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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格系前駆細胞に着目し、細胞系譜実験と一細胞RNA-seq解析により、
骨修復部位における前駆細胞の振る舞いと、骨の修復に寄与する骨芽細胞への細胞運命決定機構について解析を
行った。その結果、骨修復部位で活性化するGli1陽性細胞が、骨修復と線維化に寄与することを確認し、骨芽細
胞への運命決定に関与するシグナル因子候補を得た。また薬剤担持能を有する新規ハイドロゲルを開発し、骨再
生への寄与を細胞実験および動物モデルで示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, by focusing on skeletal progenitors, we performed the lineage
 tracing analysis and single cell RNA-seq (scRNA-seq) analysis to understand behavior of the 
progenitors and the mechanism of cell fate determination to osteoblasts at bone repair sites. As a 
result, we confirmed that Gli1-positive cells were activated at bone repair sites and contributed to
 bone repair and fibrosis. scRNA-seq analysis provided candidate signaling factors involved in the 
fate determination to osteoblasts. We also developed a new hydrogel with drug-loading ability and 
demonstrated its contribution to bone regeneration in cell experiments and animal models.

研究分野：骨再生

キーワード： 組織リモデリング　バイオマテリアル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、骨の修復過程におけるGli1陽性の骨格系前駆細胞の振る舞いと、骨修復・線維化における制御機
構の一端が明らかになった。一細胞解析により、骨再生への関与が推定される候補因子群が見つかった。さら
に、新規ハイドロゲルの開発を通して、成長因子を保持・遊離可能な機構を有する足場材料の開発に成功した。
今後、これらの因子・材料を組み合わせることで、安全で効率的な骨再生医療の実現に寄与することが期待され
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。
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１．研究開始当初の背景 
組織リモデリングは、組織損傷局所における炎症・免疫反応をトリガーとする不可逆的な線維

化による機能不全に向かう反応と、生体が有する体性幹細胞を中心とした自己修復反応の、連続

的・拮抗的なバランスにより制御される。安全で効率的な再生医療の実現には、組織リモデリン

グの制御が必須であるものの、この相反する反応を自由にコントロールする術は確立していな

い。 
骨組織は一定の自己修復能を有し、小規模な骨折・骨欠損に対しては特別な治療をせずとも治

る。一方、大規模な骨欠損、環境因子もしくは基礎疾患を有する場合は、骨修復機構と拮抗して

線維化が優位となり偽関節が生じることがある。偽関節は、骨折患者の 5-10%（年間 10-20 万人）

で起こり、不可逆的な骨機能不全に陥る難治性骨喪失性疾患の一つとして知られている。偽関節

が起こる作用機序として、骨損傷部位における巨核球細胞が Cxcl4 分泌を介して、Gli1 陽性の骨

格系前駆細胞の筋線維芽細胞への分化を誘導する可能性が報告されている（1）。一方、Gli1 陽性

の骨格系前駆細胞は骨折の治癒過程において骨芽細胞へ分化し骨修復に寄与するとの報告もあ

る（2）。以上の結果は、Gli1 陽性前駆細胞が骨損傷環境に応じて異なる細胞に分化する可能性を

示唆している。しかし、その詳細な運命決定機構はほとんど分かっていない。そこで本研究では、

組織損傷部位における Gli1 陽性細胞の振る舞いを細胞系譜実験と一細胞解析により明らかにす

ることを着想した。線維化と骨修復のトリガー因子をそれぞれ明らかにし、その活性を自由に操

作することが可能になれば、副作用のない効率的な骨再生法の確立に寄与するのではと考えた。 
 本研究グループは、これまでの研究で、非膨潤性で nm–µm 単位の網目構造を有する新規ハイ

ドロゲルの開発に成功した（3）。本ハイドロゲルの物性を最適化し、薬剤担持性機能を付加する

ことが可能となれば、線維化・骨修復トリガー因子を搭載した骨再生性足場材料が創製できるの

ではと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、骨組織損傷部位におけるシグナルネットワークの制御と、バイオマテリアルによ

る物理的な制御を統合することで、組織リモデリングから組織修復への指向性を有する機能的

足場材料の創製を目指した。次に挙げるサブプロジェクトを行った：① 組織リモデリング制御

因子の同定、② 組織リモデリング制御に向けたバイオマテリアルの開発、③ 組織リモデリング

制御の in vivo 検討。 
 

３．研究の方法 
①組織リモデリング制御因子の同定 

マウス橈骨長管骨を用いた骨欠損モデルを用いた。細胞系譜実験のため、 Gli1-
CreERT2;R26RtdTomato マウスを作出し、実験に用いた。骨芽細胞マーカーOsterix と筋線維芽細

胞マーカーαSMA に対する特異的な抗体を用いて免疫組織学的解析を行った。１細胞 RNA-
seq(single cell RNA-seq; scRNA-seq)解析のため、10x Genomics 社の Chromium を用いて scRNA-seq
ライブラリーを作製後、Nova-seq によりシークエンスを行った。得られたシークエンスリード

は、東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターのスーパーコンピュータ SHIROKANE を用

いて解析を行った。 
 
②組織リモデリング制御に向けたハイドロゲルの開発 
 本研究グループがこれまで研究してきた４分岐型ポリエチレングリコール骨格のゲル(PEG 
gel)を用いた。ゲルの濃度、組成と turbidity の関連を、様々な条件で検討し、相分離を観察した。

