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研究成果の概要（和文）：申請者らがこれまでに行ってきた研究を発展・融合させ、いかなるサイズや形状にも簡便に
対応でき、速やかに自家骨に置換される骨再生用ハイブリッド型骨移植片を作製することが本研究の目的である。バイ
オセンサーを用いて骨形成性遺伝子・生理活性物質の同定を行い、ナノ薬剤送達を用いた骨形成性遺伝子・生理活性物
質の送達による骨分化誘導法に関する知見を得た。細胞源としてのiPS細胞にも着目し、生理活性物質の送達によるイ
ンビトロ骨分化誘導法の樹立も行った。また、自己組織型微小人工骨と骨分化細胞によるハイブリッド型骨移植片の作
製を行い、その骨誘導能を動物実験で検証した。

研究成果の概要（英文）：By further integrating research that we had performed, this study was aimed to dev
elop hybrid-type bone grafts for bone regeneration that were efficiently replaced into bone tissues. We id
entified osteogenic genes and bioactive factors with the bio-sensor and developed the osteogenic different
iation protocol using the nano drug delivery of the genes and factors. Focusing on iPS cells as a cell sou
rce for bone regeneration, we attempted to establish an in vitro differentiation protocol from the cells. 
Finally, we generated hybrid-type bone grafts that consisted of artificial bones and osteoblastic cells ge
nerated from stem cells, and examined their bone healing ability in animal experiments.
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１．研究開始当初の背景 
不可逆性骨欠損・変形に対する治療として

は自家骨移植と他家骨移植が主に行われて
いるが、骨移植は形状・術中操作性・侵襲・
安全性に難点を有する。こういった問題を解
決するものとして期待されている再生医療
では、「細胞源・成長因子・足場」が３つの
構成要素として挙げられる。近年の骨再生医
療においては、成体幹細胞を生分解性の足場
材料と組み合わせて骨欠損・変形部へ移植す
る、細胞移植に基づく戦略の有効性が示され
ている。しかし、効率的に大量の再生骨を得
るまでには至っておらず、適応される骨欠損
部のサイズには限界がある。 
今後目指すべき骨再生法は、広範かつ複雑

な骨欠損においても短期間で、かつ安全に骨
再生を誘導するものであると申請者らは考
えている。そのためには、いかなるサイズや
形状にも簡便に対応でき、生体骨の代替物と
して機能しながらも、周囲に積極的に骨再生
を促し、最終的には自身が誘導した再生骨へ
と速やかに置換される『骨再生用ハイブリッ
ド型骨移植片』の作製が必要であると考えて
いる。そこで、「細胞源・成長因子・足場」
の各要素を改善することで、従来型の幹細胞
移植を補強できる新たな骨再生戦略を打ち
立てなければならない。その実現には以下の
3 点がポイントであると考えている： 
1. 細胞源に関する検討（細胞使用の有無・

安全な骨分化誘導法・担体への適用方法） 
2. 骨再生用成長因子・生理活性物質の選定 
3. 自家骨置換型人工骨材料の選定 
 
 
２．研究の目的 
申請者らがこれまでに行ってきた研究を

発展・融合させ、いかなるサイズや形状にも
簡便に対応でき、速やかに自家骨に置換され
る骨再生用ハイブリッド型骨移植片を作製
することが本研究の目的である。ナノ DDS
を用いて、安全かつ高効率に骨分化誘導した
MSC と骨形成性生理活性物質を、自己組織型
微小人工骨に搭載させた骨再生用ハイブリ
ッド型骨移植片を創製し可能性を検証する
ことで、広範かつ複雑な骨欠損にも対応でき
る、新しい骨再生戦略に関する基礎的知見を
収集する。また、新たな細胞源として iPS 細
胞に着目し、iPS 細胞の樹立法と骨分化誘導
法を検討し、骨再生用自家細胞源としての有
用性も検証する予定である。   
具体的には、バイオセンサーを用いて骨形

成性遺伝子・生理活性物質の同定を行い、高

分子ナノミセルを用いた骨形成性遺伝子・生
理活性物質の送達による MSC 骨分化誘導法
を検討する。また、細胞接着性および骨誘導
能に優れた足場としての自己組織型微小人
工骨を作製する。最後に、骨分化誘導させた
細胞を微小人工骨からなるハイブリッド型
骨移植片を作製し、骨誘導能を動物実験で明
らかにする。また、ナノ DDS による骨分化
誘導法の樹立も試みる。 
 
 
３．研究の方法 
1. 骨形成性生理活性物質の同定 
骨芽細胞特異的に発現する I 型コラーゲン

遺伝子プロモーター断片の下流に蛍光蛋白
（ GFP ） を 付 け た ト ラ ン ス ジ ー ン
（Col1a1GFP）をもつ種々の細胞（ES 細胞、
線維芽細胞、MC3T3 等）に様々な因子（遺伝
子、低分子化合物）を組合せて網羅的に導入
し、骨形成性生理活性物質を同定する。 
2．ナノ DDS による MSC 骨分化誘導法の検
討 
すでに探索した骨形成性遺伝子ならびに

本研究で同定された骨形成性生理活性物質
を用いて骨分化誘導を図るため、生体適合性
の 高 い 高 分 子 ナ ノ ミ セ ル
（PEG-b-P[Asp-(DET)）による生理活性物質
のデリバリーを検証する。 
3．ナノ DDS による iPS 細胞の骨分化誘導法
の検討 
 ナノ DDS・生理活性物質を用いた iPS 細胞
の骨分化誘導法を検証する。 
4. 自己組織型人工骨の開発 
細胞及び血管侵入に適した間隙のサイズ

