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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨芽細胞から破骨細胞への分化調節機構の理解のため、マウスES細胞を
用いた骨芽細胞・骨細胞への分化誘導プロトコールを確立した。誘導した三次元骨芽細胞・骨細胞 と骨髄由来
細胞の共培養により、血球系細胞の破骨細胞分化を確認した。また、骨芽細胞の各分化段階における遺伝子発現
解析を通して、新たな破骨細胞支持細胞や、破骨細胞制御因子を探索した。以上、本研究によりin virto骨リモ
デリング確立に向けた洞察と、新規破骨細胞分化制御因子の候補因子が得られた。

研究成果の概要（英文）：To better understand molecular mechanisms underlying osteoblast-mediated 
osteoclast functions, we developed a three dimensional differentiation protocol to direct from mouse
 ES cells to osteoblasts and osteocytes. We confirmed that bone marrow-derived cells differentiated 
into osteoclasts under co-culture with the ES cells-directed osteoblasts and osteocytes. We further 
performed gene expression analysis in stepwise differentiation stages from the ES cells to 
osteoblasts and osteocytes in order to identify novel cell-populations and factors contributing to 
osteoclast differentiation. These results provided insights into establishments of in vitro bone 
remodeling model and candidates of factors regulating osteoclast differentiation.

研究分野： 骨代謝学

キーワード： 骨代謝　ES細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立したマウスES細胞の三次元分化誘導法は、骨芽細胞だけでなく骨細胞への分化誘導を可能にした。
これにより、骨芽細胞・骨細胞と破骨細胞のリモデリングをin vitroで再現できる可能性が示された。さらに本
研究で得られた新規破骨細胞制御因子の候補は、将来的に研究が進みその効果が実証された場合は、新たな骨疾
患治療薬の候補となる可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
正常な骨組織は、恒常的な骨形成・骨吸収のバランス調節によって骨リモデリング（骨改造）

が行われ、維持されている。骨形成は主に骨芽細胞により、骨吸収は破骨細胞により行われてい
るが、その細胞分化機構は、様々なシグナル分子と転写因子によって空間的・時間的に制御され
ている。骨芽細胞分化においては、骨格系前駆細胞を発端としヘッジホッグシグナルや Wnt シ
グナルなどが連続的にはたらくことで、骨芽細胞分化・成熟が精密に制御される。一方、破骨細
胞分化においては、単球・マクロファージに由来する破骨細胞の前駆細胞が、骨の微小環境にお
いて外部から様々な刺激を受けることにより破骨細胞に分化する。M-CSF（macrophagecolony-
stimulating factor）は，破骨細胞前駆細胞の形成と，その後の破骨細胞分化において必須であ
り、骨芽細胞が産生する膜結合型の分子である RANKL（receptor activator of NF-κB ligand）
は、破骨細胞分化・成熟において必須となる。 
これまで、RANKL を産生する細胞の主体は骨芽細胞であると考えられてきたが(Suda T. et 

al., Endocr. Rev. 1999)、骨細胞が産生する RANKL が破骨細胞の分化・成熟に大きく寄与して
いることが明らかになってきた(Nakashima T et al., Nat Med, 2011)。つまり、骨芽細胞、骨細
胞の分化段階に応じて RANKL の発現は異なる可能性が示唆されていた。しかし、シグナルの
制御を受けて短期間に遺伝子発現が制御される環境下において、異なる各ステージの骨芽細胞
を分離することは極めて困難である。加えて、たとえ分離できたとしても採取できる細胞数に限
度があることから、各ステージの骨芽細胞がどのような RANKL の発現制御機構を持つか、そ
れぞれの細胞が破骨細胞に対しどのような影響を与えているのかに関してはいまだ不明な点が
多く、骨修復過程において重要な分子はわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
これまで研究代表者および研究分担者らは、骨芽細胞において特異的に GFP を発現するマウ

ス ES 細胞 (2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞)を樹立し、低分子化合物のみを用いた効率的
な骨芽細胞分化誘導法を開発している (Kanke K et al. Stem Cell Reports, 2014)。そのため、
2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞と本誘導法を用いることにより、骨芽細胞のみを単離する
ことが可能であり、in vitro 及び in vivo の検証において骨芽細胞の持つ機能のみを確認する
ことが可能になると考えた。そこで本研究は、マウス ES 細胞の骨芽細胞分化誘導系を用い、骨
芽細胞－骨細胞分化系において、破骨細胞分化・成熟を正負に制御する新たなサブポピュレーシ
ョンを見出し、骨リモデリングにおいて重要な破骨細胞調節因子を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス ES細胞の骨芽細胞・骨細胞分化誘導系の確立 
 通常の細胞培養プレートに加え、アテノコラーゲンを用いた三次元培養を検討した。具体的に
は、マウス ES細胞を 105細胞/10 μLドロップ状に調整し、アテノコラーゲンに添加した。その
後、３時間培養インキュベーターに静置後、培養液を加えた。幹細胞の未分化性維持のため
Leukemia inhibitor factor(LIF)、GSK 阻害剤 CHIR99021(CHIR)および ERK/MEK シグナル抑制剤
PD0325901(PD)を使用した。また骨芽細胞・骨細胞分化誘導のため、ヘッジホッグシグナル阻害
剤 Cyclopamine、ヘッジホッグシグナル活性化剤 SAG および骨分化誘導剤 THを用いた。 
 
