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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格組織再生に向けた、シグナル因子の時空間的制御能を有する再生性
足場材料の創製を目指し、骨・軟骨誘導性シグナル因子の同定、三次元人工骨足場材料の造形法の最適化、およ
び両者を繋ぐインターフェースとしてはたらく「Tetra-PEGスポンジ」を開発した。Tetra-PEGスポンジはμｍス
ケールの編み目構造を介した細胞浸潤の制御と薬剤担持能を介したシグナル因子の空間的制御の可能性を示し
た。これにより新規インターフェース材料を統合した新たな再生医療戦略の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at development of high-performance biomaterials that
 enable to control signaling molecules in a spatial-temporal manner for skeletal regeneration. We 
identified signaling molecules for bone and cartilage regeneration, optimized a method for 
constructing three-dimensional artificial bones, and developed “Tetra-PEG sponge”, a novel 
biomaterial that functions to integrate the signaling molecules and artificial bones. The Tetra-PEG 
sponge has μｍ-scale pore structures and drug-carrier properties, which may allow the spatial 
regulation of drug release and cell invasion into the materials. This study provides a potential to 
develop a regenerative strategy by integrating the novel interface material. 

研究分野： 生体医工学・生体材料学

キーワード： 再生医工学　骨軟骨生物学　ハイドロゲル　人工骨　シグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格組織における再生医療の実現は、健康寿命の延伸に関わる重要な課題です。我々は、骨・軟骨再生性シグナ
ルの同定と３次元人工骨作製の最適化、および両者をつなぐインターフェースとしてはたらく高機能ハイドロゲ
ルを開発しました。本研究を通して、インターフェースによる細胞浸潤・シグナル因子徐放の制御を介する新た
な組織再生法の可能性が提案されました。

※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 

【背景】骨格系の機能障害の多くは、外傷・変性

による正常な骨・軟骨の喪失に起因するため、治

療法として組織工学・再生医学が注目を浴びてい

る。現在までに多くの研究がなされているが、安

全性・有効性・操作性の全てを満たし臨床家が満

足する骨・軟骨の再生方法は未だ存在しない（右

図）。申請者らの研究グループは、上記の要件を

満たす骨・軟骨再生の基盤科学技術開発を目指

し、再生の3要素（細胞・シグナル・足場）のう

ち、「足場素材」と「シグナル因子とその送達法」

を両輪とした研究を推進してきた。以下にその概

要を示す。 

➢ 足場素材に関する研究 

三次元形状をミリメートルからナノメートルレベルで精密制御することで、バイオマテリア

ルの高機能化に成功した。まず、インクジェットプリンターで積層造形することで、三次元構造

を精密に制御した人工骨を創製した（J Artif Organs 9:234, 2006; J Artif Organs 12: 274, 
2009; J Artif Organs 12:200, 2009; Int J Oral Maxillofac Surg 40:955, 2011）。次に、高

さ1 mmのテトラポッド形状に成形された顆粒状リン酸三カルシウム人工骨を創製し（Acta 
Biomaterialia 8:2340, 2012）、骨形成性薬剤を搭載させることで、滅菌可能な骨誘導性人工骨

を開発した（Biomaterials 34:5530, 2013）。 

さらに、上記の知見にヒントを得て、構造材料となり得る高強度ハイドロゲルを創製した

（Macromolecules 41:5379, 2008）。従来のハイドロゲルがもつ高分子ネットワークの不均一性

を除くことに成功した（Macromolecules 42:1344, 2009; Macromolecules 42:6245, 2009; 

Macromolecules 43:488, 2010）。このハイドロゲルは均一な網目構造をもつために、これまで

の高強度ゲルに匹敵する力学的強度を持ち（Macromolecular Rapid Commun 31:1954, 2010）、

理論に基づいた力学的特性の予測と制御が可能である（Macromolecules 43:3935, 2010; 

