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研究成果の概要（和文）： 

低侵襲な骨の再生方法の確立を目的として， (1）骨髄由来の未分化間葉系細胞と人

工骨を組み合わせた細胞ハイブリッド型人工骨による骨再生の可能性を検討した。次い

で， (2）脂肪幹細胞の分化誘導の可能性を検討した。そして， (3） IPS細胞を用いた骨再

生の基盤技術を確立することを目的として， iPS細胞の骨芽細胞への分化誘導に適した

培養条件について検討し，骨芽細胞様細胞への分化誘導を確認した。  

 
研究成果の概要（英文）： 

To establish an effective method of the bone regeneration, we developed new 
artificial bone hybridized with bone marrow mesenchymal stem cells (1). Then, (2) we 
examined the possibility of the osteogenic and chondrogenic induction of 
adipose-derived stem cell. And (3), for the purpose of establishing a generic technology 
of the bone regeneration using the iPS cell, I examined a culture condition suitable for 
the differentiation instruction to the osteoblasts of induced pluripotent stem cells, and 
confirmed the differentiation instruction to osteoblaststic cells. 
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１．研究開始当初の背景  
IPS 細胞（ Induced pluripotent stem 

cells）は , 体細胞へ数種類の遺伝子
を導入することにより，多くの細胞に

分化できる分化万能性と ,分裂増殖を
経 て も そ れ を 維 持 で き る 自 己 複 製 能
を持たせた細胞である。しかし， IPS
の 実 用 化 に は 多 く の課 題 が残されてお
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り， IPS に関する研究の大部分はまだ細
胞レベルの基礎研究であるため，実際
に 移 植 し た 際 の 機 能 や 高 度 な 機 能 と
構 造 を 持 っ た 組 織 や 臓 器 の 再 生 に 関
しては不明な点が少なくない。  

一方，顎口腔領域における骨再建
では，従来，遊離骨移植 ,腸骨海綿骨
細片移植，あるいは血管柄付き腓骨
移植などが行われてきた。しかし，
これらの再建法では移植骨採取に伴
う新たな手術侵襲が加わること，ま
た，顎骨が有する複雑な 3 次元形態
を再建することが困難であるなどの
問題があった。      

β -TCP は生体内での吸収により新
生骨と置換されるなどの特徴を有し，
骨再生における Scaffold としても有
望な生体材料と考えられている。した
がって，β‐ TCP と未分化間葉系幹細
胞や IPS 細胞などの培養増殖させた
骨 芽 細 胞 と を 組 み 合 わ せ た 細 胞 ハ イ
ブ リ ッ ド 型 人 工 骨 が 実 用 化 さ れ た 場
合には，複雑な 3 次元形態を有する顎
骨 を 低 侵 襲 で 効 果 的 に 再 建 す る こ と
が可能となると期待される。  
 しかし，未分化間葉系幹細胞や iPS
培 養 細 胞 な ど の 培 養 条 件 な ど 骨 芽 細
胞へ確実に，そしてより効率的に分化
誘 導 さ せ る 方 法 は 確 立 さ れ て い な い
のが現状である。また， IPS 細胞から
分 化 誘 導 さ せ た 骨 芽 細 胞 と 骨 補 綴 材
と を 組 み 合 わ せ た 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド
型人工骨の作製法，ならびこの細胞ハ
イ ブ リ ッ ド 型 人 工 骨 を 生 体 内 に 移 植
し た 際 の 骨 再 生 過 程 に つ い て は 不 明
である。  

 

2. 研究の目的  
本 研 究 で は ， 低 侵 襲 で 効 果 的

な 骨 の 再 生 方 法 の 確 立 を 目 的 と
し て ，( 1 )骨 髄 由 来 の 未 分 化 間 葉
系 細 胞 と β － T C P  を 組 み 合 わ せ
た 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 骨 を
作 製 し ， こ の 人 工 骨 に よ る 骨 再
生 の 可 能 性 に つ い て 形 態 学 的 に
検 討 し た 。 次 い で ， ( 2 )成 熟 脂 肪
組 織 由 来 の 脂 肪 幹 細 胞 （ A D S C）
か ら 骨 芽 細 胞 あ る い は 軟 骨 細 胞
を 分 化 誘 導 す る こ と に よ り ， 骨
再 生 医 療 に 応 用 す る こ と を 目 的
と し ， 骨 芽 細 胞 あ る い は 軟 骨 細
胞 へ の 分 化 誘 導 の 可 能 性 を i n  
v i t r o で 検 討 し た 。 そ し て ，
( 3 ) I P S細 胞 を 用 い た 骨 再 生 の 基
盤 技 術 を 確 立 す る こ と を 目 的 と
し て ，I P S細 胞 の 骨 芽 細 胞 へ の 分
化 誘 導 に 適 し た 培 養 条 件 に つ い

