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緒言 

 

 歯科領域において歯周病、嚢胞性病変等により生じた歯槽骨欠損部に対する

骨再生療法は、機能的、審美的に患者の生活の質を高めるために重要である１）。

現在、臨床的に行われている歯槽骨再生法としては、自家骨移植 2-4)、骨組織誘

導再生療法 5）等があるが、いずれも外科的侵襲を伴うものであり、患者の負担

は大きい。従って、外科的侵襲の少ない新たな歯槽骨再生法の開発は重要な課

題である。 

 1971 年 Urist は異所性骨形成を誘導するタンパク性因子として Bone 

Morphogenetic Protein:BMP を発見した 6)。以降、BMP の応用による骨再生法の

研究がなされ、遺伝子工学的手法の発展と共にリコンビナントヒト

BMP(recombinant human BMP:rhBMP)が作製され 7)、骨再生にむけて臨床応用され

てきた 8-10)。しかし、BMP タンパクを使用する場合、経済的な問題や適切な担体

を選定する必要があり、現状で骨再生法としては安定性に欠くのが実情である

11)。 

 一方で、歯周組織中には、骨髄由来あるいは歯周組織由来の未分化間葉系細

胞が存在するとされる 12,13)。そこで、本研究ではラット歯周組織中の細胞に BMP

遺伝子を導入・発現させ、分泌された BMP タンパクをその周囲に存在する未分

化間葉系細胞に作用させることにより、骨形成細胞への分化を誘導するという

新たな歯槽骨再生法を確立することを目的とした。 

 BMP 遺 伝 子 導 入 の 方 法 と し て 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー と in vivo 

electroporation 法の組合せにより行った。一般的に、DNA 直接投与法や遺伝子

銃法のようなウイルスベクターを用いない遺伝子導入法では導入効率が低いこ

とが欠点となるが 14)、生体内の標的組織部に電気パルスをかけることにより、

細胞膜を一過性に穿孔させ遺伝子導入を行う in vivo electroporation 法 15)を

併用することで遺伝子発現効率は数百倍増加する 16)。また、ウイルス性ベクタ

ーを用いないことから、ウイルス特有の毒性や免疫応答の惹起等 17)を考慮する

必要がなく、安全性が高い。さらに操作性が簡便であり、且つ経済性に優れて

いる。 

 BMP は BMP-2, BMP-4 あるいは BMP-7 など骨誘導能を有するいくつかのファミ

リーから構成されており、これらは BMP-2/4 や BMP-2/7 などのヘテロダイマー

を形成し、各ホモダイマーと比較して骨誘導能が高いことが知られている 18)。



 4

これまでに行った実験において、BMP-2/7 を産生する非ウイルス性ベクターを構

築し、ラット下腿筋を目的部位として BMP-2/7 発現非ウイルス性ベクターと in 

vivo electroporation 法の併用により異所性骨誘導に成功している 19)。同実験

においては、BMP-2/7 発現ベクターは BMP-2 や BMP-7 等の BMP 単独発現ベクター

と比較して骨形成速度を増大させ、早期に骨形成を誘導することが確認されて

いる 19)。  

 よって、本研究では歯槽骨再生を目的とし、非ウイルス性ベクターである

BMP-2/7 発現プラスミドベクターと in vivo electroporation 法を併用したラッ

ト歯周組織への遺伝子導入を試みた。 

 

 

材料ならびに方法 

 

１．BMP-2/7 プラスミドベクターの精製 

 BMP-2/7 遺伝子発現ベクター(pCAGGS-BMP-2/7)は Endofree Plasmid Kits 

Giga®(QIAGEN,Germany,Hilden)にて精製した 19)。 

 

２．実験動物 

 実験動物には 9 週齢雄性 SD ラットを使用した。なお、本研究にお

いて使用した全ての動物は、岡山大学大学院医歯薬学総合研究科の

実験動物規則に従い飼育、使用した。また、本研究は岡山大学動物実

験委員会の審査、承認を受けて行った。（承認番号：OKU-2012137） 

  