Macromolecules 44:3567, 2011; Macromolecules 44:5817, 2011; Macromolecules 45:1031, 
2012）。生体温度で収縮する温度応答性ポリマーを一定の割合で組み込むことで、生体環境での

ハイドロゲルの膨潤を相殺する非膨潤ハイドロゲルの創製にも成功した（Science 343:873, 

2014）。 

➢ 骨・軟骨再生を誘導するシグナル因子とその送達法に関する研究 

骨・軟骨の発生、病気、再生にかかわるシグナルネットワークを系統的に解明してきた。骨軟

骨の発生段階で、肥大軟骨という特殊な軟骨から分泌されるヘッジホッグシグナルが副甲状腺

ホルモン関連ペプチド（PTHrP）とネガティブフィードバックを形成し、発生制御に重要な役割

を果たしていること（Proc Natl Acad Sci USA 95:13030, 1998; J Clin Invest 107:295, 2001）、
様々な因子がこのフィードバックループと相互作用することを明らかにした（Development 
129:2977, 2002; Dev Cell 3:183, 2002 等）。骨形成の制御因子（Development 131:1309, 2004; 
J Biol Chem 280: 35704, 2005; FASEB J 21:1777, 2007; Dev Cell 14:689, 2008; J Biol 
Chem 287:17860, 2012 等）や軟骨形成の制御因子（Genes Dev 18:2418, 2004; Proc Natl Acad 
Sci U S A 101:14794, 2004; Nat Med 12: 665, 2006; EMBO Rep 8: 504,2007; J Clin Invest 
118:2506, 2008; Nat Med 16:678, 2010 等）も詳細に明らかにした。次世代シーケンサーを用

いたゲノムワイド解析により、骨格形成における転写ネットワークの解析を行った（Cell Rep 
12:229, 2015; Stem Cells 31:2667, 2013）。 
 

 

２．研究の目的 

以上を踏まえて、申請者らが見出してきた足場素材の三次元形状制御技術、骨・軟骨再生誘導

のためのシグナルネットワークに関する知見・技術を、高機能ハイドロゲルユニットをインター

フェースとして用いて統合することで、四次元足場システムの創製を目指した。シグナル因子を

放出する三次元的な位置と時間的要素を制御することで、局所細胞の分化・増殖を精密に制御す

ることが可能であると考えた。さらに、ゲノムワイド解析を用いて、本法による再生メカニズム

を分子生物学・エピゲノムの観点から検証し、従来にはない切り口で、足場材料と生体とのイン

ターフェースで起こる現象に迫り、実用化への有効性と安全性を保障するゲノムレベルの分子

基盤を得る。具体的には以下の4つのサブテーマを行う。 

 

背景

1.幹細胞生物学の進歩により再生のシグナルネット
ワーク解明は急速に進展。シグナル因子を標的細胞
に送達する方法も開発が進む。

2.三次元プリンターの登場で足場素材の三次元形状制
御技術が急速に発展。

3.しかし、１単独、２単独では臨床的な再生実現には
不十分、両者を統合するインターフェースが必要

シグナル因子を保持、足場素材へ空間的配置、望みの時
間に分解して標的細胞に最適のタイミングで届けること
ができる高機能ハイドロゲルユニットを統合インター
フェースとして開発、「四次元足場システム」を創製



 

 

(1) 骨・軟骨再生誘導シグナルネットワークとシグナル因子送達法の最適化 

(2) 足場素材の三次元形状制御方法の最適化 

(3) 高機能ハイドロゲルユニットの開発と四次元足場システムの創製 

(4) 動物実験による四次元足場システムの機能検証と再生メカニズムの解析 

 

 

