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Summary

　Previously，　we　reported　that　BMP－induced　heterotopic　osteogenesis　was　thought　to　be－

long　the　third　ossi丘cation　mode，　as　described　by　Yasui　et　al．We　reported　that　transchon－

droid　bone　formation　and　that　BMP－induced　heterotopic　bone　was“chondroid　bone，”atis－

sue　inter皿ediate　between　cartilage　and　bone，　by　histochemical　examinations．　Therefbre，

we　have　investigated　the　characteristics　of　BMP－induced　heterotopic　transchondroid　bone

formation　using　histochemical　and　immunohistochemical　techniques，　especially　the　IocaL

ization　of　typical　matrix　proteins　of　cartilage　and　bone：collagen　type　I　and　type　H　antibod－

ies．　We　fbund　that　both　collagen　peptides　were　detected　in　the　matrix　of“chondroid　bone”in

the　early　phase　of　BMP－induced　heterotopic　transchondroid　bone　fbrmation．　Therefbre，　we

believe　that　the　third　ossification　mode，“transchondriod　bone　fbrmation”，　was　chiefly　dis－

played　in　the　BMP－induced　heterotopic　osteogenesis．

（1999年10月18日受付；1999年11月24日受理）
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緒 言

　骨形成因子（bone　morphogenetic　protein：

BMP）によって誘導される異所性骨組織は一般

に軟骨内骨化の様式を経て形成されるとされて来

たがL2），ある種の担体を使った場合などでは膜内

骨化を示すことも報告されている3・‘）．また，いわ

ゆる軟骨内骨化を示す場合にも，骨基質タンパク

の局在5・6）およびその遺伝子の発現状況7””9）の検索

結果から生理的なそれとは微妙に異なる点がある

などの指摘がされている．しかし生理的な骨化様

式である膜内骨化あるいは軟骨内骨化と同一なも

のなのか，あるいはどのような相違点があるかな

ど，その特殊性については未だ充分に明らかにさ

れていない．この点について我々は病理組織学的

ならびに組織化学的検索を行うと共に文献的考察

を加え，BMPの誘導する異所性骨組織には軟骨

内骨化とも膜内骨化とも異なるYasuiら1°）の提唱

する“類軟骨性骨化”と呼ばれる第三の骨化様式

の出現していることを報告したII）．そこで今回，

このBMPの誘導する類軟骨性骨化について病理

組織学的，組織化学的に再検討するとともに骨・

軟骨を特徴づける基質タンパクについて免疫組織

化学的にも検討し若干の知見を得たので，ここに

報告する次第である．

材料および方法

　実験には，4週齢の雄性ddY系マウス（日本

エスエルシー，浜松）を搬入後約1週間の経過観

察を行い，健康と思われたもののみを使用した．

実験に先立ち，まず，マウスにエーテルによる吸

入麻酔を施し，剃刀にて背部皮膚表面を剃毛後，

メスで切開を加えた．同部より大腿部粘膜・筋膜

を鈍的に剥離した後，同部筋膜下組織内に部分精

製段階のBMP約5㎎を容れたゼラチンカプセル

（日本薬局方第5号）を埋入した．なお，使用し

