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研究成果の概要（和文）：骨折治癒や骨再生において、骨形成過程を観察することは治療効果を最大化するうえ
で意義が大きい。我々は、過去に骨芽細胞、血管および新生骨を生体内で可視化し経時的に観察することでBMP
誘導異所性骨化過程の生体内イメージング方法を確立した。しかし、大部分の骨形成プロセスである内軟骨骨化
過程を解明するには、軟骨を可視化することが必要と考えた。そこで、我々はX型コラーゲンを赤、I型コラーゲ
ンを緑で蛍光標識した2重標識トランジェニックマウスを作成し、生体内で軟骨細胞と骨芽細胞を同時に観察す
ることに成功した。この研究成果により、軟骨形成と骨形成の両者を最適化することで、効率的な骨再生が可能
になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In the healing and regeneration of bones, observing the process of bone 
formation is of great significance for maximizing therapeutic effects. Previously, we established a 
method for in vivo imaging of BMP-induced ectopic ossification process by visualizing osteoblasts, 
blood vessels, and newly formed bone over time. However, to elucidate the process of endochondral 
ossification, which is a major part of bone formation, visualization of cartilage was deemed 
necessary. Therefore, we created double-labeled transgenic mice with typeX collagen labeled in red 
and type I collagen labeled in green, and successfully observed chondrocytes and osteoblasts 
simultaneously in vivo. This research outcome suggests that by optimizing both cartilage formation 
and bone formation, efficient bone regeneration can be achieved.

研究分野：整形外科学

キーワード： 骨再生　骨芽細胞　軟骨細胞　生体内イメージング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
広範囲骨欠損の治療や脊椎固定術において、骨癒合の獲得は患者QOLの向上に欠かせない。骨芽細胞による骨形
成が起こる前段階として軟骨細胞による軟骨形成が生じ、その軟骨を足場として骨形成が行われる。我々は軟骨
による足場形成を合わせた評価系として、骨形成過程における軟骨細胞と骨芽細胞の両者を同時に生体内で可視
化する遺伝子改変動物モデルを作製した。骨癒合・骨再生過程において、両者を可視化する系が確立されたこと
は、骨形成の最適化を可能とし、今後の研究の進展により難治性広範囲骨欠損の治療法や、脊椎固定における早
期骨癒合獲得法の開発につながる点で意義が大きい。

※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 

成長軟骨帯で軟骨からの骨形成や、骨折修復時の内軟骨性骨化過程、肥大軟骨細胞が骨に置換さ
れる。しかしこの肥大軟骨細胞が骨に置換される過程は、肥大軟骨細胞のアポトーシスと続く血
流を介した骨芽細胞の進入により骨に置換される説や肥大軟骨細胞が骨芽細胞に分化する
（transdifferentiation:TD）するという説が長らく議論されてきた。近年の研究結果から、少な
くとも肥大軟骨細胞の一部は骨芽細胞に TD し骨組織の一部として生存・機能することが明ら 

かとなった。しかし以下の学術的な問いは未解明のまま残されている。 

 

２．研究の目的 

我々は骨折モデルおよび BMP 骨組織工学研究により様々な病態における効率的な骨再生に向
けた研究を行い、各種骨代謝作動薬や効率的な DDS を併用することによる効果を多数報告して
きた。また近年我々は、二光子励起顕微鏡を用いて、骨芽細胞および破骨細胞を蛍光標識するこ
とにより生体内で正常骨（頭蓋）および BMP 誘導異所性骨化における骨代謝関連細胞の動態・
コラーゲン線維の形成過程の可視化手法および細胞動態の定量評価方法を確立した。本研究は
骨芽細胞に加えて肥大軟骨細胞を蛍光標識し内軟骨性骨化過程の全過程を可視化することを目
的とする。 

 

 

３．研究の方法 

1）二重蛍光標識マウスの作成 
蛍光標識マウス：10 型コラーゲンおよび 1 型コラーゲンをそれぞれ RFP, GFP で蛍光標識した

マウス（Col10- RFP/Col1-2.3-GFP）を作成し、肥大軟骨細胞・骨芽細 胞・肥大軟骨細胞を経由
した骨芽細胞をそれぞれ赤・緑・黄 色で蛍光標識されること（下図）を確認する。 