３．ラット歯周組織へのヒト BMP-2/7 遺伝子導入（図 1） 

 ラットはペントバルビタールナトリウム(5.0mg/100g 体重)腹腔内投与にて麻

酔を行った。プラスミド DNA(pCAGGS-BMP-2/7) 0.5μg/μl を 30G 針シリンジに

てラット上顎右側第 1 大臼歯口蓋側歯周組織へ注入し、針型平行電極（ネッパ

ージーン,Chiba,Japan）を注入部位に挿入し、直ちにエレクトロポレーター（ジ

ーンパルサー,株式会社オオタ,Okayama,Japan）にて 50V,50 msec.×32 pulses

の条件下に電気刺激を加えた。 
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４．組織学的観察 

 遺伝子導入1,3,5,7日後に各ラットをジエチルエーテル過剰吸入にて麻酔後、

4%パラホルムアルデヒド・PBS(Phosphate buffered saline)(pH7.4）による灌

流固定を行い、口蓋部を摘出した。摘出組織は同固定液にて12時間浸漬固定後、

10% EDTA(ethylenediaminetetraacetic acid)を含む PBS (pH 7.4)にて 4週間脱

灰を行った。脱灰後、パラフィン包埋し、厚さ 5μmの連続切片を作製した。切

片はヘマトキシリン・エオジン染色および免疫組織化学的染色を行い、組織学

的に観察した。 

 

１） ヘマトキシリン・エオジン染色 

 切片をキシレンにて脱パラフィンし、100%から 70%エタノールおよび精製水に

て再水和後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。70%から 100%エタノール

およびキシレンにて脱水・透徹を行った後、Entellan® (Merck KGak,Darmstadt, 

Germany)にて封入し、組織学的観察を行った。 

 

２） 免疫組織化学的染色 

 切片をキシレンにて脱パラフィン後、0.05%シトラコン酸ナトリウム溶液(イ

ムノセイバー,日新 EM,Tokyo,Japan) にて 98℃で 45 分間処理し、抗原を賦活化

した。さらに内因性ペルオキシダーゼの不活性化のため、室温で 10 分間 0.3%

過酸化水素水に反応させ、PBS で洗浄した後、続けて 30 分間 10%ウシ血清アル

ブミンを含む PBS に反応させ、PBS で洗浄した。抗体は、骨芽細胞マーカーとし

てウサギポリクロナール抗体抗ラット骨型アルカリフォスファターゼ

（Alkaline Phosphatase:ALP）抗体(タカラバイオ,Shiga,Japan)、未分化間葉

系細胞マーカーとしてマウスモノクロナール抗体抗ラット CD44 抗体（BD 

Pharmingen,San Diego,CA.USA）を使用した。 

 一次抗体として抗ラット ALP 抗体は 200 倍、抗ラット CD44 抗体は 400 倍に 1%

ウシ血清アルブミンを含む PBS で希釈して 4℃で一晩反応させた。二次抗体とし

て、抗ラット ALP 抗体は抗ウサギ IgG 抗体(Molecular Probes,Leiden,The 

Netherlands)を用い、3%ウシ血清アルブミンを含む PBS で 100 倍に希釈して使用

した。抗ラット CD44 抗体は ENVISIONTMキット®（DAKO Japan,Tokyo,Japan）を

用いて免疫反応を行った。発色は 0.01% 3,3’-ジアミノベンチジン［0.05M Tris 

HCl Buffer (pH7.6)］で行った。対比染色はマイヤーヘマトキシリン染色液
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（Merck KGaA,Darmstadt,Germany）で行った。陰性対照は二次抗体のみで行い、

すべて陰性であった。 

 

３） 蛍光免疫染色 

 脱パラフィン後に前述の免疫組織化学的染色と同様にして抗原賦活化処理と

内因性ペルオキシダーゼ不活性化処理を行った。蛍光免疫染色として、マウス

モノクロナール抗体抗ラット CD68 抗体（BD Pharmingen,San Diego,CA.USA）、

ウサギポリクロナール抗体抗ヒトBMP-2抗体(Abcam,Tokyo,Japan)および抗ヒト

BMP-7 抗体(Abcam,Tokyo,Japan)を使用した。一次抗体として、抗ラット CD68 抗

体は 500 倍、抗ヒト BMP-2 抗体は 600 倍、抗ヒト BMP-7 抗体は 400 倍にそれぞ

れ 3%ウシ血清アルブミンを含む PBS で希釈して 4℃で一晩反応させた。PBS にて

洗浄後、二次抗体を抗ラット CD68 抗体は抗マウス IgG Alexa594 ヤギ抗体

(Molecular Probes,Leiden,The Netherlands)、抗ヒト BMP-2 抗体および抗ヒト

BMP-7 抗体は抗ウサギ IgG Alexa488 ヤギ抗体(Molecular Probes,Leiden,The 

Netherlands)を用いて、それぞれ 1%ウシ血清アルブミンを含む PBS で 100 倍に

希釈して室温で 60 分間反応させた。標本は反応終了後、PBS で洗浄し、対比染

色として Hoechst33342(Molecular Probes,Leiden,The Netherlands)で 10 分間 

反応させ、PBS で洗浄後にベクターシールド(Vector Laboratories, Burlingame, 

CA,USA)で封入し、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

 