たBMPは既報3）に準じ調製した．手術の3日，5

日，7日，10日，14日および21日後，経時的にエー

テルによる吸入麻酔下に，骨形成相当部位を周囲

組織を含めて一塊として摘出した．直ちに同組織

を10％中性緩衝ホルマリン液で24時間浸漬固定

し，10％EDTAにて1週間脱灰した．その後，

通法にしたがい4μmのパラフィン包埋切片とし

hematoxylin－eosin（H－E）染色およびToluidin

blue（TB）染色（pH　4．1）等を行い観察した．

さらに，一次抗体としてTBSにて各々200倍希釈

した抗collagen　type　1抗体（コスモバイオ，東

京）および抗collagen　type　ll抗体（コスモバイ

オ，東京）を使用して，ヒストステインーDSキッ

ト　（Zyrned　lab　inc．　San丘ancisco，　USA）によっ

て免疫組織化学的に検索した．

結 果

病理組織学的ならびに組織化学的所見：

　BMPの埋入後3日では未分化な紡錘形の細胞

の増殖がみられた．5日では，紡錘形の線維芽細胞

様細胞の増殖がみられ，部分的には胞体の大きい

軟骨芽細胞様細胞が確認された．しかしながら，

その基質の形成は不明瞭であった．7日経過する

と，紡錘形の線維芽細胞様細胞の増殖する中に少

量の軟骨芽細胞様細胞の集籏が存在し始め，その

基質の形成も開始されていた（図1）．わずかに

形成された基質相当部は，TBで異染性を示し

た．10日経過すると，密に軟骨様基質が形成さ

れ，その基質の中心部に胞体の大きい軟骨芽細胞

様細胞があり，その周囲に多くの軟骨細胞様細胞

を有する軟骨様組織の形成があった．同組織の辺

縁ではわずかに幼若な骨組織の形成が開始されて

おり，その部には，辺縁に細胞質が膨らんで楕円

形を呈する骨芽細胞が並んでいた（図2）．TB

にて軟骨芽細胞様細胞周囲基質に異染性を認めた

（図3）．しかし，周縁の骨組織部分にはこれら

を呈さなかった．14日経過すると，辺縁部では骨

組織の形成が進行していたが，その多くは層板構

造が不明瞭であった．これらの部には軟骨細胞様

細胞と骨細胞様細胞が混在する部分が随所にみら

れた（図4）．また，基質間に骨髄の形成が開始

されていた．この時期のTB標本でも骨梁内に斑

状の異染性が観察された．21日例では，ほとんど

は，扁平な骨芽細胞様細胞と骨小腔内に存在する

骨細胞様細胞を有する比較的成熟した骨様組織が

梁状に形成されており，その間に形成された骨髄

は一部において脂肪髄化していた．なお，TBで

は成熟した骨基質中心寄りに強い異染性を示す部

が残っていた．

免疫組織化学的所見：

　埋入3日例では増殖する紡錘形の細胞にはcol－

1agen　type　Hおよびcollagen　type　1の陽性反応は
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図1：軟骨芽細胞様細胞（模印）の増殖が始まり，その基質（矢印）も確認される．（7日例，H－E，×400）
図2：軟骨芽細胞様細胞の増殖（襖印）とその基質が形成され，辺縁部には骨芽細胞が出現している．（10日
　　　例，H－E，×400）

図3：軟骨芽細胞様細胞周囲基質は異染性を示すが（模印），辺縁は示さない（矢印）．（10日例，T　B，×400）

図4：広範囲に骨基質が形成され，その中には胞体の大きな軟骨芽細胞様細胞（矢印）が介在している．（14
　　　日例，H－E，×400）

図5：増殖する細胞の細胞質および周囲基質に黒色に反応するll型コラーゲン（模印）と赤褐色に反応する1
　　　型コラーゲン（矢印）の両タンパクの反応がある．辺縁部の骨芽細胞の細胞質には1型コラーゲンの反
　　　応のみがある．（7日例，免疫染色，×400，発色：黒：ll型コラーゲン，赤褐色：1型コラーゲン）

図6：基質内に存在する軟骨芽細胞様細胞の細胞質およびその周囲に，H型コラーゲン（襖印）と1型コラー
　　　ゲン（矢印）の両タンパクの反応がある．（14日例，免疫染色，×400，発色：黒色：皿型コラーゲン，
　　　赤褐色：1型コラーゲン）
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ともに得られなかった．しかし，5日経過する

