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Abstracf: Bone morphogenetic protein CBMP) induces differentiation of mesen-

chymal-type cells into cartilage and bone in a number of species. Therefore， BMP has been 

investigated as an osteoinductive factor for preparation of a bone substitute. 

This preliminary report presents bone augmentation using repeated injection of atelocol-

lagen CAC) solution with BMP in mice and rats. 

The crude BMP and bone type 1 atelocollagen were prepared from fresh bovine bones. 

Intramuscular injection of the AC solution with crude BMP resulted in reproducible bone 

induction after 2 weeks. B乱1Pactivity depended on the concentration of the AC solution 

as a carrier， and the 0.75 % AC solution with BMP induced the highest BMP activity. 

Repeated injection of the AC solution with BMP did not incite a significant decrease of 

BMP activity which suggested an immunological response inhibiting osteoinduction. The 

3-consecutive-day subperiosteal injection over the rat cranium elicited significantly higher 

and wider deposits of bone formation than the 3-consecutive-week one after 8 weeks. 

Moreover， in the 3-consecutive-day injection， each injected implant unified as a mass. On 

the other hand， in the 3-consecutive-week injection， each induced bone deposit was individu-

ally encapsulated by fibrous connective tissues without unification. 

The repeated injection method of the AC solution with BMP resulted in extensive bone 

induction easily and reproducibly， in the consecutive-day injection. The results obtained 

suggest a possibility of c1inical applications of the repeated injection method of the AC 

solution with BMP not only for bone augmentation but also for all osseous reconstructions， 

considering the interval， frequency， and location of injection. 

Index Terms 

bone morphogenetic protein CBMP)， bone augmentation， injection， atelocollagen， osteo-

genesls 

緒 言
どの治療に際して，審美的ならびに機能的観点から，骨

欠損に対する補填あるいは再建が重要な課題である.そ

口腔顎顔面外科領域では，腫湯，嚢胞あるいは外傷な の中で，顎顔面骨の部分欠損に対しては， onlay graftに
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よる boneaugmentation(骨造成術〕が行われている1).

従来より，木術式には新鮮自家骨移植が一般的に用いら

れてきたが，採取量の限界や移植片採取手術の必要性な

らびに骨採取部位の合併症を生じる場合があることから，

自家骨に代わる骨代用材の研究，開発が盛んに行われて

いる.欧米では同種保存骨の臨床応用も行われてはいる

が，供給源に限りがあり，一般的ではない2). そして生体

材料では，ハイドロキシアパタイトなどのセラミックス

が臨床応用されているが，生体親和性や骨伝導能を有す

るものの，骨誘導能を有しないところが最大の欠点であ

るへしたがっで，骨伝導能だけでなく，骨誘導能をも有

することが，臨床的にはより有用であり，理想的な骨代

用材の必要条件でもある.

骨誘導に関しては， 1965年 Urist')が同種脱灰骨基質の

筋肉内移植により骨誘導能が認められることを報告して

以来，骨誘導に関する研究が盛んに行われるようになり，

それから抽出される骨形成因子(Bone Morphogenetic 

Protein;以下 BMPと略す〉が骨誘導に大きく関与して

いることが判明し，以来 BMPに関する研究が盛んに行

われ，近年では遺伝子工学的手法の導入によりリコンビ

ナント BMPを合成することも可能となり，臨床応用に

向けてさまざまな研究が行われている5-12). しかし，リコ

ンビナント BMPより部分精製された BMPの方が，骨

誘導能に優れており，多因子が関与している骨誘導の解

明にはまだまだ問題が残されているようである削.ま

た， BMPのDDS(DrugDelivery Syst巴m)としての担体

の選択や BMP添加骨代用材の有効利用法に関しても今

後の研究課題である.諸家の報告13-16)では， BMPと担体

を組み合わせて移植埋入する方法が主であり，簡便な応

用方法に関する報告はなく，当教室の堀内1円が， BMP添

加アテロコラーゲン溶液の注入法が簡便で再現性の良い

BMP活性検定法であるだけでなく，非観血的な骨造成

術などに臨床応用できる有望な手段となりうる可能性を

示唆しているにすぎない.本研究は，再現性の良い BMP

注入法に注目し，簡便かつ有効な BMPの応用方法の開

発を目的として，牛骨より骨形成因子および I型アテロ

コラーゲンを精製し， BMPと混合したアテロコラーゲ

ン溶液をマウスの背部筋肉内およびラットの頭蓋骨骨膜

下への注入法による骨誘導実験を行い，さらに反復注入

することにより，臨床応用への可能性を有する非観血的

骨造成術に関して検討したので報告する.

