチン欠 損 マウス

において異 所 性 骨 を作 製 し，その骨 量 や骨 密 度 が増 加 するかを検 討 するこ

とを目 的 とした．  

S o s t のプロモーター下 に造 礁 サンゴ由 来 蛍 光 タンパク質  ( Z s - G r e e n )  の

遺 伝 子 を挿 入 した S o s t - G r e e n レポーターマウス  ( S o s t G / + )  が松 本 歯 科 大

学 総 合 歯 科 医 学 研 究 所 にて作 製 された．この S o s t G / +マウスは Exo n1 への

ノックインマウスである．このノックインにより S o s t 遺 伝 子 が欠 損 した S o s t 遺 伝

子 ホモ欠 損 マウス  ( S o s t G / G )  マウスを得 た．コントロールマウス  ( Wi l d - t yp e，

WT)  として C57BL/ 6 マウスを使 用 した．これらの 8 週 齢 雄 マウスの右 側 大

腿 部 内 側 の筋 膜 下 に，BM P- 2 を浸 漬 した直 径 2  m m の円 柱 のコラーゲン

ペレットを埋 入 し，1 4 日 ，2 8 日 後 に誘 導 された異 所 性 骨 を採 取 した．マイク

ロ CT および各 種 染 色 により，異 所 性 骨 の組 織 学 的 解 析 を行 った．また，異

所 性 骨 における S o s t 遺 伝 子 発 現 の経 時 的 変 化 やスクレロスチン欠 損 マウス

に埋 入 した異 所 性 骨 の骨 形 成 関 連 遺 伝 子 への影 響 を検 討 するために，埋

入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 の m RN A 発 現 を r e a l - t i m e  RT- PCR にて解 析

した．また，骨 芽 細 胞 マーカーとして，アルカリホスファターゼ  ( A l k a l i ne  

p ho s p hat as e，ALP)  の免 疫 染 色 を行 った．  
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WT マウスの BM P - 2 ペレットを埋 入 後 1 4 日 目 に回 収 した異 所 性 骨 は，

直 径 3 - 4  m m の球 形 の骨 が形 成 された．埋 入 後 2 8 日 目 に回 収 した WT の

異 所 性 骨 では，扁 平 な形 状 の骨 が形 成 された．S o s t G / G の異 所 性 骨 は WT

と同 程 度 の大 きさだが，凸 凹 な形 状 の骨 が形 成 された．  

外 殻 の骨 組 織 の蛍 光 観 察 では，埋 入 後 1 4，2 8 日 目 の S o s t G / G の異 所

性 骨 において，Zs - G re e n 陽 性 の骨 細 胞 を認 めたが，WT のマウスでは，

Zs - G r e e n 陽 性 の骨 細 胞 は認 められなかった．スクレロスチンの免 疫 染 色 で

は，BM P- 2 ペレット埋 入 後 1 4，2 8 日 目 の S o s t G / G の異 所 性 骨 においてスク

レロスチン陽 性 骨 細 胞 は認 めなかったが，WT においてスクレロスチン陽 性 の

骨 細 胞 を認 めた．以 上 より，WT マウスの BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 ではスク

レロスチン陽 性 骨 細 胞 が出 現 するが，S o s t G / G マウスの異 所 性 骨 ではスクレロ

スチン陽 性 骨 細 胞 は消 失 していた． r e a l - t i m e  RT- PCR による解 析 では，  

WT の異 所 性 骨 において S o s t 遺 伝 子 の発 現 は，埋 入 後 7 日 目 では検 出 さ

れず，1 0，1 4，2 8 日 目 に検 出 され，1 4 日 目 にピークを示 した．  

マイクロ CT を用 いて，形 成 された異 所 性 骨 の骨 量 と骨 塩 量 を定 量 的 に

解 析 した．埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 のマイクロ CT 水 平 断 面 画 像 より，異

所 性 骨 の外 殻 に多 孔 質 な石 灰 化 像 を認 めた．WT と比 較 して S o s t G / G の異

所 性 骨 の BV/ TV ( W T= 4 . 59%，S o s t G / G = 9 . 04% )  と BM D ( WT= 468  

m g / c m 3，S o s t G / G = 6 02  m g / c m 3 )  は有 意 に増 加 した．埋 入 後 2 8 日 目 の異

所 性 骨 のマイクロ CT 水 平 断 面 画 像 より，  BM P ペレットを取 り囲 む外 殻 に

層 板 様 構 造 の石 灰 化 像 を認 めた．WT と比 較 して S o s t G / G の異 所 性 骨 の

BV/ TV ( WT= 5 . 27%，S o s t G / G = 9 . 58% )  と BM D  ( WT= 763  m g / c m 3，

S o s t G / G = 94 3  m g / c m 3 )  は有 意 に増 加 した．  

以 上 の結 果 より，BM P- 2 ペレット埋 入 後 14，2 8 日 目 の異 所 性 骨 は，

S o s t 遺 伝 子 とスクレロスチンタンパク質 が発 現 していた．スクレロスチン欠 損 マ

ウスにおいて，BM P - 2 ペレット埋 入 後 1 4 日 ，2 8 日 目 の異 所 性 骨 の骨 量 が

増 加 した．このことから，歯 槽 骨 の再 生 治 療 において，スクレロスチンの抑 制

は，骨 量 を増 加 させる可 能 性 が示 された．  
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緒言  

 

我 が国 の永 久 歯 の抜 歯 原 因 調 査  ( 2 0 1 8 年 )  によると，歯 周 病 は抜 歯 の

主 原 因 で最 も多 く，3 7 %を占 めている 1 )．歯 周 病 は口 腔 内 常 在 細 菌 によっ

て引 き起 こされる感 染 症 で，歯 周 組 織 を破 壊 する疾 患 である 2 )．進 行 すると

歯 を支 持 する組 織 である歯 肉 結 合 組 織 ，歯 根 膜 ，歯 槽 骨 に炎 症 が波 及 し，

歯 の動 揺 が重 度 となり，最 終 的 に抜 歯 に至 る．歯 周 病 治 療 において，喪 失

した歯 周 組 織 を再 生 させることが重 要 な課 題 である．1 9 0 0 年 代 から骨 移 植

を中 心 として，歯 周 組 織 を再 生 させる試 みが行 われてきた 3 )．現 在 ，歯 周 組

織 再 生 療 法 として骨 移 植 術 4 )，組 織 再 生 誘 導 法  ( G u i d e d  t i s s ue  

r e ge ne r a t i o n  t e c h n i que，G TR 法 ) 5 )，Enam e l  m at r i x  p r o t e i n，線 維

芽 細 胞 増 殖 因 子  ( F i b r o b l as t  g r o w t h  fa c t o r s - 2，FG F - 2 ) 6 )  を応 用 した

