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研究成果の概要（和文）：骨細胞は、多数の細胞突起を伸ばしてメカニカルストレスを感知することにより、骨
代謝を調節している。しかしながら、未分化な細胞から骨細胞へと分化誘導させる手法は完全には確立されてい
ない。本研究は、効果的に骨細胞へと分化誘導させる新たな手法を確立することを目的とした。マウスMC3T3-E1
細胞をⅠ型コラーゲンゲル内に包埋あるいはⅠ型コラーゲンゲル上に播種して三次元的に培養を行い、培養液に
はリン酸などの試薬を添加した。その結果、骨細胞様の突起の形成および骨細胞分化マーカーの発現上昇が確認
され、未分化な細胞から骨細胞様の細胞へと分化誘導させる新たな手掛かりが見つかった。

研究成果の概要（英文）：Osteocytes extend long and branched cellular processes throughout 
neighbouring cells and sense mechanical strain and translate strain into biochemical signals which 
are vital for the regulation of bone formation and resorption. A method for differentiating and 
inducing osteocyte from undifferentiated cells has not been established. 
In our study, mouse MC3T3-E1 cells were cultured using 3D cultures in osteogenic media which 
contained such reagent as phosphoric acid. Collagen solution were laid on glass-bottomed dishes or 
mixed with media which contained the cells.
Consequently, the differentiated cells extended long cell processes from the cell body and the 
osteocyte specific markers were upregulated. We found a new clue for the differentiation from 
undifferentiated cells into osteocyte-like cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨細胞分化に関する研究はこれまでにも多数行われており、様々な培養条件下で未分化な細胞から骨様組織へと
分化させることは行われてきたが、骨細胞への分化誘導を行う手法は完全には確立されていない。本研究では、
新たな培養条件を検討し、未分化な細胞から骨細胞様の細胞へと分化誘導させる新たな手掛かりが見つかった点
に、学術的に大きな意義がある。
本研究の成果から、頭蓋顔面の発生および成長発育、骨系統疾患などの基礎となる骨代謝に関わる分子メカニズ
ムの解明へとつながり、骨代謝疾患への応用が期待される。
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図 1. 骨細胞間のネットワーク

１．研究開始当初の背景 
 
骨細胞の分化は未分化な細胞から骨芽細胞（Osteoblast）への分化に始まる。骨芽細胞は分化
に伴ってマトリックスタンパク質（骨基質）を産生し、その骨基質の中に埋もれて石灰化する
ことにより骨細胞（Osteocyte）となる。骨細胞は骨組織を構成する細胞の大多数を占め、多数
の細胞突起を伸ばして骨細胞間あるいは他の細胞とのネットワークを形成し、骨に対するメカ
ニカルストレスを感知して細胞間で刺激情報を伝達することが知られている(Bonewald. J. 
Musculoskelet Neuronal Interact. 2005 Dec;5(4):321-4.)（図 1）。すなわち、骨細胞は、メカ
ニカルストレス応答の主役であり細胞のコミュニケーションの中心的役割を果たしている。一
方で、骨代謝は、頭蓋顔面の発生および成長発育、歯の矯正移動に伴う歯槽骨のリモデリング、
骨形成不全症等の骨系統疾患など歯科矯正学分野とも深く関わっている。 
未分化な細胞を骨芽細胞および骨細胞へと分化させる試みはこれまでにも行われており、様々
な条件で検討され、実験が行われてきた。代表的なものとして、マウスの新生仔頭蓋冠から樹
立された MC3T3-E1 細胞にリン酸溶液を添加した場合や低酸素状態（Hypoxia）で培養した場
合に、骨細胞への分化が促進されたという報告がある(Hirao et al. J Bone Miner Metab. 2007 
Sep;25(5):266-276.)。これらのことから、リン酸添加および低酸素状態が未分化な細胞から骨
細胞への分化誘導に深く関与していると考えられる。さらに、過去の研究から、MC3T3-E1 細
胞はコラーゲンゲル内に包埋し三次元的に培養することで骨細胞様の突起を形成することが知
られている(Murshid et al. J Bone Miner Metab. 2007 May;25(3):151-8.)。 
しかし、これらの条件を同時に試みた研究は未だ存在せず、骨細胞への完全な分化誘導は未だ
行われていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、三次元培養を行い、さらには骨細胞
分化を誘導する様々な因子を用いることで、効
果的に未分化な細胞から骨芽細胞および骨細胞
へと分化誘導させる新たな手法を確立すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、未分化な細胞から骨細胞への分化誘導を行い、形態観察および分子生物学的アプ
ローチを用いて骨細胞への分化を評価する。 
以下に具体的な項目を挙げる。 
(1) マウス MC3T3-E1 細胞を、リン酸添加および低酸素状態下で三次元コラーゲンゲル培養を行
い、骨細胞へと分化誘導させる。 
(2) 上記培養法によって分化させた骨細胞の細胞骨格構造を、蛍光標識染色を用いて形態観察
を行う。さらに、骨細胞の分化マーカーを用いて細胞の分化度を評価する。 
 
(1)三次元コラーゲンゲル培養法を用いた骨細胞分化誘導法の確立 
(i) 三次元コラーゲンゲル培養 
 Ⅰ型コラーゲンを用いてゲルを作製し、マウス MC3T3-E1 細胞をコラーゲンゲル内に包埋して
三次元培養を行う。 
(ii) 石灰化促進 
 コラーゲンゲル内に包埋したマウス MC3T3-E1 細胞に対して、培地にリン酸溶液を添加し、さ
らに低酸素状態とする。これらの状況下で培養し、骨細胞への分化を促進させる。 
 
(2)三次元コラーゲンゲル培養法を用いて分化させた細胞の評価 
(i) 細胞の形態観察 
 分化した骨細胞の細胞骨格構造を観察するために、ファロイジンなどの蛍光標識試薬を用い
て、共焦点顕微鏡で観察する。 
 
(ii) 骨細胞分化マーカーによる確認 
 リアルタイム PCR 法を用いて骨細胞分化マーカーの発現を解析し、骨細胞へと分化している
ことを確認する。 
  
 
４．研究成果 
 
Ⅰ型コラーゲンを用いてゲルを作製し、骨原性細胞であるマウス MC3T3-E1 細胞をコラーゲンゲ



図 3. 骨細胞分化マーカーの発現 

図 2. 骨細胞様細胞の突起 

ル内に包埋あるいはコラーゲンゲ
ル上に播種して三次元的に培養し
た。培養液にはリン酸などの試薬を
添加した。分化誘導 7日目および 14
日目の細胞を、ファロイジン、DAPI
などの蛍光標識染色を用いて形態
観察を行ったところ、いずれにおい
ても細胞から突起が伸びている
ことが確認できた（図 2）。分化
誘導を行った細胞から mRNA を抽
出し、リアルタイム PCR 法を用い
て骨細胞分化マーカーの発現を
解析したところ、分化誘導により
これらの遺伝子発現が上昇して
いることがわかった（図 3）。こ
れらのことから、未分化な細胞を
分化誘導させることで骨細胞様

の細胞へと分化することが示唆された。 
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