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研究成果の概要（和文）：本研究では、確立したiPS細胞から骨芽細胞系細胞への分化誘導法により作製された
骨芽細胞系細胞について、どの分化段階にあるのか、また遺伝子発現などを含めた細胞の特性を既存の骨芽前駆
細胞および成熟骨芽細胞株との対比を行い、分化段階とその特性を明らかにした。多能性を有するiPS細胞レベ
ルから骨芽細胞系細胞へ分化誘導する過程で働く、骨分化および骨形成を制御する可能性が高い新規因子の発現
抑制を行うだけでなく、さらには遺伝子改変マウスを作製し、研究を実施した。これによりHoxb遺伝子クラスタ
ー内に存在するlncRNAが骨芽細胞分化と成長後の骨質を左右する因子となり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The specific aim in this research project was to provide for determining the
 differentiation stage of osteoblast. The characterization of osteoblast lineage cell was revealed 
by this study, however, the method for preparing osteoblast lineage cells from iPS cells would be 
required to further improve safety without tumorgenesis. Therefore, our research project was to 
elucidate for a new metabolic-related factors and require functional analysis for osteoblastic 
differentiation. These findings in vitro and in vivo analysis suggest the existence of regulating 
new mechanism of bone metabolism.

研究分野： 細胞組織学、骨代謝学、骨芽細胞分化

キーワード： 骨芽細胞　iPS細胞　骨芽細胞分化　骨形成　レプチン受容体　ノンコーディングRNA　ノックアウトマ
ウス　制御メカニズム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請研究では、代表者らが確立した骨芽細胞分化法により作製した骨芽細胞系細胞の特性と分化段階など位置
づけを明らかにすることを目的とした研究である。分化誘導作製した骨芽細胞系細胞の特性は明らかにされた
が、さらなる安全面での評価と安全性の追求が必要であると考えられた。このため多能性をもつiPS細胞レベル
から骨芽細胞分化に至る過程を制御調節すると考えられる新しい因子の探索と機能解析が必要であった。近年、
骨・軟骨の再生医療研究、あるいは骨代謝研究が盛んであり、本研究はそれらの領域において新たな展開もたら
すことが予想され、学術的意義が高いと考える。

※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。



１．研究開始当初の背景 

iPS 細胞から骨芽細胞への分化誘導を行った研究の多くは、その誘導法による iPS 細胞レベルと分化後の対比

を行い、遺伝子発現解析を行ったものであり、作製した骨芽細胞系細胞の特性についてはこれまで十分に調べ

られていなかった。本研究代表者は、これまで iPS 細胞から骨芽細胞への分化誘導を高効率、かつ安全に実施

するためにプロトコールの確立と最適化を行い、基礎的検討を重ねてきた。研究を実施する中で作製した骨芽

細胞系細胞は、分化過程の中で時空間的にどのような位置づけになるのか、また分化誘導された骨芽細胞系細

胞の特徴はどういった点にあるのか、果たして骨再生能は有するのか、また安全性はどうなのか、という疑問

をかねてから有していた。本研究の課題として、「分化誘導培地を添加したから骨芽細胞へ分化している」ので

はなく、「確立した分化誘導系により、どの分化段階にある骨芽細胞系細胞が作製できたのか」、また「作製さ

れた骨芽細胞系細胞の特性を明らかにする」などの点があげられる。さらに研究代表者は、骨形成に関わる因

子の多くが組織幹細胞である骨髄間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化段階で見出されてきた背景を考慮し、多

能性を有する iPS 細胞から骨芽細胞への分化段階においては、「骨芽細胞分化ならびに骨形成に関わる新規制御

因子が存在する可能性が高い」を仮説として、新しい制御メカニズム解明に向けて研究を実施した。 

 

２．研究の目的 

多能性を有する iPS 細胞から骨芽細胞系細胞（OLC）への独自の分化誘導法を確立した。本分化誘導法により

作製した骨芽細胞系細胞（OLC）がどのようなステータス、すなわち分化段階にあるのかについて、既存の骨芽

前駆細胞株（MC3T3- E1）、成熟骨芽細胞～骨細胞株（IDG-SW3）との対比を行うことで明らかにすることにし

た。また同時に、作製した骨芽細胞系細胞（OLC）の特性として、どのような発現マーカーが存在するのかを明

らかにするため発現解析を行った。さらに作製した骨芽細胞系細胞（OLC）が骨形成能と安全性を有するかにつ

いて、免疫不全マウスを用いて細胞の皮下移植を行い、評価した。本研究では、とくに多分化能を有する iPS 細

胞レベルから OLC 作製までの分化過程における遺伝子動態に着目し、骨形成を制御する新しいメカニズムを解

明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

京都大学 iPS 細胞研究所から提供されたマウス iPS 細胞株（iPS-MEF-Ng-20D-17）を用いて、独自に確立し

た骨芽細胞への分化誘導プロトコールに従い、骨芽細胞系細胞 (OLC)を作製し、マウス骨芽前駆細胞 (MC3T3-

E1)および成熟骨芽細胞～骨細胞株(IDG-SW3)との対比を行い、アリザリンレッド染色あるいは Von Kossa 染色

により石灰化結節(bone nodule)形成と遺伝子発現について解析した。これらの細胞について骨芽細胞への分化

誘導を行い、透過型電子顕微鏡により観察した。網羅的遺伝子発現解析ならび定量 PCR 解析の結果、MC3T3-

E1 の骨分化誘導を行うと、Hoxb 遺伝子の発現上昇が認められるだけでなく、クラスター内の特定の lncRNA が

発現上昇を示すことが分かった（図 1，2）。 

 



