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研究成果の概要（和文）：近年、線維芽細胞から目的細胞へ直接誘導する技術が報告されており、我々もこれま
でに線維芽細胞から骨芽細胞へのダイレクト・リプログラミングに成功してきている。しかし、単に誘導骨芽細
胞を注入するだけでは、大規模な骨欠損に対しては十分な効果は得られないことが多い。そこで適切なスキャホ
ールドを開発し、そのスキャホールド上で、骨芽細胞への3Dダイレクト・リプログラミングを行い、移植するこ
とで効果的な新規骨再生療法を開発することを目的とした。
本研究の結果、シート型架橋ナノゲル上で線維芽細胞より骨芽細胞を直接誘導しえるとともに、骨欠損モデルマ
スに移植することで顕著な骨再生を認めた。

研究成果の概要（英文）：In recent years, techniques for direct reprogramming from fibroblasts to 
target cells have been reported, and we have succeeded in direct reprogramming from fibroblasts to 
osteoblasts.However, simply injecting induced osteoblasts is often not sufficient for large bone 
defects. Therefore, we aimed to develop a novel and effective bone regeneration therapy by 
developing an appropriate scaffold, performing 3D direct reprogramming of osteoblasts on the 
scaffold, and transplanting them.
The results of this study showed that osteoblasts could be induced directly from fibroblasts on a 
sheet-type cross-linked nanogel, and that significant bone regeneration was observed when 
transplanted into a bone defect model mice.

研究分野： 歯科口腔科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性で治療方法が確立されていない大規模骨欠損および炎症性骨欠損障害が、患者の線維芽細胞を用いて体外
で骨芽細胞移植によって再生し、治療効果が認められれば、有用である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

顎骨腫瘍手術後の大規模骨欠損や歯周病に伴う歯槽骨吸収による歯牙喪失は、QOL（quality of 

life）を著しく低下させる。近年、線維芽細胞から目的細胞へ直接誘導する技術（ダイレクト・

リプログラミング）が報告され、申請者らのグループも、これまでにヒト線維芽細胞から機能

的な骨芽細胞への直接誘導を報告してきている。 

しかしながら、実際に再生医療を必要とするような骨疾患では、大規模骨欠損であることが多

く、その場合誘導した骨芽細胞を移植するだけでは不十分だと考えられ、骨芽細胞と一緒に移

植可能な適切なスキャフォールドの開発が望まれる。 

上記の骨再生治療により骨欠損部の回復が認められれば、歯科分野の枠を超えて、関節リウマ

チなどの炎症性の骨疾患や大規模骨欠損に対して大きなインパクトを与えると考えた。 

 

２．研究の目的 

ダイレクト・リプログラミング技術を用いて誘導した骨芽細胞を用いて大規模骨欠損にも対応

しえる効果的な新規骨再生医療の確立を目指すことを本研究の目的とした。 

その目的を達成するために、本研究では、我々の研究グループが独自に開発した架橋ナノゲル

を足場として用い、その架橋ナノゲル上でヒト線維芽細胞から骨芽細胞へ 3D ダイレクト・コ

ンバーションを試みるとともに、その架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体を人為的骨欠損モデル

マウスに移植し、骨再生の評価を行った。 

 

３．研究の方法 

ⅰ:架橋ナノゲル上での遺伝子導入による骨芽細胞の 3D ダイレクト・リプログラミング 

 pMX puro ベクターに、骨芽細胞関連遺伝子およびリプログラミング関連遺伝子の cDNA をそ

れぞれ組み込んだコンストラクトを pCMV.VSV-G とともに plat GP 細胞に導入する。そこから

産生されるレトロウィルス粒子を線維芽細胞へ感染させ、架橋ナノゲル上に播種しなおした後

に骨分化誘導培地で培養し、骨芽細胞への 3D ダイレクト・リプログラミングを図る。 

 架橋ナノゲル上での細胞増殖と細胞接着を WST assay およびアクチン染色にて評価する。そ

して得られた架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体から RNA 抽出を行い、qPCR にて骨芽細胞関連遺

伝子の発現を評価するとともに、架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体の Alizarin Red S 染色を行

