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研究成果の概要（和文）：内軟骨性骨化組織における組織学的な解析から、石灰化軟骨が骨形成の優れた足場と
なる可能性を見出した。そこで、石灰化軟骨の構成成分と形状という２つの側面に着目し、石灰化軟骨由来の骨
形成促進因子の探索および、石灰化軟骨の特徴的な形状に着想したマイクロパターニングの開発を行った。ま
た、細胞動態解析によるインプラント材料の新たな評価法の開発も行った。それらを組み合わせることで、骨芽
細胞分化および骨形成を促す骨芽細胞の生着性の高い新たなインプラント表面の形状、およびコート素材開発が
実現できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Based on the histological analysis of endochondral ossification, we found 
that calcified cartilage function as a superior scaffold for bone formation by osteoblasts. So, we 
performed screening of molecules enhance bone formation from components of calcified cartilage and 
applied to coating. We identified several candidate molecules and these coating on culture dish 
significantly enhanced in vitro bone formation by osteoblasts. In addition, we designed a surface 
micropattern inspired by characteristic structures of calcified cartilage. We also developed assay 
methods to evaluate the surface properties by using kinetics of osteoblast migration. The 
micropattern changed in vitro bone formation rate and cell migration speed of osteoblasts. From 
these examinations, we suggest that the combination of novel coating and surface micropatterns 
provide effective surface properties for implants to achieve high biological compatibility and 
secure engraftment.

研究分野： 骨代謝学

キーワード： 骨芽細胞　石灰化　インプラント　細胞動態解析　マイクロパターニング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会の進行と治療技術の発展により、世界的にインプラント製品の需要が大幅に拡大している。インプラ
ントは、長期間生体に埋入して使用されるため、高い生体親和性と、安定的な強度が求められる。特に、インプ
ラント材料と骨組織の接合性が重要である。本研究は、生体内における内軟骨性骨化の組織学的解析から得られ
た知見を元にインプラント表面形状とコート剤という２つの特性を合わせることで、生体適合性の高いインプラ
ント開発に、新たな可能性を示した。また、本研究で同定した骨芽細胞分化と骨形成を促す因子は新たな骨芽細
胞による骨形成メカニズムの解明につながる可能性があり、学術的意義も大きい。

※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 
骨は体の支持、保護、運動制御といった生体機能の基盤となる重要な器官であり、その障害は

神経痛や歩行障害などの姿勢制御不全に直結するため、生体機能のみならず、QOL を保つ上でも
重要な組織である。骨は、軟骨を骨で置換する「内軟骨性骨化」のプロセス、あるいは軟骨を経
ずに直接骨形成を行う「膜性骨化」のいずれかのプロセスにより形成される。全身の多くの骨は
内軟骨性骨化により形成され、頭蓋骨や鎖骨といった一部の骨が膜性骨化により形成される。骨
は恒常的に破骨細胞による吸収と骨芽細胞による形成のバランスで維持されており(骨リモデリ
ング)、このバランスが崩れると、骨粗鬆症などの骨疾患を引き起こすと考えられている。よっ
て、骨リモデリングは骨の強度維持や血液中のカルシウム・リン等の調節に重要である。しかし
ながら、骨芽細胞がどの様にして骨形成が必要な状況を感知し、適切な部位へ増殖・移動・分化
し、骨形成を行うのかについては不明な点が多い。 
また、高齢化社会の進行と治療技術の発展により、世界的にインプラント製品の需要が大幅に

拡大している。多くのインプラントは、長期間生体に埋入して使用されるため、使用される材料
には高い生体親和性と、安定的な強度が求められる。特に、インプラント材料と生体組織の接合
は、細菌侵入防止およびインプラントの固定にとって重要であり、接合強化のため様々な材料の
表面処理や表面形態の開発が進められている。より生体適合性の高い材料開発において重要と
なるのが、用いる評価法であり、これまで、インプラント材料開発における評価法は、(1)無細
胞系における擬似体液(SBF)による骨様アパタイト形成試験、(2)インプラント材料上での骨芽
細胞培養試験、(3)実験動物へのインプラント移植試験により行われてきた。しかしながら、SBF
テストと生体組織における骨結合性の相関性については議論の余地があり、培養骨芽細胞につ
いても、生体内では数時間ほどで骨形成が見られるのに比べて、培養細胞では増殖・分化・骨形
成能が著しく低く、石灰化に 2週間から 1ヶ月ほど要する。また、生体内に埋め込まれたインプ
ラントは隣接する骨組織からの細胞の増殖、移動、分化を経て、骨・インプラント接合部での生
着が行われると考えられるが、既存の in vitro 評価試験においては、細胞移動といった動的な
挙動への効果検証は十分になされていない。一方、マウス個体へのインプラント移植実験は、移
植後の適応期間および、標本組織の作製、評価に非常に時間がかかり、また生命倫理の観点から
も、種々の条件の材料開発には適応が難しい。よって、より生体に近い条件で、短時間にインプ
ラント材料の生体適合性を評価する新たな評価法を開発することが必要である。 
 
