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研究成果の概要（和文）：骨が欠損・変形した際の治療に使う、人工骨の必要が高まっているが、その機能を高めるた
めに、骨を形成するのに必要なシグナルネットワークを明らかにし、組み合わせることとした。その結果、試験管の中
で、血清もタンパク質も遺伝子も用いず、4つの低分子化合物だけで骨の細胞をインビトロで誘導することに成功した
。この化合物を人工の骨に搭載してその放出を制御し、骨が欠損した動物モデルに投与することで、短期間で治療効果
を出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to treat bone defect and deformity, we need to use artificial bone. We 
attempted to enhance its performance by clarifying signaling network for bone formation and integrating 
it with artificial bone. As a result, we succeeded in differentiating pluripotent stem cell into 
osteoblastic cells in vitro using 4 small-molecule compounds without using serum, protein or gene. By 
loading these compounds onto artificial bone and controlling their release, we also succeeded in treating 
bone defect model in animals within a short period.

研究分野：バイオマテリアル工学

キーワード： 生体材料　トランスレーショナルリサーチ　人工骨
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１．研究開始当初の背景 
骨は、物理的支持・造血・カルシウム代謝
に重要な役割を担っているが、少子高齢化に
伴い、骨の欠損や変形をもたらす骨粗鬆症や
歯周病などの疾患が、急速に増加している。
骨は、運動や容貌に大きな役割を果たしてい
るために、骨の欠損や変形は、患者のＱＯＬ
に深刻なダメージを及ぼす。 
現在、骨組織欠損・変形に対する治療とし
ては、自家骨移植・他家骨移植・人工骨移植
の三種類が行われている（PLoS Medicine 
4:260-269, 2007）。自家骨移植は患者自身の
健常な骨から採取し、欠損部形状に徒手成形
して患部に移植する。自家組織は生きた細胞
や成長因子を含むため、吸収置換・力学的強
度・再生誘導能に優れるが、健常部に侵襲を
加え、採取・成形に時間を要し、しかも採取
量制限があり外部形状が不十分であるとい
う欠点がある。他家骨移植は死体等から採
取・保存した他人の組織を移植するもので、
吸収置換・力学的強度は自家組織に次ぎ、患
者侵襲は低い一方、感染の危険があり再生誘
導能は低いという欠点があり、日本では普及
していない。このように、骨移植は、形状・
術中操作性・侵襲・安全性に問題があり、こ
れらを克服した人工骨が切望されている。 

 
２．研究の目的 
（１）骨形成性低分子化合物の最適化と作用
機序解析 
（２）低分子化合物と第一世代人工骨との相
互作用制御 
（３）動物実験での検証 
 
３．研究の方法 
（１）骨形成性低分子化合物の最適化と作用
機序解析：未分化間葉系の細胞株・プライマ
リー細胞を用いて、骨分化マーカーを指標に、
初期分化から後期分化までを切れ目無く促
進する低分子化合物（の組合せ）を同定し、
処方を最適化する。同定された低分子化合物
について、分子細胞生物学的な作用メカニズ
ムを明らかにする。 
（２）低分子化合物と第一世代人工骨との相
互作用性制御：上記低分子化合物を搭載した
人工骨を上記細胞と共培養して、骨分化マー
カーを指標に、骨形成性低分子化合物の活性
と徐放効果を検討し、1 週間～2 週間で徐放
するように条件を最適化する。 
（３）動物実験での検証：臨床応用を睨んだ
骨欠損・変形動物モデルを樹立、低分子化合
物を搭載した人工骨を試作して埋植し、骨形
成誘導能を放射線学的・組織学的、免疫組織
学的に評価する。 
 
４．研究成果 
（１）骨形成性低分子化合物の最適化と作用
機序解析： 
【低分子化合物の最適化】骨分化を初期分化
から後期分化までを切れ目無く促進する低

分子化合物として、ヘッジホッグシグナルの
アゴニストである SAG と、独自に単離した化
合物である TH の組み合わせを同定した。 
【骨器官培養による確認】よりインビボに近
い条件である骨の器官培養を利用し、胎生
15.5 日齢のマウスの中足骨を顕微鏡下で採
取して、通常メディウム中に SAG と TH を添
加したところ、著明な骨形成促進作用が観察
された。 
【分子作用機序の解析】レポーターアッセイ
により、SAG は予想通りヘッジホッグシグナ
ルを刺激し、TH は Runx2 シグナルを刺激する
ことが明らかになった。 
最適化した化合物結合型ナノ磁性ビーズ
を用いて、LC/MS による同定を行い、同定し
た分子の精製タンパク質を用いて低分子化
合物との結合を確認した。同定分子が、化合
物の骨分化促進作用に寄与するか検証する
ため、遺伝子発現系を用いた機能獲得実験、
siRNA を用いた機能喪失実験を行い、その作
用機序を明らかにした。 
発現と局在を検討した転写因子群（Runx2、
オステリックス、Sox9）について、低分子化
合物処理によるゲノムへの結合プロファイ
ル追跡を行い、未分化間葉系細胞を骨形成性
低分子化合物に曝露し、4 日、7 日、10 日で
クロマチンを回収して各転写因子に対する
クロマチン免疫沈降－シーケンス法を行っ
た。同様に、トランスクリプトーム及び、プ
ロテオーム解析を行った。低分子化合物を作
用させた未分化間葉系細胞からRNAを回収し
逆転写反応後、cDNA マイクロアレイを行い、
遺伝子発現プロファイルを取得した。プロテ
オーム解析においては、低分子化合物を作用
させた細胞からタンパク質を抽出し、プロテ
インアレイ、二次元電気泳動および LC/MS を
用いて、タンパク質のリン酸化プロファイル
を取得した。低分子化合物による分化誘導過
程において、各転写因子の特異的抗体を用い
た転写複合体のアフィニティー精製と、ＬＣ
／ＭＳによる、複合体構成タンパク質の解析
を行った。 
 以上のデータをバイオインフォマティク
ス的手法により統合して解析し、化合物によ
って活性化される細胞内シグナル経路・転写
因子群のゲノム上への結合部位・それらの標
的遺伝子を一元化して明らかにした。 
  