と，部分的に増殖する軟骨芽細胞様細胞の細胞質

内にcollagen　type　lの陽性の反応が現われた．

しかしcollagen　type　lの反応はなかった．7日

経過例では，増殖し始めた軟骨芽細胞様細胞の細

胞質および一部に形成された軟骨様基質にcolla－

gen　type　Hの陽性反応がみられた．さらに，それ

らに混在するように，同基質に部分的ではあるが

collagen　type　Iの陽性反応があった．また，辺縁

の扁平な骨芽細胞様細胞の細胞質内にcollagen

type　Iの陽性反応が認められた（図5）．10日経

過すると，軟骨細胞様細胞の細胞質および周囲の

軟骨様基質にcollagen　type　Hおよびcollagen

type　Iの両者に陽性反応があり，骨様組織の辺縁

基質においてはcollagen　type　lの反応のみが得

られた．14日例では，基質内に存在する軟骨芽細

胞様細胞の細胞質および軟骨細胞様細胞の周囲に

はcollagen　type　Hおよびcollagen　type　1の両方

の陽性反応があった（図6）．21日後には，基質

内に残存する軟骨芽細胞様細胞の細胞質および軟

骨細胞様細胞の周囲基質にもcollagen　type　Hお

よびcollagen　type　1の反応が陽性を呈してい

た．

考 察

　BMPにより誘導される異所性骨組織の形成

は，担体の種類によって，膜内骨化の様式を経る

場合もある4）．しかし，従来はその初期に一旦，

軟骨細胞様細胞が現れてから骨組織が作られると

いうことからのみ，軟骨内骨化の過程を経るとさ

れてきた1・2）．しかしながら，これはただ単に軟骨

細胞様細胞が出現してから骨組織が形成されると

いう事実から記述されたものであり，これについ

ての詳細な検討はなされていなかった．

　一方，先にも述べたようにこの骨化様式は生理

的なそれと相違していると考えられる点が知られ

ていた7’8）．すなわち，異所性骨組織の形成過程に

おいて，その基質成分の免疫組織化学的検討によ

り，軟骨と骨の中間的な組織がみられたと報

告5・7・’2｝されている．すなわち，collagen　type　Iお

よびcollagen　type　Hの局在が，正常とは異なる

というものである．しかし，いずれも“軟骨様組

織”あるいは“類軟骨”と呼ぶ組織について述べ

ているものであり，“類軟骨性骨化”の過程とし
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てとらえた報告はされていない．我々はBMPの

