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    学位論文題名

歯周治療へのBone lVIorphogcnetic Protein（BMP）

の応用に関する研究

一リコンビナン卜BMP配合コラーゲン膜による骨形成の観察一

学位論文内容の要旨

    緒言

  歯周炎により失われた組織を再生回復することは歯周治療学の大
きな目標であり、近年guidedtis sueregener at ion法（GTR法）

などの再生療法が試みられるようになってきている。しかし、これら
は2、3壁性の骨欠損や軽度の根分岐部病変など狭い範囲の骨欠損に

適応症が限られ、1壁性や水平性など広範囲な骨吸収では、有効な

治療法は確立されていない。
  このため当講座では、骨基質中に微量に存在し、未分化間葉細胞

に 作 用 し 骨 組 織 を 誘 導 す る 成 長 分 化 因 子 で あ る bone
morphogenetic  protein (BMP）を、高度な骨欠損の治療に応用す

るため研究を行ってきた。しか′しこれまで研究に用いてきたBMPは、

ウシ骨基質より抽出し部分精製したものであり、安全性や供給性の
点で問題があると考えられる。そこで筆者は、最近作製が可能とな

ったりコンピナントヒトBMP（thBMP）に着目し、これを歯周治療に
応用することを考えた。このr hBMP′は、遺伝子工学的に合成された

単一のヒトBMPであり、部分精製BMPに比較し、安全性や成分の安定

性の点でも優れ、多くの研究者の注目を集めている。中でもthBMP -
2は、fnVl VOにおいて他のthBMP -4やthBMP -5に比ベ高い骨誘導活

性 を 持 っ こ と よ り 、 臨 床 応 用 性 が 高 い と 思 わ れ る 。
  一方BMPにより骨を再生させるには、BMPを目的の部位にとどめ、

なおかつ適当な速さで拡散させる担体が必要である。現在、



thBMP -2の担体として骨不溶性基質（IBM）が報告されているが、
IBMは異種や同種の骨基質を材料とするため、安全性や供給性に問

題がある上、顆粒状であるため1壁性や水平性の骨欠損への移植操

作が難しい。そこでIBMにかわる歯周治療に適した新しい担体とし

て、当講座と本学生化学講座がGTR法に応用する目的で開発した強

化コラーゲン線維膜（FCM）を改良して用いることを考えた。

  本研究は、歯周病により破壊された1壁性や水平性などの高度な
骨欠損の再生療法に、安全性や供給性に優れたr hBMP，2を応用する

目的で、担体としてFCMを用いた場合の有効性を検討するために、
成体ラットに移植実験を行い、病理組織学な観察を行った。

実 験 I

  歯同病が成人に多いことから、実験動物は成熟した12週令ウイス
ター系の雄性ラット（平均体重390g）20匹を用い、実験部位は、

従来BMPの骨誘導活性の検定に用いてきた背部皮下と、臨床での使

用条件に近い口蓋部骨膜下の2部位とした。FCMはウシ真皮由来の

テロベプチドを除去したコラーゲンを材料とし、従来の調製方法を

もとに新たに操作性を向上させたものを作製し、FCM3と名付けて

用いた。実験には、このFCM3を0．5mm x4. Omm（平均重量150
Pg）の大きさに裁断し、山之内製薬株式会社より提供をうけた

thBMP -2を0．5、1．O、2．Oメg配合して用いた。観察期間は、3週

間と6週間とした。実験期間終了後、通法に従い固定、パラフイン

包埋を行った後、薄切し、ヘマトキシリン・エオジン重染色後、光

学顕微鏡による観察を行った。

その結果、背部皮下では移植後3週でいずれの濃度でも骨の形成
は観察されなかった。一方口蓋部では、移植後3週でthBMP -2を

1．0pg配合した群で骨形成が観察された。2.0pg配合群では、担

体であるコラーゲン膜を囲み母骨と連続した骨の形成が観察された。

さらに両者とも、一部に担体であるFCM3のコラーゲン線維を基質
として直接骨が形成されていると思われる所見が観察された。移植

後6週では1．0Pg、2.Opgの両者ともさらに骨の形成が著明とな
った。担体であるコラーゲン膜は中央部に少量残存していたが、周



囲は厚い緻密な骨により囲まれていた。炎症反応は非常に少なかっ
た。また軟骨の形成は全ての標本で観察されなかった。
    実験H

  次に口蓋部におけるthBMP -2による骨形成の経時変化を知る目的
で、硬組織ラベル法による観察を行った。
  実験動物には実験1と同様の12週令ウイスター系雄性ラットを5
匹用い、観察期間は3週間とした。ラべルングは、移植1週目にテト
ラサイクリン塩酸塩（Tc）、3週日にカルセイン（Cal）を腹腔内
に投与して行った。実験期間終了後、通報に従い非脱灰標本を作製
し、落射型螢光顕微鏡を用いて観察した。
  その結果、r hBMP -2配合群では、担体は母骨と連続した新生骨に
より覆われ、Tcによる黄色の螢光が同新生骨の粘膜側に多量に観察
された。Calによる螢光は、直接担体に接する部分や、担体の内部
で観察されたが、その量はTcに比べ少なかった。このことより、
thBMP-2の作用による骨形成は移植後1週目頃より活発となること、
3週目までには担体は新生骨に覆われるが、この期間の骨形成は主
に担体外部でおこり、その後は担体内部へと進んでゆくことが示唆
された。
    考察

