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研究成果の概要（和文）：近年オルガノジェネシス研究が盛んとなっている一方、骨オルガノイド技術の応用に
あたり、解決すべき問題が多く残っている。問題 の1つは「時間の制御」であり、もう一つは「生成物の物性制
御」である。本研究では（a）実際の骨組織発生過程を材料学的観点で再検討、（b）得られた結果を元に物理
的、化学的人工環境をin vitroにて再現、構築、（c）この構築環境を利用した骨オルガノイド生成のコントロ
ールを試み評価した。その結果、in vitroでの迅速石灰化物生成技術の開発やそのメカニズムの一端を解明する
に至った。

研究成果の概要（英文）：While organogenesis research has been paid tremendous attention in these 
years, there are still many problems to be solved when applying bone organoid technology. One of the
 problems is "Shortening of time" and the other is "control of physical properties of products". 
Here, in this study, (a) the actual bone tissue development process is reexamined from a material 
point of view, (b) the physical and chemical artificial environment is reproduced and constructed in
 vitro based on the obtained results, and (c). We tried and evaluated the control of bone organoid 
production using these constructed environments. As a result, we have developed an in vitro rapid 
mineralization methods and elucidated a part of the mechanism.

研究分野：歯科再生医学

キーワード： 組織制御　時間空間制御　オルガノイド　骨組織
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、実際の生体骨生成過程を模倣し、再現するという新しいアプローチで骨ブロックともいえる微小骨
の迅速石灰化ならびに物性制御の可能性を示すことに成功した。この骨ブロックは有機質を基材とした中で、細
胞由来の石灰化物を自然析出させるものや、石灰化物を有機基材と混在してパターニングするなど、これまでに
ない材料といえる。この微小骨を組織再生に応用する形での医療の実現は患者のQOL回復につながり、早期の社
会復帰など社会的にも大きな意義があると思われる。

