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研究成果の概要（和文）：骨疾患の再生医療の目的で、移植用の自家骨芽細胞を誘導する技術が望まれる。我々
は、ヒト線維芽細胞に転写因子を遺伝子導入し、または化合物を添加することにより、骨芽細胞に直接誘導する
技術を創出した。しかし臨床応用に展開するためには、最適な誘導法を確立し、誘導のメカニズムを分子レベル
で理解し、３Dの骨組織構成技術を創生する必要がある。そこでAIコンビナトリアル・ケミストリーを用いてダ
イレクト・リプログラミングに関与する可能性のある分子群に対する特異的阻害剤を開発し、また３D骨組織の
構築技術を開発した。その結果、ケミカル・ダイレクト・リプログラミング法を骨再生医療として実用化するた
めの基盤情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Recently we established procedures to directly convert human fibroblasts 
into osteoblasts by transducing some transcription factor genes or by treating the cells with a 
chemical compound. To apply this technology to bone regenerative therapy, it should be important to 
determine optimal procedures of the reprogramming, to understand the mechanisms of reprogramming, 
and to create 3D bone tissue in culture that is suitable for tailor-made autologous transplantation.
 In this project we explored chemical compounds that inhibit the molecules involved in the direct 
reprogramming by means of AI-based combinatorial chemistry. We also developed 3D bone tissue in 
culture using the directly converted osteoblasts. The results offered valuable information to apply 
the direct reprogramming technology to bone regenerative medicine in the near future.