実験方法と材料

1.牛脱灰骨基質の作製(Fig.1) 

屠殺直後の食肉牛の腔骨を用い，まず骨膜などの軟部

組織を除去した後，液体窒素で凍結し，ウイレー型粉砕

機を用いて約 1mm3大に粉砕した.次に，10mMアジ化

ナトリウムにて血液を十分に洗い流し，クロロホノレム・

メタノーノレ(1: 1)混合液〔室温， 4時間〉で脱脂後， 0.6N

塩酸(4'C，72時間〉で脱灰した.その後，脱イオン水で十

分に洗浄し，凍結乾燥したものを牛脱灰骨基質とした.

2. BMP画分の抽出および精製

牛脱灰骨基質から， Uristら18)の方法に準じて， 6倍量

〔重量比〉の 4M塩酸グアニジン水溶液〔以下， Gu・HCl

と略す)(4'C，24時間〉にて非コラーゲン性タンパク質を

抽出した.なお， Prot巴aseinhibitorとして， 10mM N 

ethylmaleimideを添加した.抽出液はi慮紙(N01，東洋

i慮紙株式会社製〉にてi慮過した後，遠心分離(40，OOOXg，

4'C， 15分〉した.上清を透析チューブ(SPECTRA/POR

1 MW  cutoff 6，000 -8，000， SPECTORUM MEDICAL 

社製〉を用いて， 7倍量〔体積比〉の脱イオン水に対して透

析した後，遠心分離(40，OOOXg，4'C， 30分〉にて沈殿物

を回収し，脱イオン水で洗浄後，凍結乾燥したものを，

0.5 MGu' HCl不溶性画分〔粗精製 BMP: crude BMP) 

としTこ.

3. 牛骨 I型アテロコラーゲンの精製(Fig.2) 

牛脱灰骨基質の 4MGu.HCl抽出残誼より，木村叫ら

の方法に準じたベプシン消化法を用いて，牛骨 I型アテ

ロコラーゲンの抽出，精製を行った.牛脱灰骨基質の 4M

Gu・HCl抽出残溢 10gに対して 19のペプシン(1: 

10，000，ナカライテスク〉を含む O.lM酢酸を加え，ベプ

シン消化(4'C，48時間〉し，猿過した後，遠心分離(40，000

Xg， 2時間〉を行った.次に，上清を 20mMリン酸水素

二ナトリウム(Na2HPO，)に対して透析を行い，沈殿物を

遠心分離(40，OOOXg，30分〉にて回収した.これを O.lM

酢酸にて再溶解し，遠心分離(40，OOOXg， 2時間〉した

後，上清を上記と同様に透析，沈殿，溶解操作を 2回繰

り返し，最後に 0.5M酢酸にて沈殿物を溶解し，脱イオ

ン水にて透析(4'C，48時間〉した後，凍結乾燥したものを

牛骨 I型アテロコラーゲンとした.

4. BMP活性検定

①生化学的検索

10mM塩酸に本実験で精製した牛骨 I型アテロコラ

ーゲンを 0.5%(W /V)加えた溶液と 4mgの粗精製

BMPを混合し， 6匹の成熟した雄の ddYマウスの背部

筋肉内に各 0.2ml注入した.なお，コントローノレとして

同濃度の牛血疑アノレブミンの混合液を用いた.注入 2週

後に屠殺し，アノレカリフォスターゼ活性， Ca含量， X線

写真および組織学的所見にて骨形成能を検討した.それ

ぞれの検索は以下の方法にて行った.アノレカリフォスフ
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アターゼ活性20)は，摘出物の重量を測定した後， 2mlの 計〔島津製作所社製〉を用いて測定した.

1.5 M NaC1/3 mM  NaHC03溶液中でホモジナイズ ②組織学的検索

(Ultra Turrax homog巴nizer)し，遠心分離(12，000Xg， 10 %中性ホノレマリンで固定し，プラングリクロ急速脱

4"C， 15分〉後の上清を酵素溶液として，酵素溶液:83 灰液にて脱灰した後，通法に従って 4μmのパラフィン

mMpーニトロフェエノレリン酸:50 mM  MgCI2 : 0.5 M 切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色を施した

Tris塩酸緩衝液:蒸留水=10 : 10 : 1 : 25 : 4の割合で もので行った.

混合し， 37"Cで 15分間インキュベートした.次に， 1N ③X線検査

水酸化ナトリウムの添加にて反応を停止させ， p-ニトロ X線写真は， KXO-15 E(TOSHIBA MEDICAL社製〉

フェノーノレの生成量を 420nmにおける吸光度にて測定 を用いて，管電圧 60KV，0.02秒にて撮影した.

