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研究成果の概要（和文）：本研究では微小重力環境下における骨芽細胞の分化をマウス骨芽細胞様細胞KUSAにて
遺伝子発現およびカルシウム沈着をアリザリンレッド染色にて調べることで骨芽細胞の分化を制御し、骨欠損状
態にあった3Dプリンターを用いた３次元コラーゲンスキャフォールドに骨芽細胞を組み合わせた骨補填剤の開発
を目指した。その結果、微小重力環境において細胞の分化を制御し、３次元コラーゲンスキャフォールド開発に
つながる研究が達成された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to control osteoblast differentiation under 
microgravity by examining gene expression and calcium deposition in mouse osteoblast-like cells, 
KUSA, using Alizarin Red staining, and to develop a bone filler that combines osteoblasts with a 3D 
collagen scaffold created using a 3D printer in a bone defect state. As a result, we were able to 
control cell differentiation in a microgravity environment and achieve research that will lead to 
the development of a 3D collagen scaffold.

研究分野：保存修復学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって、重力と骨芽細胞の分化機構の詳細が明らかになることによってこれまで人工的に薬剤で分
化制御を行なってきたが、重力による細胞自身の分化制御機構を利用することによって骨粗鬆症や骨折後の治癒
促進剤の新規創薬に繋がる。

※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 

2022年政府の示した骨太方針において、全身の健康維持につながる歯周病などの歯科

疾患対策を目的とした国民皆健康診断の強化が掲げられている。歯周病を予防すること

は将来的に関連する全身疾患の予防、ひいては医療費削減に効果的なのは明々白白であ

る。歯周病は歯を失う主な原因であり、歯周病原菌が脳細胞へのアミロイドベーターの

蓄積を促進することから、歯周病を積極的に予防することで、咀嚼機能を維持するだけ

ではなく認知症に関連するフレイル進行を未然に防ぐことができる。一旦歯周病によっ

て支持組織である歯槽骨を失うと自然治癒は不可能なため、ブラッシングなどの歯周環

境整備と既存療法である外科的に感染部位除去を行う対応がとられている。そのため歯

周組織再生療法が広く臨床に浸透しているが、大規模に歯槽骨を失ったいわゆる水平性

骨欠損の場合は、これまでの治療方法によって歯周組織を健全な状態まで治癒させるこ

とは困難であり、新規の再生療法によって歯周組織の改善が図られなければならない。

また骨移植が必要な大規模骨欠損をターゲットにした骨再生では、血液供給不足による

低酸素や低栄養、骨膜損傷、骨芽細胞の数的質

的問題、移植体の不十分な固定、術後感染など

のリスクから必ずしも満足が得られる結果で

はない。これらの改善策として、現在新規足場

材の新規開発と上市が始まり一部の症例で失

った歯槽骨の回復が期待される。しかしながら

これら新規材料自体に積極的に骨欠損を治癒

する能力が欠如するため、患者本人の治癒能力

や治癒可能な環境を整え、再生能力を亢進する

必要がある（図１）。そのため免疫力や自然能力を高めるサプリが市販されているが、

骨芽細胞に特化したサプリの販売例はない。これまで骨芽細胞-破骨細胞による石灰化

メカニズムは Runx2、Osterixを中心とした転写因子の研究がめざましく発展を遂げた。

その一方で骨芽細胞が発現するエクソソームに関する知見はまだまだ少なく、臨床応用

は一部の美容外科を対象としたヒト幹細胞培養上清液を用いた再生療法に留まる。また

生体試料には多種類のエクソソームが混在しており、それぞれのエクソソームの由来や

その個別機能の分析は進んでいないのが現状である。そこで本申請では骨芽細胞が発現

するエクソソームのシングルエクソソーム解析を行うことによって、骨芽細胞由来エク

ソソームを RNA 医薬品として用い、個人の骨再生能力を賦活化することが可能であると

推測した。このことによって高齢者や骨代謝疾患を持つ患者の骨再生の補助療法となる

可能性が高いと判断される。 

 

２．研究の目的 

エクソソームはタンパク質、脂質、核酸などを含む直径 100nm前後の膜小胞で、種々の

細胞から分泌される。エクソソームにはマイクロ RNA(miRNA)が含まれており、エクソ

ソームを取り込んだ細胞に miRNAが送達されることで、遺伝子発現の制御が行われる

ことから、がんの転移や炎症反応など種々の生体内イベントにおいて、エクソソームを



介した細胞間の情報伝達が果たす役割に注目されている。また唾液腺から分泌されたエ

クソソームは分解酵素から保護され安定した状態で存在する(Molecules, 2019)と報告さ

れた。この特性から、骨芽細胞が分化の過程で放出するエクソソームに注目した。これ

らのエクソソームは経口投与に適しており、胃での消化を免れて消化管に到達する可能

性が高いと考えられる。したがって、骨再生が必要な場所にエクソソームが到達する可

能性は非常に魅力的である。本研究課題は、RNA 医薬品の経口投与に関する学術的な知

見を提供するものであり、将来的には新たな治療法や医療アプローチの開発に貢献する

可能性がある。 

 

３．研究の方法 

（１）3D スキャフォールドの作製とマウス骨芽細胞を用いて培養系の確立 

（２）前骨芽細胞を含む 3次元スキャフォールドの作成と培養 

（３）複数層のスキャホールドにおける細胞生存の検討 

（４）微小重力環境におけるマウス前骨芽細胞株の挙動観察 

 

４．研究成果 

微小重力環境下における骨芽細胞の分化をマウス骨芽細胞様細胞 KUSA にて遺伝子発現を調べた。

その結果、微小荷重を 3週間負荷させたところ、通常の静置した 培養に比較して骨関連遺伝子

群(オステオカルシン、Runx2)の発現減少が観察された。このことから微小重力環境下において

は骨芽細胞が未分化を維持することが示唆された。しかしながら NEBL などの分化程度の指標と

なる遺伝子発現に関しては検討が必要である。また 3次元スキャホールド作成のため、コラーゲ

ンをベースとした細胞培養用基質を用いて試作を行った。試作したコラーゲンスキャホールド

上に骨芽細胞を播種し細胞増殖を確認したところ細胞生存が観察された。 

 

3D プリンターを用いて前骨芽細胞を含んだ 3 次元スキャフォールドの試作では、適切濃度のコ

ラーゲンを用いて試作スキャフォールドの作成と並行して、微小重力環境におけるマウス前骨

芽細胞株とラット頭蓋冠由来前骨芽細胞の挙動の比較を行った。いずれの細胞においても通常

培地で培養し微小重力環境下にて 3週間の長期培養を行ない、total RNA を回収した。その後通

法に従い real time PCR を実施し骨関連遺伝子群の発現を検討した。その結果、オステリックス

および Runx2 の遺伝子発現が抑制された。また 骨芽細胞の後期分化マーカーであるオステオカ

ルシンの遺伝子発現が約 6倍減少することが確認された。 

 

通常培地またはアスコルビン酸、βグリセロリン酸、デキサメサゾンを含む石灰化誘導培地にて

培養し、微小重力環境下にて前骨芽細胞の 3週間の長期培養を行ない、アリザリンレッドにて石

灰化結節の有無によって評価した。結果通常培地で培養し微小重力環境下においた際、前骨芽細

胞の石灰化結節の形成は通常重力（静置条件）に比較して結節形成が促進されることが観察され



た（図２）。このことは微小重力においては細胞分化が亢進したと考えられる。 
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