研究分野：再生医療

キーワード： ダイレクト・リプログラミング　骨芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨粗鬆症性骨折後の癒合不全などに対して骨再生医療が求められている。我々のダイレクト・リプログラミング
法を用いれば、患者から極めて低侵襲に採取できる線維芽細胞から、高機能な移植用自家骨芽細胞を均質かつ無
尽蔵に作出することができる。さらに、遺伝子導入が不要で化合物添加だけで誘導できること、効率が高く骨基
質の産生能が高いこと、３Dスキャフォールド中で誘導することにより患者の病変部に合致した任意の形状にテ
ーラーメイドで立体造形できることが必要とされる。本研究はこのような骨再生医療に適したケミカル・ダイレ
クト・リプログラミング技術につながる成果をもたらしたので、高い学術的および社会的意義を有する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
骨粗鬆症性骨折後の癒合不全、重度の外傷や骨腫瘍摘除後の骨欠損等に対して、骨芽細胞を移
植できれば極めて有効と考えられる。実際、間葉系幹細胞を移植すると著明な効果が得られるが、
間葉系幹細胞は患者の骨髄や脂肪組織から採取する必要があり、患者によっては採取時の侵襲
が大きいなどの問題がある。高齢者の患者等からでも低侵襲に採取できる体細胞から、骨芽細胞
を作出することが望まれる。 
我々は、Runx2、Osterix、Oct4、L-myc の 4因子の遺伝子を導入することにより、ヒト線維芽
細胞を骨芽細胞に、直接変えることに成功した（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）。この誘導ヒト骨芽細胞をマウスの骨欠損部に移植すると、マウスの
体内で著明にヒト骨組織を再生することを示した(PNAS、2015)。しかしながら、遺伝子導入を行
った細胞では、移植後に癌化する可能性が否定しにくく、臨床応用のハードルが高い。そこで、
ヒト線維芽細胞に遺伝子導入はせず、化合物を添加して培養するだけで骨芽細胞に変える技術
の確立を目的として、さらなる検討を加えた。 
その結果、ヒト線維芽細胞に TGF-βレセプター（TGFR）阻害剤を添加して培養するだけで、
ヒト線維芽細胞を直接、骨芽細胞に変えることに成功した（ケミカル・ダイレクト・リプログラ
ミング）。得られた骨芽細胞（Chemical-mediated directly converted osteoblast＝cOB）は骨
芽細胞特異的遺伝子群を強発現し、石灰化骨基質を産生し、マウスの骨欠損部に移植すると著明
な骨再生を起こす。したがって本技術を用いれば、患者自身またはアロのドナーから低侵襲に採
取できる線維芽細胞から、高機能で均質な移植用の骨芽細胞を、多数作出することが可能である。
遺伝子導入を行う必要がなく、また iPS 細胞も体性幹細胞も含まないので、移植後に癌化する危
険が低いと考えられ、効果的で安全、かつ低コストな、新しい骨再生医療を実現できると期待さ
れる。 
しかしながら、TGFR 阻害剤が線維芽細胞を骨芽細胞に変えるメカニズムは不明である。種々
の TGFR 阻害剤を比較したところ、骨芽細胞への転換能の高い阻害剤と低い阻害剤が見出された。
ケミカル・ダイレクト・リプログラミングに寄与するシグナル伝達パスウェイを見出すには、さ
らなる特異的な阻害剤を開発しそれらを用いて詳細な検討を行う必要がある。すなわち、TGFR か
らはさまざまなシグナル伝達パスウェイが惹起され、さらに既存の阻害剤についてはどの阻害
剤が TGFR ファミリーのどのレセプターを抑制するかという対応にリダンダンシーがある。各レ
セプター特異的な阻害剤を開発して活用すれば、どのレセプターから惹起されるどのパスウェ
イが実際に関与しているのかの解明につながるであろう。ケミカル・ダイレクト・リプログラミ
ングのメカニズムが分かれば、起こりうる副作用の推定や適応のある患者を決める根拠を見出
すことができると考えられ、本技術を骨疾患の再生医療として実用化するための大きな推進力
となるであろう。 
さらに、そのような阻害剤が開発できれば、骨芽細胞への転換効率の向上、コンヴァージョン
に要する期間の短縮に加えて、誘導された骨芽細胞の高品質化が期待される。すなわち、高純度、
機能向上、正常骨芽細胞との相同性の高さ、それらのばらつきの少なさ等のキャラクターの向上
である。 
一方で、移植用の３D骨組織の構成技術を創生することができれば、骨再生医療の大きな利点
となるであろう。すなわち、患者ごとの骨欠損部の形状に合致した三次元スキャフォールドを用
いた骨組織を形成し、それを移植することができれば、骨組織の治癒、骨融合の促進等につなが
ると考えられるので、本技術で誘導した骨芽細胞を用いた３D骨組織の開発も行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TGFR ファミリー・メンバーに対する新規阻害剤を、AI を活用したコンビナトリ
アル・ケミストリーで創生し、線維芽細胞から骨芽細胞へのケミカル・ダイレクト・リプログラ
ミングの向上を目的とした。また cOB のキャラクタリゼーションとケミカル・ダイレクト・リプ
ログラミングのメカニズムの解析を行った。さらに、cOB を用いた３D骨組織の開発を行った。 
本ケミカル・ダイレクト・リプログラミング技術は我々だけが有する最先端技術である。一方、
AI を用いた創薬は、癌などの疾患に対する分子標的薬の開発等では用いられるようになってき
たが、細胞運命転換のメカニズム解明のために活用するのは他に例がなく、極めて独創的で斬新
である。本研究で開発する新しい阻害剤は、骨芽細胞のダイレクト・リプログラミングに最適化
して開発することになるので、既存の阻害剤を用いるよりも、効率が高く迅速で低コストなリプ
ログラミングが可能になり、本技術の骨再生医療としての臨床応用が実現する可能性が期待で



きる。 
また本研究の結果、骨芽細胞のダイレクト・リプログラミングの分子機構が明らかになれば、
骨芽細胞の発生・分化の理解や、また軟骨細胞など他の細胞へのリプログラミング技術の開発に
つながる知見も得られるであろう。さらに、患者ごとの骨欠損部の形状に合致した３D骨組織を、
自家誘導骨芽細胞で形成せしめ、それを移植するという個別化テーラーメイド再生医療を実現
することができれば、骨組織の治癒、骨融合の促進等が望め患者へのベネフィットは大きいと考
えられる 
  