術 式 が普 及 している．これらの治 療 法 は骨 欠 損 の軽 度 な 2 壁 性 または 3 壁

性 骨 欠 損 に対 して有 効 である．しかし，水 平 性 骨 吸 収 等 の重 度 骨 欠 損 症

例 においては有 効 性 に限 界 があり，骨 形 成 能 を有 する治 療 が望 まれている．  

Wnt / β - c a t e n i n シグナルは骨 芽 細 胞 の分 化 を促 進 して，骨 形 成 を促 進

することが報 告 されている 7 ， 8 )．W nt が受 容 体 に結 合 すると，細 胞 質 に

β - c a t e n i n が蓄 積 して，その β - c a t e n i n は核 内 に移 行 し，T- c e l l  

f a c t o r / Lym p ho i d  e nhanc e r  f a c t o r と結 合 して，標 的 遺 伝 子 の転 写 を活

性 化 する 9 )．一 方 ，骨 細 胞 から分 泌 されるスクレロスチンは，Wnt 共 受 容 体

の LR P5 に結 合 して Wnt / β - c a t e n i n シグナルを阻 害 し，その結 果 骨 形 成 を

阻 害 する．スクレロスチンをコードする SO ST 遺 伝 子 は，2 0 0 1 年 にアフリカに

おける硬 結 性 骨 化 症  ( s c l e r o s t e o s i s )  のファミリーより発 見 された 1 0 )．硬 結

性 骨 化 症 とは，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 疾 患 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 の圧 迫 ，顔 面 神 経 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 1 0 )．同 様 に，

S o s t 遺 伝 子 欠 損 マウスでは頭 蓋 骨 や長 管 骨 で骨 量 の増 加 を呈 する 1 1 )．こ

れらの報 告 より，スクレロスチンの変 異 や欠 損 は Wnt / β - c a t e n i n シグナルを

活 性 化 させ，骨 量 を増 加 させることが示 されている．  
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抗 スクレロスチン抗 体 は，スクレロスチンの作 用 を阻 害 して，骨 形 成 を促 進

する 1 2 )．抗 スクレロスチン抗 体 は，骨 粗 鬆 症 に対 する臨 床 治 験 の第 三 相 試

験 として FRAM E 試 験 1 3 )と A RCH 試 験 1 4 )が行 われた．FRAM E 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 RAN K L 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 3 )．AR CH 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 4 )．

日 本 では新 規 の骨 粗 鬆 症 治 療 薬 として 2 0 1 9 年 に薬 事 承 認 され，臨 床 応

用 が開 始 された．しかし，骨 再 生 におけるスクレロスチン抑 制 の影 響 について

の詳 細 は依 然 として不 明 である．  

骨 誘 導 因 子  ( Bo ne  m o r p ho ge ne t i c  p r o t e i n  2，BM P- 2 )  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，1 9 8 4 年 に U r i s t によってウシ脱 灰 骨 から発 見 された 1 5 )． In  v i vo

において BM P - 2 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 1 6 )．BM P - 2 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 する骨 の形 成 に至 る 1 7 )．このようなメカニズムにより，BM P 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．BM P は歯 周 組 織 再 生 に利

用 する試 みがなされている 1 8 )．  

本 研 究 では，骨 再 生 におけるスクレロスチン抑 制 の影 響 を検 討 するための

基 礎 的 研 究 として，骨 新 生 における S o s t 遺 伝 子 およびスクレロスチンタンパ

クの発 現 の経 時 的 変 化 と，その影 響 を明 らかにすることを目 的 とした．さらに，
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スクレロスチン欠 損 マウスにおいて，骨 新 生 モデルとして BM P - 2 誘 導 性 異 所

性 骨 を作 製 し，骨 量 や骨 密 度 が増 加 するかを検 討 した．  
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実験材料および方法  

 

1．マウスおよび試 薬  

S o s t のプロモーター下 に造 礁 サンゴ由 来 蛍 光 タンパク質  ( Zo a nt hus  s p .  

g r e e n  f l uo r e s c e nt  p r o t e i n，Zs - G r e e n )  の遺 伝 子 を挿 入 した

S o s t - G r e e n レポーターマウス  ( S o s t G / + )  が松 本 歯 科 大 学 総 合 歯 科 医 学

研 究 所 にて作 製 された．この S o s t G / +マウスは，Exo n 1 へのノックインにより

S o s t 遺 伝 子 をヘテロ欠 損 させたマウスである 1 9 )．S o s t G / +マウスを交 配 し，

S o s t 遺 伝 子 ホモ欠 損 マウス  ( S o s t G / G )  マウスを得 た．コントロールマウス  

( Wi l d - t yp e，WT )  として C57BL/ 6 マウス  (日 本 S LC，静 岡 )  を使 用 した．

これらのマウスは松 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，

8 週 齢 の雄 性 マウスを用 いた．本 研 究 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  (承 認 番 号

3 7 1 )．異 所 性 骨 の作 製 に用 いたコラーゲンシートは Zi m m e r  (東 京 )より購

入 した． r hBM P - 2 はオリエンタル酵 母 工 業  (東 京 )  より供 与 を受 けた．免

疫 組 織 学 的 解 析 に使 用 したヤギ血 清 は M e r c k  ( D arm s t ad t，G e r m any )，

ウシ血 清 アルブミン  ( Bo v i ne  s e r um  a l bu m i n，BS A)  は和 光 純 薬 工 業  

(大 阪 )，内 因 性 ペルオキシダーゼのブロッキング用 薬 の D ak o  Re a l は D ak o  

( S ant a  C l ar a，U S A )  より購 入 した．次 に一 次 抗 体 として，抗 スクレロスチン

抗 体 は R& D  s ys t em  ( M i nne ap o l i s，U S A)，抗 アルカリホスファターゼ  

( A l k a l i ne  p ho s p hat as e，ALP)  抗 体 は Abc am  ( Cam br i d g e，U K )，抗

β - c a t e n i n 抗 体 は Ce l l  S i gna l i ng  Te c h no l o gy  ( D an ve r s，U S A)  より購

入 した．二 次 抗 体 として，ヒストファインシンプルシステインマウス M AX - PO  

( Rabb i t )  はニチレイバイオサイエンス  (東 京 )，H o r s e r ad i s h  pe r o x i d as e  

( H RP)  標 識 二 次 抗 体 の抗 ヤギ H RP は S ant a  c r uz  ( D a l l as ,  U S A)  より

購 入 した．また，ヒストファインキット D AB 基 質 キット  ( D AB)  はニチレイバイオ

サイエンス  (東 京 )  より購 入 した．  

 

2．BM P- 2 含 有 コラーゲンペレットと異 所 性 骨 の作 製  

r hBM P - 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，  
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岐 阜 )  を用 いて直 径 2  m m，厚 さ 3  mm の円 柱 として切 り出 したものに，

r hBM P- 2 を 5  µ g 浸 漬 し作 製 した．S o s t G / +マウス，S o s t G / G マウスと

C57B L/ 6 マウス  (雄 8 週 齢 )  にセボフルランを使 用 し全 身 麻 酔 を施 し，右

側 大 腿 部 内 側 の筋 膜 下 に， r hBM P - 2 含 有 コラーゲンペレットを埋 入 した．

マイクロ CT による解 析 や組 織 学 的 解 析 のため，埋 入 後 1 4 日  ( n= 7 )，2 8

日  ( n= 7 )  に 4 %  Par a f o r m al d e hyd e  ( PFA)  で灌 流 固 定 を行 い，  

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 を含 む組 織 を摘 出 した．また，骨 組 織 の正 常 コント