２．研究の目的 
我々は、内軟骨性骨化組織を詳細に解析した結果、石灰化軟骨が骨形成の優れた足場となる可

能性を見出した。また、骨芽細胞に緑色蛍光蛋白質 GFP を安定発現した細胞の樹立と、長期間の
タイムラプスイメージング系の確立により、骨形成過程における骨芽細胞の増殖、移動速度とい
った動的指標を計測することが可能となった。そこで、石灰化軟骨を出発材料として、骨形成促
進能を指標に骨形成の優れた足場となる分子を探索する。また、石灰化軟骨が有する特徴的な形
態を元に、表面形状をデザインし、骨形成および、細胞動態解析から骨形成に適した表面形状を
開発する。また、得られた分子をコート剤としてインプラントモデル材料上での骨芽細胞動態を
解析することにより、骨芽細胞の移動速度といった動的指標を用いた全く新しい評価法を確立
し、軟骨内骨化組織解析の知見から、骨芽細胞分化および骨形成を促す骨芽細胞の生着性の高い
新たなインプラント表面の形状、およびコート素材開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
細胞培養 
MC3T3－E1 細胞(CRL-2593)は ATCC から購入し、アスコルビン酸不含有の MEMα(Gibco, 

A1049001)に 10%FBS と 1%ペニシリン-ストレプトマイシン混合液(ナカライテスク,26253-84)を
添加した培地中で培養した。培地交換および継代は3-4日に一度行った。GFP-MC3T3－E1細胞は、
MC3T3-E1 細胞に pcDNA3-EGFP(kindly gifted from Dr. Gary Bokoch, The Scripps Research 
Institute)を Lipofectamin LTX (ThermoFisher)で導入し、高発現細胞をフローサイトメトリー
により単離し樹立した。C57BL/6 マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞前駆細胞の単離と培養は既報の方
法(Nishiwaki T et al, 2006 Jornal of bone and mineral research)に従い実施した。 
 
In vitro 骨形成アッセイおよび骨芽細胞分化アッセイ 
MC3T3－E1 細胞またはマウス頭蓋冠由来骨芽細胞前駆細胞を 6.5x104 cells/cm2 で培養し、

50ug/mL L-アスコルビン酸マグネシウムおよび 10mM β-グリセロリン酸 二ナトリウムを培地
中に添加することで、骨芽細胞分化を誘導した。３－４日おきに培地交換を行い、20-30 日後に
形成された石灰化ノジュールは 0.5％アリザリンレッド S染色により可視化した。骨芽細胞分化
アッセイは分化誘導５日後に早期の骨芽細胞分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ
(ALP)の活性染色(85L1-1KT, シグマアルドリッチ)により実施した。染色像の撮影は Thunder 
Imaging Systems(Leica)を用いて行い、定量化には ImageJ(NIH)を用いた。 
 



免疫染色 
GST または候補分子の GST 融合タンパク質とゼラチンの混合液でコートした 8well チャンバー

スライド上に頭蓋冠由来骨芽細胞前駆細胞を培養し、分化誘導培地で 5時間培養後に 4%PFA/PBS
で 10 分固定し、0.1%TritonX100/PBS で 5分間透過処理した。5% normal donkey serum と 10ug/mL 
normal donkey IgG、1% BSA/PBS の混合液で１時間ブロッキングしたのち、一次抗体(phopho-
p44/42 MAPK抗体 4ug/mL,#9106, Cell signaling または phospho-SAPK/JNK 抗体 4ug/mL,#9255, 
Cell signaling)を４℃で一晩染色した。PBS で 5分間 3回洗浄後、二次抗体(Alexa fluor plus 
647 で標識した donkey anti-mouse IgG 1/1000 希釈, Thermofisher)を常温で１時間染色した。 
PBS で 5分間 3回洗浄後、ProLong glass (Thermofisher)で封入し、Thunder Imaging Systems
で撮影した。定量化には ImageJ(NIH)を用いた。 
 