３．研究の方法 
ダイレクト・リプログラミングとケミカル・ダイレクト・リプログラミング：ヒト線維芽細胞
を骨芽細胞誘導培地で培養し、Osterix、Oct4、L-myc の３因子（XOL）の遺伝子をレトロウイル
スベクターで導入、または種々の TGFR 阻害剤を加えた。骨芽細胞のキャラクタリゼーションは、
real time-RT-PCR による骨芽細胞マーカー遺伝子の mRNA 発現量解析、骨基質たんぱくの免疫染
色、骨基質染色、RNA Sequencing 等にて行った。 
in silico 分子進化法による阻害剤探索：研究分担者の菅波と田村らが開発した、「in silico 
分子進化法」を用いた。すなわち、ドッキング・シミュレーション技術等を駆使して、従来のコ
ンビナトリアル・バイオ・エンジニアリングの研究手法（ファージディスプレイ等）を、コンピ
ューターで行うシステムである。具体的には、標的部位に対するペプチドの結合力増加を進化の
方向とみなして、遺伝的アルゴリズムによる配列の生成とドッキング・シミュレーションによる
結合力の算出を繰り返し、最適な化合物の構造を決定した。CPU の並列計算が可能なシステムを
構築し、計算処理時間を短縮した。既存の阻害剤を骨格として種々の官能基を付加した無数の化
合物をコンピューター内で「合成」し、標的部位との結合力を計算し（ドッキング・シミュレー
ション）、より結合力の強い化合物を基にしてさらに次の化合物を「合成」し結合力を計算する
というプロセスを繰り返す、遺伝的アルゴリズムを施行した。 
３Ｄ骨組織培養：コレステロール基とアクリロイル基を導入した cholesterol-bearing 
pullulan（CHP）を自己組織化させて CHPOA nanogel を作成した。これを架橋して NanoClik gel
とし、凍結融解と凍結乾燥を行って NanoCliP-FD （Nanogel crosslinked porous freeze-dried）
matrix とした。また fibronectin コーティングと RGDC ペプチドの付加を行った NanoCliP-FD 
matrix もそれぞれ作成した。NanoCliP-FD matrix に PBS を浸潤させて NanoCliP-FD gel を作成
すると、これは大きな孔が不整に結合した構造を呈した。NanoCLiP.FD ゲルに上記細胞を播種し
骨芽細胞培地内で培養した。細胞の接着と増殖をカルセイン染色、アクチン-ヘキスト染色とテ
トラゾリウム塩アッセイで評価した。また骨基質形成を、Alizarin Red S 染色、osteo image 
assay、および real time RT-PCR による mRNA 発現解析で評価した。生体内での骨形成能を評価
する目的で、NOG/SCID マウスの大腿骨を削合し、骨幹部の骨と骨髄を除去した部位に、XLO 遺伝
子導入細胞を播種した NanoCliP-FD gel を移植した。21 日目にマウスを安楽死させて大腿骨を
採取し、マイクロ CT 撮像を行った。移植部の組織切片を H・Eと Alizarin red S で染色し光学
顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
TGF 阻害剤の探索。 
一例として我々が見出したケミカル・ダイレクト・リプログラミングを誘導する化合物をシー
ド化合物とし、TGF-βレセプター・ファミリーのあるメンバーを標的とし、それらの結合を指標
として探索した、阻害剤探索の結果を図 1 に示す。上記化合物から in silico で母核構造の置
換、官能基の付加等の修飾を行い、1,061 分子種の類似化合物を創生した。上記の方法で TGF-β
レセプター・ファミリー・メンバーとの結合のドッキング・シミュレーションを行い、ドッキン
グ・スコアでランキングした。その結果、上位 938 分子種は元のシード化合物よりも TGF-βレ
セプター・ファミリー・メンバーとの結合親和性が高いと予想される化合物が得られた。 
誘導骨芽細胞を用いた３D培養骨組織の開発。 
ヒト線維芽細胞に XOL を導入し、その懸濁液を fibronectin-coated NanoCliP-FD matrix に
浸潤させると、得られた NanoCliP-FD gel 内で多数の XOL 導入細胞が仮足を延ばし、孔壁に沿っ
て接着するのが観察された。骨芽細胞培地中で培養すると、XOL 導入細胞は経時的に増殖し、
osteocalcin と osteopontin 遺伝子を強く発現し、石灰化骨基質の産生とハイドロキシアパタイ 



