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研究成果の概要（和文）：　骨髄組織内では、造血幹細胞と間葉系幹細胞が「幹細胞ニッチ」と呼ばれる特別な
微小環境にて存在しているが、この幹細胞ニッチの形成については、不明な点が多く残っており、そのin vitro
構築も未だ実現されていない。
　本研究では、骨髄初期形成過程に着目し、骨髄の初期形成に関与する細胞集団を同定し、また細胞外基質の経
時的変化を明らかにすることを第一目的とした。次に、リバースエンジニアリング的なアプローチにて、培養細
胞から単離した細胞膜ナノフラグメントを材料として用い、骨髄初期形成過程をin vitroにて再現することで、
そのメカニズムを再検討し、より深い理解を目指すことを第二目的とした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to first understand the mechanisms of early bone 
and bone marrow formation. Next, by reverse engineering approaches, we aimed to develop novel 
biomimetic platforms to culture mesenchymal and hematopoietic stem cells in vitro.Based on these 
novel platforms, we aim to obtain further insight into the mechanisms of bone marrow formation, and 
the interactions between the cells and extracellular matrix (including bone) within the marrow.

研究分野：生体材料
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の推進により得られる成果は、骨髄幹細胞ニッチ形成や維持および骨髄細胞と周囲基質の相互作用につ
いて、より深い理解につながる。さらに、これらの情報をもとに、リバースエンジニアリング的なアプローチに
て、細胞膜ナノフラグメントを利用した新しい産業（in vitro骨髄組織の構築や幹細胞操作・制御技術開発）に
繋がることから、学術的・社会的に重要な研究であると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景  
骨組織は約 70%無機成分で構成されており、支持や器官保護、鉱物代謝、造血などの重要な機
能を有している。近年、組織工学に基づいて in vitro（実験室）で生体組織を構築する研究が多く
進められており、創薬や新規技術の開発および再生医療への応用が大変期待されている。骨髄を
含む骨組織の in vitro 構築においても、様々な足場材料が使用されているが、完全な機能を持つ
骨組織を再現するには多くの課題が残っている。その理由の一つとして、骨・骨髄形成の詳細な
メカニズムについて不明な点が多いことが挙げられる。また、一般的に、骨組織の in vitro 構築
では、細胞を 2～3 週間程培養した後、骨様石灰化物がみられるが、これらの技術では、骨髄を
含む骨組織の構造や機能を緊密に再現・模倣することは困難であり、時間やコストがかかること
も問題点として挙げられる。以上のことより、骨・骨髄形成を生物学的・材料学的に理解し、得
た情報をもとに、より迅速・より生体内に近いバイオミメティクス技術の開発が必要であると考
えられていた。 
これまでに、研究代表は、マウス大腿骨骨端部における二次骨化の初期骨形成過程に着目し、
生後 6日目に開始することを明らかにしていた（Hara et al., ACS Biomater Sci Eng, 2018）。ま
た、詳細な解析により、軟骨細胞の膜断片（ナノフラグメント）が海綿骨形成の起点となること
を見出していた。この海綿骨形成数日後で間葉系細胞が海綿骨表面に接着し、血管が形成され、
造血幹細胞ニッチを形成することを明らかにしていた。 
一方、培養細胞から細胞膜断片を作製・回収し、その石灰化形成能を検討した結果、21日程か
かる生細胞を用いた石灰化を、わずか 2 日で誘導することに成功した（Hara et al., J Mater Chem 
B, 2018）。これらの結果より、細胞膜ナノフラグメントが in vitro での骨髄を含む骨組織の作製
においてキー材料であることが示され、この独創的な技術を駆使し、より迅速かつ、より生体内
に近い骨組織模倣技術の開発に応用できると考えた。 
 
２．研究の目的  
本研究では、I. マウス大腿骨骨端部における骨髄初期形成において、骨髄を形成する細胞集団
の同定及び経時的分布変化を細胞生物学的に評価し、また、足場材料（骨基質）の形成、成長及
び成熟化を材料学的に評価することを第一目的とした。さらに、得た情報のもとに、II. 細胞膜ナ
ノフラグメントを基盤材料として用い、骨髄微小環境を in vitro にて構築する方法を確立するこ
とで、骨髄形成過程の統合的な理解を目指すことを第二目的とした。 
 
