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研究成果の概要（和文）：本研究は、多能性幹細胞（PSC）を用いて、骨微小環境を三次元的に再現する骨オル
ガノイドを作製するインビトロ培養系を確立し、ライブイメージングを用いて骨吸収と骨形成のカップリングに
おける細胞動態の可視化・観察を可能にするシステムの開発を目指した。PSCからの骨芽細胞/骨細胞誘導法を確
立し、それらを三次元培養することで骨様組織を作製する基盤技術を開発した。さらに、当該三次元培養におけ
る二光子励起顕微鏡を用いた細胞間相互作用の観察と定量化法の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop in vitro culture systems that recapitulated the 
three-dimensional bone microenvironment using pluripotent stem cells (PSCs) and live imaging methods
 that enabled to visualize cellular dynamics underlying coupling of bone resorption and formation in
 the culture systems. We have established a protocol for directing PSCs toward osteoblasts and 
osteocytes, and developed methods to generate bone-like tissues by culturing the PSC-derived cells 
in a three-dimensional manner. We have also developed a platform for observation and quantification 
of cellular interaction in the three-dimensional culture using two-photon microscopes.

研究分野： 骨軟骨生物学、幹細胞生物学

キーワード： 骨代謝

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体骨組織の骨リモデリングにおける個々の細胞機能の改善や調節ではなく、複数の細胞種からなる骨微小環境
そのものを標的とした骨代謝回転の改善は、骨粗鬆症治療に資するものと考えられる。そのためには特にヒトに
おけるカップリング機構の正しい理解が必須であり、その解析を可能とする研究システムの開発が急務である。
したがって、本研究で得られた成果は、ヒト多能性幹細胞を用いて、骨微小環境を三次元的に再現するヒト骨オ
ルガノイドを作製し、ライブイメージング技術によって、カップリングにおける細胞動態の可視化・観察を可能
にするシステムの開発につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
成体の骨組織は、骨基質の吸収と形成が時間的・空間的に協調して起こることで常に再構築さ

れ、形態と機能の恒常性を維持している。骨組織の形成と維持に関わる細胞要素（骨芽細胞・骨
細胞・破骨細胞）の分化機構と個々の機能については多くの知見が集積している。その結果、破
骨細胞と骨芽細胞/骨細胞それぞれの分化制御シグナル分子を標的とした抗体医薬（Denosumab、
Romosozumab）が骨粗鬆症治療薬として開発され、当該学問分野全体のこれまでの研究成果が実
を結びつつある。このような状況にある今こそ、次世代の骨生物学・代謝学が目指す新たな方向
性を考える時期であると考えられる。 

生体の骨組織は上記の 3 つの細胞要素の機能的連関による正常な骨リモデリングによって維
持され、その破綻は骨粗鬆症をきたす。個々の細胞機能の改善や調節ではなく、複数の細胞種か
らなる骨微小環境そのものを標的とした骨代謝回転の改善は、次世代の骨粗鬆症治療薬が目指
すべきゴールと考えられる。そのためには特にヒトにおけるカップリング機構の正しい理解が
必須であり、その解析を可能とする研究システムの開発が急務である。 
研究代表者らは、組織の正常な発生・維持過程の正しい理解が組織再生・修復療法の開発につ

ながると考え、骨格形成を制御するシグナルの作動様式や遺伝子発現機構の研究と幹細胞を用
いた骨格系細胞の分化モデリング法の開発に一貫して取り組んできた。ヘッジホッグシグナル
による骨芽細胞運命決定機構(1-4)、マウス胚性幹細胞（ES 細胞）の多能性・分化制御における Wnt
シグナルの作動様式に関する知見(5)、骨形成性低分子化合物に関する知見(6)を統合し、defined な
条件（無血清）で多能性幹細胞から骨芽細胞を誘導するプロトコールを開発した(7)。この手法を
三次元培養系へと広げ、三次元骨様組織を形成する手法の開発に至った(8)。 
以上の研究成果と上述の当該研究分野の現状を鑑みて、これらの知見を活用・発展させること

で、研究代表者らの研究は次のステップへ進む段階であると考えた。そこで、多能性幹細胞
（pluripotent stem cells: PSCs）を用いて、骨微小環境を三次元的に再現する骨オルガノイドを作
製し、ライブイメージング技術と組み合わせることで、カップリングにおける細胞動態の可視
化・観察を可能にするシステムの開発を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、多能性幹細胞（PSC）を用いて、骨微小環境を三次元的に再現する骨オルガノイド

を作製するインビトロ培養系を確立し、ライブイメージングを用いてカップリングにおける細
胞動態の可視化・観察を可能にするシステムの開発を目指した。以下の 3 つのサブテーマを設け
た： 
（1）PSCからの骨芽細胞/骨細胞・破骨前駆細胞誘導法の確立 
（2）PSC由来骨芽細胞/骨細胞・破骨前駆細胞と三次元担体を用いた三次元骨様組織（骨オルガ
ノイド）の構築による骨微小環境の再現 
（3）PSC由来骨オルガノイドのイメージングによる動的解析系の確立 
 