が 100-500 μm であるという報告を勘案する
と、100-500 μm の間隙を作製できる正四面体
のサイズは、高さ 1 mm である。したがって、
このサイズの自己組織型微小人工骨を開発
する。 
5. 自己組織型微小人工骨と骨分化細胞によ
るハイブリッド型骨移植片の作製 
自己組織型微小人工骨からの生理活性物

質放出・徐放条件の最適化と、人工骨へ細胞
を播種することにより、ハイブリッド型骨移
植片を作成する。 
6. 動物実験によるハイブリッド型骨移植片
の骨誘導能に関する検証 
 マウスあるいはラットに作製した骨欠損
モデルを用いて、ハイブリッド型骨移植片が
骨再生を誘導するか否か検証する。 
 
 



４．研究成果 
1. 骨形成性生理活性物質の同定 
すでに樹立した骨分化バイオセンサー

Col1a1GFP-ES細胞、Col1a1GFP-NIH3T3細胞、
Col1a1GFP-MC3T3-E1 細胞を用い、遺伝子と
生理活性物質を組み合せて、網羅的に生理活
性物質のスクリーニングを行った。その結果、
既に同定した遺伝子の組合せや骨形成性低
分子化合物は単独で十分な骨形成活性を有
することが明らかとなった。 
 
2．ナノ DDS による MSC 骨分化誘導法の検
討 
 1.の結果に基づき、申請者らが以前同定し
た遺伝子の組合せである恒常活性型 ALK6
（BMP 受容体タイプ IB）と転写因子 Runx2
のナノ DDS を用いた遺伝子デリバリーの検
証を行った。上記二つの遺伝子をナノ DDS
により前駆細胞に導入し、骨芽細胞分化マー
カーであるオステオカルシンの発現上昇を、
他の遺伝子導入法であるリポフェクション
あるいはポリエチレンイミンと比較した。そ
の結果、遺伝子導入後 2 日から 10 日にわた
って、ナノ DDS による遺伝子導入を行った
群でのみ、著しいオステオカルシンの上昇が
認められることが明らかとなった。 
次にナノ DDS による mRNA デリバリーの

検証を行った。インビトロ転写用のベクター
に上記遺伝子をクローニング後、インビトロ
転写にて mRNA を作製した。作製した mRNA
の品質をバイオアナライザーにて検証した。
さらにこれらの mRNA をリポフェクション
法により細胞に導入し、ルシフェラーゼレポ
ーターアッセイを行った。その結果、導入し
た mRNA に由来する蛋白が細胞内で発現し、
骨形成性遺伝子である BMP の反応エレメン
トあるいは、骨芽細胞マーカーであるオステ
オカルシン遺伝子のプロモーター領域にあ
る Runx2 反応エレメントを介して、転写を活
性化させることが確認された。 
 
3．ナノ DDS による iPS 細胞の骨分化誘導法
の検討 
 分化誘導因子として低分子化合物のみを
デリバリーすることで骨芽細胞分化を段階
的に模倣し、マウス iPS 細胞から高効率に骨
芽細胞を形成する方法を開発しつつある。現
在までに最適化された分化プロトコールは、
①無血清・無フィーダーにおける ES 細胞の
維持、②Wnt シグナル活性化剤とヘッジホッ
グシグナル抑制剤を添加した無血清培地に
よる中胚葉細胞への誘導、③ヘッジホッグシ

グナル活性化剤とヘリオキサンチン誘導体
を添加した無血清培地における骨芽細胞へ
の誘導という 3 つの段階から構成される。本
法に従って培養することで、Col1a1、Runx2、
Sp7、Ibsp、Bglap といった骨芽細胞分化マー
カー遺伝子の著しい発現誘導が認められる。
一方、多能性マーカーである Pou5f1（Oct4）、
Nanog、Sox2 の遺伝子発現は抑制され、外胚
葉マーカーである Sox1 や内胚葉マーカーで
ある Gata4・Sox17 の発現は誘導されないこと
を確認している。現在さらにプロトコールの
修正を進めている。 
 
4. 自己組織型人工骨の開発 

α 型リン酸三カルシウムを正四面体状に微
小射出成形することにより、自由な形状に集
積することができ、血管や細胞の侵入に理想
的なサイズの連通孔を形成する、サイズ1 mm
のテトラポッド形状を有する自己組織型微小
人工骨を作製することに成功した（下図、Choi 
S et al. Acta Biomater, 2012）。 

 さらに、その in vivo における骨修復効果に
ついてもイヌ及びウサギにおいて確認され
た（Honnami M et al. Biomaterials, 2013; Choi S 
et al. J Vet Med Sci, 2014; Honnami M et al. J 
Vet Med Sci, in press）。 
 
5. 自己組織型微小人工骨と骨分化細胞によ
るハイブリッド型骨移植片の作製 

 4.で開発した人工骨に骨分化させたラット

自己組織型微小人工骨の電子顕微鏡写真

 

 



MSC を播種し、ハイブリッド型骨移植片の作
製を試みた。播種後 ALP 染色を行うことによ
り、人工骨上に骨分化した MSC 由来細胞が
存在することが確認できた（前頁図、青色染
色）。 
 
6. 動物実験によるハイブリッド型骨移植片
の骨誘導能に関する検証 
 5.で作製したハイブリッド型骨移植片をラ
ット大腿骨に作製した直径 2.2 mm 円筒状骨
欠損部に移植し、人工骨単独移植群と比較し
て、その骨誘導効果を検証した。 

 上図に示すように、人工骨単独移植と比べ
て、ハイブリッド型骨移植片で骨再生の増加
の傾向を認めた。今後、骨再生量の定量化を
含めて更なる検討を進める予定である。 
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