（２）低分子化合物と第一世代人工骨との相
互作用制御： 
【低分子化合物搭載方法の検討】SAGとTHを、
リン酸三カルシウム素材に搭載し、乾燥させ
たところ、SAG が 12 日間、TH が 35 日間徐放
された。SAG と TH の活性は、エチレンオキサ
イドガス滅菌後も保たれた。 
 化合物を長期間担持して、徐放できるよう
なインターフェースとなるハイドロゲルの
開発を行った。低濃度で膨潤しないクリティ
カルゲル、高分子鎖自体が膨潤しないθゲル、
水中で繰り返しの負荷にも破壊しないリラ



イアブルゲル、分解性の制御に関して、基本
設計と試作に成功した。 
 
（３）動物実験での検証： 
【骨欠損・変形動物モデルの樹立】今後の臨
床展開を考え、手足の骨での骨欠損・変形モ
デルを樹立した。まず、ラットの長管骨に、
2 ㎜程度の穴をドリルで開け、ここに微小テ
トラポッド型の人工骨を 10-20 個埋植し、放
射線学的（単純 X線、マイクロ CT など）、組
織学的（HE 染色、フォンコッサ染色、テトラ
サイクリンラベリングなど）、免疫組織学的
（I 型コラーゲン、BSP、オステオカルシン、
BrdU など）に評価した。その結果、2週間程
度では皮質骨は自然治癒しない骨欠損モデ
ルが確立された。 
【低分子化合物搭載人工骨の試作と埋植】第
一世代人工骨は以下のように製造した。 
テトラポッド型微小人工骨：α-TCP 粉体を
流動剤とともに微小射出成形して、焼結する
ことで、高さ 1mm のテトラポッド型微小人工
骨を量産に成功した。 
オーダーメード型人工骨の製造：骨欠損部
の CT データを画像処理ソフトに取り込み３
次元化し、立体造形用フォーマット（STL フ
ォーマット）で保存した。続いて STL フォー
マットを画像編集ソフトに取り込み、再建・
再生すべき骨欠損部の 3 次元形状を描出し、
また細胞進入を促進する内部構造等を新た
に付与した。このデータをインクジェット式
粉 体 積 層 造 形 装 置 Z406 3D Printer
（Z-Corporation、バーリントン、マサチュ
ーセッツ州、米国）に出力し、インクヘッド
からコンドロイチン硫酸ナトリウム水溶液
をα-TCP 粉体に噴射し硬化（水和反応）させ
ることで、欠損部に一致する外部構造と自由
に制御した内部構造を持つ生体適合性人工
骨ができた。このようにして作製した第一世
代人工骨に対し、2 で最適化した方法で低分
子化合物を搭載し、これを樹立したモデルに
埋植した。移植後、1，2，3，4週間後にラッ
トを安楽殺して、骨を採取し、放射線学的（単
純 X線、マイクロ CT など）、組織学的（HE 染
色、フォンコッサ染色、テトラサイクリンラ
ベリングなど）、免疫組織学的（I型コラーゲ
ン、BSP、オステオカルシン、BrdU など）に
評価を行い、骨形成の機序を明らかにした。 
【低分子化合物搭載人工骨による骨再生機
序の解明】Col1a1-GFP マウス及び、Runx2-GFP
マウスにおいて、骨欠損・変形モデルを作製
し、低分子化合物搭載人工骨を埋植した。各
マーカー遺伝子の発現を継時的に観察し、低
分子化合物搭載人工骨による骨再生過程に
おいて出現する細胞の性質と、その出現の時
間的・空間的パターンを明らかにした。 
 骨再生機序を in vivo で明らかにするため
に、バイオマーカーを用いたバイオイメージ
ング方法を開発した。マウスに骨欠損モデル
を作成し、このバイオイメージング方法で評
価したところ、低分子化合物により良好な骨

再生が見られ、リアルタイム、非侵襲で再生
過程を追うことができた。 
 
これらの成果を、下記の 19 編の論文にまと
め、報告した。 
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名称：人工骨製造方法及び当該方法によって

製造された人工骨 
発明者：鄭 雄一 他 
権利者：東京大学、（株）松浦機械製作所 
種類：特許 
番号：ZL201010551969.X 
取得年月日：2016 年 3月 9日 
国内外の別： 国外（中国） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.tetrapod.t.u-tokyo.ac.jp/ 
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