誘導による異所性骨を病理組織学的ならびに組織

化学的に検索し，軟骨芽細胞様細胞もしくは軟骨

細胞様細胞は出現しているが，その細胞が比較的

成熟した時期の骨梁内に残存していたことから，

膜性骨化や軟骨内骨化とは異なる第三の骨化様式

である“類軟骨性骨化”に相当する経過を経るで

あろうと述べた1’）．この様式はYasuiら（1997）’°｝

がラットを用いた仮骨延長術の実験系において提

唱したもので，これは初期に一旦類軟骨の形成を

経てから骨組織へと移行するというものである．

そこで今回さらにBMPの誘導する骨形成過程が

類軟骨性骨化であることを確認するために詳細な

検索を実施したのである．すなわち，これらの主

要な基質成分，すなわち，軟骨を特徴づけるcol－

lagen　type　Hおよび骨組織のcollagen　type　Iの両

者の局在を免疫組織化学的に検索した．その結

果，これら基質タンパクの異所性骨組織内の局在

は，結果に記したように，通常の軟骨内骨化とは

異なる形成様式であるということを裏付けするも

のであった．すなわち，10日例の軟骨様組織にお

いては，TBで異染性を示す組織化学的に典型的

な軟骨を示す基質部分に本来存在し得ない骨基質

を特徴づけるcollagen　type　Iの陽性反応が得ら

れたのである．さらに14日例では不整形の骨梁内

に通常の骨細胞とは形態的に異なり，胞体が大き

な細胞が存在していた．これらの細胞は，その細

胞質内および周囲基質にcollagen　type　Hが局在

する軟骨芽細胞に類似し塊状に介在していた．さ

らに，脂肪髄を伴う成熟した骨梁内に残存してい

た軟骨細胞様細胞周囲にはcollagen　type　Hが，

また，その細胞質内にもcollagen　type　lが確認

された．これらのデータは，明らかに生理的な

軟骨内骨化による骨形成とは異なるものであり，

軟骨芽細胞様細胞は軟骨細胞だけでなく，骨細胞

としての性格を保有していると考えられた．した

がって，我々はこの組織を“類軟骨（chondroid

bone）”，介在する細胞は“類軟骨形成細胞（cho－

ndroid　bone　forming　cell）”と呼びたい．そし

て，この様に一旦類軟骨が形成された後に骨組織

に置換する骨化様式であり“類軟骨性骨化”を起

こしていると考えている．なお，中川ら（1999）

も，その基質タンパクの免疫組織化学的検索に

よって，BMPの誘導する異所性骨組織の形成様
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式をこの“類軟骨性骨化”であろうと考えてい
る13）．

　今回の実験系に用いたBMPは部分精製段階の

ものであるので，ヒト合成BMP（rhBMP）を用

いた実験結果と同一とは限らない．しかし，他の

研究者による数種の担体を用いた実験系において

も6～8），同様な病理組織学的，免疫組織化学的，in

situ　hybridizationによる所見が確認されてい

る．したがって，rhBMPを用いた場合には担体

などの条件によりその膜内骨化を示す場合もある

ものと思われる．しかし，従来考えられていた軟

骨内骨化が発現する場合には，この“類軟骨性骨

化”である可能性が強いと思われる．

　さて，この軟骨と骨の中間的な性格を示す組織

“類軟骨（chondroid　bone）”について，古くは

Enlow（1962）15）により，骨が急速に形成される

場合などに出現し，軟骨様細胞がさらなる分化を

遂げ骨形成を行うであろうとの記載がなされてい

る．また，BMPにより誘導された軟骨内の肥大

軟骨様細胞については，光顕，電顕および免疫電

顕的に検索されている14）．それによると，肥大軟

骨細胞のほとんどは死滅していくが，一部は生き

残っており，免疫電顕的検索で，その細胞の周囲

にcollagen　type　Iの陽性反応があると言う．す

なわち，生き残った肥大軟骨細胞が，直接的に骨

形成に関与していると考えられる．しかし，この

研究グループはBMPの誘導による骨形成過程に

みられるこれらの事実について報告しているのみ

で，骨の形成様式についての言及はない．我々

は，これらのデータは“類軟骨性骨化”の様式を

示すものと考えている．

　さて，形成された異所性骨組織の骨化様式は以

上の論議にあるような類軟骨性骨化だけでなく，

辺縁部では直接的に骨が形成されていることが確

認された．この様式は膜内骨化の像を呈してお

り，その位置関係から生理的な軟骨外骨化3）に相

当するものと思考される．

　以上，今回の研究結果はBMPの誘導する異所

性骨形成過程には“類軟骨性骨化”が主として出

現するとの我々の主張を肯定するものであるが，

それだけでなく，生理的な軟骨内骨化と思われる

部分もみられるので，その詳細についてはさらな

る追究が必要である．そして，“類軟骨性骨化”

を特徴づける“類軟骨形成細胞”の増殖・分化の

機構についてKawakamiら（1999）16）tま同時期に

発現するTGF－pが何らかの役割を負っていると

推察しているが，今後はこれらについてさらに追

究していく予定である．

結 論

　BMPの誘導による異所性骨組織の形成につい

て，組織化学的および免疫組織化学的に追究した

結果，主として“類軟骨”の形成を経る“類軟骨

性骨化” ﾆ言う第三の骨化様式によることが強く

示唆された．

　なお，本研究の一部は日本学術振興会科学研究

費補助金（課題番号11877320）および1998年度松

本歯科大学特別研究補助金によって行った．
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