ロールとして大 腿 骨 を採 取 した． r e a l - t i m e  RT- PCR 解 析 のため，埋 入 後 7

日  ( n= 3 )，1 0 日  ( n= 3 )，1 4 日  ( n= 6 )，2 8 日  ( n= 4 )  に BM P - 2 誘 導 性

異 所 性 骨 を摘 出 した．正 常 骨 組 織 のコントロールとして 1 0 週 齢 の WT の脛

骨 を採 取 した．  

 

3．BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 の計 測  

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 の評 価 は，マイクロ CT 

( S c anX m at e - A080，コムスキャンテクノ，東 京 )  を使 用 した．撮 影 は，管 電

圧 22  k V，管 電 流 250  m A の条 件 にて行 った．BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の

骨 量 解 析 は三 次 元 で行 い，骨 量 体 積 /組 織 体 積  ( bo ne  vo l u m e / t i s s ue  

vo l um e %，BV/ T V% )，骨 塩 量  ( bo ne  m i ne r a l  c o n t e nt，BM C )，および

骨 密 度  ( bo ne  m i ne r a l  d e ns i t y，BM D )  は，骨 形 態 計 測 ソフトの

TRI / 3D - BO N  (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．

マイクロ CT の水 平 断 面 画 像 より外 殻 の断 面 積 と内 外 周 長 を計 測 した．厚 さ  

163 . 5  µ m の水 平 断 面 の中 央 2 か所 を平 均 して代 表 値 とした．測 定 には

Im age J  ( Ras ba nd  WS  Im age J，ve r 1 . 4 . 3 . 67  N IH，Be t he s d a，U S A)  

を用 いた．  

 

4．BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の蛍 光 観 察  

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 は，摘 出 後 に 4 %  PFA で固 定 し，1 0 %  

Et hy l e ne d i am i ne t e t r aac e t i c  a c i d  ( ED TA )  溶 液 で 1 週 間 4℃にて脱

灰 後 ，矢 状 断 面 で半 分 に分 割 した．脱 灰 組 織 を，4℃の 1 0 %，2 0 %，3 0 %  

スクロース溶 液 に順 にそれぞれ 3 時 間 浸 漬 した．その後 ，5 %  カルボキシメチ
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ルセルロース  (セクションラボ，広 島 ，日 本 )  で埋 入 し， - 8 0℃で凍 結 し凍 結

ブロックを作 製 した．包 埋 した組 織 は 1 0  µ m の厚 さに薄 切 した．ヘキスト

3 3 3 4 2  (同 仁 堂 研 究 所 ，熊 本 )  で核 染 色 し，蛍 光 顕 微 鏡 にて観 察 した．  

 

5．BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の免 疫 組 織 化 学 染 色  

矢 状 断 面 で半 分 に分 割 したもう一 方 の脱 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  µ m の厚 さに薄

切 した．組 織 学 的 観 察 のため，組 織 切 片 をヘマトキシリンエオジン  

( H e m at o xy l i n - e o s i n，H . E. )  染 色 した．  

ALP および β - c a t e n i n 染 色 にはパラフィンに包 埋 した組 織 切 片 を，スクレ

ロスチン染 色 にはパラフィンに包 埋 した組 織 切 片 と凍 結 ブロックより作 製 した

組 織 切 片 を使 用 した．ALP および β - c a t e n i n 染 色 においては 6 0℃のクエン

酸  ( p H 6 . 0 )  で 3 時 間 処 理 し賦 活 化 した．内 因 性 ペルオキシターゼを除 去

するため，すべての組 織 切 片 を D ak o  Re al ペルオキシダーゼブロッキング試

薬 で 3 0 分 間 処 理 した．非 特 異 的 結 合 を防 ぐため，ALP および β - c a t e n i n

染 色 においては 1 0 % ヤギ血 清 で，スクレロスチン染 色 においては 1 %  BS A

で 4 5 分 間 ブロッキング処 理 した．一 次 抗 体 として，5 0 倍 希 釈 した抗 スクレロ

スチン抗 体 ，8 0 0 倍 希 釈 した抗 ALP 抗 体 ，8 0 0 倍 希 釈 した抗 β - c a t e n i n

抗 体 で 1 8 時 間 ，4℃にて処 理 した．二 次 抗 体 として，ALP 染 色 と

β - c a t e n i n 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 M AX - PO  

( Rabb i t )，スクレロスチン染 色 においては抗 ヤギ H RP を 3 0 分 間 処 理 した．

D AB 染 色 にはヒストファインキット D AB 基 質 キットを使 用 した．核 染 色 として，

ALP 染 色 と β - c a t e n i n 染 色 ではヘマトキシリンを，スクレロスチン染 色 ではヘ

マトキシリンまたはメチルグリーンを用 いた．  

 

6．BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の破 骨 細 胞 観 察  

破 骨 細 胞 の観 察 のために，酒 石 酸 抵 抗 性 酸 ホスファターゼ  

( Tar t r a t e - r e s i s t ant  a c i d  p ho s p hat ase，TRA P )  染 色 を行 った．TRA P

反 応 液 は基 質 である 0 . 01%  nap ht ho l  AS - BI  p ho s p hat e を N, N ジメチル

ホルムアミドに溶 解 し，酒 石 酸  ( 50  m M )  を含 む S o d i um  ac e ta t e  bu f f e r  
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( 0 . 2  M )  に色 素 である Fas t  r e d  v i o l e t  LB  s a l t  ( 0 . 06% )  を添 加 し作 製 し

た．組 織 切 片 に TR A P 反 応 液 を滴 下 し，3 7℃で 2 0 分 間 反 応 させ染 色 を行

った後 ，ヘマトキシリンで核 染 色 を行 った．  

 

7． r e a l - t i m e  RT- PCR 解 析  

異 所 性 骨 における β - a c t i n，S o s t，S p 7，A l p l，Co l 1a1，Ac p 5，Ct s k の

遺 伝 子 発 現 を r e a l - t i m e  RT- PCR にて解 析 した．異 所 性 骨 は摘 出 直 後 に，

脛 骨 は骨 髄 細 胞 を洗 い流 した後 に，TRI zo l  ( The r m o  F i s he r  S c i e n t i f i c，

Wal t ham，U S A)  に浸 漬 し，Ti s s ue Lys e r  I I  ( Q i age n，H i l d e n，

G e r m any )  を使 用 して組 織 を粉 砕 した．その後 ，RN A 分 離 キット  ( N uc l e o  

S p i n，M ACH ER EY  N AG EL，D ür e n，G e r m any )  を使 用 し To t a l  RN A

を回 収 し，o l i go  ( d T )  1 2 - 18  p r i m e r s  ( The r m o  F i s he r  S c i e n t i f i c，

