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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞を骨芽細胞へ分化させる過程においてFGF-2、IGF-1、TGF-β1を培地に添加する
ことにより高効率にアルカリホスファターゼ（ALP）陽性細胞を増加させることが可能であり、このALP陽性細胞のみを
FACSにて分離し培養することで効率よく骨芽細胞への分化を誘導できることを見出した。さらに、これを長期培養する
とにより骨細胞マーカー遺伝子発現やRANKL、SOSTといった骨細胞マーカータンパク質の発現が増加することを見出し
た。このことより、ヒトiPS細胞から簡単な操作で骨細胞様細胞にまで分化可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new method to stimulate osteogenic differentiation 
in tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP)-positive cells liberated from human induced pluripotent 
stem cells (hiPSCs)-derived embryoid bodies (EBs) with 14 days long. TNAP is a marker protein of 
osteolineage cells. We analyzed and isolated TNAP-positive by fluorescence-activated cell sorting. 
Treating hiPSCs-derived cells with a combination of FGF-2, IGF-1, and TGF-β generated TNAP-positive 
cells at high frequency. The isolated cells expressed high levels of osterix, which is an exclusive 
osteogenic marker. Culturing these TNAP-positive cells in osteoblast differentiation medium (OBM) led to 
the expression of various osteogenic markers. Furthermore, in OBM they were capable of generating many 
mineralized nodules with strong expression of receptor activator of NF-kappaB ligand and sclerostin 
(SOST). Real-time RT-PCR showed a significant increase in the expression of osteocyte marker genes.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
骨に悪性腫瘍などがあった場合、広範囲に

骨を切除しなければならず、こうした広範囲
の骨切除は自然治癒することがなく何らか
の外的処置が必要となる。また、骨粗鬆症は
骨量を減少させるだけでなく、骨折した骨を
接合する新規の骨形成能も減少させてしま
う。こうした病態に対して理想的な治療は自
家骨移植であるが採取する骨量には限界が
ある。そこで、将来有効なソースとして間葉
系幹細胞や iPS 細胞が挙げられる。 
マウスiPS細胞から骨芽細胞への分化方法

についてはさまざまな方法が報告されてい
る。例えば、マウス iPS 細胞から胚様体（EB）
形成後レチノイン酸（RA）含有培地にて培養
し、その後 outgrowth 法にて得られた細胞を
骨芽細胞誘導培地（OBM）にて 4～8週間培養
する、あるいは同様に EB を作製後、接着培
養と同時に TGF-β1 を添加し数回の継代後
OBMにて28日間培養することでアリザリンレ
ッド陽性石灰物を得るなどの方法が紹介さ
れた（ Bilousova G et al. Stem Cells. 
2011;29:206–216、LiF et al. J Cell Biochem. 
2011;29:206–216）。実際に申請者らの先行実
験でも、EBを経由せずマウス iPS 細胞を OBM
にて 4 週間培養したところアリザリンレッ
ド染色で強陽性が示された。このように、マ
ウスiPS細胞は骨芽細胞へ比較的容易に分化
する。一方、ヒト ES 細胞の骨芽細胞への分
化についてはいくつか報告があるがいずれ
も誘導効率は低い（Barberi T et al. PLoS Med. 
2005;2: 554-560）。また、ヒト iPS 細胞の骨
芽細胞分化誘導についての報告例は少なく、
マウスの例をそのままヒトiPS細胞に応用す
るだけでは骨芽細胞への分化誘導は難しい
のが現状である。 
 
２．研究の目的 
 骨は生体内で特に大量に TGF-β1 と IGF-1
を含む。その生理学的意義については明確な
説明がなかった。申請者らは、“TGF-β1 が
IGF-1 の骨芽細胞前駆細胞内発現をポジティ
ブ制御し、互いに骨芽細胞の分化を協調的に
促進する”という機構を発見し骨に共存する
意義を明確にした。この成果をさらに再生医
療への実現に応用することが本研究の目的
である。具体的には i)ヒト間葉系細胞を
TGF-β1 と IGF-1 を含む最も効果的な分化誘
導培養条件を明らかにすること、ii)iPS 細胞
から骨系細胞へ最も効率的に分化誘導させ
ること、iii) iPS 細胞から適切に未分化細胞
を除去し、純粋で安全な骨系細胞を得ること
である。最終的に臨床応用可能な骨組織再生
法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 (1)ヒト iPS 細胞からの骨芽細胞誘導 
ヒト iPS 細胞（201B7 細胞株）を使用する。

