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研究成果の概要（和文）：レチノイン酸シグナルを用いることでヒトiPS細胞から短期間で骨様結節を誘導する
方法を樹立し、タイムラプスイメージングによりその過程を観察した。更にコラーゲンゲルを用いた培養系によ
って、骨芽細胞から骨細胞への分化過程を時空間的に可視化することに成功した。そして骨形成不全症由来iPS
細胞を用いて、確立した誘導系及び観察システムが病態再現から創薬スクリーニングにおいて有用であることを
実証した。

研究成果の概要（英文）：We established a method to make bone-like nodules from human iPS cells 
within 10 days using retinoic acid signal, and observed this process by the time-lapse imaging. We 
also succeeded to visualize the differentiation process from osteoblasts to osteocytes using 
collagen gel culture system, and demonstrated that the induction method and experimental system are 
useful for disease-modeling and drug screening using patient-specific iPS cells of osteogenesis 
imperfecta.

研究分野：幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義としては、骨代謝研究分野における新しいin vitroでの解析システムとして極めて有用なものであ
る。社会的意義としては、難治性の骨疾患に対する病態解明から創薬へのプロセスに有用なものであり、有効な
治療薬の無い疾患における患者の臨床病態の改善に貢献できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨は複数の細胞の相互作用により常に改変を繰り返す動的組織であり、その過程は液性因子によ
るシグナル伝達から、細胞-細胞間の相互作用、そしてメカニカルストレス等、様々な分子機構
により制御されている。そのためin vitroでの単一細胞の解析から理解することは困難である。
分化誘導技術の進歩により、iPS細胞等から複数の細胞によって構成される３次元構造を有する
疑似器官（オルガノド）の作製が可能となり、よりin vivoに近い状況で分化過程や薬物に対す
る反応等を解析する試みが展開されている。申請者らは疾患特異的iPS細胞を用いた骨軟骨研究
を展開しており、最近、遺伝性骨疾患の病態を世界に先駆け解明したが（Hino et al. PNAS 2015）、
その過程でiPS細胞から短期間に効率よく骨芽細胞そして骨細胞を誘導する技術を開発した。更
にこの誘導法に温度感受性培養皿を併用することで、骨組織に類似した構造をもつ３次元構造体
（骨オルガノイドと称する）を作製することに成功した 。本研究では、この骨オルガノドに、
同様に iPS 細胞から誘導した破骨細胞を加えることで、骨改変過程を in vitro で再現し、その
過程の可視化を試みる。その観察に基づいて、骨再生促進薬の開発による再生医療への応用、更
には骨代謝関連遺伝性疾患の患者から樹立したiPS細胞を用いた「疾患特異的骨オルガノイド」
を活用した病態解明から創薬への展開をも検討する。 
 
２．研究の目的 
骨は複数の細胞の相互作用により常に改変を繰り返す動的組織であり、その過程には液性因子に
よるシグナル伝達から、細胞-細胞間の相互作用、そしてメカニカルストレス等、様々な分子機
構により制御されている。従って in vitro での骨代謝研究には限界があり、遺伝子改変マウス
等を用いたin vivoでの研究が主体となって進められてきた。しかしin vivoでの研究にも課題
はある。例えば特定の疾患に対す創薬研究への応用を想定した場合、マウスモデルを使用して多
数の薬剤をスクリーニングすることは困難である。すなわち単一細胞を用いた in vitro での研
究と個体を用いたin vivoでの研究の間を橋渡しする研究が必要である。近年、様々な分野で複
数の細胞によって構成される三次元構造を有する疑似器官（オルガノド）を活用したアプローチ
が展開されている。本研究は同一ゲノム情報を有する、異なる種類の細胞を得ることが出来ると
いう多能性幹細胞の利点を活用して、申請者が独自に開発した骨分化誘導法を用いて、骨芽細胞
及び骨細胞を誘導し骨基質を形成させ、更に前破骨細胞及び破骨細胞を同一のiPS細胞から誘導
し、これらを共培養することで、3次元構造を有する骨オルガノイドを創成する。そして様々な
因子を添加することで in vitro で骨リモデリング過程を再現することを目指す。更に遺伝性骨
疾患患者より樹立したiPS細胞を用いて、疾患骨オルガノイドを作製し、病態解明、そして創薬
に応用することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）蛍光標識ヒト iPS 細胞の作成 
各分化系譜及び分化段階の細胞を識別するために、それぞれの細胞に特異的と考えられて
いる遺伝子の 3’側に蛍光色素遺伝子を CRISPR/Cas9 システムを用いて挿入したレポータ
ーiPS 細胞を作製した。 
（２）ヒト iPS 細胞からの破骨細胞の誘導と機能解析 
丹羽らが開発した方法(Yamaguchi et al. PLoS One, 2013)を用いて、ヒト iPS 細胞から
破骨前駆細胞を分化誘導し、更に RANKL 及び M-CSF により破骨細胞を誘導した。その機能
を酒石酸抵抗性酸ホスファターゼの活性、デンチンスライスを用いた吸収窩形成等で評価
した。 
（３）ヒト iPS 細胞からの骨オルガノイド作製 
温度感受性培養皿上で 10 日間培養後、培養温度を下げることで、細胞群と基質を重層化
した組織として回収し、組織学的解析（光顕及び電顕）で骨基質を確認し、各細胞の形態
を観察した。分化誘導時に増殖因子等を添加し、骨オルガノイド形成に至適な条件を決定
する。更に作製した骨オルガノイドを免疫不全マウスに正所性あるいは異所性に移植し、
in vivo での骨組織形成能を確認した。 
（４）骨オルガノイドにおける骨改変過程の解析 
蛍光標識を用いて骨芽細胞、骨細胞及び破骨細胞の局在と相互関係を解析する。同一細胞
に骨芽細胞と骨細胞のマーカー遺伝子を標識した多能性細胞を用いて作製した骨オルガ
ノイドを用いて、骨芽細胞から骨細胞への分化過程を経時的に観察した。更にライブイメ
ージで観察することを試みた。 