Wal t ham，U S )  と Re ve r  Tr a  Ac e  (東 洋 紡 ,  大 阪 )  を使 用 して t o t a l  

RN A を逆 転 写 し， c DN A を合 成 した． c D NA の定 量 は，Fas t  S Y BR G r e e n  

( The r m o  F i s he r  S c i e n t i f i c，Wal t ham，U S A)  と S t e p O nePl us システム  

( The r m o  F i s he r  S c i e n t i f i c，Wal t ham，U S A)  を使 用 した re a l - t i m e  

RT- PCR で行 った．P CR 反 応 は 9 5℃で 2 0 秒 間 ，続 いて 9 5℃で 3 秒 間 お

よび 6 0℃で 3 0 秒 間 を 4 0 サイクル行 った．各 PCR 実 験 で m e l t i ng  c ur ve

を確 認 した．カスタムオリゴ合 成 したプライマーは，S i gm a - Al d r i c h  ( S t .  

Lo u i s，U S A)  より購 入 した．プライマーの配 列 は β - a c t i n  ( Fo r：

CAT CCG TA AAG A C CTC TATG C CAA C，Re v：

ATG G AG CCAC CG ATC CAC A )，S o s t  ( Fo r：

TCC TG AG AAG AA CCAG A CC A，Re v：

G CAG CTG TAC TC G G ACACAT C)，S p 7  ( Fo r：

CG CAT CTG AA AG CCC ACT TG，Re v：

CAG CT CG TCAG A G CG AG TG AA )，Al p l  ( Fo r：

ACA CCT TG AC TG T G G TTACTG CTG A，Re v：

CCT TG TAG CC AG G CCCG TTA )，Co l 1 a1  ( Fo r：

CCTG G CA AAG AC G G ACTCA AC，R e v ：

G CTG AAG TCATA A CCG CC ACTG )，Ac p 5  ( Fo r：
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TTG CG ACC AT TG TTAG CC ACATA，Re v：

TCAG AT CC ATAG T G AAAC CG CAAG )，Ct s k  ( Fo r：

CAG CAG A ACG G A G G CATTG A，Re v：

CTT TG CCG TG G CG TTATA CATAC A)  である．発 現 レベルは，相 対 標 準

曲 線  ( r e l a t i ve  s t and ar d  c ur ve )  によって計 算 された．正 規 化 の内 部 コ

ントロールとして，β - a c t i n を使 用 した．  

 

8．統 計 解 析  

結 果 は 3 サンプル以 上 の平 均 値 ±標 準 偏 差  ( s t and ar d  d ev i a t i o n，

S D )  として示 した．2 群 間 の差 の分 析 には，対 応 のない両 側 の t 検 定 を用 い

た．3 群 以 上 の差 の分 析 には O ne - w ay  AN O VA の後 ，多 重 比 較 検 定 とし

て D unne t t ' s  m ul t ip l e  c o m p ar i s o ns  te s t または S i d ak ' s  m ul t i p l e  

c o m p ar i s o ns  t e s t 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．BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 における S o s t 遺 伝 子 とスクレロスチンタンパク質

の発 現 解 析  

異 所 性 骨 における S o s t 遺 伝 子 とスクレロスチンタンパク質 の発 現 を観 察

するために，S o s t 遺 伝 子 の発 現 を Zs - G re e n の緑 の蛍 光 で検 出 できる

S o s t G / +レポーターマウスを用 いた．このマウスに，BM P - 2 ペレットを埋 入 し，

1 4，2 8 日 後 に回 収 した異 所 性 骨 を蛍 光 顕 微 鏡 にて観 察 した．1 4，2 8 日 の

異 所 性 骨 の外 観 は扁 平 な球 形 で骨 髄 の形 成 による赤 褐 色 をていしていた  

(図 1 A)．異 所 性 骨 の各 断 面 は，矢 状 断 面 と水 平 断 面 と定 義 して観 察 した  

(図 1B)．トルイジンブルー染 色 による組 織 学 的 観 察 では，1 4，2 8 日 目 の異

所 性 骨 の外 殻 部 の内 側 に青 色 に染 まる骨 芽 細 胞 が観 察 され，骨 組 織 の形

成 を認 めた  (図 1 C )．1 4，2 8 日 の異 所 性 骨 の外 殻 の骨 組 織 中 において，

蛍 光 観 察 で Zs - G r ee n 陽 性 の骨 細 胞 が数 個 認 められ  (図 1D )，スクレロス

チンの免 疫 染 色 でもスクレロスチン陽 性 の骨 細 胞 を認 めた  (図 1 E)．マイクロ

CT の水 平 断 面 像 では外 殻 部 に不 透 過 像 が認 められ，石 灰 化 が確 認 された  

(図 1 F)．これらの結 果 より，S o s t G / +マウスの異 所 性 骨 の骨 細 胞 において

S o s t 遺 伝 子 とスクレロスチンタンパクの両 方 が発 現 していた．  

 

2．S o s t 欠 損 マウスにおける BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の組 織 学 的 解 析  

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 におけるスクレロスチンの役 割 を調 べるために，

S o s t 遺 伝 子 を欠 損 させた S o s t G / G マウスに BM P - 2 ペレットを埋 入 して，その

異 所 性 骨 を解 析 した．BM P - 2 ペレットを埋 入 後 1 4 日 目 に回 収 した WT の

異 所 性 骨 では，直 径 3 - 4  m m の扁 平 な球 形 の骨 が形 成 された．S o s t G / G の

異 所 性 骨 は，同 程 度 の大 きさであり，WT と比 較 して S o s t G / G では表 面 が凸

凹 した球 形 を示 す傾 向 があった  (図 2 A)．埋 入 後 2 8 日 目 に回 収 した WT

の異 所 性 骨 では，扁 平 な形 状 の骨 が形 成 された．S o s t G / G の異 所 性 骨 は

WT の異 所 性 骨 と同 様 に扁 平 な形 状 の骨 が形 成 された．1 4 日 目 と比 較 し，

WT と S o s t G / G の異 所 性 骨 はともに小 さくなる傾 向 を示 した．湿 重 量 は，

S o s t G / G の異 所 性 骨 で，1 4 日 目 と比 較 して 2 8 日 目 で減 少 した  (図 2 B)．し
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かし，1 4 日 目 と 2 8 日 目 の両 方 で WT と S o s t G / G の間 に有 意 な差 は認 めな