した.なお，蛋白質 1mgを15分間基質と反応して 1μM 5.粗精製 BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の

のpーニトロフェノーノレを生成する酵素量を 1単位 調製および注入実験

(unit)とし，タンパク質量は， Bradbord法刊tこて測定し ①骨誘導能に対するアテロコラーゲン溶液の濃度の影

た. 響目

Ca含量2川土，ホモジナイズした残溢を 6N塩酸にて BMPを注入法として用いる際のアテロコラーゲン溶

16時間脱灰し，遠心分離後の上清より原子吸光分光光度 液の至適濃度を求めるために， 0.5 %， 0.75 %， 1.0 %， 

Crash bovine cortical bone 

Defat in chloroform / methanol (1:1)，25 oC， 4h 

Demineralized in O.6N HCI， 4 oC， 72h 

Lyophilize (demineralized bone matrix) 

E~tract in 4.M CJu. .HCI c~mtai!1ing 
1 OmM N-ethylmaleimide， 4 oC， 2J.8h 

Residue Supernatant 

Dialyze against 7 volumes of water， 4 oC 

andcentrih 

Supernatant 
l 

Precipitate 

Lyophilize 

(crude BMP : O.5M Gu. HCI-insoluble fraction) 
Fig. 1. Flow diagram of the procedur巴 forseparation oi the crude 

BMP. 
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1.5 % (W/V)のアテロコラーゲン溶液と 4mgの粗精製 された組織片を注入後2週目に摘出し，骨誘導能を生化

BMPを混合し， ddYマウスの背部筋肉内に各 0.2ml注 学的に検索した.また 3日間連続で異なった部位に注

入し 2週目の BMP活性検定を行った. 入を行い， 17日目にすべて摘出し，骨誘導能を生化学的

②粗精製 BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲγ溶液の に検索した.

反復注入による骨誘導能への影響(Fig.3) : ③粗精製 BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の

反復注入後の骨誘導の比較を行うため， ddYマウスの 反復注入法による骨造成術に関する実験:

背部筋肉内に0.75% (W/V)アテロコラーゲン溶液と 4 注入法による骨造成術への応用性を目的として 1回

mgの粗精製 BMPを混合し 1週間隔で異なった部位 注入と反復注入後の骨誘導の比較を行うため， Wistarラ

に0.2mlを3回注入した.それぞれの注入によって誘導 ット頭蓋骨骨膜下に 0.75% (W/V)アテロコラーゲン溶

Bovine guanidine / HC卜extractedbone matrix residue 

Digestwithi%pepsin/01Maceticacid，40c，48h 
↓ 

Filtrate th?ゆ aglass filter 

Centrifuge， 40，000 X g， 4 oC， 2h 

Supefnatant R~sidue 
Dialyje叩 inst0.02M N州 P04，4 oC， 48h 

Cent~ifuge ， 10，000 X g， ~ oC， 2h ， 30min 
Precipitate Supernatant 

Redis~olve in 0.1 M acetic acid， 4 oC 

Cent~ifuge ， 40，000 X g， 4 oC， 2h 

supejn拘 nt Pんcipitね

Dialyze against 0.02M NazHP04， 4 oC， 48h 

Centrifuge， 10，000 X g， 4 oC， 2h ， 30min 

pmilitね SJperr吋

Redissolve and precipitate twice in the same way 

P附 bitate 
Redissolve in 0.5M acetic acid， 4 oc 

Dialy~e against deionized water， 4 oC， 48h 

Lyophilize (Bovine bone atelocollagen) 
Fig. 2. Flow diagram of the proc巴durefor preparation of the bovine 

bon巴 atelocollagen
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液と 4mgの粗精製 BMPを混合し， 1回注入， 1週間隔

で3固または3日関連続で 3回の注入を行い，それぞれ

最終の注入から 2，4， 8週後に X線所見および組織学

的所見にて骨誘導に関する検討を行った.なお， 1回の

注入量は 0.2mlとした.

また，それぞれの注入法により誘導された骨組織の最

大高径および頭蓋骨と接する基底部の面積を比較検討し

た.

結 果

1. BMP画分の精製および骨誘導活性

湿重量 1kgの粉砕牛腔骨の皮質骨より 199gの凍結

乾燥脱灰骨基質が得られた.これを 4MGu・HClで抽出

し， 7倍量の脱イオン水にて透析することによって， 270 

mgの0.5M Gu. HCl不溶性画分(粗精製 BMP)が得ら

れた.この画分 4mgを0.75% (W/V)牛骨アテロコラ

ーゲン溶液に懸濁し， ddYマウスの背部筋肉内に注入し

たところ， 21日目の軟骨内骨化現象が観察された(Fig

4， 5). また，アノレカリフォスファターゼ活性， Ca含量

とも同種脱灰骨基質移植よりも高かった.しかし， 0.5M

Gu・HCl不溶性画分以外の 0.5MGu・HCl可溶性・水

不溶性画分および水可溶性画分を注入した群には， BMP

活性は認められなかった(Table1). 

2.骨誘導能に対するアテロコラーゲン溶液の濃度の影

響

コラーゲン溶液のみであれば， 2 % (W!V)までは調製

可能であったが，粗精製 BMPと混合した状態では，粘調

(a) 

， st 

2nd 

3rd 

(b)0123 

lW 

になり過ぎるため， コラーゲ、ン溶液濃度を1.5%までと

した.しかし， 0.5%では，調度が低〈注入部位より液漏

れが生じることがあった.