  今回、移植3週後に、背部では骨形成がみられなかったが、口蓋
部ではthBMP -2を1．0バg以上配合した群で骨の形成が観察された。
骨形成を起こすためには、背部皮下ではまず未分化な間葉細胞を骨
芽細胞に誘導する必要があるが、口蓋部では移植体の周囲に存在す
る骨芽細胞やその前駆細胞にthBMPー2が直接作用し、骨を形成させ
たと考えられる。実際の臨床でBMPを応用する場合、背部皮下のよ
うな異所的な部位ではなく、歯周病により生じた歯槽骨欠損部が対
象となる。本実験においてこれに類似した成体ラットの口蓋部で、
早期より担体周囲に骨が形成され、その後担体内部も骨形成が進み
全体が骨と一体化すること、さらに実験中、強い炎症反応や異常な
反応がみられなかったことから、thBMP -2とFCM3の組み合せは、



歯周病による水平性骨吸収や1壁性骨吸収部の骨の再生に有効であ

る可能性が高いと考えられる。

  また、FCM3を担体とした本実験では、軟骨の形成が観察されず、

担体であるFCM3と母骨が接する部分では担体のこゴラーゲン線維を

基質として直接骨が形成されているような所見が得られた。これま

でthBMP-2の担体にIBMを用いた場合、軟骨性の骨化がおこると報

告されているが、本実験の観察結果からthBMP・2が誘導する骨化の

過 程 は、 用 い る 担体 に 大 き く影 響 さ れ るこ と が 示唆 された 。

結 論

  今回、歯周組織の再生療法にthBMP-2を応用することを目的とし

て、FCM3を担体として成体ラットの背部皮下と口蓋部骨膜下に移

植し、病理組織学的に観察した。その結果、

1） 背部皮 下では 、移植 後3週で 骨の形 成が観察されなかった。

2）口蓋部では、移植後3週でFCM3（平均重量150Pg）にthBMP・2を

  1．0戸gと2．0Pgの濃度で配合した群で骨の形成が観察された。

  またその過程は、移植後1週目頃より膜の周囲に母骨と連続して

  新生骨が形成され、3週で担体を覆い、6週では担体内部も骨化し

  母骨とほぽ一体化していた。

3）実験中、強い炎症反応や異ア常な反応がみられず、thBMP -2と

  FCM3の安全性は高いと思われた。

  以上の結果と、実際の歯周治療では背部皮下のように異所的な環

境ではなく、口蓋部のように付近に骨組織が存在する環境でBMPを

用いることから、1壁性や水平性など広範囲な骨欠損を伴う歯周疾

患の治療に、FCM3を担体としてthBMP -2を応用できる可能性が高

いと考えられた。
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    学位論文題名

歯周治療へのBone lVIorphogenetic Protein（BMP）

    の応用に関する研究

一リコンビナン卜BMP配合コラーゲン膜による骨形成の観察―

  緋査は、主査および刪査全員の出J｜ワのもとに、論文提出者に対し、r1

頭 試 1‖ jに よ り 論 文 の 内 容 と ｜ 刈 連 し た 学 科 に つ い て 行 わ れ た 。

  歯刪炎により失われた糸は繊をTlr生することはl'?ki fil,]治療の大きな1：Iボだで

あり、近ゴl三gui  cledヒ1S SLICi'egener aL ion泓；（GTIZ法）が試c孤られるよう

になってきている。しかし、これらは2、3壁性の骨欠j凡や軽度の根分岐部

病変など狭い 範囲の骨欠損 に適応が限ら れ、1壁性や水平 性など広範凹な

骨吸収では、有効な治療法は確立されていない。このため、´『j．態質巾に

微盈に存在し未分化fl‖葉鮒lI胞に作J1・Jし´t！；．糾織を誘；藩する成長分化凶子で

あるbonc morphogeneヒ1Cpro Lc iii（13Ml’）を応′Hすることを考えた。し

かしこれまで研究に用いられたBMI’は、ウシ′t！r態質よりjIlf」．｜lし部分為Ii製し

たもので、安 全性や供給性 の点でlHj題があることから、リニJンビナント

ヒトBMP（I．hB川’）に着目し、これを歯刷治療に応用することを考えた。

  一方BMPにより´i－゛をTtF生させるには、BMi）を1三In'の音B位にとどめ、

なおかつ適当な速さで拡散させる担体が必要である。ぢ1征、

thUMl’ -2の 担 体 と し て 骨 不 溶 性 基 質 （ IljM） が 報 告 さ れ て い ろ が 、