 

 

結果 

 

In vivo electroporation 法による歯周組織への BMP-2/7 遺伝子導入

後の経時的組織像 

 

1) ヘマトキシリン・エオジン染色像（図 2） 

 遺伝子導入 1 日後より遺伝子導入側の歯周組織では、血球やリンパ球等の炎

症性細胞の浸潤が認められた。導入 3 日後では最も強い炎症像が認められた。

導入 5 日後以降、炎症像は殆ど認められなくなり、既存の歯槽骨周囲に新生骨
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が認められた。さらに 7日後では既存骨に添加する新生骨が認められた。 

2)  抗ラット CD68 抗体染色像（図 3） 

 遺伝子導入 1 日後より遺伝子導入側の歯周組織では炎症性細胞のマーカーで

ある抗ラット CD68 抗体陽性細胞の出現が認められた。導入 3日後ではより多く

の陽性細胞が認められ、導入 5日後では減少した。 

3)  抗ヒト BMP-2 抗体染色像（図 4） 

 遺伝子導入 1 日後より導入遺伝子 BMP-2/7 の発現の結果産生されたと考えら

れる抗ヒト BMP-2 抗体陽性細胞が認められ、導入 5日後では減少した。  

4)  抗ヒト BMP-7 抗体染色像（図 5） 

 抗ヒト BMP-7 抗体による染色では抗ヒト BMP-2 抗体と同様に遺伝子導入側歯

周組織において遺伝子導入 1 日後から抗ヒト BMP-7 抗体陽性細胞の出現が認め

られ、導入 5日後以降は減少した。 

5)  抗ラット CD44 抗体染色像（図 6） 

 未分化間葉系細胞のマーカーの一つである抗ラットCD44抗体を用いた免疫染

色では遺伝子導入１日後、3日後ではコントロール側と比較し、陽性細胞が多く

認められた。5日後以降、陽性細胞は減少し、7日後にはコントロール側と比較

して、陽性細胞数の差はなかった。 

6) 抗ラット骨型 ALP 抗体染色像（図 7） 

 ヘマトキシリン・エオジン染色像では遺伝子導入 5 日後から既存の歯槽骨周

囲に新生骨が形成され、ラットALP陽性細胞は新生骨の周囲に多く認められた。

さらに導入 7 日後では既存の歯槽骨に連続して新生骨が形成され、その周囲に

多くのラット ALP 陽性骨芽細胞が認められた。 

 

 

考察 

 

 本研究では、ラット歯周組織にヒト BMP-2/7 遺伝子発現ベクターと in vivo 

electroporation 法の組合せによる遺伝子導入により、BMP の発現が可能であっ

た。ヒト BMP-2、ヒト BMP-7 陽性細胞は共に遺伝子導入 3日後までの出現が最も

多く、以降、長期間の持続的な陽性細胞の出現は認められなかった。Wikesjo ら

はイヌを使用した実験で、3.0mg/ml と高濃度の rhBMP-2 をコーティングしたイ

ンプラント体の埋入により、リモデリングが過剰に活性化され、埋入したイン
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プラント周囲の骨吸収とともにインプラントが著しく移動すると報告しており

