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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、再生医療の３本柱である「細胞源・足場・シグナル」のうち、シグナル・足

場を改善し、細胞移植を補強あるいは代替する新しい骨再生システムを開発することである。

次世代型のナノ送達システムと生体材料により、周囲の細胞において骨形成性細胞内シグナル

を活性化させることで、細胞を移植することなく骨再生を誘導することに成功した。併せて三

次元造形法による患部適合型人工骨の作製法を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
This study aims to develop a novel bone regeneration system which helps or substitutes 
for cell transplantation. Among three pillars for regenerative medicine, we tried to 
improve two factors: “signal” and “scaffold”. The combined use of nano-carriers and 
biomaterials induced the activation of osteogenic signal in cells around bone defect sites, 
which enabled bone regeneration without cell transplantation. In addition, we developed 
a technique for three-dimensional imaging followed by rapid prototyping to generate 
tailor-made artificial bone that fitted into defect sites. 
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１．研究開始当初の背景 

従来、不可逆性の骨欠損・変形に対しては

主に骨移植あるいは人工物による修復が行

われてきた。しかし、骨移植はドナー不足・

侵襲・免疫拒絶が大きな問題であり、人工物
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は安全性・耐久性・機能性において未だ骨組

織に务るため、共に限界が見え始めている。

すなわち、不可逆性臓器不全の治療に関して

は、量（ドナー数）と質（安全性・耐久性・

機能性）という多くの場合相反する 2つの要

件を満足させることが最重要課題である。 

こうした問題を解決するため、組織工学の

手法を利用した再生医療が脚光を浴びてい

る。再生医療に重要な要素として、1993年に

Vacanti らが指摘した「細胞源・足場・シグ

ナル」が挙げられる(Science 260:920-926, 

1993)。近年の骨再生医療においては、成体

幹細胞や胚性幹細胞（ES 細胞）などの幹細胞

を細胞源とし、生分解性の足場材料と組み合

わせてこれらを骨欠損・変形部へ移植する細

胞移植の有効性が示されている(Cell Prolif 

37:97-110, 2004; Clin Orthop Relat Res 

395:11-22, 2002)。しかしながら、細胞移植

には量・コスト・安全性の問題があり、骨再

生医療における細胞以外の２要素（シグナ

ル・足場）を根本的に改善して、細胞移植を

補強あるいは代替する新しい骨再生システ

ムを開発することが今後の骨再生医療の発

展のために重要であると考えられる。以上の

ことから骨形成性シグナルを最適化し、その

ようなシグナルの作動物質を足場から徐放

することが解決策として考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、骨形成性シグナルを最適

化し、ナノ送達システムを利用して足場に組

み込んで、骨欠損・変形部のホスト細胞にお

いて安全かつ効果的にそれらを活性化させ、

細胞移植を行うことなく骨再生を誘導する

基盤技術を開発することである。具体的には

以下の４点を計画した。 

１）非幹細胞における骨形成シグナルの最適

化とその分子メカニズムの解析 

２）ナノ送達システムを用いた遺伝子・核

酸・薬剤のインビボ導入法の確立 

３）自在に内部構造を制御し、物質を立体的

に配置できる三次元造形法の開発 

４）局所でホスト細胞を分化誘導する骨再生

誘導型インプラントの作製と動物実験によ

る検証・臨床研究の準備 

 

 