 

このことから骨分化および骨形成制御因子と考えられた二つの Hoxb-lncRNA および X-lncRNA について、

siRNA による遺伝子発現抑制により石灰化結節形成ならびに遺伝子発現解析を行った。さらに、このうちの X-

lncRNA の発現抑制を行うと IDG-SW3 では石灰化結節形成が減少することが明らかとなった（図 3）。 

 

X-lncRNAが骨分化ならびに骨形成の新規制御因子である可能

性が高いという仮説を立て、この lncRNA-KO マウスを群馬大

学の研究協力者らと作製し、大腿骨、脛骨および頭蓋骨につい

て、マイクロ CT による骨形態計測と表現型解析を行った。 

 

 

  

 

図３.  siRNA による石灰化形成の減少 

 

４．研究成果 

マウス iPS 細胞（20D-17）から分化誘導を行い作製した骨芽細胞系細胞 (OLC)の特性について解析を行って

きた。その結果、OLC は骨芽前駆細胞 (MC3T3-E1)を骨芽細胞分化 day14 まで行った早期段階に比較して、遺伝

子発現傾向では後期段階の成熟骨芽細胞 (IDG-SW3) より前段階の骨芽細胞系細胞（MC3T3- E1＜OLC＜IDG-

SW3）と位置付けられる一方で、透過型電子顕微鏡による形態観察所見では、OLC と IDG-SW3 は、石灰化に先

立ち ECM を盛んに分泌しており、同一の段階にある活動型の骨芽細胞と考えられた。 

 骨分化にともない OLC は MC3T3-E1 と同様に ALP、Podoplanin、Sp7 を発現し、内軟骨性骨化様分化を呈す

ることを明らかにしていたが、骨芽前駆細胞 MC3T3-E1、あるいは成熟骨芽細胞から骨細胞様細胞 IDG-SW3 と

は異なり、骨芽細胞と脂肪細胞に分化する骨髄間葉系細胞で確認されているレプチン受容体を高発現する特性

をもつことが明らかになった（図 4）。 

OLC への分化誘導時に Hoxb 遺伝子群が特異的な

発現傾向を示すこと、また Hoxb 遺伝子間に存在

する分化初期段階で発現上昇する長鎖ノンコーデ

ィング RNA (lncRNA)を確認した。この着目した

lncRNA 遺伝子の発現傾向は、Hoxb 遺伝子群と同

一傾向を示したことから、lncRNA 遺伝子について、

siRNA による発現抑制を行ったところ、石灰化結

節形成が減弱されるだけでなく、下流の骨分化関

連遺伝子を調節していることが示された。そこで

骨芽細胞分化を上流で調節すると考えられる X-

lncRNA 遺伝子のノックアウトマウスを作製し、表

現型解析を行ったところ、成長期の骨形成に異常はきたさないものの老齢化（26 週齢）にともない石灰化形成

が脆弱となる所見が示された（図 5，6，7）。不思議なことに lncRNA-KO マウス成長板直下の遠位部の骨梁形

成は増加傾向になるのに対し、皮質骨では菲薄化を生じている可能性があり、骨の石灰化形成に関与する新規

制御因子である可能性が高いと考える。 

図４. 細胞種、分化段階の違いによるレプチン受容体

図１. Hoxb 遺伝子クラスター内の経時的遺伝子発現                   図２．lnkRNA の遺伝子発現  



 

 

まとめ 

ES 細胞と同様に iPS 細胞は無限の増殖能をもつことから、安全かつ高効率に分化誘導を行い、骨芽細胞が作

製できれば、臨床において大きな骨欠損に対する再生医療への応用が期待されている。しかし、研究代表者ら

が基礎的検討を積み重ねて確立した骨芽細胞の分化誘導法だけでなく、他の有用性が高い手法をもってしても

100％安全な骨芽細胞系細胞だけが得られるかと言えば現時点では難しいと考える。一方で、骨形成や骨分化に

おいて、新規制御因子と考えられる lncRNA による骨形成制御メカニズムがさらに解明されれば、骨形成、骨

代謝の研究領域において新たな局面と展開を生じることが予想される。今後さらに研究が進むことで新規制御

因子による高効率かつ安全で確実な骨芽細胞系細胞への分化誘導法の確立への応用が期待される。 

図５. lncRNA-KO マウス   図 6. マイクロ CT (WT vs lncRNA-KO)   図 7. 上腕骨断面 SEM 像 (WT vs lncRNA)-KO)  
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