石灰化軟骨由来の骨形成促進因子の探索 
６ヵ月齢の豚大腿骨(東京芝浦臓器)から成長盤を多く含む骨端部を 2cm 角に切断し、クールミ

ル(トッケン)を用いて破砕した。得られた粉末を 10mg/mL の(A)PBS、(B)0.01N 塩酸、または
(C)30mg/mL pepsin/0.01N 塩酸中に溶解し、48時間常温でローテーションにより抽出を行った。
次に、1000g で 20 分遠心分離し可溶性の粗抽出画分を得た。（B)(C)については 10xPBS と NaOH
を加え中和した。粗抽出画分は分注し-80℃で保存した。次に骨形成促進能の見られた粗抽出画
分（C)を出発材料として多段階(100g→1000g→3500g→21900g)の遠心分離により、６つ(S1P, S2P, 
S3P, S4, P1S, P1P)のフラクションを得た。次に骨形成を促進した S4フラクションをゲル濾過
カラム(Hiprep. 16/60, Thermofisher, Running buffer:50mM phosphate buffer + 150mM NaCl)
と液体クロマトグラフィー(AKTA prime, Cytiva)を用いて分画し、合計 185 のフラクションを
得た。得られたフラクションを SpeedVac（Thermofisher）を用いて濃縮した。骨形成促進能が見
られた 9 フラクションをプールし、さらに濃縮後、電気泳動、銀染色(銀染色 MSキット、富士フ
ィルム和光純薬)後、バンドを切り出し質量分析により蛋白質の同定を行った。質量分析に関し
ては神戸大学の波多野直哉先生のご協力により実施した。 
 
プラスミド作成とタンパク質精製 
同定した候補分子のマウスにおける相同遺伝子の配列を元にプライマーを設計し、マウス大腿

骨、骨髄、皮膚由来の cDNA を調整し PCR により目的配列を増幅した。得られた PCR 産物は制限
酵素を用いて GST 融合タンパク質発現ベクター pGEX-4T-1(Cytiva)のマルチクローニングサイ
トに導入した。シークエンスにより配列を確認後、大腸菌 BL21(DE3)に形質転換した。IPTG を用
いて発現誘導し、GST 融合タンパク質はグルタチオンセファロース 4B(Cytiva)を担体として精
製した。 
 
マイクロパターニング 
PDMS を用いたマイクロパターン作成は東京都立産業技術研究センターの電気技術グループの

ご協力により、実施した。石灰化軟骨の形状を元に設計したマイクロパターンのフォトリソグラ
フィー用ガラスマスクを東京都立産業技術研究センターに依頼し、マスクレス露光機装置(ナノ
システムソリューソンズ)を用いて受託製造した。このガラスマスクと紫外線露光装置 両面マ
スクアライナ(ユニオン光学)を用いて SU-8(日本化薬)をスピンコートしたシリコン基板上に露
光し、SU-8 developer(日本化薬)で現像後、アセトンとイソプロピルアルコールで洗浄した。作
成した SU-8 の鋳型を離型剤であるフロロサーフ(FG-5084SH-0-1、フロロテクノロジー)でコー
トし、PDMS(Sylgard-184,DOW chemical company, 10:1 混合)を用いて転写した。PDMS パターン
チップは、水洗後、親水化処理装置(PIB-10、真空デバイス)で処理後、0.05%の一型アテロコラ
ーゲン(IPC-30、高研)でコートした。 
 
タイムラプスイメージングによる細胞動態解析 
3.5cm ディッシュ中に設置した頭蓋冠由来の骨片、フィルムまたは PDMS マイクロパターン上に

GFP-MC3T3-E1 細胞を培養、24hr 後にフェノールレット不含有の骨芽細胞分化培地に交換し、正
立型共焦点レーザー顕微鏡システム(Nikon C2)に設置したステージトップインキュベータ(東海
ヒット)中で、タイムラプスイメージングを行った(1 時間間隔、50 時間)。得られたデータは画
像解析ソフト IMARIS を用いて、GFP の蛍光値を指標に細胞を抽出しトラッキング解析により細
胞の移動速度、移動速度のばらつきを算出した。 
 
統計解析 
二群間の比較解析は Student's t-test を用いて行った。他の多群解析は SPSS statics 

ver27(IBM Corp.)または IgorPro 9.0software(HULINKS)を用いて行った。 

  