て 検 討 し た 。  
 
３ ． 研 究 の 方 法  
( 1 )  細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 骨
に よ る 骨 再 生 に 関 す る 検 討  

ビ ー グ ル 犬 の 大 腿 骨 か ら 骨 髄
を 採 取 し ， 骨 髄 か ら 得 ら れ た 未
分 化 間 葉 系 細 胞（ B M S C )を 分 離 し ，
B M S Cを 骨 芽 細 胞 分 化 培 地 お よ び
脂 肪 分 化 培 地 中 で そ れ ぞ れ 6 週
間 培 養 し ， 骨 芽 細 胞 化 お よ び 脂
肪 細 胞 化 を 確 認 し た 。 次 い で 直
径 ３ m m  ，厚 さ １ m mの 円 盤 状 に 成
型 さ れ ， 直 径 3 0 0μ mの 孔 が 3 7箇
所 形 成 し た ， ハ ニ カ ム 構 造 の
β - T C P （ 以 下 3 7 Ｈ ） と B M S C を 1 2
時 間 遠 心 管 内 で 培 養 し た も の ，
お よ び 培 養 液 中 に r h B M P - 2  
5μ g / m l を 添 加 し て 培 養 し た も
の を そ れ ぞ れ 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド
型 人 工 骨 と し た 。 こ の 人 工 骨 を
d i f f u s i o n  c h a m b e r内 に 入 れ て 同
じ ビ ー グ ル 犬 の 皮 下 に 移 植 し 1 2
週 間 後 に 摘 出 し て 組 織 学 的 に 解
析 し た 。  

 
( 2 )  脂 肪 幹 細 胞 の 骨 芽 細 胞 お よ
び 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 誘 導 に 関 す
る 検 討  
 脂 肪 幹 細 胞（ ADSC）に BMP2，BMP7，
PPAR の阻害剤である GW9662 を骨芽細
胞誘導培地と共にそれぞれ，またはそ
の全てを添加し化学的刺激とした。同
時に 200rpm の振動を毎日 1 時間与え，
機械的刺激とした。培養 7，14 および
21 日目の細胞について RT-PCR 法，お
よび Western Blotting 法によって骨
芽 細 胞 な ら び に 軟 骨 細 胞 の マ ー カ ー
遺伝子とタンパクの発現を解折した。
さらに，細胞染色（）クリスタルバイ
オレット，トルイジンブルー，アリザ
リ ン レ ッ ド お よ び ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァターゼ活性染色）および比色定量法
によって，脂肪細胞，骨芽細胞，並び
に 軟 骨 細 胞 に 関 す る 分 化 形 質 発 現 を
評価した。  
 
( 3 )  I P S細 胞 を 用 い た 骨 再 生 の 基
盤 技 術 の 確 立 に 関 す る 検 討  
マ ウ ス ( C 5 7 / B L 6 系 統 由 来 )  の

皮 膚 細 胞 か ら 作 製 さ れ た i P S 細
胞 ( i P S - M E F - N g - 2 0 D - 1 7 ) と マ ウ
ス 胎 児 線 維 芽 細 胞 ま た は 種 々 の
骨 芽 細 胞 （ U A M S - 3 2 ,  0 P 9 ,  S T - 2 ,  
R D - c 6 ,  P O B な ど ） と の 共 存 培 養
下 で i P S の 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 誘
導 を 試 み ， 分 化 に 最 も 適 した支 持



 

 

細 胞 の 種 類 に つ い て 検 討 し た 。
ま た ， 支 持 細 胞 と 共 存 培 養 し た
i P S細 胞 な ら び に E S G R O  C o m p l e t e  
B a s a l  M e d i u mの 中 で 培 養 し た I P S
細 胞 に 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 に 必 要
な 分 化 誘 導 因 子 （ 活 性 型 ビ タ ミ
ン D 3 ,  デ キ サ メ タ ゾ ン な ど を 濃
度 別 に 添 加 し ， 骨 芽 細 胞 へ の 分
化 誘 導 法 に つ い て 検 討 し た 。  
 