３．研究の方法 

(1) 骨・軟骨再生誘導シグナルネットワークとシグナル因子送達法の最適化：マウス・ヒト多

能性幹細胞の分化誘導系を用いて、骨・軟骨再生誘導シグナル因子の絞り込みを行った。

得られた候補について、マウス組織欠損モデル等でその有用性を確認した。 

(2) 足場素材の三次元形状制御方法の最適化：三次元プリンターを用いた人工骨の基本設計を

最適化するため、粉体粒径およびインクの粘度・pH・液滴量の物性評価を行った。 

(3) 高機能ハイドロゲルユニットの開発と四次元足場システムの創製：作成したPEG材料の物

性と細胞との相互作用を評価するため、FITCを用いた観察、in vitro細胞培養およびin 

vivo皮下埋植を行った。 

(4) 動物実験による四次元足場システムの機能検証と再生メカニズムの解析：作成した PEG 材

料および骨再生性シグナル搭載型マテリアルの骨再生効果を検証するため、マウス左大腿

四頭筋内注射による異所性骨化モデル、マウス頭蓋骨臨界骨欠損モデルおよび、マウス膝関

節骨軟骨欠損モデルを用いた検証を行った。 
 
 
４．研究成果 

(1) 骨・軟骨再生誘導シグナルネットワークとシグナル因子送達法の最適化 

 これまでに当研究グループで得られた知見および過去の報告をもとに、骨・軟骨再生誘導シ

グナル因子に関する絞り込みを試みた。骨再生に関して、in vitroで骨芽細胞を誘導するシグ

ナルとそれらの処理条件が同定できれば、再生誘導シグナルとして利用できるのではないかと

いう仮説を立てた。そこで、発生を模倣するモデルとして胚性幹細胞の分化培養系を用い、骨

発生において重要な、BMP、Hedgehog（Hh）、Wnt、FGFの4種類のシグナル経路に着目して、そ

れらのシグナル活性を調節する低分子化合物を中心

に検討を進めた。 

マウス胚性幹細胞由来の中胚葉細胞を、Hhシグナ

ル活性化剤SAGと骨形成性低分子TH（ヘリオキサンチ

ン類縁体）で処理することで、骨芽細胞が三次元培

養中で誘導され、骨組織様オルガノイドを形成でき

ることを見出した（Zujur et al. Sci Adv, 2017、
右図）。さらにヒトiPS細胞を用いたヒト骨芽細胞分

化系においても検討を行った。マウス実験で明らか

になったSAGとTHの処理後に、THとGSK阻害剤（Wnt活

性化剤）CHIRの組み合わせを段階的に処理すること

でヒト骨芽細胞が誘導されることが明らかになった

（右下図、Zujur et al. Regen Ther. 2020）。ま

た、本研究を通して、ヒト多能性幹細胞から効率的

に骨軟骨前駆細胞を誘導する手法を開発し（特許：

特願2021－041384）、骨再生性シグナルのスクリー

ニングの効率化に寄与した。この中で、SAGの骨修復

促進効果は、マウス骨折モデルにおいても確認され

た（Kashiwagi M et al. Biophys Biochem Res 
Commun, 2016）。 

 軟骨再生に関して、軟骨形成性低分子化合物TDが

転写因子Runx1の発現を誘導することで軟骨形成を促

進することをすでに見出していたため（Ann Rheum 

Dis, 2013）、TDおよびRunx1の軟骨の維持および再生効果を検証した。その結果、Runx1は関節

軟骨における基質産生と肥大化抑制を介して関節軟骨の維持に寄与することが明らかになった

（Yano et al. Sci Rep. 2019）。また、TDが脱分化した軟骨細胞の分化誘導促進効果を示し、

コラーゲン足場材料における軟骨組織の誘導効果を有すること（Hamamoto S. et al., J Exp 
Orthop, 2020）、ヒト滑膜細胞由来幹細胞に対して軟骨細胞分化誘導能を有すること

（Kobayashi M. et al., J Tissue Eng Regen Med, 2021）が明らかになった。さらにCHIRとレ

 