かった．H . E.染 色 による組 織 学 的 観 察 で，外 殻 部 に好 酸 性 の硬 組 織 が形

成 されており，1 4 日 目 では外 殻 部 に多 孔 質 の厚 い骨 組 織 が W T と S o s t G / G

の両 方 で認 められた  (図 2 C)．2 8 日 目 には外 殻 部 に薄 い緻 密 な骨 形 成 が

認 められた．外 殻 の骨 組 織 の蛍 光 観 察 では，埋 入 後 1 4，2 8 日 の S o s t G / G

の異 所 性 骨 において，  Z s - G r e e n 陽 性 の骨 細 胞 を認 めたが，WT のマウス

では，Zs - G r e e n 陽 性 の骨 細 胞 は認 められなかった  (図 2D )．スクレロスチン

の免 疫 染 色 では，B M P- 2 ペレット埋 入 14，2 8 日 後 の S o s t G / G の異 所 性 骨

においてスクレロスチン陽 性 骨 細 胞 は認 めなかったが，WT においてスクレロス

チン陽 性 の骨 細 胞 を認 めた  (図 2 E)．これらの結 果 より，S o s t G / G マウスの

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 細 胞 ではスクレロスチン発 現 が消 失 していた．  

 

3．S o s t G / G マウスにおける BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の骨 量 と骨 塩 量 の定 量

的 解 析  

スクレロスチン欠 損 マウスにおける，BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 の石 灰 化 に

及 ぼす影 響 を検 討 するため，異 所 性 骨 をマイクロ CT で撮 影 し，異 所 性 骨 の

三 次 元 構 築 画 像 及 び断 面 像 を比 較 検 討 した．WT と S o s t G / G のどちらも，

BM P ペレットを取 り囲 む外 殻 に多 孔 質 な石 灰 化 像 を認 めた．三 次 元 構 築

画 像 より，WT では表 面 の石 灰 化 部 が薄 い層 として観 察 され，S os t G / G では，

表 面 全 体 が石 灰 化 しており，1 4 日 から 2 8 日 にかけて不 透 過 性 が亢 進 した  

(図 3 A)．水 平 断 面 画 像 より，埋 入 後 1 4 日 の断 面 像 では，W T で外 殻 に多

孔 性 の薄 い石 灰 化 の層 が観 察 された．S o s t G / G では外 殻 に，W T よりも厚 い

石 灰 化 層 が観 察 された．埋 入 後 2 8 日 の断 面 像 では，WT で薄 く密 な外 殻

の層 が観 察 された．S o s t G / G では，WT より厚 く密 な外 殻 の層 が観 察 された  

(図 3 B)．次 に，異 所 性 骨 の骨 量 を三 次 元 で定 量 化 した．マイクロ CT で検

出 される異 所 性 骨 の骨 体 積  ( BV)  と組 織 体 積 に占 める骨 体 積 の割 合  

( BV / TV)  は，WT と比 較 し，S o s t G / G で有 意 に増 加 した  (図 3 C，D )．また，

形 成 された骨 組 織 の BM C と BM D は W T と比 較 し，S o s t G / G で有 意 に増 加

した (図 3 E，F)．更 に，マイクロ CT の水 平 断 面 画 像 にて検 出 された骨 組 織

の内 周 長 ，外 周 長 および断 面 積 を定 量 化 し比 較 した．埋 入 後 2 8 日 の異 所
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性 骨 において，WT と比 較 し，S o s t G / G の内 周 長 は減 少 し  (図 3 G )，断 面 積

は有 意 に増 加 した  (図 3 H )．一 方 ，WT と S o s t G / G の外 周 長 は同 程 度 であ

った  (図 3 G )．これらの結 果 より，WT よりと比 較 して，S o s t G / G は内 側 方 向 へ

骨 量 が増 加 した．  

 

4．S o s t G / G マウスの BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 芽 細 胞 マーカーの

遺 伝 子 発 現 解 析  

異 所 性 骨 における S o s t 遺 伝 子 発 現 の経 時 的 変 化 を調 べるため，WT マ

ウスの埋 入 後 7，1 0，1 4，2 8 日 の異 所 性 骨 の S o s t 遺 伝 子 発 現 量 を

r e a l - t i m e  RT- PCR にて解 析 した．陽 性 対 照 として 1 0 週 齢 の WT マウスよ

り採 取 した脛 骨 を使 用 した．埋 入 後 7 日 の異 所 性 骨 において，S o s t 遺 伝 子

は検 出 されず，1 0 日 ，1 4 日 と経 時 的 に増 加 した．埋 入 後 1 4 日 の異 所 性 骨

では，有 意 に S o s t 遺 伝 子 の発 現 増 加 が認 められた．2 8 日 の異 所 性 骨 の

S o s t 発 現 は，1 0 日 と同 程 度 であった  (図 4 A)．S o s t G / G マウスの埋 入 後 1 4

日 の異 所 性 骨 では，S o s t 遺 伝 子 が発 現 していないことを確 認 した  (図 4B)．

次 に，異 所 性 骨 の骨 形 成 に対 するスクレロスチンの影 響 を検 討 するために，

埋 入 後 1 4 日 の WT マウスと S os t G / G マウスの異 所 性 骨 の骨 芽 細 胞 マーカ

ー遺 伝 子  ( S p 7，Al p l，Co l 1a1 )  発 現 を r e a l - t i m e  RT- PCR にて解 析 し

た．脛 骨 と比 較 し，異 所 性 骨 において S p 7，Al p l および Co l 1a 1 の m RN A

発 現 は有 意 ではないが増 加 していた  (図 4 C)．また，WT と比 較 しても，

S o s t G / G において S p 7，Al p l および Co l 1a 1 の m RN A 発 現 は有 意 な増 加 を

示 さなかった．  

 

5．S o s t G / G マウスの BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 における骨 形 成 関 連 タンパク

質 発 現 解 析  

異 所 性 骨 の骨 形 成 に対 するスクレロスチンの影 響 を検 討 するために，骨

芽 細 胞 マーカーとして ALP，Wnt / β - c a t e n i n シグナルとして β - c a t e n i n の発

現 を免 疫 組 織 学 的 に解 析 した．ALP の免 疫 染 色 では，ALP 陽 性 骨 芽 細

胞 を異 所 性 骨 の外 殻 内 側 に認 めた  (図 4 D )．埋 入 後 1 4，2 8 日 目 の異 所

性 骨 の A LP 陽 性 骨 芽 細 胞 数 は，W T と比 較 し S o s t G / G において，有 意 な増
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加 を示 さなかった．  WT と S o s t G / G の両 方 において，ALP 陽 性 骨 芽 細 胞 数

は 1 4 日 目 と比 較 し 28 日 目 で減 少 した．β - c a t e n i n の免 疫 染 色 では，

β - c a t e n i n 核 内 陽 性 骨 芽 細 胞 を外 殻 内 側 に認 めた  (図 4 E )．埋 入 後 1 4，

2 8 日 目 の異 所 性 骨 の β - c a t e n i n 核 内 陽 性 骨 芽 細 胞 数 は，WT と比 較 し

S o s t G / G において，有 意 な増 加 を示 さなかった．WT と S o s t G / G の両 方 におい

て，β - c a t e n i n 核 内 陽 性 骨 芽 細 胞 数 は 1 4 日 目 と比 較 し 2 8 日 目 で減 少 し

た．  

 