３．研究の方法 

１）非幹細胞における骨形成シグナルの最適

化とその分子メカニズムの解析 

スクリーニングシステムの構築： 

骨芽細胞特異的に発現する I型コラーゲン

遺伝子プロモーター断片の下流にクラゲの

発光蛋白（GFP）を付けたトランスジーン

（Col1a1GFP）をもつ動物をすでに保有して

いる。この動物においては、骨分化した細胞

のみが蛍光を発するため、各組織からプライ

マリー細胞を単離することによって骨分化

の細胞センサーとして用いることができる。

さらに、前骨芽細胞株である MC3T3-E1 細胞

に、Col1a1GFP をレトロウイルスに組み込ん

で感染導入した株を数ライン樹立する。 

遺伝子・siRNA・低分子化合物のスクリーニ

ング： 

上記細胞に、骨形成にかかわる代表的なシ

グナルである BMP、Hh、Wnt、Runx2、IGF、Osx

等を刺激あるいは抑制する因子を発現する

アデノウイルスを系統的網羅的に組み合わ

せて投与し、その蛍光発現を蛍光顕微鏡下で

観察する。また、BMPのインヒビター（Smad6、

Nogginなど）や Runx2のインヒビター（Stat1、

Twist など）等の骨分化抑制性遺伝子を抑制

する siRNA の組み合わせも検討する。さらに

骨誘導能をもつ天然低分子化合物のスクリ

ーニングを行う。我々が保有する植物由来の

精製天然低分子化合物を 2500 種についてス

クリーニングを行う。臨床的な意義を考慮し

て、血清非存在下で短期間（一週間以内）に

複数の非幹細胞に蛍光誘導したものを陽性

と判定することとする。蛍光が観察された場

合は、骨芽細胞に特徴的な遺伝子の発現をリ

アルタイム RT-PCR で解析するとともに骨基

質の産生を von Kossa 染色で解析し、蛍光発

現との相関を確認する。 

分子機序の解明： 

骨形成シグナルの最適化・骨形成性低分子

化合物の同定に成功した場合、その分子機序

をより詳細に解明する。BMP と Runx2 シグナ

ルは骨形成にとりわけ重要性が高い因子な

ので、これらの因子への影響を中心に解析を

進める。 

 

２）ナノ送達システムを用いた遺伝子・核

酸・薬剤のインビボ導入法の確立 

ナノ送達システムの基本骨格としては、既

に我々のグループから多くの報告を出して

いるポリエチレングリコール－ポリカチオ

ンブロック共重合体（PEG-DET）による高分

子ミセル技術を用いる。この共重合体を、人

工骨の足場素材として用いる予定である

-TCPと混合して、インビトロでのミセルの

徐放性と骨分化誘導能、インビボでマウスに

作製した骨欠損部に埋植した際の骨形成能

を評価する。遺伝子の導入効率については骨

欠損部の組織切片における免疫染色で評価



 

 

する。ルシフェラーゼ発光は保有する In Vivo 

Imaging System を用いて検出し、動物を安楽

殺することなく経時的に発現量を評価する。 

 

３）自在に内部構造を制御し、物質を立体的

に配置できる三次元造形法の開発 

インクジェット式による粉体 α-TCP 造形法

の開発： 

インクジェット式積層造形装置のインク

ヘッドからコンドロイチン硫酸ナトリウム

水溶液を粉体の未焼結-TCP に噴射し硬化

（水和反応）させることにより、外部構造の

みならず内部構造を制御した３次元足場素

材の開発を行う。患者の骨欠損・変形部の CT

データを画像処理ソフト Mimics（マテリアラ

イズ社製）に取り込み立体造形用フォーマッ

ト（STL フォーマット）に変換する。続いて

STL フォーマットを画像編集ソフト Magics

（マテリアライズ社製）に取り込み、骨欠

損・変形部の 3次元形状を描出し、また再生

を促進するような導管構造等を新たに付与

する。このデータをインクジェット式積層造

形装置 Z406 3D Printer（DICO社製）に出力

し、編集した 3次元形状と一致した人工骨を

作製する。作製した人工骨に関しては、その

強度（圧縮強度）と造形精度を評価する。他

の人工骨を参考に圧縮強度 10 MPa 以上、精

度 1 mm 以下をベンチマークとし、コンドロ

イチン硫酸ナトリウム水溶液の濃度・噴射量、

-TCP 粉体の粒径の最適化を行う。 

 

 

４．研究成果 

１）非幹細胞における骨形成シグナルの最適

化とその分子メカニズムの解析（FASEB J 
21(8), 1777-1787, 2007; Biochem Biophys 
Res Commun  357(4): 854-860, 2007; 

Biochem Biophys Res Commun, 376(2): 375-9, 
2008等） 

 従来から強力な骨形成因子として報告さ

れている BMP・Hh・Wnt・Runx2・IGF-1 シグ

ナルに着目した。これらのシグナルを活性化

あるいは抑制する遺伝子を組み込んだアデ

ノウィルスベクターを作製し、その全組合せ

を Col1GFP-ES細胞に導入して、GFP の蛍光発

色を指標に、1 週間以内に骨芽細胞分化を誘

導するシグナルのスクリーニングを行った。

その結果、BMP シグナルとシグナルを活性化

した組合せ（caALK6+Runx2）が、1 週間以内

に骨芽細胞分化を誘導する最小の組合せで

あった。caALK6+Runx2 は、ES 細胞やヒト骨

髄間質系幹細胞等の幹細胞においてのみな

らず、マウス線維芽細胞・ヒト上皮系細胞株

等の終末分化成体細胞においても、オステオ

カルシン・アルカリフォスファターゼ・骨シ

アロ蛋白といった骨芽細胞分化マーカー遺

伝子の著しい発現上昇及び石灰化を 10 日以

内に誘導した。また、BMP シグナルと Runx2

は、Cbfb の安定化、Runx2-Cbfb 複合体の形

成促進、及び標的遺伝子プロモーター上への

Runx2-Cbfb複合体の誘導を介して、骨形成に

おける最小十分シグナルユニットとしては

たらくことが示唆された。 

 さらに、骨形成性低分子化合物として、新

たに、新たに 4-(4-methoxyphenyl)pyrido 

[4’,3’:4,5]thieno[2,3-b]pyridine-2-ca

rboxamide（TH）と、イソフラボン誘導体を

同定した。TH は組換えヒト BMP2 と組み合わ

せて投与することで、皮膚線維芽細胞におい

ても骨芽細胞マーカーと石灰化を誘導する

ことが確認された。 

 

