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研究成果の概要（和文）：　多分化能を持つiPS細胞と成長因子の一つである線維芽細胞増殖因子およびスキャフォー
ルド（骨再生の場）に注目し、骨再生医療への応用の可能性について検討した。ヒトiPS細胞をわれわれがスキャフォ
ールドとして注目している炭酸アパタイト(カーボネイトアパタイト）顆粒および炭酸カルシウム顆粒、β-TCP顆粒上
で骨を誘導するかどうか細胞培養およびヌードマウスへの移植を行い検討したところ、炭酸アパタイト顆粒の有用性が
示された。
　以上より、炭酸アパタイトおよびヒトiPSC細胞を用いた骨再生医療の応用の可能性の新知見が示された。

研究成果の概要（英文）： We focused on human induced Pluripotent Stem (iPS) cells, Fibroblast growth 
factors, and carbonate apatite as a scaffold in order to realize ideal bone tissue formation for bone 
regenerative medicine. Implantation of iPS cells with either carbonate apatite granules, calcium 
carbonate granules, or β-TCP granules to nude mice showed that bone like-structure surrounding the 
granules could be observed in carbonate apatite group and calcium carbonate group.

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
	
 iPS(induced Pluripotent Stem)細胞はあらゆ
る細胞に分化可能な細胞であり、様々な組織、

臓器再生医療への応用が期待されている。現

在、高齢者の骨粗鬆症による易骨折性、それ

に伴う Activities of Daily Living (ADL) の低
下は問題となっており、骨折、骨欠損に対す

る、骨組織再生分野においても、その発展が

期待されている。ティッシュエンジニアリン

グの手法を用いた組織再生は、主に、細胞と、

シグナル（誘導因子）、スキャフォールド（細

胞の足場）の 3つの因子が密接に関わってい
る。本研究では、細胞因子として、ドナーの

細胞採取に伴う侵襲またドナー組織のフレ

キシビリティーに関して将来的に有利だと

期待される iPS細胞を応用し、骨組織再生を
目指すことを考えた。 
	
 iPS 細胞を用いた骨芽細胞への分化誘導効
果を検討した報告は散見される。しかし、分

化させた iPS細胞を生体に移植しても石灰化
組織を形成するが、個体本来の骨組織を再現

できるまでには至っていない。そこで、本研

究では、多分化能持つ iPS細胞と、骨再生過
程において骨芽細胞分化も、破骨細胞分化に

も関与する線維芽細胞増殖因子(FGF)に注目
した。 
	
 さらに、最終的に、iPS細胞を用いた骨再生
医療の開発を行う上で重要なのが、スキャフ

ォールドである。共同研究者である、徳島大

学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部口腔

外科学分野、宮本洋二教授、九州大学大学院

歯学研究院生体材料学分野、石川邦夫教授ら

が開発したカーボネイトアパタイトに注目し

た。その組成は、ハイドロキシアパタイトで

はなく、生体骨のアパタイトである8％の炭酸
基を含むカーボネイトアパタイトで破骨細胞

によって吸収されるとともに骨に置換する性

質がある新しい骨置換バイオマテリアルであ

る。 
	
 以上の様に、本研究では、細胞として、iPS
細胞を、成長因子としてFGFをスキャフォー
ルドとしてカーボネイトアパタイトなどの骨

置換材を応用し、理想的な骨再生の実現の可

能性について検討した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、多能性を有するヒト iPS
細胞、iPS 細胞の未分化能の維持に重要であ
る反面、骨芽細胞分化にも関与する FGF、お
よびカーボネイトアパタイトなどの新規ス

キャフォールドを効率的に利用して、生体を

模倣した骨形成微小環境を再現し、新生骨を

誘導することおよびこれら様々な因子を用

いた骨再生医療の可能性を模索することで

ある。 
 

３．研究の方法 
(1) rhFGF2および 18が iPS細胞未分化維持、
細胞増殖へ及ぼす影響 
	
 ヒト iPS 細胞(hiPSC)は理化学研究所より
253G1細胞を購入した。MEF細胞をフィーダ
ー細胞として培養し、さらにマトリゲルコー

トディッシュ上でフィーダーフリー培養し

たのち、各種実験に使用した。 
	
 hiPSC 細胞を 6well plate に播種し、rhFGF
２および rhFGF18をそれぞれ 5ng/ml、50ng/ml
添加した群を作り、添加してから２日後およ