ヘッジホッグシグナル活性化剤SAGとヘリオキサンチン類縁体TH

によるマウス胚性幹細胞由来骨組織様オルガノイドの誘導
H&E染色 von Kossa染色 SEM
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ヒトiPS細胞を用いた骨分化誘導法の確立

RT-qPCR（骨芽細胞分化マーカ―の発現） 石灰化基質の染色（von Kossa染色）

TH+SAGとTH+CHIRの段階的な刺激がヒト骨芽細胞分化を誘導



 

 

チノイン酸受容体アゴニストTTNPBの組み合わせがヒト多能性幹細胞から軟骨細胞の分化誘導を

促進することが明らかとなった（Kawata M. et al., Stem Cell Reports. 2019）。 

当初計画では、シグナル因子としてmRNA送達を考えていたものの、これまでの研究で単一

mRNA発現誘導では機能的な骨再生を誘導するには不十分であること、およびmRNA送達キャリア

の最適化条件はmRNAごとに異なり複雑な制御機構を構築する必要があることが判明した。その

ため、より簡便・安定・低コストに使用可能な低分子化合物を用いた研究に方針を変更し、上

記の研究を行った。その結果、上述の通り骨・軟骨再生性低分子化合物およびその組み合わせ

をマウス・ヒト発生モデルおよびマウス組織修復モデルを用いて同定した。 

 

(2) 足場素材の三次元形状制御方法の最適化 

申請者らのバイオマテリアル三次元形状制御に関するこれまでの成果に基づき（J Artif 
Organs 12:200,2009; Acta Biomaterialial 8:2340,2012; Biomaterials 34:9056,2013）、三

次元造形したリン酸カルシウムを骨・軟骨再生用足場材料として使用するための基礎的検討を

行った。インターフェースとなる高機能ハイドロゲルユニットと統合することを想定し、三次

元プリンターを用いて足場材料を造形する際の基本設計、および骨・軟骨欠損の形状に適合す

るために要求される造形精度について最適化を行った。その結果、粒径：10 ㎛、インクの粘

度：コンドロイチン硫酸4%、pH5.5、液滴量：25 pLが最適値であることが明らかになった。以

上より様々な形状の骨格組織欠損に対して、欠損構造に応じた足場材料を成型し、高機能ハイ

ドロゲルユニットと統合する技術基盤が確立した。 

 