6．S o s t G / G マウスの BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 における破 骨 細 胞 マーカーの

遺 伝 子 発 現 解 析 と破 骨 細 胞 の組 織 所 見  

骨 吸 収 に対 するスクレロスチン欠 損 の影 響 を検 討 するために，埋 入 後 1 4

日 の異 所 性 骨 の破 骨 細 胞 マーカー遺 伝 子  ( Ac p 5，Ct s k )  を r e a l - t i m e  

RT- PCR にて解 析 した．脛 骨 と比 較 し，異 所 性 骨 において Ac p 5，Ct s k は

増 加 した  (図 5 A )．埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 における Ac p 5 と Ct sk の

m RN A 発 現 は，W T と比 較 し S o s t G / G において，有 意 な増 加 を示 さなかった．

次 に，TR AP 染 色 で，異 所 性 骨 の破 骨 細 胞 を組 織 学 的 に検 討 した．WT の

埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 において，外 殻 の内 側 に T RA P 陽 性 の破 骨 細

胞 を認 めた  (図 5B)．S o s t G / G の異 所 性 骨 においても同 様 に，外 殻 の内 側

に TRAP 陽 性 の破 骨 細 胞 を認 めた．WT の埋 入 後 2 8 日 目 の異 所 性 骨 に

おいて，外 殻 の外 側 に TR AP 陽 性 の破 骨 細 胞 を認 めた．S o s t G / G の異 所 性

骨 においても同 様 に，外 殻 の外 側 に TR A P 陽 性 の破 骨 細 胞 を認 めた．埋

入 後 1 4，2 8 日 目 の異 所 性 骨 において，破 骨 細 胞 数 は WT と S o s t G / G で同

程 度 に観 察 された  (図 5 B)．埋 入 後 2 8 日 目 の異 所 性 骨 においては，1 4 日

目 と比 較 し，WT と S o s t G / G の両 方 において TRAP 陽 性 の破 骨 細 胞 数 の減

少 傾 向 が観 察 された．これらの結 果 より，2 8 日 目 と比 較 して 1 4 日 目 の

BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 は，骨 リモデリングの活 性 が高 いことが示 唆 された．
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考察  

 

S o s t 遺 伝 子 の転 写 は，胎 生 期 の軟 骨 等 の軟 組 織 で検 出 されるが，成 体

においては石 灰 化 した骨 組 織 にのみで検 出 される 2 0 )と報 告 されている．げっ

歯 類 の長 管 骨 の骨 幹 部 におけるスクレロスチンの発 現 は，生 後 数 日 で検 出

されることが報 告 されている 2 1 ， 2 2 )．また，げっ歯 類 の長 管 骨 の骨 幹 端 骨 梁 に

おけるスクレロスチンの発 現 は，生 後 4 週 以 降 で検 出 され，成 長 に伴 いその

発 現 は強 くなることが報 告 されている 2 1 ， 2 2 )．松 下 2 3 )は BM P - 2 誘 導 性 異 所

性 骨 において，埋 入 後 7 日 目 の軟 骨 細 胞 および 1 4 日 目 の骨 細 胞 でスクレ

ロスチンタンパクが発 現 していると報 告 している．本 研 究 では，異 所 性 骨 にお

ける S o s t 遺 伝 子 の発 現 と経 時 的 変 化 を検 討 した．S o s t 遺 伝 子 レポーター

マウスより，埋 入 後 ，1 4，2 8 日 目 の BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 において，S o s t

遺 伝 子 とスクレロスチンタンパク質 が発 現 していることが確 認 された．WT の異

所 性 骨 の r e a l - t i m e  RT- PCR の結 果 より，7 日 目 の異 所 性 骨 において

S o s t 遺 伝 子 の発 現 は検 出 されず，1 0 日 から 2 8 日 目 の異 所 性 骨 において

S o s t 遺 伝 子 の発 現 を認 めた．以 上 のことより，異 所 性 骨 において S o s t 遺 伝

子 は，軟 骨 形 成 期 ではほとんど発 現 しておらず，骨 組 織 が形 成 され，骨 細 胞

が出 現 する骨 形 成 期 や成 熟 期 で発 現 すると考 えられる．  

スクレロスチンの欠 損 や変 異 は骨 量 を増 加 することが示 されている 1 0 )．

M o s e y 2 4 )らは，S o s t 欠 損 マウスの脛 骨 骨 幹 部 において，皮 質 骨 の厚 みが増

加 し骨 髄 腔 が減 少 すると報 告 している．Li 1 1 )らは，S o s t 欠 損 マウスの大 腿

骨 において，骨 外 膜 の周 長 が増 加 して，骨 内 膜 の周 長 が減 少 することを報

告 している．S t o l i na 2 5 )らは，卵 巣 を摘 出 したラットに抗 スクレロスチン抗 体 を

投 与 後 6 週 目 において，脛 骨 骨 幹 部 の内 周 長 は減 少 するが外 周 長 は変 化

せず，皮 質 骨 量 が増 加 したと報 告 している．本 研 究 では，WT と比 較 し，

S o s t 遺 伝 子 欠 損 マウスより得 られた異 所 性 骨 の B V/ TV や外 殻 の水 平 断 面

の断 面 積 が増 加 していた．さらに，外 殻 の内 周 長 が減 少 し，AL P 陽 性 の骨

芽 細 胞 は内 側 部 に豊 富 に存 在 していた．以 上 のことは，異 所 性 骨 において，

スクレロスチンが形 成 された骨 の内 側 への成 長 を抑 制 することを示 唆 している．

また，Li 1 1 )らは，S o s t 欠 損 マウスの脛 骨 骨 幹 部 において，BM D が増 加 する
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と報 告 している．卵 巣 を摘 出 したラットに抗 スクレロスチン抗 体 を投 与 した研

究 では，投 与 後 6 週 目 において，腰 椎 B M D が増 加 し，圧 縮 試 験 での最 大

荷 重 が増 加 したと報 告 されている 2 6 )．本 研 究 では，WT と比 較 し S o s t G / G で

BM C と BM D が増 加 していた．これらのことより，異 所 性 骨 において，形 成 さ

れた骨 の骨 質 をスクレロスチンが負 に調 節 していると考 えられる．  

S o s t 欠 損 や機 能 阻 害 は，Wnt / β - c a t e n i n シグナルの亢 進 を介 して，骨

形 成 を促 進 することが示 されている 1 1 ， 1 2 )．Li n 2 7 )らは，S o s t 欠 損 マウスの大

腿 骨 において，骨 芽 細 胞 分 化 マーカーである Co l 1a1 や O s t e o c a l c i n が有

意 に増 加 すると報 告 している．脊 髄 損 傷 モデルマウスに抗 スクレロスチン抗 体

を投 与 した研 究 では， e x  v i vo で骨 芽 細 胞 の AL P 活 性 が有 意 に増 強 するこ

とが報 告 されている 2 8 )．本 研 究 では，S o s t 欠 損 マウスの異 所 性 骨 の m RN A

解 析 において，骨 芽 細 胞 マーカー遺 伝 子 である S p 7，Al p l，Co l 1a1 は，

WT と S o s t G / G で同 程 度 であった．また，免 疫 組 織 学 的 解 析 において，骨 芽

細 胞 マーカータンパク質 である ALP は WT と比 較 して S os t G / G で有 意 な増

加 は認 められなかった．BM P - 2 誘 導 性 異 所 性 骨 は，埋 入 から 7 日 目 までに

軟 骨 が生 じ，1 4 日 まで骨 形 成 が盛 んになり，以 降 リモデリングによって成 熟

する 1 7 )．よって埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 は大 腿 骨 と比 較 して，骨 組 織 が