コラーゲン溶液濃度が変化しても，すべてに骨誘導は

認められ，摘出物重量はコラーゲン濃度の上昇に伴い増

加するが， コラーゲン濃度が 1%以上になった場合アノレ

カリフォスファターゼ活性およびCa含量が 0.75%で

ピークになった(Fig.6). 

3. BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の反復注

入による骨誘導能への影響

0.75 %アテロコラーゲン溶液 0.2mlを 1回注入後，

1週間隔で 3回注入後，あるいは3日連続注入後，それ

ぞれ最終の注入から 2週間後の摘出物の湿重量，アノレカ

リフ才スフアターゼ活性， Ca含量の値を 1回注入法のみ

と比較しても 1週間隔で 3回注入および3日連続注入

を行ってもそれぞれの摘出物の湿重量，アルカリフォス

ファターゼ， Ca含量に有意な低下は認められなかった

(Table 2， 3). 

4. BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の反復注

入法による骨造成術に関する実験

① 0.75 %溶液 1回注入法

0.75 %溶液 1回注入後 2週日には，ラット頭蓋骨上に

半球形で外殻が X線不透過性の膨隆が認められた(Fig

7). 組織学的所見では，頭蓋骨上に，膨隆の中心部には

アテロコラーゲンが残留するものの，外殻部では軟骨か

ら骨に置換されつつあり，いわゆる軟骨内骨化現象が認

められた(Fig.8). 

2W 3W 4W (weeks) 

7 17 (days) 

十

L
A
U
A
u

q
u
n
H
r
E
 

t
i
司

ζ

司

3

↑:i吋ection ム:harvesting 

Fig. 3. Schedul巴 ofBMP activity bioassay aft巴rrepeated inj巴ction
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では，骨髄組織を有する骨組織が形成され， 3回目(2週

目〕注入後のものでは，軟骨組織から骨組織に置換されつ

つある所見が認められたものの，それぞれは線維性結合

組織に囲まれており，一塊にはなっていなかったくFig.

12). 

③ 3日連続 0.75%溶液反復注入法

3日連続注入を行い 2週後では，頭蓋骨上に一塊と

した半球形の膨隆が認められ(Fig.13)，内部は X線透

過性ではあるが，外殻が X線不透過性を示した(Fig.

14).組織学的所見では，内部にアテロコラーゲンが残存

骨形成因子添加アテロコラーゲン溶液反復注入法による
骨造成術に関する実験的研究

4週目では， X線的には2週目に比べて，頭蓋骨上の

膨隆全体に不透過性の允進が認められた(Fig.9). 組織

学的所見では，誘導された骨は一部頭蓋骨と一体化し，

中心部まで骨髄組織を有した骨組織によって置換され，

アテロコラーゲンの残留は認められなかった(Fig.10). 

② 1週間隔による 3回の 0.75%溶液反復注入法

1週間隔で 3回の注入を行い，最終の注入から 2週目

では，頭蓋骨上にそれぞれの注入によって誘導された 3

つの骨膨隆が認められた(Fig.11).組織学的所見におい

ては 1回目 (4週目)， 2回目 (3週目〉に注入したもの

Fig. 5. Photomicrograph of a day-21 implant of 。.75%AC solution with the crude BMP by 
injection 
Endochondral ossification dev巴lops.
(H-E， x100) 

Fig. 4. Roentogenogram of a day-21 implant of 
the crude BMP (4mg) with 0.75% bovine 
bone atelocollagen solution (0.2 ml) by 
injection. 
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Fig. 7. Roentogenogram of a day-14 implant of 
single subperiost巴alinj巴ction

a 

Fig. 8. Photomicrographs of a day-14 implant of 
singl巴 subperiostealinj巴ction.
a : Cartilage is induced， which is converting 
into bone tissue at. the periphery of the 
inplant. Atelocollagen has not been resor-
bed in the central portion of the implant 
y巴t.CH-E， x2) 
b : Higher magnification of the upper. 
CH-E， X100) 

Fig. 9. Ro巴ntog巴nogramof a day-28 implant of 
single subperiosteal injection. 
The mass incr巴as巴sin radiopacity 

Fig. 10. Photomicrographs of a day-28 implant of 
single subperiosteal injection 
a目 Cartilagehas conv巴rtedinto bone tis 
sue containing bone marrow. Atelocol-
lag巴nhas been replaced by bone tissue 
CH-E， x2) 
b : Higher magnification of the upper. 
CH-E， x100) 
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Tab!e 1. BMP activity of day-14 imp!ants of DBM判 andvarious fractions injected 

with 0.75% ate!ocoIIagen so!ution. 

