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研究成果の概要（和文）：現在の歯科治療において，骨誘導能をもたない既存の骨補填材を用いた骨再生あるいは骨造
成には技術的な困難が伴う。近年，iPS細胞等を用いた骨増生技術の確立に期待が寄せられているが，iPS細胞から確実
に骨芽細胞へ分化誘導し，移植先で腫瘍を形成させない技術が求められている。本研究で我々は，iPS細胞の骨芽細胞
分化を促進し，腫瘍形成を抑制するいくつかの小分子化合物を見出した。また，スタチン系薬剤を用いることで，iPS
細胞による腫瘍形成を抑制しながら効果的な骨再生が得られる可能性が示唆された。本研究成果が，iPS細胞を用いた
新たな骨増生技術の確立へと発展していくことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Bone regeneration and augmentation in dental treatments cannot be easily 
accomplished because conventional bone grafting materials are not osteoinductive. Induced pluripotent 
stem cells (iPS cells) are expected to be useful for alveolar bone augmentation/regeneration; however, 
their clinical application will require complete differentiation toward an osteogenic cell fate to avoid 
tumor formation. In this research project, we found several small molecule compounds, which enhance 
osteogenic differentiation of iPS cells, and that application of statins to iPS cell constructs enables 
efficient bone augmentation and suppresses tumor formation in an animal model. These findings represent 
an important step toward the therapeutic application of iPS cells to bone tissue engineering in 
dentistry.
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１．研究開始当初の背景 
補綴歯科治療において，広範な歯槽骨の欠
損を補うためには，従来の歯科補綴学的手法
に加え，骨誘導能をもつ細胞の移植を基盤と
した新たな治療法を開発することが望まれ
る。 
iPS 細胞を用いた歯槽骨増生技術の安全
性を担保するためには，多分化能を有する
iPS 細胞を移植した先で腫瘍化させることな
く，骨組織へ確実に分化誘導する技術の確立
が重要な課題である。この問題を解決するた
めに，iPS 細胞の腫瘍形成マーカーを指標に
FACS で細胞ソーティングする方法等が提案
されているが，この技術には細胞数の確保が
困難であることやコンタミネーションの危
険性を伴うという欠点がある。 
本研究において申請者は，小分子化合物の
多機能性に着目し，骨芽細胞分化誘導促進作
用および抗腫瘍作用を併せ持つ化合物を見
出し，これを利用した iPS 細胞の腫瘍化を抑
制した骨再生技術を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ケミカルバイオロジーの
アプローチによって，iPS 細胞の腫瘍化抑制
作用および骨芽細胞分化促進作用を併せも
つ化合物を同定し，その作用機序を解析する
ことで，化合物を利用した簡便かつ確実な
iPS 細胞の腫瘍化抑制技術による歯槽骨増生
技術の研究基盤を確立することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞分化を指標とした化合物のス
クリーニング 
分子標的が既知のライブラリーであ
る LOPAC（1,280 種化合物；Sigma 社）お
よび既知の骨芽細胞分化誘導促進化合
物に対してI型コラーゲンレポーター骨
芽細胞を用いた一次スクリーニングを
行った。一次スクリーニングで得た候補
化合物を対象に，iPS 細胞の骨芽細胞分
化を指標とした二次スクリーニングを
行った。 

(2) シンバスタチンがiPS細胞の骨芽細胞分
化に及ぼす影響 
シンバスタチンの骨芽細胞分化促進
作用を，マウス歯肉線維芽細胞由来 iPS
細胞（mGF-iPS 細胞）を用いて確認した。
骨芽細胞への分化は，骨芽細胞特異的遺
伝子の発現を対象にした Real time 
RT-PCR 解析および石灰化基質形成を検
出するアリザリンレッド染色を用いて
評価した。 

(3) シンバスタチンが未分化iPS細胞に及ぼ
す影響 
シンバスタチンが骨芽細胞分化誘導
培地中の未分化mGF-iPS細胞の細胞数に
及ぼす影響を，iPS 細胞未分化マーカー
の抗体を用いてフローサイトメトリー
にて解析後，未分化マーカー陰性の細胞

をソーティングし，Real time RT-PCR
法を用いて骨芽細胞特異的遺伝子発現
を評価した。 
また，シンバスタチンが未分化
mGF-iPS 細胞のアポトーシスに及ぼす影
響を，アポトーシスマーカーを用いて，
フローサイトメトリーにて検出した。 

(4) シンバスタチンの腫瘍抑制作用の検討 
温度応答性ゲルを用いて，mGF-iPS 細
胞の三次元細胞凝集体の作製を試みた。
この技術を基盤に，シンバスタチン添加
骨芽細胞分化誘導培地にて分化誘導後，
mGF-iPS 細胞の三次元細胞凝集体を免疫
不全マウス背皮下に移植した。飼育 28
日後の腫瘍抑制能および異所性の骨形
成能をヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色により組織学的に評価した。 