(3) 高機能ハイドロゲルユニットの開発と四次元足場システムの創製 

生体への安全性や生体適合性が広く知られた高分子

であり、組織損傷部位に合わせた整形が可能で、人工

材料として大量生産可能なポリエチレングリコール

（PEG）ベースのハイドロゲルに着目し研究を進めた。

非膨潤性のゲルである臨界ゲルの開発を進める中で、

再生医療用足場材料として有用な「Tetra-PEG スポン

ジ」の開発に世界で初めて成功した（右図、特許

PCT/JP2019/029574 および特願 2020-011428）。本

Tetra-PEG スポンジは、親水性のポリエチレングリコ

ール（PEG）のみからなるものの、同様に PEG からなる

Tetra-PEGゲルとは全く異なる特性・細胞親和性を有し

ていた。構造に関して、従来の Tetra-PEG ゲルが nmオ

ーダーの網目構造を持つのに対して、Tetra-PEGスポン

ジは µm オーダーの構造を有する。Tetra-PEG スポンジ

の構造は、適切な蛍光染色のもと蛍光顕微鏡で直接的

に観察することが可能であった。その結果、PEG が密な

構造と PEG がほとんど存在しない粗な構造の二相から

なることが明らかとなった。本構造は、PEG 濃度の低下

に伴う相分離現象により形成される可能性が考えら

れ、バルク自由エネルギーと界面自由エネルギーの総

和として計算できることが高分子物理の理論に基づき

見出された（上図）。 

次に、Tetra-PEG スポンジが有するμｍスケールの編み目構造が細胞浸潤に有用か検討した。

Tetra-PEG スポンジに細胞（ATDC5）を播種したところ、旺盛な接着・伸展挙動が確認された。ま

た、Tetra-PEG スポンジをラット背部の皮下に 2 週間埋植したところ、極めて旺盛な線維性組織

の浸潤・血管誘導が確認された。一方で、Tetra-PEGゲルを用いた場合には、従来の PEG からな

るゲルと同様に細胞浸潤は確認されなかった。このように、PEG 単体からなるゲルにおいて、構

造を制御することで細胞接着性・細胞浸潤性の機能を誘起することに成功した（投稿準備中）。

Tetra-PEG スポンジはゲル前駆体水溶液の二液混合により容易に作製が可能であるために、イン

ジェクタブルな再生用足場材料として有望であることが示唆された。さらに、Tetra-PEG 合成時

に易分解性のリンカーを一定量組み込むことで、生分解スピードを制御できる可能性が in vitro

で示唆されており、より厳密な薬物徐放とゲルの生体内挙動の制御が可能になりつつある。 

 

(4) 動物実験による骨・軟骨再生効果の検証と再生メカニズムの解析 
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 Tetra-PEG スポンジが良好な細胞侵入性を示したため、まず、本材が組織修復時の再生の場を

確保し、骨組織を誘導することで組織誘導を達成

できるのではないかと仮説を立てた。仮説の検証

のため、成獣マウス頭蓋部に作製した臨界骨欠損

（直径 4 mm）を on site gelation により Tetra-

PEG スポンジで被覆し、無処置群、Tetra-PEG ゲル

被覆群と比較して、12 週間にわたって骨再生効果

を検証した。X 線マイクロ CT 解析において、術後

4 週より Tetra-PEG スポンジ群でのみ旺盛な骨再

生が認められ、その量は経時的に有意に増加した

（右図）。 

術後 12 週サンプルの組織学的解析から、Tetra-

PEG スポンジ群においては、細胞がスポンジ内部に

侵入し、骨再生が一部スポンジ周囲のみならずス

ポンジ内においても誘導されていることが明らか

となった（右図・矢印；投稿準備中）。さらに免疫

組織化学染色により、再生骨領域において骨芽細

胞分化マーカーの Runx2 および Osterix の発現を

確認した。 

 次に、Tetra-PEG スポンジの関節軟骨組織の欠損

に対する再生効果を検証するため、ラット膝関節

における骨軟骨欠損モデルを作製し、Tetra-PEG ス

ポンジ埋植の影響を検討した。埋植 6 週間後の組

織学的解析の結果、Tetra-PEG スポンジ群におい

て関節軟骨組織が肥厚することが分かった。しか

しながら、再生組織において、サフラニン O 染色

陽性の軟骨基質産生は十分に認められなかった

（右図）。以上より、Tetra-PEG スポンジ単独で一

定の軟骨再生効果はあるものの、その効果は十分

ではなく、薬物との統合が必要であることが確認

された。 

 次に、Tetra-PEGスポンジのin vivo薬物徐放性

を検討するため、BMP-2の異所性骨化モデルを用

いたパイロット実験を行った。Tetra-PEGスポン

ジに4.6 μgのBMP-2を浸潤させた後、マウス左大

腿四頭筋内に注入し、異所性骨化を軟X線CTによ

り評価した。比較対象として、同量のBMP-2を、

従来型のTetra-PEGゲルと混和したサンプルを用

いた。移植後21日目におけるマイクロCT解析の結

果、BMP-2搭載型のTetra-PEGスポンジは顕著な異

所性骨化を誘導した（右図）。以上より、Tetra-

PEGスポンジの薬物担持能を支持する結果がin 
vivoで確認できた。現在、本研究で得られた骨形

成性低分子化合物（SAG・TH・CHIR）および軟骨

形成性化合物(TD)を含めた組織再生性インプラン

トの検討を進めている。 
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