Incidence of Alkaline phospha tase Calcium content 

bone formation unit/mg of protein μg/mg of tissue 

Mouse DBM叫 6/6 4.10土0.25 37.25土3.48

Bovine DBM*3 。/6 0.61士0.02 2.15士0.07

4M Gu・HC1-soluble判。.5MGu・HC1-insoluble 6/6 4.95土0.31 48.46土2.04

0.5M Gu・HC1-soluble 0/6 NDホ5 ND 

water-insoluble 

water-soluble 0/6 ND ND 

Values are shown as mean二 SEM

*' DBMニ demineralizedbone matrix 

叫 Implantationof 10 mg of lyophilized mouse DBM 

判 Implantationof 10 mg of lyophiliz巴dbovine DBM 

判 Injectionof 4 mg of each fraction 

*' ND=not detected 

Tab!e 2. BMP activity in imp!ants of 3-consecutive-week injection two 

weeks after the injection. 

wet weight (mg) 

1st 21.73土0.84

2nd 26.55::1=1.26 

3rd 20.29土0.66
Slヰ 21.73士0.84

Slキ singleinjection 

Alkaline phosphatase 

unit/mg of protein 

5.21土0.22

4.44::1=0.31 

4.23士0.23

4.95士0.31

Calcium content 

μg/mg of tissue 

41.78土2.85

41.42士1.74 

35.68土1.55

48.46土2.04

Values are shown as mean士SEM

Fig. 11. Photographs of a day-28 implant of 3-consecutive-week subperiosteal injection. 
The induced mass has three eminences 
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Fig. 12. Photomicrographs of a day-28 implant of 3-consecutive-week subperiosteal injection. 
a: Each induced bon巴 depositeis巴ncapsulatedby th巴 fibrousconnective tissues 
without unification. (H -E， X 2) 
b: (2 we巴ksafter injection) Cartilag巴 isconverting into bone tissue. (H-E， X100) 
c: (4 weeks after injection) Trabecular bone is form巴dand intra-trab巴cularspaces 
ar巴 fill巴dwith bone marrow. (H-E， X 100) 
d : (3 weeks aft巴rinjection) Caltilage has b巴巴nreplaced by bone tissue which contains 
bone marrow. (H -E， X 100) 

Fig. 13. Photographs of a day-17 implant of 3-consecutiv巴 daysubperiosteal injedion. 
Each inj巴ct巴dimplant s巴emsto unify as a mass， which is larger than that of 
3-cons巴cutive-we巴kinj巴ction.
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Fig. 14. Roentg巴nogramof a day-17 implant of 
3-consecutive-day subp巴riostealinj巴ction.

Fig. 16. Roentgenogram of a day-31 implant of 
3-consecutive-day subp巴riostealinjection目

Fig. 15. Photomicrographs of a day-17 implant of 3-cons巴cutive-day
subperiosteal injection 
a : Carilage is induced， which is converting into bone tissu巴at
the p巴ripheryof the implant. Atelocollagen has not b巴巴n
resorbed in the central portion of the implant yet. (H -E， X 2) 
b: High巴rmagnification of the upp巴r. (H-E， x100) 
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Fig目 17目 Photomicrographsof a day-31 implant of 3-consecutive-day subper-

iosteaI injection. 
a: Large bone deposite develops. However， cartilage and atelocoI-
Iagen stiII remain in the centraI portion of the implant. (日-E，X2) 
b: Higher magnification of the upper. (H -E， X 100) 

しているが，辺縁部では軟骨組織から骨組織に置換され

つつある組織像が認められた(Fig.15). 4週目にはX

線的には 2週目と比較すると内部の不透過性はやや允

進しているものの(Fig.16)，組織学的所見では，まだ中

心部にアテロコラーゲンが残留し，その周囲では軟骨組

織が骨組織に置換されている所見が認められた(Fig

17).これは，一回注入法や 1週間隔注入法と異なり，中

心部での骨誘導が遷延しているものと思われる.

Fig. 18. Roentgenogram of a day-59 implant of 
3-consecutive-day subperiosteaI injection， 
The induced mass becomes radiopaque 
mostly. 

8週目では，頭蓋骨上の半球状膨隆は不透過性が允進

し，ほぼ均一な不透過像は認められるようになった(Fig.

18).組織学的所見では， 4週目より内部への骨置換は進

行し，軟骨組織は認められなくなったが，まだ中心部に

アテロコラーゲンが残留することから，同部での骨新生

は生じないものと思われる (Fig.19). 

④各注入法により誘導された骨組織の形態比較

高さに関しては 3日連続注入を行った場合 1回法よ

り2.2倍 1週間隔 3回注入法よりl.8倍の高さを得る
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Fig. 19. Photomicrographs of a day-59 implant of 3-consecutive-day 

subperiosteal inj巴ction，

日 Cartilagehas converted into bone tissue which contains 

bon巴 marrow. However， atelocollagen sti11 remains in the 
C巴ntralportion of the implant. (H -E， X 2) 

b: Higher magnification of the upper. (H -E， X 100) 

Tabl巴 3.BMP activity in implants of 3-consecutive-day injection two weeks 

after th巴 3rdinj ection. 

