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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞の骨形成促進作用を有する化合物として検出されたPKC阻害薬
（isoH-7）は，iPS細胞の骨芽細胞への分化を促進することが明らかとなった。また，CAD/CAMを用いたドーム型
チタンメンブレンのモールドデザインを検討し，造成モールドを作製した。さらに，PKC阻害薬を加えて分化誘
導を行ったiPS細胞凝集体をマウス背皮下に移植した結果，腫瘍形成を確認したものの，通常誘導と比較して腫
瘍の大きさは小さくなった。プロトコールの改良を行うことで，作製した垂直的骨造成モールドと併せた自己由
来細胞であるiPS細胞を用いた新たな骨造成方法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was revealed that the PKC inhibitor (isoH-7)  promotes osteogenic 
differentiation of iPS cells. We also examined the mold design of dome type titanium membrane using 
CAD / CAM, and fabricated the mold for vertical bone augmentation. Furthermore, iPS cell aggregates 
differentiated into osteoblasts by adding PKC inhibitor were transplanted into the back of mouse. As
 the result, tumor formation was confirmed, but the tumor size became smaller as compared with that 
induced without PKC inhibitor.  It was suggested that by improving the protocol it could be a new 
bone formation methods using autologous iPS cells combined with the vertical bone augmentation mold.

研究分野： 歯科補綴学・再生医学

キーワード： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
補綴・インプラント歯科治療において，広

範囲かつ垂直的な骨欠損部位に対して，安全
かつ確実に欠損骨を再生する「垂直的骨造成
技術」が求められている。個々の細胞から作
製可能な iPS 細胞は，歯槽骨の再生医療に有
用であり，申請者らはこれまでに，iPS 細胞
が骨髄由来間葉系幹細胞と同様の分化能を
もつことを明らかにしてきた。 
また，申請者は，ケミカルバイオロジーの

アプローチによる，独自に構築した小分子化
合物ライブラリースクリーニングシステム
を用いた解析から，iPS 細胞の骨形成促進作
用を有する化合物の同定にも取り組んでい
る。しかしながら，iPS 細胞を歯槽骨造成術
に臨床応用するためには，インプラント埋入
後，移植材料-インプラント間におけるオッセ
オインテグレーションを獲得することを可
能にする垂直的骨造成技術の開発が必要で
ある。近年，デジタルデンティストリーの進
展により，患者個人の骨欠損部にあわせた立
体的なスキャフォールドデザインを自在に
設計すること（デジタルデザイン）が可能と
なった。この技術は，スキャフォールドだけ
でなく，欠損部の垂直的な骨造成を支持する
モールドの作製にも応用可能である。以上の
学術的背景から，申請者は，骨芽細胞分化を
促進する化合物を用いて分化誘導した iPS細
胞と，CAD/CAM により作製した骨欠損部に
あわせた骨造成モールドを用いて，垂直的骨
造成を行い，オッセオインテグレーションの
獲得を評価することで，iPS 細胞が新たな骨
移植材料として有用であることを示す大き
な可能性を秘めていることに着目し，本研究
を立案するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ケミカルバイオロジーお

よびデジタルデザインによる立体的なスキ
ャフォールドの設計によって，iPS 細胞とイ
ンプラント体間におけるオッセオインテグ
レーションの獲得を可能とする垂直的骨造
成技術を開発することである。iPS 細胞とイ
ンプラント体間，すなわち細胞-チタン間に存
在する未知の分子機構を明らかにするとと
もに，新たな動物実験モデルの確立，さらに
は歯槽骨造成法の確立につなげていく。 
 
３．研究の方法 
 
（１）これまで行ってきたケミカルバイオロ
ジーのアプローチによる，独自に構築した小
分子化合物ライブラリースクリーニングの
結果から同定された小分子化合物が，iPS 細
胞および初代骨芽細胞の分化・機能に及ぼす
影響を，分子生物学的手法を用いて検討した。
また，iPS 細胞の分化誘導に関する三次元培
養の至適条件を検討した。 
 
 

（２）垂直的骨造成モデルに用いるモールド
デザインを CAD/CAM を用いて検討し，骨欠
損にあわせたモールドの作製を検討した。 
 
（３）確立した骨芽細胞分化誘導プロトコー
ルに，同定した化合物を添加して分化誘導し
た iPS 細胞の骨再生能を，動物実験を用いて
検討した。そのため，化合物を含有した iPS
細胞胚様体を培養し，これをマウス背皮下に
埋入し，異所性の骨形成能を検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１） 
これまで行ってきたケミカルバイオロジ

ーのアプローチによる，独自に構築した小分
子化合物ライブラリースクリーニングの結
果から，間葉系幹細胞の骨形成促進作用を有
する化合物として検出された PKC 阻害薬
（isoH-7）は，骨芽細胞分化誘導実験の結果，
骨芽細胞特異的遺伝子の発現を促進し（図 1）, 
さらに石灰化基質の形成も促進した（図 2）。
したがって，iPS 細胞の骨芽細胞への分化を
促進することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１． 
化合物が骨芽細胞特異的遺伝子発現に及ぼ
す影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２． 
化合物が石灰化基質形成に及ぼす影響 
（Alizarin Red 染色） 



（２） 
さらに，垂直的骨造成モデルを確立するた

め，デジタルデンティストリーのアプロ―チ
から，CAD/CAM を用いて，移植および骨造
成に適したドーム型チタンメンブレンのモ
ールドデザインを検討し，造成モールドを作
製した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３． 
CAD/CAM を用いたチタンドームの作製 
 
（３） 
これらの結果を踏まえて動物実験に移行

し，これまでに確立している iPS 細胞の骨芽
細胞分化誘導方法に，PKC 阻害薬を加えて分
化誘導を行った iPS細胞凝集体をマウス背皮
下に移植した結果，腫瘍形成を確認した。し
かし，通常誘導と比較して，腫瘍の大きさは
小さくなった（図 4）ことから，プロトコー
ルの改良を行うことで，自己由来細胞である
iPS 細胞を用いた新たな骨造成方法となる可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．iPS 細胞凝集体の移植実験 
 
いっぽう，作製した垂直的骨造成モールド

は，既存の骨補填材の経時的評価方法として
も応用できる可能性があり，今後の研究の発
展が期待される。 
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