び４日後の細胞数を計測した。 
	
 また、それぞれの群で、ALP染色、免疫染
色（E-cadherin, Oct3/4, Nanog）を行った。 
 
(2)骨置換材が iPS細胞の骨芽細胞分化に与え
る影響 
	
 骨置換材は、炭酸カルシウム、カーボネイ

トアパタイト、β-TCPを使用した。なお、カ
ーボネイトアパタイトの合成は、水酸化カル

シウム（Ca(OH)2）を出発物質として炭酸化

し、リン酸水溶液中で一定時間放置して、リ

ン酸化を行い、カーボネイトアパタイトを調

整した。カーボネイトアパタイト生成の確認

は、粉末 X線回折およびフーリエ変換赤外分
光光度計にて行った。 
	
 iPS 細胞はフィーダーフリー培養の後、胚
様体を作成し、間葉系幹細胞誘導培地で間葉

系幹細胞に分化させた（以下 iPS-MSC と呼
ぶ）。iPS-MSCから骨芽細胞、脂肪細胞、軟
骨細胞に分化することを確認した。 
	
 24well plate 上で炭酸カルシウム、β-TCP
ならびにカーボネイトアパタイトの顆粒を

底面に配置し、iPS—MSCを播種し、骨芽細胞
分化誘導培地で培養を行った。骨芽細胞誘導

培地に変更してから２週間後、ALP assay を
行った。 
 
(３)骨置換材による骨組織再生への影響の検
討（in vivo） 
	
 動物は日本白色ウサギ（♂、2.5-2.99kg）を
使用した。大腿骨遠位端に径 5mm×8mm の
円柱状の欠損を作成し、欠損に炭酸カルシウ

ムあるいはカーボネイトアパタイトを充填

し、４週後および８週後に屠殺し評価した。

マイクロ CT による検討および研磨標本を作
成し、トルイジンブルー染色を行い、骨置換

材の吸収の程度および骨置換材周囲の骨量

ならびに形態組織学的評価を行った。 
 
(4) iPS細胞および骨置換材のヌードマウス背
部皮下移植 
	
 iPS-MSC を１週間骨芽細胞誘導培地上で
培養し、カーボネイトアパタイト顆粒、炭酸

アパタイト顆粒、β-TCP 顆粒とともに nude 
mouse の背部皮下へ移植し、移植後、４週後



および８週後に試料を含めた周囲組織を一

塊として摘出した。非脱灰研磨標本を作成し、

トルイジンブルー染色を行い、組織学的評価

を行った。 
 
４．研究成果 
(1) rhFGF2および 18が iPS細胞未分化維持、
細胞増殖へ及ぼす影響 
	
 iPSの未分化維持の過程において rhFGF2お
よび rhFGF18が細胞増殖に与える影響を検討
した。rhFGF２および rhFGF18 をそれぞれ
5ng/mlおよび 50ng/mlの濃度で２、４日間培
養し、細胞増殖について検討を行ったところ、

濃度に関わらず、rhFGF２は２倍程度細胞数
が増加した。一方、rhFGF18では細胞の形態
は変化ないものの、２日目と４日目で比較し、

細胞数は増加しなかった（図１）。また rhFGF2
および rhFGF18それぞれの群において、ALP
染色ならびに未分化マーカーである

E-Cadherin、Oct3/4、Nanogの免疫染色を行っ
たところ、いずれの群においても差異はなく、

未分化は維持されていると考えられた。した

がって、維持培養における細胞増殖において、

rhFGF2 の方が有利に作用することがわかっ
た。 
 

 
(2) 骨置換材が iPS 細胞の骨芽細胞分化に与
える影響 
	
 続いて、骨置換材が iPS細胞の骨芽細胞分
化にどう影響するかについて検討した。

hiPSC を直接、骨分化誘導培地で骨芽細胞へ
分化誘導させたところ、３週間後に石灰化ノ

ジュールは観察されたが、分化効率はよくな

かった。そこで、まず、胚様体を作成したの

ち、間葉系幹細胞に分化させ(iPS-MSC)、実
験に使用した。われわれがスキャフォールド

として注目しているカーボネイトアパタイ

ト顆粒および炭酸カルシウム顆粒、β-TCP顆
粒上で iPS-MSC を骨芽細胞誘導培地で培養
したところ、プラスティックディスクに比べ

ると細胞増殖は抑制されたものの、２週後、

ALP活性は上昇した。特に、カーボネイトア
パタイト顆粒では、他の群に比べて、ALP活
性が優位に上昇した。 
 
(３)骨置換材による骨組織再生への影響の検
討 
	
 ウサギ大腿骨遠位端骨欠損モデルを用い、

炭酸カルシウムならびにカーボネイトアパ

タイトが骨再生に及ぼす影響について検討

した。マイクロ CT による顆粒の吸収の検討
では、炭酸カルシウムは４週後ですでに半分

以上吸収され、８週後にはほぼ吸収されてい

たが、カーボネイトアパタイト顆粒は８週後

でも残存していた。非脱灰研磨組織標本を作

製し、トルイジンブルー染色したところ、カ

ーボネイトアパタイト顆粒は、顆粒の周囲に

薄紫色で染色された新生骨が誘導されてい

るのが観察された。トルイジンブルー染色の

切片で新生骨量を定量したところ（図２）、

炭酸カルシウムでは、４週の時点である程度

の新生骨の形成は見られるも、顆粒の吸収に

伴い、8 週後には新生骨はほとんど認めなか
った。一方、カーボネイトアパタイトでは 8
週の時点で良好な骨形成が観察された。 

 
(4) iPS細胞および骨置換材のヌードマウス背
部皮下移植 
	
 iPS-MSC、骨置換材（炭酸アパタイト顆粒、
カーボネイトアパタイト顆粒、β-TCP顆粒）
を nude mouseの背部皮下へ移植し、移植後、
４週後および８週後の変化を観察した。８週

後、いずれの群においてもテラトーマの形成

はなかった。また、炭酸アパタイト顆粒、カ

ーボネイトアパタイト顆粒、β-TCP顆粒のい
ずれの群においても、骨置換材は残存してお

り、その周囲に線維組織および血管形成が観

察された。いずれの群においても骨梁構造な

らびに骨髄組織を伴う完全な骨組織再生に

は至らなかった。しかしながら、炭酸アパタ

イト顆粒およびカーボネイトアパタイト顆

粒周囲には、骨組織様の石灰化物が観察され



た（図３）。一方、β-TCP顆粒の群では骨様組
織が観察されなかった。 
	
  

(5)結果のまとめ 
	
 以上の様に、細胞因子として、iPS細胞を、
成長因子としてFGFを、スキャフォールドと
してカーボネイトアパタイトなどの骨置換材

を応用した。骨梁構造、骨髄組織を伴う様な

理想的な骨組織再生には至らなかったが、in 
vivo実験ではiPS細胞および新規材料であるカ
ーボネイトアパタイトを用いた骨再生の可能

性が示唆された。今後は、完全な骨組織再生

を目指し、さらなる研究を進めていく予定で

ある。 
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