(5) シンバスタチンを用いたiPS細胞凝集体
による骨誘導能の検討 
mGF-iPS細胞またはGFP恒常発現マウ
ス iPS 細胞（mGFP-iPS 細胞）から作製し
た三次元細胞凝集体を，シンバスタチン
含有骨芽細胞分化誘導培地にて分化誘
導後，免疫不全ラット頭蓋骨に作製した
直径 5 mm の骨欠損部に移植した。術後
28 日後の移植部位の組織から作製した
切片を，HE 染色および骨細胞マーカーの
免疫蛍光染色にて組織学的に評価した。
また，移植部位の頭蓋骨を実験動物用マ
イクロ CT で撮影し，撮影画像から欠損
部に再生した骨組織の骨密度を計測し
た。 

 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞の骨芽細胞分化を促進する化合
物の同定 
二次スクリーニングの結果，スタチ
ン系薬剤が，mGF-iPS 細胞の骨芽細胞分
化を促進する化合物としてヒットした。 

(2) シンバスタチンがiPS細胞の骨芽細胞分
化に及ぼす影響 
シンバスタチンは，mGF-iPS 細胞の骨
芽細胞特異的遺伝子の発現および細胞
外基質の石灰化を濃度依存的に有意に
促進した。 

(3) シンバスタチンが未分化iPS細胞に及ぼ
す影響 
骨芽細胞への分化誘導過程で，シン
バスタチンは，iPS 細胞未分化マーカー
陽性を示す未分化iPS細胞の細胞数を濃
度依存的に減少させる一方で，未分化マ
ーカー陰性を示す細胞における骨芽細
胞特異的遺伝子の発現を有意に促進し
た。また，シンバスタチンは，未分化マ
ーカー陽性細胞のアポトーシスマーカ
ーの活性を増強し，アポトーシス細胞の
割合を有意に増加させた。 

(4) シンバスタチンの腫瘍抑制作用の検討 
温度応答性ゲルを用いて骨芽細胞に
分化誘導したmGF-iPS細胞の三次元細胞



凝集体の作製を試みた結果，層状の構造
を有する三次元的な石灰化細胞構造体
を作製することが可能であった。 
また，シンバスタチンを用いて作製
したmGF-iPS細胞凝集体の移植部位には，
マウス背皮下において腫瘍形成を認め
ず，移植体の周囲には骨様組織の形成を
認めた。 

(5) シンバスタチンを用いたiPS細胞凝集体
による骨誘導能の検討 
ラット頭蓋骨欠損モデルにおいて，
シンバスタチンを用いて作製した
mGF-iPS 細胞凝集体を移植した結果，移
植後に腫瘍形成は認めず，皮質骨と同等
の骨密度を有する骨組織の再生を認め
た。また，シンバスタチンを用いて作製
した mGFP-iPS 細胞凝集体を移植した部
位に形成された皮質骨中には，GFP 陽性
と骨細胞マーカー陽性を示す骨細胞の
存在を認めた。 
 
以上の結果より，シンバスタチンはマウス
iPS 細胞の骨芽細胞分化誘導過程で，骨芽細
胞への分化を促進するとともに未分化な iPS
細胞をアポトーシスに誘導する可能性が示
唆された。また，シンバスタチンを用いて作
製した iPS 細胞凝集体は，移植先における腫
瘍形成を抑制しながら骨欠損部の再生を可
能にすることが示唆された。 
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「Biodental Engineering ～バイオ研究
と材料科学の融合～」，2013 年 9 月 22
日（岡山市）． 

32 江草 宏：iPS 細胞の骨生物学への応用
と歯科臨床への展望，第 29 回 医学生物
学電子顕微鏡技術学会 特別講演，2013



年 6月 9日（横須賀市）． 
33 江草 宏：iPS 細胞の骨形成能と歯科臨
床への展望，第 67 回 日本口腔科学会学
術集会 シンポジウム「歯周組織におけ
る再生医療」，2013 年 5月 23 日（宇都宮
市）． 

 
〔図書〕（計 ３件） 
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補綴治療への展開（冠橋義歯補綴学テキ
スト），2015，280（213-219）． 

② 江草 宏：医歯薬出版，幹細胞と再生歯
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2015，384（125-130）． 

③ Yu G, Kamano Y, Wang F, Okawa H, Yatani 
H, Egusa H: Springer, Feeder cell 
sources and feeder-free methods for 
human iPS cell culture（Interface Oral 
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〔その他〕 
学術賞受賞 
① 大川博子：優秀ポスター賞（デンツプラ
イ賞），日本口腔インプラント学会・学
術学会（演題：iPS 細胞を用いたスキャ
フォールドフリー骨増生技術の開発），
2015 年 9月 22 日． 

② 大川博子：Finalist, IADR Arthur R. 
Frechette 若手歯科補綴学研究者賞（演
題：Vertical bone augmentation using 
iPS cell constructs with simvastatin），
2014 年 6月 27 日. 
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