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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、骨形成性低分子化合物を用いて、再生骨の形と量を自在に制御できる骨再
生療法を確立するための基礎的知見を集積することである。骨形成性低分子化合物による骨形成誘導法の最適化から、
数種の低分子化合物が骨分化を効率的に誘導することが明らかとなった。その作用機序としては、骨芽細胞への運命決
定と骨芽細胞の成熟によることが示唆された。また、これらの化合物を骨欠損モデルに局所投与することで、良好な骨
再生を誘導できることが動物実験において確認された。これらの知見は、低分子化合物による骨再生法の開発へ寄与す
るものと思われる。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to obtain basic knowledge on the bone regenerative therapy in 
which the shape and amount of regenerated bones are controlled by osteogenic small molecules. Optimization
 of osteogenic small molecule-based bone formation revealed that several small molecules efficiently induc
ed osteoblast differentiation. Mechanistic studies proposed that their modes of action were the cell fate 
specification into an osteoblast lineage and the subsequent osteoblast maturation. Local administration of
 the molecules into bone defect models achieved bone regeneration in animals. Thus, these findings will le
ad to the development of small molecule-based bone regenerative therapies.      
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１．研究開始当初の背景 
外傷、腫瘍、炎症、先天異常、加齢など様々

な原因で生ずる不可逆性骨欠損に対する治

療は焦眉の課題であり、その治療法として骨

再生療法が注目を浴びて久しい。申請者らは

骨形成性シグナルに関する基礎研究を行う

一方で、骨形成性低分子化合物による骨再生

法の開発に関して精力的に研究を行い、重要

な知見を発表してきた。骨形成性低分子化合

物の探索的研究の結果、ヘリオキサンチン誘

導体（TH; Biochem Biophys Res Commun, 2007）
とイソフラボン誘導体（Glabrisoflavone-GI; 
Biochem Biophys Res Commun, 2008）を新たに

骨形成性化合物として同定している。また、

申請者らは、骨形成性シグナルに関する基礎

研究からも低分子化合物による骨再生法の

開発につながる知見を得ている。骨発生に必

須の Hedgehog（Hh）シグナルに関する検討

の結果、Hh シグナルが胎児期の骨発生過程

のみならず成体の骨量調節にも関与するこ

とを世界で初めて明らかにした（Dev Cell, 
2008）。ほかにも、種々の骨形成性シグナル

の役割について、他の研究グループによって

示されている。これらの因子あるいはその下

流シグナルを制御できる低分子化合物は既

に同定されていることから、これらの化合物

を骨再生に応用できる可能性は非常に高い。 

骨形成は「前駆細胞の誘導」と「前駆細胞

の骨芽細胞への分化・成熟」という 2 つの段

階に大別され、前者が「骨形成の位置」を、

後者が「骨の量・質」を決定すると考えられ

る。もし我々がこれらの段階を制御できれば、

形成される骨の形と量を自在にコントロー

ルできると考えられる。 

以上をふまえ、申請者が同定してきた骨形

成性低分子化合物群と骨形成性シグナル作

動性化合物群を「骨形成過程における最適な

時期」に「最適な量及び組み合わせ」で適用

することによって、形成される骨の形と量を

制御できるのではないかと考え本研究を着

想した。再生骨の形と量を自在にコントロー

ルするための低分子化合物の適用法とその

背後にある分子メカニズムの解明は、我々が

目指す骨再生法の実現のために必須の課題

である。 

 
 
２．研究の目的 

これまでに申請者らが行ってきた研究の

展開研究として、申請者ら自身が同定した骨

形成性低分子化合物群、及び骨形成性シグナ

ル作動性化合物群の骨形成誘導過程におけ

る適用時期と量を最適化し、それらを使い分

けて使用することにより、欠損部周囲の前駆

細胞が自律的に再生骨の位置・量・形を決め、

骨を再生させるシステムを開発することが

本研究の目的である。申請者らが新たに開発

した ex vivo 骨形成検出システムにより、生

体内により近い環境で、骨形成に有効な低分

子化合物群の組合せを時期・量を含めて網羅

的に検討し、さらにはその背後にある分子メ

カニズムも解明したいと考えている。また、

顎口腔領域を中心とした種々の骨欠損モデ

ルによる骨再生誘導能の検証も行う。以上よ

り、骨形成性低分子化合物群と骨形成性シグ

ナル作動性化合物群を用いて、再生骨の形と

量を自在に制御できる骨再生療法を確立す

るための基礎的知見を集積することを最終

目標とする。 
 
 