未 熟 であり，成 熟 程 度 の個 体 差 が大 きい可 能 性 がある．また，異 所 性 骨 内

部 には，造 血 組 織 が誘 導 されており，それらの細 胞 を含 めて R N A 発 現 の解

析 を行 っているため，骨 芽 細 胞 マーカーの有 意 な発 現 の変 化 が観 察 できな

かった可 能 性 もある．今 後 ，骨 表 面 の細 胞 で ALP の発 現 強 度 を定 量 するな

どの詳 細 な検 討 が必 要 である．  

骨 折 治 癒 過 程 における S o s t 欠 損 の治 癒 促 進 効 果 が報 告 されている 2 9 )．

S o s t 欠 損 マウスにおいて，形 成 された仮 骨 が増 大 し，成 熟 骨 への移 行 が促

進 されることが報 告 されている 2 9 )．本 研 究 では，S o s t 欠 損 マウスの異 所 性 骨

における Wnt / β - c a t e n i n シグナルの変 化 を検 討 した．免 疫 組 織 学 的 解 析

において，核 内 に β - c a t e n i n が移 行 した骨 芽 細 胞 数 は WT と比 較 して

S o s t G / G で有 意 な増 加 は認 められなかった．埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 に

おいて，WT と比 較 し S o s t G / G は成 熟 化 が進 んでおり，観 察 時 の発 育 ステー

ジに差 があった可 能 性 が考 えられる．また，スクレロスチンの他 に，
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Wnt / β - c a t e n i n シグナル阻 害 因 子 として，D i c k k o pf 1  ( Dk k 1 )  が報 告 され

ている 3 0 )．D k k 1 は，スクレロスチンと同 様 に LRP5 受 容 体 のアンタゴニストと

して作 用 し，Wnt / β - ca t e n i n シグナルを阻 害 する骨 形 成 抑 制 因 子 である 3 1 )．

S t o l i na 2 5 )らは，卵 巣 を摘 出 したラットに抗 スクレロスチン抗 体 を投 与 後 6 週

目 において，D k k1 遺 伝 子 の発 現 が代 償 的 に増 加 すると報 告 している．本

研 究 では，埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 において，D kk 1 遺 伝 子 の発 現 は

WT と比 較 し S o s t G / G で増 加 する傾 向 を示 した．以 上 のことより，S o s t 欠 損 マ

ウスの異 所 性 骨 における Wnt / β - c a t e n i n シグナルは，D k k 1 の代 償 的 な増

加 によって正 常 範 囲 に保 たれている可 能 性 が考 えられる．  

S o s t の機 能 阻 害 は，骨 吸 収 抑 制 効 果 を示 す．ヒトやサルへの抗 スクレロス

チンの投 与 は，血 清 骨 吸 収 マーカーを低 下 させることが報 告 されている 3 2 ，

3 3 )．この抑 制 機 序 は Wnt / - c a t e n i n シグナルの活 性 化 による O PG 発 現 の

上 昇 であると考 えられている 7 ， 2 5 )．一 方 ，L i 1 1 )らは，骨 吸 収 マーカーである

血 清 TRAP 5b が S o s t 欠 損 マウスと WT で同 程 度 であったと報 告 している．

本 研 究 では，S o s t 欠 損 マウスの異 所 性 骨 におけるリモデリング活 性 の変 化 を

検 討 するため，骨 吸 収 について検 討 した．異 所 性 骨 の m RN A 解 析 において，

破 骨 細 胞 マーカー遺 伝 子 である Ac p 5，Ct s k は，WT と S o s t G / G で同 程 度

であった．さらに，T R AP 染 色 による組 織 学 的 解 析 において，T RAP 陽 性 の

破 骨 細 胞 は WT と比 較 して S o s t G / G で同 程 度 であった．以 上 のことより，

S o s t 欠 損 による破 骨 細 胞 への作 用 は，直 接 作 用 でなく，間 接 的 な骨 吸 収

の抑 制 作 用 であると考 えられる．次 に，破 骨 細 胞 の局 在 を観 察 したところ，

埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 において，破 骨 細 胞 は外 殻 の内 側 に主 に出 現

した．一 方 ，埋 入 後 2 8 日 目 の異 所 性 骨 において，破 骨 細 胞 は外 殻 の外 側

に主 に出 現 した．この結 果 より，埋 入 後 1 4 日 目 の異 所 性 骨 では外 殻 内 側

で骨 リモデリングが活 発 となり，骨 の成 熟 途 上 であることが伺 われる．また，異

所 性 骨 の湿 重 量 が 1 4 日 目 と比 較 し 2 8 日 目 で減 少 していることから，埋 入

後 2 8 日 目 の異 所 性 骨 では，外 殻 外 側 より形 成 された骨 が吸 収 され始 めて

いると考 えられる．  

本 研 究 の実 験 結 果 より，BM P- 2 誘 導 性 異 所 性 骨 において，スクレロスチ

ンの欠 損 は骨 形 成 を正 に調 節 する可 能 性 が示 された．しかし，遺 伝 子 学 的



 

18 

 

なスクレロスチンの生 涯 欠 損 と，中 和 抗 体 による一 時 的 なスクレロスチンの阻

害 では骨 形 成 への影 響 の程 度 に差 がある可 能 性 がある．この知 見 を歯 周 組

織 再 生 療 法 へ応 用 するため，今 後 は抗 スクレロスチン中 和 抗 体 によるスクレ

ロスチンの抑 制 が骨 形 成 ならびに骨 再 生 に有 効 かを明 らかにすることが必 要

である．更 に，歯 周 組 織 再 生 療 法 として臨 床 応 用 されている Enam e l  

m at r i x  p r o t e i n や FG F - 2 による歯 槽 骨 再 生 におけるスクレロスチンの発 現

や骨 再 生 への関 与 を解 明 することも重 要 な課 題 である．今 後 ，スクレロスチン

を標 的 とする骨 形 成 促 進 薬 が歯 周 治 療 へ応 用 されることが期 待 される．  
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結論  

 

