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研究成果の概要（和文）：骨細胞は、骨代謝の中心的役割を果たしていると考えられているにも関わらず、科学
的知見は乏しい。本研究は、骨細胞分化に必須の転写因子を同定し、これらを用いた新規骨細胞分化誘導法を確
立することを目的とした。
骨細胞特異的に標識したマウスの頭蓋冠から採取した初代培養骨細胞と骨芽細胞を用いて培養したところ、骨細
胞と骨芽細胞の共培養群では単独培養群と比較して、骨梁様の構造を伴う著しい石灰化を認めた。さらに、三次
元培養では高い石灰化を示した。本研究により、骨細胞の分化において骨細胞と骨芽細胞の相互作用が関与して
いることが明らかとなり、骨細胞の分化に必須の転写因子を探索する新たな手掛かりが見つかった。

研究成果の概要（英文）：Although osteocytes play an important role in bone metabolism, there are 
little scientific findings about osteocytes. In our study, we aimed to identify transcription 
factors which are vital for the differentiation into osteocytes and establish a novel method for 
differentiating and inducing osteocyte using these transcription factors.
We isolated primary mouse calvarial cells, which consist of osteocytes and osteoblasts, from the 
transgenic mice. A mixed culture group of osteocytes and osteoblasts showed remarkable 
mineralization with the formation of the trabecular structures compared with single cultures. In the
 mixed culture group with three-dimensional cell culture, high mineral deposition was also obtained.
In this study, we revealed that the interaction between osteocytes and osteoblasts had influenced 
the differentiation into osteocytes and found a new clue for identification of transcription 
factors.
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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多数行われており、骨細胞の単離や骨細胞分化系の確立に向けた取り組み
がなされてきたが、骨細胞は依然として未解明な謎を秘めた細胞である。本研究では、骨細胞の分化において骨
細胞と骨芽細胞の相互作用が関与していることが明らかとなり、骨細胞の分化に必須の転写因子を探索する新た
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、骨再生治療や骨移植治療におい
て、骨細胞と骨芽細胞の相互作用を応用することで、骨形成を著しく促進できる可能性が示され、今後の骨代謝
疾患への応用が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
骨細胞への分化は未分化間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化に始まる。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、骨基質はやがて石灰化される。この基質の中に
埋もれた一部の骨芽細胞が骨細胞となる。骨基質に埋没した骨細胞は、骨組織を構成する細胞の
大多数を占め、骨代謝の中心的役割を果たしていると考えられているにも関わらず、科学的知見
は乏しい。その理由は、骨という硬組織そのものが研究の障壁となり、骨細胞にアプローチする
困難さが、その機能や分化メカニズムの解明を阻んできたからである。一方で、形態的特徴に関
しては解析が進んでおり、神経細胞様の多数の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ていることが知られている。この特異的な形態を足掛かりに、今日では細
胞間ネットワークが骨に対するメカニカルストレスやホルモン・サイトカインなどの感受・応答
を可能にしていることが知られ、このバランスが破綻することで様々な骨疾患に繋がることま
で明らかになってきている。すなわち、骨細胞は骨量の調節による骨の恒常性制御の主役であり、
骨代謝における細胞間のコミュニケーションネットワークを担っていると考えられている 
(Bonewald. J. Musculoskelet Neuronal Interact. 2005)が、依然として未解明な謎を秘めた細胞
である。 
これまでにも、骨細胞の単離や骨細胞分化系の確立に向けた取り組みが行われてきた。なかでも
未分化間葉系幹細胞を骨芽細胞および骨細胞へと分化させる分化誘導系について、様々な条件
が試行されてきた。研究代表者は、2015年度の基盤研究(C)により MC3T3-E1細胞の三次元培
養を行い、そこへリン酸添加や低酸素条件は元より、さらに別の骨細胞分化誘導因子を作用させ
ることで、効果的に未分化幼若骨芽細胞を骨芽細胞および骨細胞へと分化誘導させる新たな手
法を検討した。 
 現在、骨細胞特異的に発現する遺伝子が複数同定されており、骨細胞の分化マーカーとして利
用されている。しかし、これらマーカー遺伝子の発現にいたる骨細胞分化に必須な転写因子は未
だ解明されていない。一方、その端緒を開くべく研究代表者はすでにマイクロアレイを用いた骨
細胞の分化に関わる遺伝子発現解析データを入手しており、骨細胞に有意に発現上昇を認める
転写因子の情報を得ていた。一方、軟骨細胞や骨芽細胞ではこれらの細胞分化に決定的な転写因
子が既に同定されており、近年それら細胞特異的転写因子の発現誘導を利用した軟骨細胞や骨
芽細胞への分化誘導法が報告されている。これにより、従来コストや時間の問題から困難とされ
ていた患者由来細胞からの軟骨細胞や骨芽細胞の誘導が可能となり、軟骨や骨の再生医療への
応用が強く期待されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、研究代表者が検討したMC3T3-E1細胞ならびに IDG-SW3細胞を用いた新規三次元
骨細胞分化誘導培養法を応用して、骨細胞の分化に必須の転写因子を同定し、さらにこれらの転
写因子を用いた新規骨細胞分化誘導法を確立することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
実験①IDG-SW3 の骨細胞分化能の検証 
IDG-SW3 を培養し、3日毎に分化誘導因子（アスコルビン酸、β-グリセロリン酸、デキサメタゾ
ン）を添加した培地の交換を行い、蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。また、リアルタイム PCR
法により骨細胞特異的分化マーカー（Dmp1, Sost）の発現の解析を行った。 
 