３．研究の方法 
1. ex vivo 骨形成検出システムを用いた、骨

形成性低分子化合物群と骨形成性シグナル

作動性化合物群による骨形成誘導法の最適

化：申請者ら自身が同定した骨形成性低分子

化合物群及び骨形成性シグナル作動性化合

物群の最適な投与量・投与時期について、ex 
vivo骨形成検出システムである中足骨の器官

培養系でスクリーニングを行う。 
2. 最適化された低分子化合物誘導性骨形成

法における分子メカニズムの解明：最適化さ

れた低分子化合物誘導性骨形成法の分子メ

カニズムを検討する目的で、標的遺伝子の検

索と相互作用因子の同定を行う。 
3. 最適化された低分子化合物誘導性骨形成

法の骨再生誘導効果の in vivo 評価：小動物に

おける骨欠損モデルを用いた、in vivo におけ

る骨再生誘導能の検証を行う。 
 
 
４．研究成果 
1. ex vivo 骨形成検出システムを用いた、骨

形成性低分子化合物群と骨形成性シグナル

作動性化合物群による骨形成誘導法の最適

化 



 過去の報告から、「ヘッジホッグ経路によ

り骨形成性細胞への運命決定が行われる」と

いう仮説を立て、中足骨器官培養系において、

ヘッジホッグ経路の活性化および不活化の

影響を検討した。その結果、ヘッジホッグ活

性化剤 SAG により骨形成領域が顕著に増大

する一方、ヘッジホッグ経路の不活化状態で

は、全く骨は形成されないことが明らかとな

った（下図）。これらの知見は、ヘッジホッ

グ活性化剤 SAG の使用が骨形成に有効であ

ることを示唆すると思われた。また、骨形成

初期における SAG 処理が骨形成領域の増加

に十分であることが明らかとなった。 

さらに申請者らが骨形成性低分子化合物

として報告したヘリオキサンチン誘導体

（TH; Biochem Biophys Res Commun, 2007）は、

器官培養系において、骨形成領域は増加させ

ないものの、形成骨量を増加させることが判

明した。以上から、SAG あるいは TH の単独・

併用投与が骨形成誘導に効果的であること

が示唆された。 
 
2. 最適化された低分子化合物誘導性骨形成

法における分子メカニズムの解明 
 SAG による骨形成促進効果の分子メカニ

ズムを解析する目的で、マウス初代軟骨膜か

ら採取した細胞を SAG で処理し、処理前と

比較して、分化マーカー遺伝子の発現を一細

胞定量的 PCR により解析した。その結果、

SAG 処理によりヘッジホッグ経路を活性化

させると、一部の細胞で骨芽細胞の分化マー

カー遺伝子が発現するものの、発現しない細

胞も認められた。以上の結果から、SAG 処理

によるヘッジホッグシグナルの活性化によ

って、ある特定の細胞集団だけが骨芽細胞へ

分化できるものと考えられた（右上図）。 
 また、アフィ二ティー精製とマススペクト

ロメトリー解析により TH の標的分子を同定

することを試みた。アフィ二ティー精製は FG

ビーズシステム（多摩川精機）により行う

（Science 327: 1345-50, 2010）。FG ビーズは磁

性ビーズに、-OH 基、-NH2 基、-COOH 基等

が付与されている。TH にアミノ基の修飾を

施し、この磁性ビーズと結合できる派生体を

作製した。これにより磁性ビーズと TH が結

合したカラムとして機能し、TH の標的分子

はこのカラムに吸着する。マウス初代前骨芽

細胞のライセートをこのカラムに通し、化合

物と結合する細胞内分子のアフィ二ティー

精製とビーズに結合した分子の LC-MS によ

る同定を試みている。現在までに有望な候補

因子が得られており、詳細な解析を進めてい

る。 

 
3. 最適化された低分子化合物誘導性骨形成

法の骨再生誘導効果の in vivo 評価 
 まず、TH による骨再生誘導効果を検証し

た。TH は疎水性であり、水に不溶なため、

シクロデキストリンに包接させ、ヒドロキシ

プロピルセルロースを用いて、生体に投与可

能な TH 含有ゲルを作製した。生体への投与

に先立って、前骨芽細胞株 MC3T3-E1 を用い

TH 含有ゲルの細胞毒性および骨芽細胞分化

誘導能を検討すると、TH 含有ゲルはインビ

トロにおいて顕著な細胞毒性は示さず、骨芽

細胞への分化を誘導できることが判明した。

また、TH 含有ゲルからの TH の徐放について

もインビトロで検証した。すると、TH のゲ

ルからの徐放は少なくとも 8 日間継続するこ

とが明らかとなった。 
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 TH 含有ゲルの安全性、TH の徐放とそれに

よる骨芽細胞分化促進効果が確認されたこ

とから、次にラット歯周炎モデルにおける骨

再生効果の検証を行った。ラット歯周炎モデ

ルは、Wistar rat 8 週齢オスの上顎第 2 臼歯の

片側に 4 週間 5-0 絹糸結紮を行うことで作製

した。本モデルでは、絹糸結紮 1 週目より歯

肉の腫脹と発赤を認め、絹糸除去直後から歯

槽骨の炎症性吸収を認め、骨吸収は絹糸除去

後 4 週まで継続することを確認した。 
 本モデルを用い、絹糸除去後1 週間目に、

TH含有ゲルを歯肉溝内に注入し、絹糸除去後

4週（TH含有ゲル投与後3週）でその歯槽骨再

生効果を検証した。マイクロCT像では、対照

群、TH投与群共に骨欠損部を認めたが、TH
投与群では骨破壊が減少していた。マイクロ

CT画像をもとに歯槽骨量の定量を行うと、TH
投与群では、歯槽骨の減少が有意に抑制され

ていることが明らかとなった。以上より、TH
を添加したゲルでは、THの骨形成能を介して、

歯槽骨の再生あるいは歯槽骨破壊の抑制を誘

導することが示唆された。 
 SAG の骨再生効果については、げっ歯類に

おける骨欠損モデルを用いて検証を進めて

おり、有望な結果が得られている。 
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