wet weight (mg) 
Alkaline phosphatase Calcium content 

unit/mg of protein μg/ mg of tissue 

1st 18.63士0.91 4.09土0.23 47.57土2.95

2nd 26.83土0.82 4.83士0.21 44.50士l.54

3rd 17.00士0.75 5目11土0.20 60.02土l.45

SI* 21.73土0.84 4.95士0.31 48.46士2.04

SI' : single injection Values are shown as mean士SEM

Table 4. Siz巴 ofthe induced bon巴 aftervarious types of inj巴ction.

type of injection 

single 

3-consecutive-day 

3-consecuti ve-week 

maximum height (mm) 

3.25土0.69

8.00士0.50

4.25土0.19

basal area (mm2) 

49.01土3.40

139.24士6.73

63.54:t17.93 

Values are shown as mean士SEM
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ことができた(Table4).面積に関しては l団法より

2.8倍 1週間隔 3回注入法より 2.2倍の広さを得るこ

とができた.したがって 3回反復注入法でも，連日注

入法の方が 1週間隔注入よりも，有意に大きな骨誘導が

可能であった.

考 察

1. BMPについて

骨形成因子(BoneMorphogenetic Protein : BMP)は，

同種脱灰骨に骨誘導能を持つことから，この活性にはあ

る種のタンパク質が関与していると考え， 1965年 Urist')

により BMPと名づけられた.しかし， BMPの可溶化が

困難であったことなどから，その実態は長い間不明であ

った. 1980年に花村明らが， 4M塩酸グアニジンを用い

て，ラットの脱灰骨基質から BMP画分を抽出して以来，

BMPの精製に関する研究が盛んになり， BMPの構造の

解明が待たれていた. 1988年にWozn巴y5)らは液体クロ

マトグラフィーによって精製した分子量 30，000の骨誘

導因子から 4つのポリペプチドを分離，遺伝子クローニ

ングに成功した. これらを元にして作られたリコンビナ

ント BMPは骨誘導活性を有し， BMP-1， 2(2 A)， 3， 4(2 

B)と名づけられた.さらに Celesteら6)によって 1990年

にBMP-5，6， 7の， 1992年 BMP-8の遺伝子が分離さ

れ，リコンビナント BMPも調製された7). これらのうち

BMP-1以外は，成熟したタンパク質に存在する 9倒の

システイン残基のうち 7個が同じ位置に保持されており，

TGFβ スーパーファミリーに分類されている.これら

のBMPのうち BMP-2，3， 4， 7(Osteog巴nicprotein-

1: OP-1)はin vivoにおいて軟骨・骨組織を誘導し，

BMP-1は軟骨を誘導するとされており，特に BMP-2

は骨誘導活性が高く， mV1VOにおける骨誘導実験に汎用

されている.しかし，リコンビナント BMP-2あるいは単

離された BMPよりも部分精製された BMPの方が骨誘

導能に優れているとし寸報告が多L、制.これは，骨誘導

は単に BMPのみならず複数の他の骨基質タンパク質が

複雑に関与しているからと考えられている. したがって，

本実験では， BMP添加アテロコラーゲン溶液の注入法

を応用した効果的な骨造成術の開発が主眼であるので，

マウス・ラットにおいて再現性に優れた骨誘導能を有す

るとされている牛骨由来の粗精製 BMPを用いることに

しTこ.