３．研究の方法 
（1）PSCからの骨芽細胞/骨細胞・破骨細胞前駆細胞誘導法の確立 

研究代表者らは、defined な条件で多能性幹細胞から骨芽細胞を形成する手法をすでに開発し
ていた(7)。そこで、本法において、誘導因子の種類、濃度、処理期間の検討を通じて誘導条件の
最適化を行い、ヒト iPS 細胞（hiPSC）を高効率に成熟骨芽細胞へ誘導する手法の確立を試みた。
RT-qPCR による分化マーカー遺伝子の発現検討、von Kossa 染色による基質の石灰化の検討を中
心に分化状態を判定した。さらに、骨芽細胞特異的に活性化する I 型コラーゲンプロモーター2.3 
kb 断片（Col2.3）の制御下に赤色蛍光蛋白質を発現する Col2.3RFP-hiPSC を用いることで、RFP
発現も指標に分化系の最適化を行った。破骨前駆細胞に関しては、既報の方法を中心に検討する
こととした。 
（2）PSC由来骨芽細胞/骨細胞・破骨細胞前駆細胞と三次元担体を用いた三次元骨様組織（骨オ
ルガノイド）の構築による骨微小環境の再現 

（1）で作製した PSC 由来骨芽細胞/骨細胞・破骨前駆細胞をアテロコラーゲンスポンジやコ
ラーゲンペプチドスポンジ等の三次元担体に播種する。播種条件、播種後の培養期間、培地に加
える誘導因子の検討を行い、三次元骨様組織（骨オルガノイド）を誘導する条件の最適化を試み
た。判定においては、分化に応じて蛍光蛋白質を発現する細胞を用いるとともに、RT-qPCR によ
って分化マーカー遺伝子の発現の検討を行った。また、骨芽細胞誘導においては von Kossa 染色
による基質の石灰化の検討を、破骨細胞誘導においては TRAP 染色も併用した。 
（3）PSC由来骨オルガノイドのイメージングによる動的解析系の確立 
 （2）で作製した骨オルガノイドを二光子励起顕微鏡で経時的に観察することでカップリング
の動的解析が可能な系の確立を目指した。骨基質蛋白質あるいは担体に存在するコラーゲンを
第二次高調波発生（second harmonic generation: SHG）で可視化し、骨芽細胞と破骨細胞前駆細胞
をそれぞれ異なる蛍光で可視化する。骨芽細胞と破骨細胞の動態と相互作用を、骨基質の吸収と
形成と併せて経時的に観察し、定量化する手法の開発に取り組んだ。 



 
 
４．研究成果 
（1）多能性幹細胞（PSC）からの骨芽細胞/骨細胞・破骨細胞前駆細胞誘導法の確立 
①骨芽細胞/骨細胞誘導法 
研究代表者の大庭と研究分担者

の北條がすでに報告していたマウ
スおよびヒト多能性幹細胞の骨芽
細胞誘導法(7)を起点にし、ヒト多能
性幹細胞からより効率的に骨芽細
胞および骨細胞を誘導する方法の
開発を行った。無血清、無フィーダ
ー細胞の defined な培養方法の確立
を目指した。まず、維持培養系を
defined な条件で行うため、ビトロネ
クチンコートを施した培養皿と無
血清培地を用いた Essential 8 システ
ム(9)にヒト iPS 細胞を馴化させ、維
持した。 
続いて、中胚葉形成を介して骨芽

細胞を誘導する既報の手法をもとに、各ステップの最適化を図った。その結果、「3 日間の中胚
葉誘導期→7 日間の骨芽細胞前駆細胞誘導期→4 日間の骨芽細胞誘導期→7 日間以上の成熟誘導
期」からなるプロトコールを開発した（図 1）。中胚葉誘導では、DMEM/F12 培地に B27 サプリ
メント、ITS+1、MEM non-essential amino acids、2-Mercaptoethanol を加えたものを基礎培地
（B27+ITS 培地）とし、GSK3 阻害剤である CHIR99021 とヘッジホッグシグナル阻害剤である
サイクロパミンの存在下で培養する。次に、B27+ITS 培地にアスコルビン酸リン酸、β-グリセロ
リン酸、デキサメサゾン、FGF-2 を加えた基礎培地に変え、骨芽細胞前駆細胞誘導ではヘッジホ
ッグシグナル活性化剤である SAG と骨形成性低分子 TH(6)の存在下で、骨芽細胞誘導では TH と
CHIR99021 の存在下で、成熟誘導期では基礎培地のみで培養する。本法でヒト iPS 細胞を培養す
ると、RUNX2、COL1A1、SP7、BGLAPといった骨芽細胞マーカー遺伝子の発現上昇と石灰化が
誘導された（図 1）。また、骨芽細胞特異的に活性化する I 型コラーゲンプロモーター2.3 kb 断片
（Col2.3）の制御下に赤色蛍光蛋白質を発現する Col2.3RFP-hiPSC を本法に従って培養し、赤色
蛍光の誘導を確認した。FACS による各種マーカーを発現する細胞の定量化によっても骨芽細胞
様細胞の形成を確認した。 