通法に従いフィーダー細胞上にiPS細胞を培
養したのち、低接着性プレートに播種し 6日

間培養することで Embryonic Body（EB、胚様
体）を形成する。Thiazovivin（ROCK 阻害剤）
含有培地にて1時間前培養後、コラゲナーゼ、
およびトリプシン EDTA 処理により EBを単一
細胞にし、コラーゲンコートプレートに播種
する。翌日、培地を 25 ng/ml FGF-2、100 ng/ml 
IGF-1、1 ng/ml TGF-β1 を添加した OBM に交
換し骨芽細胞分化誘導を開始する。分化誘導
から 14日目に FACS にて ALP陽性および陰性
細胞を分離・回収した。 
(2)FACS 分離直後の ALP 陽性細胞の評価 

(1)に準じて ALP 陽性・ALP 陰性細胞を分離回
収後、QIAzol Lysis Reagent（QIAGEN）を用
いて RNA 抽出を行った。未分化マーカー
（OCT3/4、SOX2、NANOG、REX1、ESG1、TERT）
の発現量をリアルタイムPCR法にて解析した。
同様に骨芽細胞マーカー（RUNX2、TNAP(ALP)、
COL1A1、OSX、BSP、OCN）の発現量をリアル
タイム PCR 法にて解析した。 
(3)FACS分離後40日の骨芽細胞マーカーの

発現解析 
(1)に準じて ALP 陽性・ALP 陰性細胞を分離回
収後、再度 OBM にて 40 日間培養した。その
後、骨芽細胞マーカー（RUNX2、TNAP(ALP)、
COL1A1、OSX、BSP、OCN）の発現量をリアル
タイム PCR 法にて解析した。 
(4)骨細胞マーカーの発現解析 

(1)に準じて ALP 陽性・ALP 陰性細胞を分離回
収後、再度 OBM にて 40 日間培養した。アリ
ザリンレッド染色による石灰物の検出と抗
RANKL 抗体、抗 SOST 抗体を用いて免疫蛍光染
色を行った。また、骨細胞マーカー（SOST、
RELN、NPY、DMP1、FGF23、PHEX、MEPE、PDPN）
の発現量をリアルタイムPCR法にて解析した。 
 (5)ALP 陽性細胞の細胞形態学的評価 
(1)に準じて ALP 陽性・ALP 陰性細胞を分離回
収後、再度 OBM にて 120 日間培養した。走査
型電子顕微鏡、および透過型電子顕微鏡にて
細胞形態学的評価を行った。 
４．研究成果 
 (1)ヒト iPS 細胞からの骨芽細胞誘導 
EBを形成後OBMでの培養の際に、FGF-2、IGF-1、
TGF-β1 を添加すると効率よく ALP 陽性細胞
が誘導可能であることが示された(図 1)。 
 
図 1 骨芽細胞誘導 14 日後の ALP 染色像 

 (2)FACS 分離直後の ALP 陽性細胞の評価 
FACS 分離直後の細胞において、いずれの未分



化マーカーも parent ヒト iPS 細胞と比較し
て ALP 陽性細胞は有意に減少していた。ALP
陰性細胞と比較してALP陽性細胞では、ALP、
OSX の発現が増加していた。RUNX2、OCN には
有意な差は認められなかった。 

(3)FACS分離後40日の骨芽細胞マーカーの
発現解析 

ALP 陰性細胞と比較して ALP 陽性細胞では
RUNX2、ALP、COL1A1、BSP の発現が有意に増
加していた(図 2)。 
 
図 2 FACS 分離後培養 40 日目の 
骨芽細胞マーカーの発現量 

 
(4)骨細胞マーカーの発現解析 

ALP 陽性細胞ではアリザリンレッド染色で強
染色される石灰物が検出された。また、ALP
陽性細胞でのみ mineralized nodule が認め
られ、同部位において骨細胞マーカーである
RANKL(図 3)、および SOST 陽性の細胞が存在
した。 
 
図 3 抗 RANKL 抗体の免疫蛍光染色 

 
その他、DMP1、FGF23、MEPE、RELN、NPY とい
った骨細胞マーカーの発現も増加していた。 
 (5)ALP 陽性細胞の細胞形態学的評価 
走査型電子顕微鏡像よりALP陰性細胞と比較
しALP陽性細胞では骨細胞に特徴的な樹状突
起が多数伸長していた。また、透過型電子顕
微鏡像からは細胞自身から伸長した突起に
よる細胞間の結合が認められた(図 4)。 
 

 
図 4 ALP 陽性細胞の透過型電子顕微鏡像 

 
 以上のことより、簡単な操作でヒト iPS 細
胞を骨芽細胞に分化誘導、また分離回収が可
能であり、さらにその細胞は骨細胞様細胞ま
で分化可能であることが示唆された。 
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