※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 

近年オルガノジェネシス研究が盛んとなり、様々なオルガノイド形成が報告されている。

我々はこれまでに骨オルガノイド形成、さらに骨オルガノイド形成の先の技術として、形

成したオルガノイドの成長制御を in vitroにおいて進めてきた。具体的には、骨髄間葉系

幹細胞をもとにした細胞凝集塊作りに 2009年に成功し、2012年に世界で初めて骨オルガ

ノイド形成を報告している。さらに iPS細胞を用いた骨オルガノイド形成や成長制御とし

て 2015 年には三次元ハイドロゲル材料を利用した成長制御技術の手法を確立している。

一方でオルガノイド技術の応用にあたり、様々な解決すべき問題が多く残っている。特に

重要な問題の１つは「時間の制御」である。骨組織を例に挙げると、現在の骨オルガノイ

ド形成では間葉系幹細胞の分化を進めたうえで石灰化を誘導するという過程を経る。その

結果実際の石灰化組織を作るために 2-3週間の時間を要する。この期間をできるだけ短縮

することは単純かつ重要な問いである。もう一つの重要な問題は「生成物の物性制御」で

ある。現在の骨オルガノイド形成では生成した石灰化物の定性評価がほとんどであり、生

成物の結晶性や結晶配向など形成された石灰化物のクオリティ（品質）についてはほぼ議

論されていない。しかし、今後の再生医療への応用を考えた場合、品質制御（生成石灰化

物の物性制御）は重要な問いである。 

２．研究の目的 

本研究では骨オルガノイド生成の短縮化ならびに生成骨オルガノイドの物性制御を in 

vitroにて実現する技術開発を目的とする。本目的達成に向け、本研究では（a）実際の骨

組織発生過程を材料学的観点で再検討し、（b）得られた結果を元に物理的、化学的人工環

境を in vitroにて再現、構築する、（c）この構築環境を利用した骨オルガノイド生成のコ

ントロールを試み評価する、という過程を順次進める。 

３．研究の方法 

a) 実際の骨組織発生過程を材料学的観点で再検討する 

実験は ICR マウス発生初期の大腿骨、メッケル軟骨、フナの肋骨を利用した。マウス大腿骨に

ついては、生後 5日目以降の大腿骨骨端部を用い、マウスメッケル軟骨については、胎児期 13

日目以降の組織を使用、異なるゲル硬さ環境での組織成長変化について検討した。フナ肋骨に

ついては生後３週目以降の組織を使用した。それぞれの組織について、異なる時期の組織切片

像、電子顕微鏡像をもとに、組織形態変化、石灰化の拡大、石灰化物の同定を行った。さらに、

同部位における pHについて pHシートを用いた時間空間的変化を検討するとともに、生成石灰

化物の定性・定量評価を電子線回折、フーリエ変換赤外分光光度計（FTIR）などを用いて詳細

な検討を進めた。これらの結果をもとに、同部位における石灰化再現に向けた様々な環境条件

を設定した。 

（b）得られた結果を元に人工骨合成を in vitro にて再現、迅速石灰化を試みる 

これまでの我々の研究で細胞を断片化させたナノフラグメントが高い石灰化誘導能を有するこ

とが分かっている。そこで、異なる細胞種（軟骨細胞、骨芽細胞、線維芽細胞）による石灰化

誘導能の違いについて検討した。また、回収されたナノフラグメントについても、超高速遠心

分離を利用し、細胞膜成分、核成分、細胞質成分に分類し、それぞれの石灰化誘導能について

検討した。さらに、種々のナノフラグメントを含有したコラーゲンゲルを準備し、ゲル石灰化

を試み、迅速石灰化の可能性について評価した。石灰化の評価はアリザリンレッド染色、X 線

回折により行った。 

（c）得られた結果を元に人工骨合成を in vitro にて再現、生成骨物性制御を試みる 



フナ肋骨の骨成長の検討結果から、この組織が無機リン酸カルシウム成分が層状に積層するこ

とでこの骨独特の強度としなやかさ、靭性を示すことが明らかとなった。そこで、本項目では

無機リン酸カルシウムと結合剤としてのゼラチンを元に、3 次元の層状構造体を作製した。研

究では、さらに結合材としてのゼラチンとその架橋物質を応用することで、新たな有機/無機複

合体を作製し、その物性変化について評価した。 

４．研究成果 

骨組織発生を材料学的に再検討した結果、大腿骨骨端部の石灰化では細胞膜断片の核形成部位

としての働きに加え、この結果生じる石灰化小球の融合においてコラーゲン線維や細胞膜断片

が粘結剤としてを働くことを見出した。また、メッケル軟骨は異なる硬さ環境で異なる組織形

態変化、物性変化を示した。特に 10 kPa 近辺で石灰化促進に働くこと、40 kPa 以上で軟骨組

織の吸収促進が生じることを見出した。さらに肋骨組織は特有の層状構造を有し、独特の強度

としなやかさを合わせ持つことが示された。 

そこで、これら結果を元に、in vitro での迅速石灰化を試みたところ、軟骨細胞の利用がもっ

とも高い石灰化誘導能を示すことが 明らかとなった。また、細胞全体、および超高速遠心分離

を利用し、細胞膜成分、核成分、細胞質成分に分類し、それぞれの石灰化誘導能についても検

討し、全細胞の粉砕物がもっとも高い石灰化誘導能を示すことが明らかとなった。次に、細胞

粉砕時間と石灰化誘導能との関係について検討した。その結果、超音波粉砕 3分以上で作製し

たナノフラグメントが高い石灰化誘導能を示すことが明らかとなった。これら結果を元にコラ

ーゲンゲル内での石灰化誘導を進めた結果、わずか 48時間以内でゲル内を石灰化物が占める状

態が観察された。 

また、これら機械的刺激に関連した石灰化促進、軟骨吸収に関わる分子メカニズムの検討を進

めた。ここでは、部位特異的に前後部では石灰化を、また、中部では軟骨吸収を示すメッケル

軟骨に着目し検討を進めてきた。ここにおいて、インテグリンβ1 に関連した YAP の発現、ま

た、これらに関連した MMP-1,13 の発現変化を明らかにした。 

さらに、無機リン酸カルシウムと結合剤としてのゼラチンを元に、3 次元の層状構造体を作製

した。異なる濃度のゼラチン、その架橋物質を応用することで、新たな有機/無機複合体を作製

し、異なる条件での無機/有機複合体の物性を評価した。その結果、ゼラチン濃度 10wt%以上で、

無機リン酸カルシウムの層状間が完全にゼラチンで充満され、その濃度を変えることで強度の

制御（0-20 MPa）に成功した。さらにグルタールアルデヒドの架橋を実践すること少量のゼラ

チンで高い機械的強度(約 40 MPa)の層状人工骨の再現に成功した。 

このように本研究では、実際の生体骨生成過程を模倣し、再現するというこれまでにないアプ

ローチで骨ブロックともいえる微小骨の迅速石灰化ならびに物性制御の可能性を示すことに成

功した。この実現は患者の早期 QOL 回復につながり、社会的にも大きな意義がある。 
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