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研究成果の概要（和文）：iPS細胞が有する“無限の増殖能”および“骨基質の産生能”という性質に着目し，iPS細胞
を骨補填材として用いる技術を着想した。マウス歯肉由来iPS細胞の胚様体を用い，骨芽細胞様のiPS細胞凝集体の作製
を試みた結果，浮遊培養法を用いることで大きさや骨基質成分の含有量を制御可能であることを見出した。また，不活
化した骨芽細胞様のマウス歯肉由来iPS細胞凝集体は，骨補填材として良好な特徴を示すことが動物実験で明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：iPS cells can be infinitely expanded and guided to differentiate into osteogenic 
cells. In this research project, we attempted to fabricate bone graft materials by inactivation of 
osteogenically-induced iPS cells. Embryoid bodies of mouse gingiva-derived iPS cells were used to 
fabricate osteogenic iPS cell constructs. We found that the size and calcium production of mouse 
gingiva-derived iPS cell constructs can be controlled under a floating culture condition to provide 
suitable characteristics as a bone grafting material that enables bone regeneration in an animal model.
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１．研究開始当初の背景 
補綴歯科治療において，顎堤吸収により失
われた骨の欠損部を補うための骨補填材料
の需要は高まる一方である。現在，臨床に使
用されている骨補填材には，化学的に合成さ
れたリン酸カルシウム材料あるいはウシ由
来の脱蛋白質乾燥骨等がある。しかしながら，
これらの生体材料は，自家骨に比べて骨再生
能が劣る上，術後吸収による再生骨量の減少
等の問題があり，治療の予後は必ずしも良好
ではない。また，動物由来の生体材料には未
知の感染性因子が存在する可能性が完全に
は否定できないため，これらに代わる新たな
骨補填材料の開発が望まれている。 
申請者は，歯肉から iPS 細胞を作製し，こ
の技術の医療応用に向けて研究を進めてい
る。また，予備実験にて iPS 細胞を骨芽細胞
へ分化誘導すると，豊富な石灰化物を産生す
るという知見を得た。これらを背景に申請者
は，iPS 細胞を用いて骨再生に有効な成分を
大量に生成し，その後に不活化したバイオミ
メティックな生成物を骨再生剤に資する技
術を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，患者自身の細胞に由来す
る自家骨成分に近い「バイオミメティック骨
再生剤」の開発である。 
 
３．研究の方法 
(1) iPS 細胞の骨芽細胞凝集体への分化誘導 
マウス歯肉由来 iPS 細胞から誘導し
た胚様体を，静置培養あるいは浮遊培養
しながら骨芽細胞分化誘導培地中で培
養した。 

(2) iPS 細胞由来骨芽細胞凝集体の解析 
得られた iPS 細胞凝集体の大きさお
よび乾燥質量を測定し，骨芽細胞特異的
遺伝子の発現をリアルタイム RT-PCR 法
により解析した。 
また，培養上清中に抽出された BMP-2
（骨形成蛋白質）を ELISA 法により定量
した。 
細胞が産生したカルシウム量を MXB
法で定量し，iPS 細胞凝集体の成分をフ
ーリエ変換型赤外分光（FT-IR）で解析
した。 

(3) iPS 細胞由来骨補填剤の解析 
マウス歯肉由来 iPS 細胞の胚様体を
上記と同様の方法で培養し，得られた
iPS 細胞凝集体を不活化することにより
iPS 細胞由来骨補填製材を作製した。 
iPS 細胞由来骨補填製材の含有成分
が，マウス骨髄由来間葉系幹細胞
（BMSCs）の石灰化に及ぼす影響を
Alizalin Red 染色により評価した。 
また，走査型電子顕微鏡（SEM）を用
いて，iPS 細胞由来骨補填製材の表面形
態を観察した． 

(4) iPS 細胞由来骨補填剤の骨再生効果の検

討 
iPS 細胞由来骨補填製材をラット頭
蓋骨に形成した直径 5 mm の欠損部に填
入し，10 週間後の骨組織再生をマイクロ
CT 画像解析および組織切片観察（HE 染
色）により評価した。 

 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞の骨芽細胞凝集体への分化誘導 
マウス歯肉由来 iPS 細胞を浮遊培養
しながら骨芽細胞へ分化誘導した結果，
三次元的なiPS細胞の凝集体を得ること
が可能であった。 

(2) iPS 細胞由来骨芽細胞凝集体の解析 
iPS 細胞を浮遊培養下で骨芽細胞へ
分化誘導した結果，iPS 細胞凝集体の大
きさと乾燥質量は，静置培養した場合と
比較して有意に増加した。 
浮遊培養下で骨芽細胞へ分化誘導し
た iPS 細胞胚様体は，静置培養した場合
と比較して骨芽細胞特異的遺伝子の発
現を経時的に促進した。 
ELISA 解析の結果，iPS 細胞を浮遊培
養下で骨芽細胞へ分化誘導した場合に
は，培養上清中に分泌されたBMP-2量は，
静置培養した場合と比較して有意に増
加した。 
また，浮遊培養下で骨芽細胞へ分化
誘導したiPS細胞凝集体が産生したカル
シウム量は，静置培養した場合と比較し
て有意に増加した。FT-IR 解析の結果，
浮遊培養した iPS 細胞凝集体は，骨組織
に特異的なFT-IRの赤外線吸収スペクト
ルパターンを示した。 

(3) iPS 細胞由来骨補填剤の解析 
Alizarin Red 染色の結果，骨芽細胞
へ分化誘導したマウスBMSCsの石灰化は，
iPS 細胞由来骨補填材の含有成分を添加
することで濃度依存的に促進された。 
SEM 観察の結果，iPS 細胞由来骨補填
製材の表層や内部には多くの間隙を認
めた。 

(4) iPS 細胞由来骨補填剤の骨再生効果 
ラット頭蓋骨欠損に不活化した iPS
細胞由来骨補填材を填入した結果，欠損
部にはiPS細胞由来骨補填製材を取り囲
む新生骨の形成を認め，皮質骨様の骨組
織再生が観察された。また，術後 10 週
間にわたり，いずれの組織切片において
も腫瘍化を示す所見は認めなかった。マ
イクロ CT 画像解析の結果，iPS 細胞由来
骨補填製材を填入した骨欠損部の骨密
度は，経時的に増加し，術後 10 週間で
ラット頭蓋骨の骨密度と同等の値を示
した。 

 
以上の結果から，iPS 細胞を浮遊培養下で
骨芽細胞へ分化誘導することで，骨組織に近
い成分を有する細胞凝集体を得られること
が示された。また，これを不活化した材料は，



骨補填材として有用である可能性が示唆さ
れた。 
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