2. BMPの応用法による骨誘導能の違い

本実験でも牛骨由来粗精製 BMP添加アテロコラーゲ

ン溶液をマウスの筋肉内に注入した場合には，再現性の

良い骨誘導が認められたしかし，牛骨由来粗精製 BMP

添加骨代用材をマウスの筋肉内に埋入した場合には，

BMPの早期拡散を防止する目的でアテロコラーゲンを

併用しでも骨誘導の再現性は良くないとされている.こ

の原因としては，移植片として埋入した場合には，手術

操作による炎症などによって内因性 BMP分解酵素(En-

dogenous BMP-ase)23)あるいは骨形成阻害タンパク

(Osteogenesis Inhibitory Protein : OIP)叫が活性化さ

れること，また炎症によって酸性フォスファターゼなど

が活性化され，局所の pHが低下することにより，骨誘導

に重要なアルカリフォスファターゼ活性が抑制されるこ

とがあげられる25).したがって， BMP活性検定法だけで

なく， BMPの応用法としても，ゼラチンカプセノレ26)ある

いは同種骨基質残i宣27-29)を用いた筋肉閉または皮下埋

入法よりも，本実験のようにアテロコラーゲン溶液を用

いた注入法の方が，これらの因子に影響されにくく，き

わめて簡便で再現性の良い方法であると共に，ごく微量

でも検索できる利点がある.牛真皮 I型アテロコラーゲ

ン溶液を用いた筋肉内注入法でも BMP活性検定法とし

ての有用性についての報告が散見される 30-31) しかしな

がら，注入法が BMPの臨床応用において，手術せずに非

観血的に骨再建や骨癒合不全の治療などが容易にできる

可能性を示唆したのは，当教室の堀内の報告が最初であ

る17)• 

BMPの早期拡散を防止する目的で用いるアテロコラ

ーゲン溶液の濃度による骨誘導への影響を調べると，摘

出物重量はコラーゲン濃度の上昇に伴い増加するが，ア

ルカリフォスファターゼ活性， Ca含量が低下しているこ

とから， コラーゲン濃度が 1%以上になった場合，コラ

ーゲンの吸収が遅れ BMPの除放効果が減少し，骨誘導

が起こりにくいと考えられた.したがって，注入法には

0.75 %アテロコラーゲン溶液を用いれば，最も優わした骨

誘導が得られたので，以下に述べる本実験ではこの濃度

を使用した

臨床応用に際しては 1回の注入のみでは目的を達成

することが不可能となり，反復注入の必要性が想定でき

るため，本実験はその至適条件をも検討した最初の報告

である.

3. BMPの担体

BMPの早期拡散のため，良好な骨誘導は得られない

ので， BMPを有効に利用するにはd巴liverysystemとし

ての担体(carrier)が重要な鍵を握っていると考えられ

る.今までにβtricalciumphosphat巴川，多孔質ハイド

ロキシアパタイト 32，33)，多孔質ノ、イドロキシアパタイト

および牛真皮 I型アテロコラーゲン14)， polylactic acid 

(PLA) polymerI6)，人フィプリン151強化コラーゲン線
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維膜34)などを担体として複合材が作製され，埋入実験を かも， DeLustroら刊は平均 4.4回の反復注入を行ってい

行なわれたが，注入法としてはアテロコラーゲン以外の るにもかかわらず，約 1%の患者に注入部の過敏反応症

担体は用いられていなかった.アテロコラーゲン以外の 状が生じたのみであったと報告している.したがって，

担体で注入法として用いることのできるのは，人フィブ BMPの担体として I型アテロコラーゲンを用いること

リンであるが，高価であり，また， HIVや HBVなどの は，臨床的にも問題はないと考えられる.しかし，抗原

感染の危険性もある上，アテロコラーゲンより生体吸収 性がなく，注入可能で，しかも担体として I型アテロコ

が早いため，必ずしも実用的ではないと考えられる.し ラーゲンに匹敵する性質を有する化合物が開発できれば，

たがって，異種コラーゲンの主要な抗原決定部位である 臨床的により有用となるであろう.

コラーゲγ分子の両端に位置する telopeptideをベプシ 5. BMP添加アテロコラーゲン溶液の反復注入による

ン消化により除去したアテロコラーゲンは，異物反応が 骨造成術への応用

ほとんどなく，生体親和性に優れて，単にDDSの媒体だ 反復注入を行っても骨誘導が得られたことから，移植

けでなく，当該細胞の分化と増殖に必要な細胞支持体の に伴う手術の必要性と較べれば， BMPとアテロコラ一

役割も果たしていると考えられる.一般に， BMPは軟骨 ゲンとの混合溶液の反復注入法による非観血的な骨造成

内骨化によって骨誘導を惹起するといわれ，まず軟骨が 術の方が，より有効的な臨床応用手段の一つではないか

でき，それが骨に置換されていくと考えられてきた.し と考えられる.

かし，多孔質ハイドロキシアパタイト聞や強化コラーゲ 1週間隔で反復注入した場合には，ー塊の骨組織を形

ン線維膜34)などは，軟骨形成がなく，直接骨形成(direct 成せず，それぞれの注入によって誘導された骨は線維性

bone formation)が認められることから， BMPによる細 結合組織に固まれており，萎縮した顎堤の骨造成術のよ

胞分化の現象が細胞環境としての基質に依存していると うに力学的負荷のかかる部位への応用するには，骨の可

されている. 動性についての問題は残るが，頬骨や願部のような力学

4. BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の反復注 的負荷のかからない部位の骨造成術には比較的容易に適

入による骨誘導の影響 応可能と考えられる.また，誘導される骨の形状を考慮

Uristら35)は，牛骨由来の部分精製した BMPを犬の頭 すると 3日連続注入法と比較した場合，高さよりも広

蓑骨欠損に 3週間隔で反復埋入したところ 1回目の骨 さを必要とする手術術式の代わりとして適していると考

再生が 96%であったのに対して 2回目は62%であっ えられる.