IBMは 興 種や 1司 種の ＊ j゙ 基 質 を材料とす るため、安全性 や供給性にIHj



題が ある上、孵t粒 状であるため 1壁 性や水平性の ´tfj．欠jnへの移植4柴

作が輯EしV、o

  そ こ で 本 研 究 で Iよ 、 I  1Mに か わ る 歯 岡 治 療 に 適し た 新し い 担体 と

し て 、 GTR法 に 応 用 す る 目 的 で Dirl発 し た 強 化 コ ラ ー ゲ ン 線 荊 lj腆

（ rCM3） に 着 目 し 、 そ の 有 効 性 を 検 討 す る た め 、 成 体 ラ ッ ト に 移 植

実験を行い、病理組織学的な糾察を行った。

  実験動物には、12迎令W isLaII系劇t性ラットをiHい、tンシユtC皮よりj川．t

しテ口ベブチドを除去したこゴラーゲンより作製したI， CM3を担体として、

山之内製薬（株）より提供をうけたr hBMP．2を含浸させ移キ血をオ・rったヾ

  実験1として、背部皮下およぴ口蓋部骨J炊下にr hI¥MP -2を0．5、亅．，0、

2． 0ル gを 配 合 し た FCMを 移 植 し 、 3、 G迎 li‖ 後 に 観 察 を 行 っ た 。

  実験2としてr-hBMP-2を2．O冖gを配合したI’CM3を匚｜雛'bに移｜血後、1迎

Elにテ卜ラサイクリン（'rc）、3遡1ヨにカルセイン（C；ll）による硬糸I．t織

ラベルを行い、3迎後に観察を行った。

  その結果、移植3週後、マf音15皮下では、どの濃度においても′i‾j′の形成は

観察されなかった。一方口蓋音15では、i-hBMP-2を1．0メg襾ご合したものに

骨の 形成が観察さ れ、2．0バg配合のものでは、母床´けと迎統し残存する

コラーゲンJJ英を［田むような´7t1彫成がt乱祭された。また担体のコラーゲン

線キ化と連統して骨が形成されている像も観察された。6週後には、潮f生¥'l’

が残存するコラーゲンJl炎を囲み、より緻密になり母乍 j゙ とほぽ一体化して

いた 。炎症反応は 非常に少なか った。硬組織 ラベル法による縦‖ぷ的な糾

察では、担体周剛に形成された´j！ j゙ の外側、特に口雛粘J腆側にTcによる螢

光が多く、内側すなわちコラーゲン0炎側にCalによる螢光が観察された。）

    骨形成を起こすためには、背部皮下ではまず未分化な1itJ葉iwc包を骨芽

糾UJ包に誘導する必要があるが、口蓋t15骨膜下には骨芽荊川包やその1竹駆荊lI

胞にr 11BMI’-2が直接作川し、骨が多く形成されたと考えられる。っ災際の

  Iめi床でBMPを応月・・Jする場合、衛)翻病により生じた水平性の′tq．欠jIt舟lsなどが

  対象となる。本実験においてこれに對i似した成体ラットのl二l；鬣帝Kで、早

  卿Jより担体刪囲に骨が形成され、その後担体内音bにも丗形成が避み全体

  が´pj′と一体化すること、さらに災験rl。、強い炎症反応やう｜も常な反J芯がみ



られなかったことから、r hBhlP．2と1'CM3の糾み合せは、1噺Jlll病による水

平性′剛吸収や1壁性´tヨ゛吸収部の骨の.TiT生に有効である可nヒ性が汀6いと考．え

られた。

  また、これまでi-hBMP -2の担体にIBMをJ‖いた場合、軟骨´Vkの骨イヒがお

こると報告されているが、本実験では〕欧骨の形成が観察されず、担体で

あるFCM3と母骨が接する部分では担体の二二亅ラーゲン線維上に血接骨が形

成されてし、るような所兄が得られたことから、I・1113MP-2が誘導するャj゙ 化

の 過 程 は 、 川 い る 担 体 に 大 き く 影 響 さ れ る こ と も 示 唆 さ れ た 。

  本論文に対して、主査ならびに刪査から本論文j地lu噺に対しその＃覧要

に つい て説明 を求 め、次 いで 本研究 の内 容なら びに 関連のある質問が行

われた。これらの試II！jにI刈して適叨な匝1答が得られ、また、将来におけ

る本4D究の発展の可tiĹ に1：についても1リjf喉な展望が得られた。ホ研究は、

rhBMP． 2の担 体と してIBM以外 のも のを用 いて 、｜nvivoで骨の形成に成

功した最初の研究である点もllもく評イ111iされ、また菌科医学の発展に十分

貢献するものであり、1蝣士（衡学）の学位授与に価するものと認められた。）