３．研究の方法  
 本研究項目では、海綿骨の初期形成 (生後 6日目)から成熟までの過程において、海綿骨および
その周囲微小環境の詳細な構造・組成およびこれらの経時的変化を、走査型・透過型電子顕微鏡
（SEM・STEM）と元素マッピングにて計測した。また、マクロレベルでは、micro-CTおよび組
織学的（HE染色、トルイジンブルー染色、アリザリンレッド染色など）にて計測した。骨髄を形
成する細胞集団について、Spatial Transcriptomics を実施することで、どのような細胞が軟骨組
織に侵入し、海綿骨に定着するかを明らかにし、またこれらの細胞の経時的分布変化を免疫染色
などにて計測した。 



骨髄の構築については、細胞膜ナノフラグメントを材料の表面上に固定し、その上にバイオミ
メッティクな骨ミネラルを含む骨髄微小環境を構築した。そして、その上に、間葉系の細胞（血
管内皮細胞や骨芽細胞、間葉系幹細胞など）を培養し、これらの細胞の接着率、幹細胞性および
骨分化誘導能を計測した。 
 
４．研究成果  
4.1. マウス大腿骨骨端部における骨髄初期形成の同定について 
 これまでの研究では、海面骨の初期形成が新生児マウス生後 6日目に開始することを同定して
いた。今回の研究では、生後 6日目から生後 14日目まで、2日毎（生後 8、10と 12 日目）で膝
を回収し、レジン包埋した後、SEM観察を行ない、構造変化を詳細に解析した。その結果、生後
8 日目に間葉系の細胞が海綿骨に定着し、生後 10 日目には血管新生が見られ、そして、生後 12
日目に骨髄の初期形成が確認できた。  
 次に、生後 6日目、生後 8日目および生後 12日目の膝を用い、Spatial Transcriptomics を実施
した。その結果、生後 6日目では、軟骨細胞のクリアランスに働く破軟骨細胞や軟骨基質を分解
するMMP13 陽性の細胞が軟骨組織に侵入している細胞集団として同定された。また、これらの
細胞の分布変化について、免疫染色を行なったところ、生後 10日目では、骨芽細胞が海綿骨に定
着していることが認められ、それに伴い、海綿骨の表面の微細構造は初期に形成されていた海綿
骨の結晶クラスターより小さいことが明らかとなった。また、生後 12 日目では、赤血球産生に重
要な因子（Nfe2、Ypel4、Gata1 など）が確認できたことから、造血が開始していることが示され
た。さらに、免疫染色により、幹細胞ニッチェに存在するCxcl12 陽性細胞が確認でき、幹細胞ニ
ッチェが形成されていることが認められた。 
 
4.2. 細胞膜ナノフラグメントを材料として用いた骨髄微小環境の in vitro 構築 
 これらの情報のもと、細胞膜ナノフラグメントの石灰化から形成される骨様ミネラルの上に間
葉系の細胞を撒いて、これらの細胞の接着や骨分化誘導の培養条件を検討した。細胞接着につい
ては、細胞膜ナノフラグメントが足場として存在していれば、血管系や骨芽細胞の接着率がより
上昇することが認められた。また、骨分化については、細胞膜ナノフラグメントを導電性ポリマ
ーの表面上に結合させ、異なる電位（oxidation, reduction, neutral conditions）を用いたところ、
電位によって、形成される骨様ミネラルが異なることが明らかとなった。特に、Reduction 
condition にて、比較的に大きいミネラルクラスターが形成された。そして、そのミネラルクラス
ター上に培養した間葉系幹細胞の骨分化誘導は、他の対処群と比べて、より強力に促進されてい
た。特に、骨分化の代表的なマーカーの一つであるオステオポンチンの遺伝子発現量は５倍以上
上昇していた。次に、間葉系幹細胞および造血系細胞を共培養した結果、Reduction condition に
て幹細胞ニッチェに存在するCxcl12 陽性細胞の数が、他の群と比較し、多かった。  
 以上の結果から、本研究において、生後 6日目に細胞膜ナノフラグメントを起点に海綿骨が形
成され、生後 12 日目に初期骨髄形成が確認できた。一方、培養細胞から単離した細胞膜ナノフラ
グメントを材料として、間葉系幹細胞と造血系細胞を培養することに成功し、比較的に大きいミ
ネラルクラスター上に培養した間葉系幹細胞はより高い幹細胞性および骨分化誘導能を示した。



今後、造血系細胞の評価や長期的な培養に関する条件の最適化について、より詳細に、多面的に
検討することで、骨髄形成の深い理解を進める予定である。 
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