４．研究成果 
(1)タイムラプスイメージングによる細胞動態解析手法の確立 
 
骨形成過程における骨芽細胞動態解析を

行うため、当初の計画においては、Col1a1 プ
ロモーター下で GFP を発現するマウス由来
の骨芽細胞を用いる予定であったが、長期間
in vitro でイメージングを行う際に、GFP の
蛍光が減衰することがわかった。そこで、GFP
を安定発現する培養骨芽細胞株 MC3T3-E1 を
用いることとし、遺伝子導入、セルソーター
による細胞分離により安定に GFP を発現細
する胞株の樹立に成功した。これにより、50
時間以上のライブセルイメージングが実施
可能となった。そこで、細胞動態解析として
まず、マウス頭蓋骨由来の骨片上での細胞動
態とインプラントを模したポリエチレンフ
ィルム上での細胞動態を比較検討した。骨片
およびフィルム上に GFP 安定発現 MC3T3-E1
細胞を培養し、正立共焦点レーザー顕微鏡上
のステージトップインキュベータ中で 50 時
間のイメージングを行い、得られたデータを画
像解析ソフト IMARIS により細胞トラッキング解析を行った。その結果、骨片上での細胞の平均
移動速度は、フィルム上での平均移動速度に比べて有意に遅いことがわかった(図１）。さらに、
各細胞の移動速度の変動分布を比較したところ、骨片上の移動速度の変動はフィルム上に比べ
て、有意に大きいことがわかった。このことは、フィルム上では細胞が比較的速い一定速度で移
動するのに対し、骨片上では移動、停止を繰り返す様な、比較的遅い不均一な移動をすることを
示している。よって、骨片の様な比較的骨形成に適した表面と考えられる“場”においては、足
場表面と骨芽細胞との相互作用により、骨芽細胞の移動速度を低下させるメカニズムが存在し、
これにより骨形成が促されている可能性がある。 
 
(2)石灰化軟骨由来の石灰化促進因子の同定 
 
石灰化軟骨中に骨形成の優れた足場となる物質が存在するという作業仮説に基づき、石灰化

軟骨を多く含む豚大腿骨成長板から、酸とペプシンによる処理により粗抽出画分を得た。この粗
抽出画分を培養容器底面にコートし、骨形成試験を実施した結果、骨形成を有意に促進すること
を発見した(図２）。そこで、粗抽出画分を遠心分離により、分画し in vitro 骨形成アッセイに
おける骨形成促進活性を指標に有効分画を選定した。さらに、ゲル濾過クロマトグラフィーを用
いた分画を行い、得られたフラクションを in vitro 骨形成アッセイで評価した。その結果複数
の骨形成促進画分を得た。それら画分中に含まれるタンパク質分子を電気泳動、銀染色により分

図 1 骨・フィルム上での細胞移動速度 

図 2 粗抽出画分による石灰化 図 3  in vitro 骨形成試 図 4 骨芽細胞分化試験 



離し、マススペクトロメトリーによる質量分析により候補
分子を同定した。マススペクトロメトリーによる質量分析
については、神戸大学、波多野直哉先生の協力のもと実施
した。その結果、４つの候補分子を同定した。骨形成促進
能を有する可能性のある４つの候補分子について、GST 融
合タンパク質を作成するための発現ベクターを構築し、大
腸菌を用いて、蛋白精製条件の検討を実施した。諸条件を
最適化し、得られた GST 融合タンパク質を用いて培養容器
表面をコートし、骨形成試験を実施した結果、４候補分子
のうち３候補分子が骨形成を有意に促進することが分か
った(図３）。 
次に、４候補分子が骨芽細胞分化へ及ぼす効果を検証する
ため、候補分子でコートした培養容器上で、骨芽細胞前駆
細胞を培養し、分化誘導後の初期分化過程のマーカーとし
て知られている、アルカリフォスファターゼの活性染色に
より検討した。その結果、２つの候補分子について骨芽細
胞分化を促進することが分かった(図 4）。さらに、骨芽細
胞分化を促進していた候補分子 Dについては、細胞内シグ
ナル伝達について、同条件で解析を行った結果、p38MAPK お
よび JNK のリン酸化を亢進させることが分かった。(図 5） 
 
(3)石灰化軟骨に着想した石灰化に適した表面形状の開発 
 
石灰化軟骨の特徴的な形状に着想した、表面パターンを独自に設計し(図 6)、12 のパターンを

組み合わせた表面形状テストチップを作成した。PDMS によるテストチップの開発に関しては、
都立産業技術研究センターの電気電子グループの協力により作成した。当初はレジストフィル
ムを用いて鋳型を作成し、PDMS による転写を試みたが、フィルムレジストは離型時の強度不足
により、作製が困難だった。そこで、強度に優れた SU-8 を基盤材料として、鋳型を作成し、PDMS
によるテストチップの作成に成功した(図 7)。12 種のパターンを配置したテストチップにおい
て、骨形成試験および細胞動態のライブセルイメージングによる解析を実施した結果、特定のパ
ターンにおいて、細
胞の移動速度に変
化が生じることが
分かった（図 8)。今
後はマイクロパタ
ー ン 上 で の in 
vitro 石灰化試験
の評価を進め、石灰
化亢進と細胞の移
動速度低下の相関
関係および、石灰化
促進パターンの選
定を行う。また、(2)
で同定した候補分子
によるコーティング
剤と組み合わせることで、骨芽細胞の生着性
の高い新たなインプラント表面の形状、およ
びコート素材開発を実現する。 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 MAPK・JNK のリン酸化 

図 6 マイクロパターンの設計 図 7 PDMS パターンチップ 

図 8 パターンチップ上での細胞移動速度 
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