 
（５）骨オルガノイドの骨代謝及び骨再生研究への応用 
骨オルガノイドを、既知の骨代関連因子で一定期間処理し、形成された骨基質を定性及び
定量評価し、既知の作用が再現されているかを検証した。 
（６）疾患特異的骨オルガノイドを用いた病態解析と創薬 
骨代謝関連遺伝子の変異が原因の遺伝性疾患の代表的疾患である骨形成不全症を対象と
して、骨オルガノイドの有用性を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）蛍光標識ヒト iPS 細胞の作成 
骨芽細胞と骨細胞を標識するために、GFP 遺伝子で標識された iPS 細胞において DMP1 及び
SOST 遺伝子の 3’側に、CRISPR/Cas9 システムを用いて蛍光色素遺伝子を挿入した。挿入
が確認されたiPS細胞を骨分化誘導し内因性遺伝子の発現と蛍光色素の発現を比較したが
一致したクローンは得られなかった。 

（２）ヒト iPS 細胞からの破骨細胞の誘導と機能解析 
既報(Yamaguchi et al. PLoS One, 2013)に準じた方法を用いて、ヒト iPS 細胞から TRAP
陽性細胞を誘導することに成功した。引き続き破骨細胞である実証を得るために、機能評
価実験を実施している。 

（３）ヒト iPS 細胞からの骨オルガノイド作製 
iPS 細胞の段階から 10 日間培養後、細胞と基質を重層化した組織として回収し、遺伝子発
現解析、組織学的解析（光顕及び電顕）、免疫組織化学染色で骨基質を確認し、骨芽細胞
と骨細胞が混在していることを確認した。更に誘導後 7日目の、骨芽細胞が主として骨芽
細胞によって形成されている細胞群を、免疫不全マウスに作成した骨欠損部に移植し、ヒ
ト由来の新生骨が形成されることを確認した。骨様結節を更に GFP 標識 iPS 細胞とタイム
ラプス解析を用いて、骨様結節の形成過程を可視化することに成功し、結節表面を覆う骨
芽細胞のシートから、骨細胞が結節内に移動する過程が観察された。 

（４）骨オルガノイドにおける骨改変過程の解析 
I 型コラーゲンをコートした培養皿を用いて、樹立したレチノイン酸シグナルを応用した
分化誘導法により、iPS 細胞から骨芽細胞及び骨細胞を分化誘導し、オステオカルシン
(OCN)及び PHEX の二重染色を行い、共焦点顕微鏡により解析した。細胞表面の細胞は OCN
陽性で、一部 PHEX 陽性、ゲル内に移動していった細胞は PHEX 陽性で、表層近くは立方型
で深部になると多数の細胞突起を有する星状を呈する細胞となり、骨芽細胞から骨細胞へ
の分化過程を再現していると考えられた。 

（５）骨オルガノイドの骨代謝及び骨再生研究への応用 
確立した培養系に対して、TGFβ等の成長因子を添加し、遺伝子発現及び骨様結節形成能
に対する影響を評価し、in vitro での骨代謝解析系としての意義を検証した。 

（６）疾患特異的骨オルガノイドを用いた病態解析と創薬 
COL1A1 遺伝子に変異を有する骨形成不全症(OI)患者由来の iPS 細胞を用いて、病態再現へ
の応用を検討した。ゲノム編集技術を用いて変異を修復した OI 由来 iPS 細胞と比較する
ことで、OI由来 iPS 細胞ではコラーゲン分子の細胞外分布が異常であり、かつ細胞内に蓄
積していること、そしてその結果 ER ストレスが亢進していることが確認され、OI の病態
再現に成功した。更に既報でオートファジー亢進による in vitro での治療作用が報告さ
れているラパマイシンを添加した実験を行い治療作用の再現に成功し、樹立した誘導法及
び観察システムが化合物による創薬に向けたスクリーニングのアッセイ系として有用で
あることを実証した。 
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