 
図 1 AI による阻害剤予測の結果の一例。 
A) 我々が見出したケミカル・ダイレクト・リプログラミングを誘導する化合物をシー
ド化合物とし、母核構造の置換、官能基の付加等により、類似化合物を in silico
で多数創出した、TGF-βレセプター・ファミリーのあるメンバーを標的としてドッ
キング・シミュレーションを行った。 
B）得られた化合物をドッキング・スコアでランキングした。上位 938 分子種は元のシ
ード化合物よりも標的レセプターとの結合親和性が高いと予想された。 
C)最上位 10 分子種の構造（骨格のみ）を示す。 

 
  
ト結晶の沈着をもたらした（図 2A－D）。NOG/SCID マウスの大腿骨を削合し、骨幹部の骨と骨髄
を除去した部位に移植したところ、著明な骨再生が認められ、約 70%の骨回復を認めた（図 2E,F）。
線維芽細胞を播種したものの移植ではこのような骨再生は見られなかった。なお、動物実験と遺
伝子組み換え実験は所定の審査を受け認可を得て行った。 
また、cOB の NanoCliP-FD gel への播種、培養も行った。すると XOL の遺伝子導入で誘導した
骨芽細胞と同様に、Alkaline phosphatase 活性の亢進、Alizarin Red S 染色性の増強、
Osteocalcin の mRNA の発現上昇等が認められた。したがって、ケミカル・ダイレクト・リプロ
グラミングで線維芽細胞から誘導した骨芽細胞を用い、NanoCliP-FD gel をスキャフォールドと 



 
図 2 ３Ｄ培養骨組織の創生。 
NanoCliP-FD ゲルに Fibronectin をコーティングし、非導入または XOL 導入ヒト線
維芽細胞を播種した。 
A)14 または 28日培養後 RNA を抽出し、Osteocalcin と Osteopontin の mRNA を qRT-PCR
で測定した。OXL 導入細胞では骨基質たんぱくが発現した。 
B,C）ゲルをアリザリン・レッド Sで染色した。染色強度（B）と低倍率実体顕微鏡像を
示す。OXL 導入細胞を播種したゲルでは石灰化骨基質が多量に産生された。 
D)Osteoimage で染色後の低倍率と高倍率の蛍光顕微鏡像を示す。 
E,F) 7 日間培養したゲルを、大腿骨に骨欠損を形成したマウスの骨欠損部に移植した。
21 日後にマウスを安楽死させ、移植部の組織切片を H-E とアリザリン・レッド Sで
染色した。顕微鏡像（E）と仮骨形成率（F）を示す。 

 
 
することで、３D培養骨組織様の組織が構築できることが示された。NanoCliP-FD gel を重合さ
せる際、ディスク状、チューブ状等種々の形状で重合させ、同様に細胞の播種と培養を行うこと
も可能であった。 
以上のように、本研究では、AI コンビナトリアル・ケミストリーを用いた新規ケミカル・ダ
イレクト・リプログラミング誘導候補化合物の開発を行った結果、シード化合物よりも標的レセ
プターに強い親和性で結合すると予測される化合物を複数見出すことに成功した。さらに誘導
骨芽細胞を用いた３D骨組織の開発を行った。したがって、骨再生医療の実現化のための基盤と
なる極めて有用な技術が確立できた。 
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