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研究成果の概要（和文）：骨粗鬆症性骨折、関節リウマチに伴う関節破壊、骨肉腫切除後の骨欠損部の修復等、様々な
骨の病態に、骨リモデリングの異常が関与する。患者由来の骨芽細胞を多数調整して骨欠損部位に移植できれば、効果
的な治療法となる可能性がある。
我々はヒト骨芽細胞を体細胞より直接誘導することに成功した。そこで安全性の高いベクターを用いてこの技術の向上
を図り、実用的な骨再生医療への基盤を確立することを目的とした。その結果、非ウイルス的方法によって骨芽細胞を
誘導することができ、その骨形成能を認めた。本研究の成果は、移植用のテーラーメイド骨芽細胞を提供し、骨粗鬆症
性骨折や人工関節置換後の骨修復等の再生治療に応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Bone remodeling is crucially involved in various pathological conditions of bone d
iseases including osteoporosis, bone disruption in rheumatoid arthritis,and bone healing after an surgical
 removal of bone tumor. If an enough number of active osteoblasts can be induced from patients' somatic ce
lls and transplanted into the bone lesions, such procedures may be effective as a novel treatment for thes
e bone diseases.
 We have recently succeeded in inducing osteoblasts from normal human somatic cells.In this study we impro
ved this technology to establish safer and feasible methods to induce human osteoblasts. As results, osteo
blasts were successfully induced using nonviral procedures, and the resultant osteoblasts produced mineral
ized bone matrix at a high level. The present study may provide tailor-made osteoblasts that are suitable 
for transplantation, and propose novel regenerative medicine for osteoporotic fracture, bone remodeling af
ter arthroplasty, and other bone diseases.
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１．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症に伴う骨折、関節リウマチに伴う

関節破壊、変形性関節症における軟骨下骨の
異常等、さまざまな骨の病態に、骨リモデリ
ングの異常が関与している。骨芽細胞は、骨
形成を担い、骨組織再生に寄与する細胞であ
る。もし患者由来の骨芽細胞を多数調整して
骨欠損部位に自家移植できれば、上記疾患に
対する効果的な再生医療が樹立できる可能
性がある。従来から、骨肉腫の摘出手術後の
骨欠損部の修復を目的として、間葉系幹細胞
を含む骨髄細胞を移植し、骨再生を促進する
治療が行われている。しかし骨粗鬆症等の患
者は多くが高齢者であり、大きな侵襲を伴う
骨髄採取は困難である。さらに高齢者からは
十分な数の骨髄細胞を得難く、また間葉系幹
細胞の比率が低く、骨芽細胞への分化も若齢
者に比して悪い。 
線維芽細胞などの体細胞に、少数の既知因

子を導入することで、心筋細胞、肝細胞、軟
骨細胞等、さまざまな組織細胞に直接
convert することができると報告されている
（ダイレクト・リプログラミングまたはダイ
レクト・コンヴァージョン）。そこで我々は
線維芽細胞をヒト骨芽細胞に直接リプログ
ラムすることを試み、これに成功した。すな
わち、骨芽細胞に関連する少数の既知因子を、
ヒト線維芽細胞に導入することで、その 80％
以上を機能的な骨芽細胞に、直接変えられる
技術を開発した。しかし本技術を骨再生医療
に応用するためには、さらなる向上が必要で
ある。 
 

２．研究の目的 
本研究では、さらに安全性の高いベクター

を用いてヒト線維芽細胞から骨芽細胞への
ダイレクト・リプログラミングを行うことで、
上記の技術の向上を図ることを目的とした。
さらに得られた細胞の骨基質産生能、ミネラ
リゼーション、骨芽細胞特異的遺伝子発現プ
ロファイル等を評価し、実用的な骨再生医療
への基盤を確立することを目的とした。 
骨芽細胞のダイレクト・リプログラミング

は、我々だけの完全に独創的な革新技術であ
る。本研究の成果は、さまざまな骨疾患の治
療に革命をもたらす可能性があると期待で

きる。また、骨疾患の発症機構の解明や新し
い創薬標的分子の発見などにも応用可能で
あろう。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞と遺伝子導入。ヒト由来正常細胞を

用いた。骨芽細胞の分化に関与する転写
因子等の遺伝子をくみこんだベクターを
種々構築した。これらをさまざまな非ウ
イルス的導入法を用いて上記の細胞に導
入後、種々の条件で培養した。 

(2) アルカリフォスファターゼ活性の評価。
上記の細胞を経時的に培養後、Alkaline 
phosphatase（ALP）染色を行った。また
ALP染色後の細胞抽出液のOptical 
density を測定して、定量的にALP活性
を評価した。 

(3) 骨基質形成能とミネラリゼーション等の
評価。上記の細胞を経時的に培養後、
Alizarin red S 染色と von Kossa 染色等
を行ってミネラル化骨基質の産生を評価
した。またAlizarin red S 染色後の細胞
抽出液のOptical density を測定して、
定量的にミネラリゼーションを評価した。
また免疫蛍光染色を行って、I型コラー
ゲン、オステオカルシン（OC）、オステオ
ポンチン（OP）、Bone sialoprotein（BSP）
等の骨基質タンパク質の発現を評価した。 

(4) 遺伝子発現解析。細胞からRNAを採取し、
リアルタイムRT-PCR にて、OC、OP、BSP
等の骨関連遺伝子等の発現を解析した。
また DNAマイクロアレイ解析を行ってゲ
ノムワイドな遺伝子発現プロファイルを
解析した。  

  
４．研究成果 
(1) ヒト体細胞から骨芽細胞への非ウイルス

的なダイレクト・リプログラミング。非
ウイルス的手法によって、線維芽細胞よ
り骨芽細胞を直接誘導することに成功
した。具体的には、上述の研究で見出し
た、ヒト線維芽細胞から骨芽細胞へのダ
イレクト・リプログラミングを誘導する
遺伝子群を含むベクターを種々構築し、
さまざまな手法で導入し、さらに種々の
条件で培養を行った後、得られた細胞に



ついてアルカリフォスファターゼ活性、
骨基質産生能とミネラリゼーションを
評価することで、骨芽細胞誘導に適した
ベクター、導入条件、培養条件等を決定
することができた。 

(2) 非ウイルス的なダイレクト・リプログラ
ミングでヒト体細胞より誘導した骨芽細
胞のキャラクタリゼーション。上記の方
法で得られた誘導骨芽細胞の骨基質産
生能等を調べたところ、高いミネラル化
骨基質産生能を有することが分かった
（図）。また、骨芽細胞特異的遺伝子発
現プロファイリング等の解析を行った
ところ、骨芽細胞に類似の遺伝子発現パ
ターンを呈することが分かった。網羅的
遺伝子発現解析でも、同様に骨芽細胞と
の類似性が示された。 

 
図 異なる遺伝子の組み合わせ（A,B）の

導入後、Alizarin Red S 染色した実体顕微
鏡像(上)とその吸光度（下）。Aの導入によ
り高い効率でミネラル化骨基質を産生する
骨芽細胞が誘導された。 
 
以上の結果から、非ウイルス的な技術に

よってもヒト体細胞から骨芽細胞へのダイ
レクト・リプログラミングが可能であること、
この技術で得られた骨芽細胞が、高い骨基質
産生能を有することが示された。本技術は、
患者への侵襲が少なく、癌化のリスクが低
く、迅速、簡便、安価な、骨再生に対して
理想的なテーラーメイド再生医療を提供す
る可能性が示唆された。 
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