またシグナル因子担持性を検討するため、FITC-BSA を含有したハイドロゲルを作成し、経時的

に遊離型 FITC を検出した。さらに、骨形成性ペプチドを担持したハイドロゲルとマウス骨芽細

胞株 MC3T3E1 の共培養系において、一定期間培養後の細胞における遺伝子発現を RT-qPCR 法

で解析することで、骨芽細胞分化を評価した。 
 
③組織リモデリング制御の in vivo 検討 
頭蓋骨骨欠損モデルを用いて、骨形成性ペプチドを搭載したハイドロゲルの骨再生に与える

影響を解析した。骨欠損作成後、薬剤担持性ハイドロゲルを欠損部に静置した。In vivo マイクロ

CT による経時的な骨再生、組織学的解析、および骨芽細胞マーカーRunx2 に対する特異的抗体

を免疫組織学的解析により、骨再生を評価した。 
 
４．研究成果 
①組織リモデリング制御因子の同定 



マウス橈骨を用いて異なるサイズの骨欠損を作製し、経時的な骨修復をマイクロ CT で観察し

た(図 1)。その結果、1 mm 骨欠損は、4 週後に骨の癒合が認められるのに対して、3 mm 骨欠損

では、12 週後も骨の癒合は認められなかった。 

次に、骨欠損部位での Gli1 細胞系譜を明らかにするため、レポーターマウス

Gli1CreERT2;Rosa26tdTomato を用いた。本マウスでは、タモキシフェン投与依存的に、tdTomato
が発現し、Gli1 細胞系譜を標識することが可能である。骨欠損モデルの作成前後４日にわたって

タモキシフェンを投与することで、骨欠損部位において Gli1 細胞系譜を観察した。その結果、

骨欠損作成２週後では、いずれのモデルにおいても、tdTomato 陽性の Gli1 細胞系譜が骨欠損部

位に集積していた。さらに、骨欠損作成４週後では、1 mm 骨修復モデルでは、Gli1 細胞系譜の

一部が骨芽細胞マーカーOsterix 陽性 αSMA 陰性の細胞であった。一方、3 mm 骨欠損モデルで

は、αSMA 陽性 Osterix 陰性の細胞が偽関節様の間隙部分に多く認められた。以上より、骨欠損

部位において Gli1 細胞系譜が誘導され、その一部が骨格系前駆細胞に分化すること。さらに、

骨欠損サイズの違いにより、Osterix 陽性の骨芽細胞もしくは αSMA 陽性の筋線維芽細胞に分化

することが示唆された。 
 次に、骨修復初期のシグナルネットワークを明らかにするため、骨欠損２週後の骨欠損部位に

集積した細胞集団に対して、一細胞 RNA-seq 解析を行った。得られた組織の酵素処理法を最適

化することで、解析に必要な細胞集団を得ることが可能になった。回収した細胞は、10x Genomics
社の Chromium 解析プラットホームを用いて scRNA-seq 解析を行った。Cell Ranger ソフトウェ

アを用いて、マウスリファレンスゲノム mm10 へマッピングした後、Seurat を用いてさらなる解

析を行った。正規化、クラスタリングおよび細胞アノテーションを行い、骨修復部位に集積した

細胞集団を同定した。さらにリガンド―受容体解析を行い、骨修復部位における細胞間シグナル

相互作用解析を行い、骨再生への関与が推定されるシグナル因子の候補を得た。 
 
②組織リモデリング制御に向けたハイドロゲルの開発 
 異なる物性、濃度、調整法の PEG ゲルを用いた解析の結果、相分離機構により、マイクロメ

ートル単位の編み目構造を有するハイドロゲル（Oligo gel）の作成に成功した。蛍光粒子を用い

た疎水性解析の結果、Oligo gel は、通常の 4 分岐型 PEG ハイドロゲル（Tetra gel）と比較して有

意に疎水度が高かった。次に FITC-BSA を含有した PEG gel および Oligo gel を作成し、薬剤遊

離能を検討した。その結果、PEG gel はおよそ１週間ですべての担持 FITC-BSA を遊離したのに

対して、Oligo gel では FITC-BSA の遊離が２週間以上続いた。次に、骨形成性ペプチド BMP2 を

担持したハイドロゲルと骨芽細胞共培養系を用いて、BMP2 の遊離能と骨芽細胞分化誘導能を検

討した。その結果、BMP2 を担持した Oligo gel は、BMP2 を担持した Tetra gel と比較して、有意

に骨芽細胞分化誘導能が持続した。 
 
③組織リモデリング制御の in vivo 検討 
 頭蓋骨臨海骨欠損モデルを用いて、BMP2 担持型 Oligo gel の骨再生効果を検討した。その結

果、BMP2 担持型 Tetra gel は、骨再生が限定的であったのに対し、BMP2 担持型 Oligo gel では骨

欠損後 2 週間後から顕著な骨再生効果が認められた。一方、BMP2 単独投与では、ほとんど骨再

生は認められなかった。これは、足場材料が含まれていないため、BMP2 が骨欠損部にとどまっ

ていなかったことが原因と考えられた。免疫組織学的解析の結果、BMP2 担持型 Oligo gel では、

骨欠損部で RUNX2 陽性の骨芽細胞前駆細胞の集積が認められた。 
現在、長管骨欠損モデルでも同様の実験を計画中である。また、①で解析中の線維化・骨修復

トリガー因子を搭載した Oligo gel についても実験を計画中である。 
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