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研究成果の概要（和文）：骨代謝疾患の治療において、骨構成細胞(破骨細胞、骨芽細胞と骨細胞)の制御が必要不可欠
である。本研究では、創薬研究に資する細胞リソースとしての応用が見込まれる、ヒト及びマウスの幹細胞(iPSやES細
胞)から骨構成細胞を分化誘導する培養法を新たに確立した。さらに、確立した分化誘導系を用いて、様々なスクリー
ニングを実施することで、細胞分化にかかわる新規遺伝子の同定並びに機能解析に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：The development of methods for differentiation of embryonic stem cells (ESCs) and 
induced pluripotent stem cell (iPSCs) into functional cells have helped to analyze the mechanism in regula
ting cellular processes and to explore for cell-based assays for drug discovery. In this study, we develop
ed methods for differentiation of ESCs and/or iPSCs into bone cells (osteoclast, osteoblast and osteocyte)
.  In addition, we succeeded in identifying transcription factors involved in osteoblast and/or osteocyte 
differentiation. Our studies could provide important therapeutic targets for bone disease.
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を背景に急増する、老齢期の骨疾

患である骨粗鬆症は、骨折リスクの増加を伴

い、生活の質の低下に直結する。骨粗鬆症に

は、骨芽細胞の異常による骨形成機能の低下

が原因となる低回転型と、破骨細胞による骨

吸収の亢進が主な要因である高回転型の2つ

の病態が知られている。ビスホスホネート系

薬剤をはじめとした破骨細胞を標的にもつ骨

吸収抑制剤は、骨粗鬆症治療に有効な成果を

もたらしている。これに対して、骨芽細胞や

骨細胞を標的とした薬剤開発は、未だ発展途

上の段階にある。	 

２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまで取り組んできた

ヒト及びマウスの幹細胞(人工多能性幹細胞

[iPS]あるいは胚性幹細胞[ES])から様々な

機能細胞を分化誘導する培養法を駆使する

ことで、骨構成細胞(骨細胞、骨芽細胞およ

び破骨細胞)を効率的に分化誘導できる方法

論を確立し、創薬研究に資する細胞リソース

の技術基盤を確立することを目的とした。さ

らに、開発した骨細胞の分化誘導系を活用す

ることで、未だ謎が多い骨細胞の分化にかか

わる分子メカニズムの解明にも取り組む。 
３．研究の方法 
以下の 5点の研究計画を実施した。	 

(1)ヒト iPS 細胞から胚葉体を形成し、骨芽

細胞分化の促進因子を過剰発現することで、

骨芽細胞、並びに骨細胞を高い効率で分化誘

導できる培養法を確立した。	 

(2)マウス骨芽細胞の分化過程を通して経時

的に取得、並びに成獣マウス骨より取得した

トランスクリプトームデータを、クラスター

解析などの手法を用いて in	 silico解析する

ことで、骨芽細胞・骨細胞に特異的な新規遺

伝子を同定した。	 

(3)上述したヒト iPS 細胞から骨芽細胞・骨

細胞の分化誘導系に対して、shRNA レンチウ

イルスライブラリーを適用することで、骨芽

細胞・骨細胞の形成にかかわる新規遺伝子の機

能的探索を実施した。	 

(4)	 骨芽細胞・骨細胞特異的にメチル基転移酵