４ ． 研 究 の 成 果  
(１ ）  細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工
骨 に よ る 歯 槽 骨 再 生 に 関 す る 検
討  

B M S Cを 骨 芽 細 胞 分 化 培 地 ， 軟
骨 細 胞 分 化 培 地 お よ び 脂 肪 細 胞
分 化 培 地 に お い て ６ 週 間 培 養 し
た 結 果 ， そ れ ぞ れ の 培 地 に お い
て 骨 芽 細 胞 ， 軟 骨 細 胞 お よ び 脂
肪 細 胞 へ の 分 化 を 確 認 で き た  
(図 1） 。  

 

 
図 １： B M S C の 多 分 化 能 に 関 す る

検 討  
 

一 方 ， 骨 芽 細 胞 分 化 を 行 っ た
細 胞 に お い て も R u n x 2  お よ び
o s t e o c a l c i n  の m R N A の 発 現 が 検
出 さ れ 、 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 能 が
保 持 さ れ て い る こ と が 確 認 で き
た ( 図 2 ) 。  

 
図 2 ： B M S C に お け る 骨 分 化 特

異 的 遺 伝 子 の確 認   

一 方 ， ビ ー グ ル 犬 の 皮 下 に 細
胞 ハ イ ブ リ ッ ド 型 人 工 骨 を
d i f f u s i o n  c h a m b e r を 用 い て 移 植
し た 実 験 で は ， B M S C へ B M P - 2 を
添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り ，
B M S C が 骨 芽 細 胞 に 分 化 し ，
β - T C P の 気 孔 内 に 骨 組 織 が 形 成

さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た
( 図 3 ) 。  
T o l u i d i n e  b l u e   A l i z a r i n  r e d  

    
   図 3：  皮 下 へ の 埋 入 実 験  
 
( 2 )  脂 肪 幹 細 胞 の 骨 芽 細 胞 お よ
び 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 誘 導 に 関 す
る 検 討  

B M P 2 ， 7 を 添 加 し た 群 の マ ー カ
ー 発 現 お よ び 形 質 発 現 は ， 主 に
軟 骨 細 胞 様 細 胞 へ の 分 化 を 示 し
た 。 一 方 ， G W 9 6 6 2 を 添 加 し た 群
で は 主 と し て 骨 芽 細 胞 様 細 胞 へ
分 化 し て い た 。 さ ら に ， B M P 2 ，
7 お よ び G W 9 6 6 2 を 共 に 添 加 し た
群 で は ， 両 者 の 形 質 を 同 時 に 具
有 す る 細 胞 へ の 分 化 を 認 め た 。
ま た ， 機 械 的 刺 激 を 与 え た 群 は
細 胞 増 殖 が 顕 著 で ， か つ ， 骨 芽
細 胞 お よ び 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 マ
ー カ ー 遺 伝 子 の 早 期 的 ・ 持 続 的
発 現 を 認 め ， 両 者 の 形 質 を 同 時
に 具 有 す る 細 胞 へ の 分 化 が 認 め
ら れ た （ 図 4 ） 。  

 
図 4： 骨 芽 細 胞 な ら び に 軟 骨 細 胞
へ の 分 化 に 対 す る 物 理 刺 激 な ら
び に 化 学 的 刺 激 の 影 響  
 
( 3 )  I P S 細 胞 を 用 い た 骨 再 生 の 基
盤 技 術 の 確 立 に 関 す る 検 討  

iPS 細胞と骨芽細胞株（ UAM-32 細
胞）との共存培養系で活性型ビタミン
D3 およびデキサメタゾンを添加して
14 間培養したところ，アルカリフォ
スファターゼ陽性細胞が出現し，さら
に 3 週間目には石灰化物が形成され，
骨 芽 細 胞 様 細 胞 へ の 分 化 誘 導 が 確 認
できた  （図 5）。  

 



 

 

   
APase  染色         Al izar in  red  染色  
図 5：  iPS 細胞の骨芽細胞様細胞への

分化誘導  
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