２）ナノ送達システムを用いた遺伝子・核

酸・薬剤のインビボ導入法の確立（Mol Ther 
15(9), 1655-1662, 2007） 

まず、遺伝子導入用高分子ナノミセル複合
体を人工骨の足場素材として用いる予定で
ある-TCP と混合した際に、ミセルが効率的
に徐放するかという点を検討した。ルシフェ
ラーゼ遺伝子を発現するプラスミドを含む
-TCP からプラスミドが徐放し、周囲の細胞
において導入遺伝子が発現されることを、リ
アルタイム RT-PCR および、In Vivo Imaging 
System を用いて検出できた。 

研究成果１）により明らかとなった骨形成
性シグナルの組み合わせを活性化する遺伝
子（caALK6, Runx2）の発現プラスミドを作
製した（pCMV-caALK6, pCMV-Runx2）。次に 
PEG-DET とこれらのプラスミドから、遺伝子
導入用高分子ナノミセル複合体を形成させ
た。高分子ナノミセル複合体と-TCP と混合
し、ミセルによる骨分化誘導能を初代骨芽細
胞前駆細胞を用いて、インビトロで検討した。
その結果、高分子ナノミセル複合体は-TCP
より徐放され、骨形成性遺伝子の発現を伴う
効率的な骨芽細胞分化を効率的に誘導する
ことが明らかとなった。 
 最後に、上記の骨形成性遺伝子を含む高分
子ナノミセル複合体と-TCP を混合した骨形
成性インプラントを、マウス頭蓋部に形成し
た臨界骨欠損モデルに移植し、その骨再生誘
導能を検討した。その結果、このインプラン
ト体は移植後一カ月で骨再生を誘導できる
ことが確認された。また、骨欠損部周囲にお
いて、外来性導入された遺伝子の発現も確認
された。 
 
３）自在に内部構造を制御し、物質を立体的



 

 

に配置できる三次元造形法の開発（J Artif 
Organs 12(4):274-74, 2009; J Artif Organs 
12(3):200-5, 2009; Asian J Oral 
Maxillofac Surg, in press 等） 
 内部構造を有する人工骨を自在に作製す
る三次元造形法の開発にあたっては、ビーグ
ル犬の頭蓋骨に作製した 15 mm x 15 mm の骨
欠損モデルを使用した。３次元 CT 撮影によ
って得られた骨欠損部の形状データを CADに
変換し、CAD データに基づいてインクジェッ
ト式積層造形装置により-TCP 人工骨を作製
した。作製にあたって、直径 2 mm のマクロ
連通孔を水平方向に３本ずつ２方向に付与
し、さらに同サイズの連通孔を垂直方向に５
本付与した。つまり、９本の連通孔を内部構
造として有する人工骨を、骨欠損部に合った
形状で作製した（下図）。 

 作製した人工骨は、ビーグル犬 6 匹の頭蓋
骨に作製された骨欠損形状に合わせてそれ
ぞれ作製され、移植された。術後、24週にわ
たって人工骨周囲及び内部の骨形成が観察
され、術後 24 週の組織学的解析も併せて行
われた。その結果、造形された人工骨群では
術後 16 週から、人工骨と欠損部断端との間
に骨架橋が認められたのに対し、コントロー
ル群では骨架橋は認められなかった。また、
組織学的検討より連通孔は骨基質たんぱく
であるコラーゲン組織で満たされ、新生骨が
形成されていることが明らかとなった。 
 

４）まとめ・今後の展望 

 次世代型のナノ送達システムと生体材料

により、周囲の細胞において骨形成性細胞内

シグナルを活性化させることで、細胞を移植

することなく骨再生を誘導することに成功

した。併せて三次元造形法による患部適合型

人工骨の作製法を開発した。したがって、「細

胞移植を用いない新規骨再生インプラント

の基盤技術の開発」という本研究の目標は達

成されたものと考えられる。臨床応用を考え

た場合、３次元造形法のさらなる改良や、成

長因子・骨形成性低分子化合物の利用を含め

た検討も今後必要であると考えている。引き

続き実用化に向けた研究を行っていきたい

と考えている。 
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