20)、大量の BMP の局所投与では骨再生に対して阻害作用があると考えられている

21)。一方、本法では自己生体内の細胞に BMP を発現させており、且つ BMP の発現

は短期間であったことから、骨吸収のような BMP による為害性は少ないと考え

られた。また、BMP の発現部位は歯槽頂付近の歯周組織に限局しており、ラット

口蓋側歯周組織形態に対応した針型電極を用いることで目的部位への正確な遺

伝子導入が可能であった。治療目的部位に限局して遺伝子導入操作が行えると

いう点でも本法は有効であると考えられた。 

 また、BMP-2/7 遺伝子導入後の歯周組織では、プラスミドの注入や電気刺激に

より、好中球やリンパ球、マクロファージ等と考えられる類円形の炎症性細胞

の浸潤が認められた。それら炎症性細胞の局在は炎症性細胞マーカーである

CD68 陽性細胞の局在と類似していた。また、未分化間葉系細胞のマーカーの一

つとされる CD44 陽性細胞の局在と重なる部位があることより、遺伝子導入後の

歯周組織では炎症性細胞の周囲に未分化間葉系細胞が誘導された可能性が考え

られた。未分化間葉系細胞は炎症性細胞が産生するサイトカインや増殖因子に

対して遊走性が活性化するという報告 22)があり、今後詳細な検討が必要と考え

られた。 

 BMP は未分化間葉系細胞を骨芽細胞や軟骨細胞に分化させる能力を有してい

る 23)。遺伝子導入 5 日後以降の標的歯周組織では既存の歯槽骨に添加する新生

骨が認められた。新生骨の周囲には骨型 ALP 陽性細胞が多く認められたことか

ら、遺伝子導入により産生された BMP により未分化間葉系細胞から骨芽細胞へ

の分化が促進され骨形成に働いたと考えられた。これは今回、BMP-2、BMP-7 等

の単独遺伝子導入ではなく、骨形成速度が増大する BMP-2/7 遺伝子発現ベクタ

ーを用いたことが早期の骨形成に影響したと考えられた。一方で、コントロー

ル側では新生骨の添加は認められなかった。 

 また、本研究では BMP 遺伝子導入 7日後までは新生骨の添加像を確認したが、

今後、歯槽骨のリモデリングに対する影響を検討するべく長期的な観察を行う

ことが必要と考える。 
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結論  

 

 本研究では、in vivo electroporation 法を用いてラット歯周組織中の細胞に

BMP-2/7 発現ベクターによる遺伝子導入が可能であり、且つ骨誘導能を示した。

本法は、非ウイルス性ベクターと electroporation の装置のみで施行可能であ

るため、簡便かつ経済的である。また、生体に対して切開、粘膜剥離等の外科

的侵襲がないため、反復して行うことも可能である。よって、臨床的にデンタ

ル X線写真や CT 写真撮影等により骨形成状態をモニタリングしながら、治療を

行うことも期待できる。以上より、in vivo electroporation 法を用いた歯周組

織への BMP 遺伝子導入法は、今後、新たな骨再生療法となる可能性が示唆され

た。 
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付図 

 

 

   

 

図 1 ラット歯周組織への遺伝子導入 

M1（上顎右側第１大臼歯）口蓋側歯周組織を目的部位としてプラスミドベクタ

ーを注入し、針型電極を注入部位に挿入、直ちに電気刺激を与えた。反対側を

コントロール側として観察した。 
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図 2 ラット歯周組織におけるヘマトキシリン・エオジン染色像 

図下段の遺伝子導入側では 3 日目までは骨の新生は認められなかったが､5 日以

降では新生骨が認められた。 ＊：新生骨 
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図 3ラット歯周組織における抗ラット CD68 抗体染色像 

遺伝子導入側（図下段）では､3 日目までは炎症性細胞が多数出現したが 5 日以

降では激減した。赤桃色蛍光：CD68 陽性の炎症性細胞 
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図 4ラット歯周組織における抗ヒト BMP-2 抗体染色像 

BMP-2 タンパクを発現する細胞は遺伝子導入 1 日後から出現したが､5 日後には

減少した（図下段）。緑色蛍光：BMP-2 発現細胞 
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図 5ラット歯周組織における抗ヒト BMP-7 抗体染色像 

BMP-7 タンパクを発現する細胞は BMP-2 同様に遺伝子導入 1 日後から出現し､5

日後には減少した（図下段）。緑色蛍光：BMP-7 発現細胞 
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図 6 ラット歯周組織における抗ラット CD44 抗体染色像 

導入１日後から 3 日目まではコントロール側（図上段）と比較し、陽性細胞は

導入側で多く認められたが（図下段）､5 日後以降は減少し、7 日後には両側に

陽性細胞数の差はみられなかった。褐色：CD44 陽性細胞 
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図 7ラット歯周組織における抗ラット骨型アルカリフォスファターゼ抗体染色

像 

遺伝子導入５､7 日後では新生骨の形成がみられ（図下段）､新生骨周囲にはアル

カリフォスファターゼ（ALP）強陽性の細胞が多数認められた。褐色：ALP 陽性

細胞 ＊：新生骨 
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