たと報告している.これは，異種 BMP移植により血清抗 3日連続注入した場合には，一塊の骨組織を形成する

BMP抗体が産生され，体液性免疫反応による骨誘導の ことから，力学的負荷のかかる部位への応用にも問題は

阻害によるためとされている.また，血清抗 BMP抗体価 なく， 1週間隔の反復注入法と比較すると，広さよりも

は初回移植後3週目には3倍の上昇を認めている.しかし， 高さを必要とする骨造成術に適しているようである.し

木研究では 1週間隔に 3回の反復注入を行ったにもかか かし，かなりの高さ〔厚み〉を有する骨形成が可能ではあ

わらず，骨誘導活性の有意な低下は認められなかった. るが，骨誘導が周囲から生じるため 3日連続注入後 8

これは，血清抗 BMP抗体価の上昇にもかかわらず，粗精 週目でも，中心の一部分ではあるが，骨誘導が認められ

製 BMPの旺盛な骨誘導能が免疫反応よりも優位であっ ず，アテロコラーゲンは吸収されずに残っていた.この

たためと考えられる.しかしながら，臨床応用に際して ことは，より高さを必要とする場合には問題であるけれ

は，精製された異種あるいは同種の BMPではなく，ヒト ども，内部からの骨誘導も可能にするために自家骨髄細

リコンビナント BMPなどが用いられると考えられるの 胞を BMP添加アテロコラーゲン溶液に混合し，注入す

で，抗原性に対して考慮する必要はないと考えられる. ることによって解決するものと考えられ，今後の研究課

したがって，粗精製 BMPの反復注入にても骨誘導能に 題として行きたい.また，より望ましい形状を有する骨

変化がなかったことは，ヒトリコンビナント BMPの反 誘導を可能にするために， BMP添加アテロコラーゲン

復注入法の臨床応用を想定した実験系に代わり，粗精製 溶液の反復注入法に誘導組織再生法(GTR法〉を併用し

BMPを用いても問題がないと考えられる.一方，担体と た研究も行って行きたい.

して用いた異種アテロコラーゲンに関しても抗原性の報 以上のように，簡便かつ再現性に優れた旺盛な骨誘導

告がある叩7).しかし，牛真皮由来の I型アテロコラーゲ が得られる BMP添加アテロコラーゲン溶液の反復注入

ンは皮膚の焔凹などの軟部組織の欠陥部の皮内に注入す 法という動物実験に基づく報告は木研究が最初であり，

ることにより，これらの修復に臨床応用されている.し 臨床応用の可能性をも示唆するものである.また今後，
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遺伝子工学的手法にて量産されるリコンビナント BMP 杉村正仁教授に心から感謝致します.また御校闘を賜つ

が臨床応用できる際には，本法は注入間隔，注入回数， た整形外科学教室玉井進教授ならびに公衆衛生学教室

注入部位を考慮することで，骨造成術のみならず骨再建 米増闘雄教授に深謝致します.あわせて研究を御援助い

法のすべてに応用可能であることから，本研究で得られ ただきました教室諸兄姉とりわけ直接ご指導をいただい

た結果は非常に有用であると考える. た掘内克啓助教授に深‘く感謝致します.

結 語

1.牛脱灰骨基質から抽出した 4M Gu. HCl可溶性・

0.5 M Gu.HCl不溶性画分は粗精製ではあるが，異種動

物であるマウスの筋肉内で同種脱灰骨と同様の骨誘導能

を有していた.

2.粗精製 BMP添加牛骨 I型アテロコラーゲン溶液の

注入法において， 0.75%アテロコラーゲン溶液の使用が

骨誘導に最適であった.

3.粗精製 BMP添加牛骨、I型アテロコラーゲン溶液の

反復注入を 1週間隔に3回，あるいは3日連続注入を行

ったにもかかわらず，骨誘導活性の有意な低下は認めな

台、っTこ.

4.粗精製 BMP添加牛骨I型アテロコラーゲン溶液を

1週間隔でラットの頭蓋骨骨膜下に反復注入した場合に

はー塊の骨組織を形成せず，それぞれの注入によって

誘導された骨は線維性結合に囲まれており，萎縮した顎

堤の骨造成術のように力学的負荷のかかる部位への応用

には，骨の可動性についての問題を残すが，頬骨や願部

のような力学的負荷のかからない部位の骨造成術には適

応可能であると考えられる.

5.粗精製 BMP添加牛骨I型アテロコラーゲン溶液を

ラットの頭蓋骨骨膜下に 3日連続注入した場合には，注

入後8週目でも中心の一部分にアテロコラーゲンが残留

するが，一塊としてかなりの高さ〔厚み〉を有する骨形成

が可能であり，広さよりも高さを必要とする骨造成術に

適していると思われる.

6.粗精製 BMP添加牛骨I型アテロコラーゲン溶液の

反復注入法では，簡便かつ再現性に優れた旺盛な骨誘導

が得られ，注入間隔，注入回数，注入部位を考慮するこ

とで，骨造成術のみならず骨再建法のすべてに臨床応用

が可能であることが示唆された.

本研究の成果の一部は， 1993年 10月第 38回日本口腔

外科学会総会(新潟)， 1994年 4月The3rd W orld Con. 

gress for Oral Implantology CY okohama)において発

表された.なお本研究の一部は，文部省科学研究費補助

金(課題番号 03771550および 05671681)援助によった.

稿を終えるにのぞみ，本研究の機会を与え，本研究の

遂行に終始ひとかたならぬ御指導と御校閲を賜った恩師
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