素を欠損したマウスを作出し、μCT や病理標本

を用いることで、骨組織に対する形態学的影響

を解析した。	 

(5)マウス iPS・ES 細胞から胚葉体を形成し、マ

クロファージ系前駆細胞、並びに破骨細胞分化

にかかわるサイトカインを処理することで、破

骨細胞を効率的に分化誘導する培養法を確立し

た。骨吸収機能の評価は、象牙切片上の培養に

よって行い、さらに詳細な骨吸収窩の観察を試

みるために、走査型電子顕微鏡を用いた観察も

実施した。	 

４．研究成果	 

(1)ヒト iPS 細胞から骨芽細胞・骨細胞の分化誘

導法の確立。	 

ヒト iPS 細胞から胚葉体を介して誘導した間

葉系様細胞に対して、レンチウイルスベクター

を用いて、効率的に RUNX2 を過剰発現した(図

1)。その後、骨芽細胞の分化誘導試薬存在下で

培養を行ったところ、ALP 陽性で、かつ石灰化

結節の形成能を有する骨芽細胞様細胞が誘導さ

れた(図 2)。	 

リアルタイム PCR による遺伝子発現解析を実施

したところ、骨芽細胞特異的な発現遺伝子であ

る BGLAP1 が顕著に上昇することが明らかとな

った(図 3)。さらに、長期培養を実施したとこ

ろ、骨細胞特異的な発現遺伝子である SOST 並び

に DMP1 が顕著に上昇することが明らかとなっ

た(図 4)。上述したヒト iPS 細胞由来骨芽細胞

様細胞を頭蓋骨欠損させたマウスへ移植したと

ころ、有為な骨修復能をもつことが生体レベル



で明らかとなった(図 5)。	 

(2)in	 silico解析による骨芽細胞・骨細胞分

化にかかわる新規候補遺伝子の同定。	 

マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞のトランスク

リプトームデータから、骨芽細胞分化に伴い

発現上昇する163個の転写因子が得られた(図

6)。さらに、マウス骨組織のトランスクリプ

トームデータを用いて、骨細胞特異的な遺伝

子と同等な発現パターンを示す転写因子の同

定を試みた結果、22個の候補遺伝子の同定に

成功した。	 

(3)	 shRNA レンチウイルスライブラリーを用

いた骨芽細胞・骨細胞分化にかかわる新規候

補遺伝子の同定。	 

ヒト iPS 細胞由来の間葉系様細胞に対して、

shRNA レンチウイルスライブラリーを用いて

各遺伝子のノックダウン効果を検討した。骨

芽細胞分化への影響を評価する手法として、

石灰化結節を染色するアリザリンレッドを

用いて評価した。その結果、Tcfcp2l 遺伝子

が、骨細胞の前駆細胞である骨芽細胞の分化

に重要な役割を担うことが明らかとなった

(図 7)。	 

(4)	 骨芽細胞・骨細胞特異的にメチル基転

移酵素を欠損したマウスの骨表現型の解析。	 

骨芽細胞・骨細胞特異的にメチル基転移酵

素を欠損したマウスを作出するために、メチ

ル基転移酵素の flox マウスと骨芽細胞・骨細胞

特異的に Cre	 を発現する系統である I 型コラ

ーゲン-Cre マウスとの交配を行った。作出した

骨芽細胞・骨細胞特異的にメチル基転移酵素を

欠損したマウスの骨表現型を、μCT を用いて解

析を行った(図 8)。	 

(5)マウス iPS・ES 細胞から破骨細胞を効率的に

分化誘導する培養法の確立。	 

マウス iPS・ES 細胞から誘導した胚葉体を、

IL3 と M-CSF 存在下で長期培養することで、

CD11b 陽性の破骨前駆細胞を誘導した(図 9)。さ

らに、マウス iPS・ES 細胞由来の破骨前駆細胞

に対して、破骨細胞分化誘導因子である RANKL

を処理することで、酒石酸耐性酸性ホスファタ

ーゼ陽性の多核の破骨細胞様細胞が分化誘導さ

れた(図 10A)。	 

リアルタイムRT-PCRによる遺伝子発現解析を

実施したところ、破骨細胞特異的な遺伝子(Ctsk,	 

Acp や Nfatc1)の増加が観察された(図 10B)。	 

誘導された破骨細胞様細胞を象牙切片上で培養

を行った結果、顕著な骨吸収窩が形成されたこ

とから、誘導された細胞が骨吸収活性をもつこ

とが明らかとなった。	 
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