次に、B27+ITS 培地に加えていた
蛋白質を全てヒト由来のものに変
えることで、異種由来の動物を含ま
ないゼノフリーの培養系とした。ゼ
ノフリーの培養系において、
Col2.3RFP-hiPSC を培養すると、赤
色蛍光の発現を認めた（図 2）。また、
骨芽細胞マーカー遺伝子（RUNX2、
COL1A1、SP7、BGLAP）のほか、骨
細胞マーカー遺伝子（DMP1、SOST）
の発現上昇を確認した（図 2）。 
最後に、本誘導系が 3 次元培養系

においても有効であることを確認
するために、中胚葉誘導までを 2 次
元培養で行ったのち、ヒト I 型コラ
ーゲンペプチドスポンジ上で骨芽
細胞誘導を行った。その結果、三次元培養であっても骨芽細胞マーカー遺伝子の発現上昇と基質
産生を確認した。以上の一連の結果を、日本再生医療学会の公式雑誌である Regenerative Therapy
誌に発表した(10)。 
②破骨細胞前駆細胞誘導法 

既報の 3 種の方法について予備検討を行い、Chen らの方法(11)を採用することとした。その結
果、ヒト iPS 細胞において、胚葉体形成による中胚葉誘導を通じて骨髄単球系細胞を誘導できる
ことを確認した。①で作製した細胞と組み合わせることで骨芽細胞/骨細胞と骨髄単球系細胞の
相互作用を誘導できると考えられた。 
 
（2）PSC由来骨芽細胞/骨細胞・破骨細胞前駆細胞と三次元担体を用いた三次元骨様組織（骨オ
ルガノイド）の構築による骨微小環境の再現 
（3）PSC由来骨オルガノイドのイメージングによる動的解析系の確立 

研究分担者の疋田は、マウス初代骨芽細胞と骨髄細胞の二次元共存培養系において骨リモデ



リングを再現し、二光子励起顕微鏡を用いた細胞動態の経時的な可視化に成功していた(12)。そこ
で、本観察系を活用し、PSC 由来細胞で作製した骨オルガノイドを二光子励起顕微鏡で経時的に
観察することでカップリングの動的解析が可能な系の確立を目指した。 
基礎検討として、マウス PSC 由来骨芽細胞とマウス骨髄細胞の三次元共存培養系において、

観察条件と定量化の方法を検索した。まず、骨芽細胞特異的に活性化する I 型コラーゲンプロモ
ーター2.3 kb 断片（Col2.3）の制御下に緑色蛍光蛋白質を発現するマウス ES 細胞（Col2.3GFP-
mESC）(7)をアテロコラーゲンスポンジに播種し、既報の方法(8)で骨芽細胞に誘導した。本法にお
いては、骨芽細胞が誘導されるのみならず、一部の細胞が DMP1 陽性の骨細胞様細胞となって
いることが確認された。次に、Rank-Cre;Rosa26-tdTomato マウスから採取した骨髄細胞の三次元
培養によって、破骨細胞形成を誘導できるかを検討した。アテロコラーゲンスポンジにある一定
の濃度で播種後、M-CSF および RANKL 存在下
で 5 日間培養すると、TRAP と Cathepsin K の
mRNA 発現が誘導されるとともに、赤色蛍光を認
めた。また、TRAP 陽性細胞の存在も染色により
確認した。以上より、前駆細胞の三次元培養によ
っても破骨細胞形成を誘導できると考えられた。 
 上記の結果をふまえ、マウス PSC 由来骨芽細
胞とマウス骨髄細胞の三次元共存培養系の二光
子励起顕微鏡を用いた観察に取り組んだ。アテロ
コラーゲンスポンジ中で Col2.3GFP-mESC を骨
芽細胞へ誘導したところへ、Rank-Cre;Rosa26-
tdTomato マウス骨髄細胞を播種し、さらに 7 日間
の培養を行った。共存培養の期間中、二光子励起
顕微鏡を用い、第二次高調波発生（SHG）により
可視化したコラーゲン、骨芽細胞が発現する GFP および骨髄細胞～破骨細胞が発現する
tdTomato を経時的に観察した。その結果、GFP 陽性の骨芽細胞様細胞と tdTomato 陽性の破骨細
胞様細胞が相互に作用する様子を捉えることが可能であった（図 3）。さらに、経時的に同一箇
所を観察し、各細胞とコラーゲンが占める容積を画像ソフトによって定量化することで、時空間
的な遷移を追跡することが可能であった。 

以上の基礎データをもとに、ヒト多能性幹細胞由来細胞を用いた観察系への展開を試みてい
る。具体的には、（1）で開発した手法によりヒト多能性幹細胞から作製した骨芽細胞様細胞と破
骨細胞様細胞を、（2）で最適化した三次元共存培養系で培養する手法の最適化、さらに（3）の
観察系を応用するための検討が進行中である。本研究で得られた成果は、ヒト多能性幹細胞を用
いて、骨微小環境を三次元的に再現するヒト骨オルガノイドを作製し、ライブイメージング技術
によって、カップリングにおける細胞動態の可視化・観察を可能にするシステムの開発につなが
ることが期待される。 
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