実験②初代培養骨細胞と骨芽細胞を用いた骨細胞への分化誘導 
Dmp1 プロモーターにおいて緑色蛍光タンパク（GFP）を発現するトランスジェニックマウス
（Dmp1-GFP マウス）の頭蓋冠から細胞を採取し、蛍光活性化セルソーティング（FACS）を用い
て GFP 陽性細胞と GFP 陰性細胞に分離した後、培養を行い、蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。
骨細胞への分化誘導は、培養液中に分化誘導因子（アスコルビン酸、β-グリセロリン酸、デキ
サメタゾン）を添加した。 
 
実験③骨細胞と骨芽細胞の相互作用についての検討 
初代培養の骨細胞と骨芽細胞の培養において、骨細胞の培養上清を用いたコンディションメデ
ィウムで骨芽細胞を培養し、アリザリン染色を行った。さらに、初代培養骨細胞と骨芽細胞を混
和したフィブリンゲルを使用して三次元培養を行い、Von Kossa 染色を行った。 
 



 
４．研究成果 
 
最初に、MC3T3-E1細胞だけでなく、IDG-SW3細胞の培養に新規三次元骨細胞分化誘導培養法
を応用し、骨細胞への分化能を検討した。IDG-SW3に分化誘導因子を添加し培養した細胞群で
は、対照群と比較して、石灰化の亢進、骨細胞特異的分化マーカーである Dmp1および Sostの
遺伝子発現の上昇、Dmp1 promoter に依存的な GFPの高い発現を認め、骨細胞への分化が確
認できた。これらのことから、IDG-SW3細胞を用いた新規三次元骨細胞分化誘導培養法を応用
した培養実験の有用性が示された。 
次に、骨細胞特異的に標識した Dmp1-GFPマウスの頭蓋冠から採取した初代培養骨細胞と骨芽
細胞を用いて培養した。単独培養群では、培養 10日後において石灰化は認められず、19日後に
石灰化がわずかに認められたが、GFP の発現はほとんど認められなかった。一方、骨細胞と骨
芽細胞の共培養群では、培養 10日後において石灰化が認められ、GFPの発現が上昇していた。
19 日後には骨梁様構造を伴う著しい石灰化形成を認め、さらに同部位に GFP 発現細胞の集積
を認めた（図１、２）。これらのことから、骨細胞の分化において骨細胞と骨芽細胞の相互作用
が関与している可能性が考えられた。 
さらに骨細胞と骨芽細胞の相互作用を確認するために、骨細胞の培養上清を用いたコンディシ
ョンメディウムで骨芽細胞を培養した結果、骨芽細胞の分化や石灰化が有意に促進した。次に、
三次元培養を行ったところ、骨細胞単独培養群と比較して、骨細胞と骨芽細胞の共培養群では高
い石灰化を示した。本研究により、骨細胞の分化において骨細胞と骨芽細胞の相互作用が関与し
ていることが明らかとなり、骨細胞の分化に必須の転写因子を探索する新たな手掛かりが見つ
かった。 
 

 

図２：初代培養骨細胞と骨芽細胞の培養により、石灰化が亢進し骨梁構造に類似し
た石灰化物が形成された。アリザリン染色部位の中には多数の GFP 陽性細胞が認め
られ、DAPI 染色ではアリザリン染色部位の外縁に多数の GFP 陰性細胞が認められ
た。さらに、骨細胞に特徴的な突起のある GFP 陽性細胞が観察された。 

図１: 初代培養骨細胞と骨芽細胞を用
いた培養で形成された骨梁構造 
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