本 研 究 より，BM P - 2 誘 導 性 の異 所 性 骨 の骨 細 胞 において Zs - G r e e n に

よる S o s t 遺 伝 子 の発 現 を認 めた．スクレロスチン欠 損 マウスの異 所 性 骨 にお

いて，骨 量 ，骨 密 度 ，外 殻 断 面 積 が増 加 した．以 上 の結 果 より，異 所 性 骨

において，スクレロスチンの欠 損 は骨 形 成 を正 に調 節 する可 能 性 が示 され

た．  
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図の説明  

 

図 1．S o s t G / +マウスにおける異所性骨の S o s t 遺伝子発現の解析  

( A )  S o s t G / +マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性異所性骨の

実体顕微鏡像 ．スケールバー，2  m m．  

( B )  異所性骨の断面の定義 ．青色の面 は水平断面 を，橙色の面は矢状

断面 を示す．  

( C )  S o s t G / +マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性異所性骨のト

ルイジンブルー染色像  (矢状断面 )．スケールバー，2 0 0  µ m．  

( D )  S os t G / +マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P - 2 誘導性異所性骨の

蛍光顕微鏡画像 ．緑 は Zs - G r e e n による So s t 遺伝子の発現 を示す．

青は核 を示す．スケールバー，2 0  µ m．  

( E )  S o s t G / +マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性異所性骨に

おけるスクレロスチンの免疫染色像 ．骨基質中の茶色の骨細胞がスクレ

ロスチン陽性  (矢頭 )  を示す．スケールバー，5 0  µ m．  

( F )  S o s t G / +マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性異所性骨の

マイクロ CT の三次元構築画像 と水平断面画像 ．スケールバー， 1  

m m．  

 

図 2．S o s t G / G マウスにおける異所性骨のスクレロスチン発現の解析  

( A )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の実体顕微鏡像 ．スケールバー，2  m m．  

( B )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の湿重量 の定量結果 を示す  ( n= 7，*  p < 0 . 05 )．  

( C )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の H . E.染色像  (矢状断面 )．スケールバー，2 0 0  µ m．  

( D )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の蛍光顕微鏡画像 ．緑は Zs - G r e e n による S o st 遺伝子の

発現  (黄色矢頭 )  を示す．青 は核 を示す．スケールバー，2 0  µ m．  

( E )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性
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異所性骨におけるスクレロスチンの免疫染色像 ．骨基質中の茶色の骨

細胞はスクレロスチン陽性  (矢頭 )  を示す．スケールバー，5 0  µ m．  

 

図 3．S o s t G / G マウスにおける異所性骨の外殻の骨量 ，骨塩量 と水平断面

積の定量的解析  

( A )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の三次元構築画像 ．スケールバー，1  m m．  

( B )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の水平断面画像 ．スケールバー，1  m m．  

( C )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の骨量の定量結果 ．異所性骨 の骨量 を三次元的に計測 し

た  ( n= 7，*  p < 0 . 05 )．  

( D )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の BV / TV の定量結果 ．異所性骨の組織体積あたりの骨量

を三次元的に計測 した  ( n= 7，*  p < 0 . 05 )．  

( E )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の BM C の定量結果 ．異所性骨 の骨塩量 を三次元的 に計

測 した  ( n= 7，*  p < 0 .05 )．  

( F )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の BM D の定量結果 ．異所性骨 の組織体積あたりの骨塩 量  

(骨密度 )  を三次元的に計測 した  ( n= 7，*  p < 0 . 05 )．  

( G )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨の外殻水平段面の内外周長の定量結果 ．水平断面におけ

る異所性骨外殻の内外周長 を計測 した  ( WT 1 4 日  n= 4，WT  2 8 日  

n= 7，S o s t G / G  1 4 日  n= 6，S o s t G / G  2 8 日  n= 7，*  p < 0 . 05 )．  

( H )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P - 2 誘導性

異所性骨の外殻水平段面積の定量結果 ．水平断面における異所 性

骨外殻の水平断面積 を計測 した  ( WT  1 4 日  n= 4，WT 2 8 日  n= 7，

S o s t G / G  1 4 日  n = 6，S o s t G / G  2 8 日  n = 7，*  p < 0 . 05 )．  
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図 4．S o s t G / G マウスにおける異所性骨の骨芽細胞マーカー遺伝子 と骨形

成関連 タンパク質 の発現解析  

( A )  WT に埋入 した BM P - 2 誘導性異所性骨における S o s t 遺伝子の経時

的変化 ．ＷＴに埋入後 7，1 0，1 4，2 8 日目の異所性骨における S o s t

遺伝子の発現 を測定 した  ( 7 日  n= 3，1 0 日  n= 3，1 4 日  n= 6，2 8 日  

n= 4，*  p < 0 . 0 5 )．  

( B )  S o s t G / G に埋入 した異所性骨における S o s t 遺伝子発現 ．WT および

S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日目の異所性骨における S o s t 遺伝子の

発現 を測定 した  ( n= 6，*  p < 0 . 05 )．  

( C )  S o s t G / G に埋入 した異所性骨における骨芽細胞マーカー遺伝子発現 ．

WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日目の異所性骨における骨芽

細胞マーカー遺伝子  ( S p 7，Al p l，Co l 1a 1 )  の発現 を測定 した  ( n= 6，

*  p < 0 . 05 )．対 照 として，1 0 週齢の脛骨における遺伝子発現 を測定 し

た．  

( D )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨における ALP の免疫染色像 ．骨 表面の茶色の骨芽細胞が

ALP 陽性  (矢頭 )  を示す．スケールバー，5 0  µ m．骨 表面 あたりの

ALP 陽性骨芽細胞数の定量結果 を示す  ( n= 6，*  p < 0 . 05 )．  

( E )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨における β - c a t e n i n の免疫染色像 ．骨表面の茶色の骨芽

細胞の核が β - c a t e n i n 陽性  (矢頭 )  を示す．スケールバー，5 0  µ m．

骨 表面 あたりの β - c a t e n i n 核内陽性骨芽細胞数の定量結果 を示す  

( n = 6，*  p < 0 . 05 )．  

 

図 5．S o s t G / G マウスにおける異所性骨の破骨細胞マーカー遺伝子 発現 と

破骨細胞の組織学的解析  

( A )  S o s t G / G に埋入 した異所性骨における破骨細胞マーカー遺伝子発現 ．

WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日目の異所性骨における破骨

細胞マーカー遺伝子  ( Ac p 5，Ct s k )  の発現 を測定 した  ( n= 6，*  

p < 0 . 05 )．対 照 として，1 0 週齢の脛骨における遺伝子発現 を測定 し
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( B )  WT および S o s t G / G マウスに埋入後 1 4 日 ，2 8 日目の BM P- 2 誘導性

異所性骨における TRAP 染色像 ．骨表面の赤色の細胞 が T RAP 陽

性破骨細胞  (矢頭 )  を示す．スケールバー，5 0  µ m．  