い、骨芽細胞への誘導を評価する。 

 

ⅱ: 上記架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体の骨再生の評価 

SCIDγ-/-マウスの大腿骨を削合し、骨髄を除去して骨幹部の骨を欠損させる。この欠損部に、

上記で得られた架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体を移植する。対照群として、架橋ナノゲルの

み移植した群と、元の線維芽細胞を架橋ナノゲルに播種して移植した群を作成する。 

移植後マウスを安楽死させて大腿骨を採取し、マイクロ CT 撮像を行って骨再生と骨密度を評価

する。また移植部の組織切片を作成して HEと Alizarin red S 染色を行う。 

ⅲ: シート型架橋ナノゲルの開発と小分子化合物を用いた骨芽細胞への 3Dダイレクト・リプロ

グラミング 

 

上記で作成した架橋ナノゲルはファイバー型であったが大規模骨欠損に対応するには、シート



型の架橋ナノゲルが望ましい。そこで新たにシート型の架橋ナノゲルを作成し、従来のファイ

バー型ナノゲルと比較評価を行う。また臨床応用を考慮した際には、遺伝子導入を用いない骨

芽細胞の誘導が望ましい。そのため、我々が見出した骨芽細胞にダイレクト・リプログラミン

グしえる小分子化合物を用いて、ファイバー型およびシート型架橋ナノゲル上で芽細胞への 3D

ダイレクト・リプログラミングを図る。 

 ファイバー型およびシート型架橋ナノゲルに線維芽細胞を播種し、小分子化合物を含む骨芽

細胞誘導培地で培養する。得られた架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体から RNA 抽出を行い、qPCR

にて骨芽細胞関連遺伝子の発現を評価するとともに、架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体の

Alizarin Red S 染色を行い、骨芽細胞への誘導を評価する。 

 

４．研究成果 

本研究の結果、シート型架橋ナノゲル上で線維芽細胞より骨芽細胞を直接誘導しえるととも

に、骨欠損モデルマスに移植することで顕著な骨再生を認めた。本研究結果は、大規模骨欠損

に対する効果的な治療法になる可能性を秘めていると期待される。 

 

（研究方法に対する結果） 

ⅰ:架橋ナノゲル上での遺伝子導入による骨芽細胞の 3D ダイレクト・リプログラミング 

ダイレクト・リプログラミング技術と，多孔性 架橋ハイブリッド・ナノゲルを使用し，大規模

骨欠損の 回復を目的に検討を行った.ヒト線維芽細胞に遺伝子を 導入し，多孔性架橋ハイブリ

ッド・ナノゲル孔内部に進 展接着させた. 

 

ⅱ: 上記架橋ナノゲル誘導骨芽細胞複合体の骨再生の評価 

カルセイン染色，アクチン-ヘキ スト染色 Alizarin Red S 染色，RealtimeRT-PCR を行い， 細

胞との接着，骨分化および骨回復を確認した. 

 

ⅲ: シート型架橋ナノゲルの開発と小分子化合物を用いた骨芽細胞への 3Dダイレクト・リプロ

グラミング 

 

大規模骨欠損の回復を目的に,足場材料としてシート状の多孔性架橋ハイブリッド・ナノゲルを

新たに開発し,その上でヒト線維芽細胞から骨芽細胞への 3D ケミカルダイレクト・コンヴァー

ジョンを行い検討した.3 種類の足場（シート状およびファイバー状多孔性架橋ハイブリッド・

ナノゲル,アテロコラーゲン）をラマン分光法解析した結果,分子構造の違いを認めた.各足場材

料にヒト線維芽細胞をそれぞれ播種し,小分子化合物である TGF-β阻害剤（ALK5 i II）を添加

/非添加した骨分化誘導培地で 3 次元培養を行い ,Alizarin Red S 染色 ,Real time 

RT-PCR,ATR-FTIR 解析を行い,多孔性架橋ハイブリッド・ナノゲル上での高い石灰化基質産生

と骨分化,生体適合性の高い骨質形成を確認した.以上の結果より,本技術は,骨髄炎や骨腫瘍摘

出後の骨欠損等に対する新規骨再生医療の基盤技術になり得ることが示された. 
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