(2)骨芽細胞・骨細胞分化系譜における網羅的遺伝子発現解析 
マウス ES細胞から異なる期間培養後、totalRNA を抽出し、マイクロアレイ解析を行った。発現
変動遺伝子は、コントロール群と比較し２倍以上の発現変化を示し、複数の統計テストで有意性
を示した遺伝子群を抽出した。 
 
(3)骨芽細胞・骨細胞と破骨細胞の三次元共培養法 
８週齢マウスの脛骨・大腿骨より骨髄由来細胞を flush out により取り出し、実験に用いた。 
 
４．研究成果 
(1)マウス ES細胞の骨芽細胞・骨細胞分化誘導系の確立 
マウス ES 細胞の分化誘導法の検討の結果、アテノコラーゲンを用いた三次元培養により幹細胞
の多分化性の維持と骨細胞への分化誘導が可能になった。本三次元培養を用いた多分化性維持
培養下では、多分化性の維持に必要な Leukemia inhibitor factor(LIF)、CHIR99021(CHIR)およ
び PD032591(PD)の添加なしに、多分化性マーカー遺伝子の Nanog, Pou5f1 および Sox2 の発現が
維持されることが RT-qPCR 法により確認された。また、免疫組織学的解析の結果、NANOG に加え、
多分化性マーカーの SSEA1 タンパク質の発現が確認された。重要なことに、この時内胚葉分化マ
ーカーの Sox17、中胚葉分化マーカーの T、および外胚葉分化マーカーの Sox1 の発現は低くかっ
た。また、テラトーマ形成実験において、三胚葉由来組織が認められた。 
次に、三次元培養下で骨細胞への分化誘導が可能か検討するため、先行研究において確立した

骨芽細胞分化プロトコール(Kanke K et al. Stem Cell Reports, 2014)を基盤に、さらなる条
件検討を行った。その結果、骨芽細胞への分化誘導後、７日間 inducer なしに培養することで、
骨細胞まで分化することが判明した（図１）。本プロトコールを用いた二次元培養と三次元培養
において、遺伝子発現を RT-qPCR 法を用いて比較した。その結果、三次元培養により骨芽細胞中



期の分化マーカーである Ibsp だけでなく、骨細胞分化マーカーの Dmp1 や Sost の発現が有意に
上昇した。重要なことに、RANKL をコードする遺伝子 Tnfsf11 の発現も三次元培養により誘導が
亢進した。また、石灰化組織を染める von kossa 染色の結果、３次元培養組織において石灰化沈
着が確認された。以上より、従来の方法で取得可能であった、骨格系前駆細胞、前骨芽細胞、骨
芽細胞前駆細胞、および成熟骨芽細胞に加えて、新たに骨細胞への分化誘導法の確立が確認され
た。 

 
(2)骨芽細胞・骨細胞分化系譜における網羅的遺伝子発現解析 
マウス ES 細胞から骨芽細胞・骨細胞系譜への各細胞分化段階における網羅的遺伝子発現解析

を、マイクロアレイを用いて行った。これまでに確立した各分化段階（骨格系前駆細胞、前骨芽
細胞、骨芽細胞前駆細胞、成熟骨芽細胞および骨細胞）の細胞集団において、total RNA を回収
後、実験に用いた。その結果、骨芽細胞分化に伴いマーカー遺伝子（Col1a1, Runx2, Ibsp およ
び Sp7）の発現上昇が確認された。 
次に、Tnfsf11 の発現上昇が認められ

た成熟骨芽細胞の時期に注目し、その分
化段階において発現が有意に変化する
遺伝子群をバイオインフォマティクス
解析により同定した。その結果、615 個
の有意な発現上昇遺伝子と 551 個の有
意な発現減少遺伝子が認められた。これ
らの変動遺伝子群を用いた Gene 
ontology 解析の結果、Focal adhesion、
ECM-receptor interaction などを含む
複数のシグナルパスウェイの関与の可
能性が明らかになった（図２）。変動遺
伝子群には、シグナルパスウェイのリガ
ンド因子や、細胞外分泌タンパク質をコ
ードする遺伝子も含まれており、これらの遺伝子は、骨芽細胞成熟に伴いその発現が上昇し、破
骨細胞の分化を調整する可能性が示された。 
 
(3)骨芽細胞・骨細胞と破骨細胞の三次元共培養法の確立と新規因子の検証実験 
これまでに得られた新規
破骨細胞分化誘導因子の
機能を検証するため、骨芽
細胞・骨細胞と破骨細胞の
三次元共培養法の確立を
試みた。(1)で最適化した
プロトコールを用いて、マ
ウス ES 細胞由来三次元骨
組織を作製した。ここにマ
ウス骨髄由来血球系細胞
を共培養した。酒石酸抵抗
性酸性ホスファターゼ
（ Tartrate-Resistant 
Acid Phosphatase；TRAP）
染色の結果、TRAP 陽性の破骨細胞が確認された（図３）。 
 
以上より、本研究により確立された三次元培養系を用いることで骨芽細胞・骨細胞と破骨細胞

のカップリング機構が再現できる可能性が示された。現在、同定したシグナル因子の活性化剤お
よび細胞外分泌タンパク質を用いて、破骨細胞分化に対する効果の検証を進めている。本研究を
通して、新規破骨細胞制御因子の同定が期待される。 
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