 
 
2）生理的骨（成長軟骨部）での軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージング 
 生理的な軟骨細胞と骨芽細胞の分布および軟骨細胞が骨芽細胞に再分化 する
transdifferentiation を成長軟骨部を用いて観察する。 
 
3）疾患モデル（骨折モデル）を用いた軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージング 
 
4）骨再生モデル（BMP 異所性骨化モデル）を用いた軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージ
ング 
 
４．研究成果 
1）二重蛍光標識マウスの作成 
軟骨細胞（Col10- RFP）・骨芽細胞（Col1-2.3-GFP）を蛍光標識した二重標識マウスを作成した 

 



同マウスの長管骨より骨髄細胞を採取、軟骨分化培地（day7-14）骨分化培地(day14-21)で培養
することで、軟骨細胞（赤）、骨芽細胞（軟骨細胞経由なし：緑）、骨芽細胞（軟骨細胞経由：黄
色）が染色されることを確認した（下図左）。 

 
2）生理的骨（成長軟骨部）での軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージング 
 成長軟骨が残存する 2－3 週齢二重標識マウスの中足骨頭を展開、固定し観察を行った（検証
は、中手骨頭、大腿骨、脛骨で実施し、イメージングが安定することから中手骨を採用した。骨
の固定方法を長時間の観察に耐えうるよう、固定材料（セメント、接着剤等）等の検証を複数実
施した）。結果、成長軟骨の最深部に存在する肥大軟骨細胞部で軟骨細胞が赤く標識されること
が確認された。加えて、骨幹端部の一次海綿骨稜は大部分が黄色に標識されており、一次海綿骨
稜を構成する骨芽細胞は、大部分が軟骨細胞から細分化した骨芽細胞で構成されることが示さ
れた。軟骨細胞由来の骨芽細胞の比率は骨幹部に進むに従い減少した（上右図および下図）。 
 このことは、軟骨細胞を経由した骨芽細胞が、骨幹端部の海綿骨を形成する上で重要な役割を
果たしていることを示唆する。 

 
3）疾患モデル（骨折モデル）を用いた軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージング 
 大腿骨および脛骨を用いた骨折モデルを作成
し、イメージングを実施した。大腿骨骨折モデル
では、仮骨形成から骨形成を行う骨折治癒過程の
再現は可能であったが、生体内イメージングを行
うことは困難であった。脛骨骨折モデルでの検証
は、予備検討として実施した骨芽細胞および破骨
細胞を二重標識したマウスで生体内イメージン
グは可能であったが、安定したイメージング方法
の確立は困難であったため、組織を用いた評価を
実施した。 
右図）脛骨 CT 画像（左）の□部分の生体内イメー
ジング画像では、海綿骨、骨芽細胞、破骨細胞が
観察されている。 
 
 
 
 

  

 



組織評価では、骨折部仮骨表層は、緑で標
識される骨芽細胞で構成される一方、深部
の仮骨は黄色の骨芽細胞が大部分を占め、
骨折の治癒過程においても、軟骨細胞から
分化した骨芽細胞が重要な役割を果たして
いることが示された。 
 
右図）上方が仮骨、下方は皮質骨および海
綿骨を示す。仮骨内部の表層（上方）は緑
で蛍光される軟骨細胞を介さない骨芽細胞
で構成されるが、深部の仮骨は、黄色で標
識される軟骨細胞を経由した骨芽細胞が大
部分を占める。 
 
 
4）骨再生モデル（BMP 異所性骨化モデル）
を用いた軟骨細胞および骨芽細胞の生体内イメージング 
 我々は報告した BMP を用いた異所性骨形成の
生体内イメージングの系を用いて観察を行った
（移植後 7 日、14 日、21 日）（右下図、Sci Rep 
2020）。 
 
継続的生体内動画の撮影および評価から、軟骨
細胞から骨芽細胞への再分化が生じている部分
を抽出し、蛍光強度の変化を解析している。 
右図）左画像で黄色で囲まれた軟骨細胞（赤）が、
右画像では緑蛍光が加わり黄色の蛍光となる。下
段は蛍光別の定量評価を示す。 
 
今後は、画像の定量化および蛍光
色素別で細胞をsortingし遺伝子
解析を行う予定である。 
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