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研究成果の概要（和文）：本研究では、高濃度の細胞外カルシウム([Ca2+]o)が特異的に骨髄脂肪化をもたらす
メカニズムの同定を試みた。その結果、プロテインキナーゼC（PKC）を介したシグナル伝達経路が骨髄脂肪化に
関与することを突きとめ、PKC の活性化薬であるホルボールエステルPMAがCaイオンの骨髄脂肪化促進作用を抑
制することを報告、さらに、グラム陰性菌の構成成分であるリポ多糖（LPS) が、JAK/STATシグナル伝達経路を
活性化し、酸化LDLの取込みに必要なスカベンジャー受容体CD204およびCD36をマウス骨髄由来マクロファージの
細胞膜上に増大させることによって、動脈硬化を増悪させることを報告した。 
 
 

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that increased extracellular and intracellular 
Ca2+ ([Ca2+]o & [Ca2+]i) lead to adipocyte accumulation in bone marrow stromal cells (BMSCs). In the
 present study, we examined the effects of the diacylglycerol analog phorbol 12-myristate 13-acetate
 (PMA) on proliferation and adipogenesis of mouse primary BMSCs. PMA suppressed the expression of 
both C/EBPα and PPARγ under normal adipogenesis, adipogenesis + CaCl2, and adipogenesis + 
ionomycin conditions. PMA enhanced proliferation under normal adipogenesis conditions but suppressed
 proliferation under adipogenesis + CaCl2 and adipogenesis + ionomycin conditions. PMA did not 
affect the accumulation of adipocytes under normal adipogenesis conditions but suppressed adipocyte 
accumulation under adipogenesis + CaCl2 and adipogenesis + ionomycin conditions. These results 
suggest that the PMA-dependent pathway is an important signaling pathway to suppress high Ca2+
-enhanced adipocyte accumulation. 

研究分野：動脈硬化、血管再生
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄脂肪化は特に高齢者の骨折や貧血の一因であり、治療標的として注目されている。本研究では、高濃度の細
胞外カルシウム ([Ca2+]o)が特異的に骨髄脂肪化をもたらすメカニズムの同定を試みた。プロテインキナーゼC
（PKC）を介したシグナル伝達経路が骨髄脂肪化に重要であることを突きとめ、PKC の活性化薬であるホルボー
ルエステルPMAがCaイオンの骨髄脂肪化促進作用を抑制することを報告した (Hashimoto-R, Katoh-Y et al. J 
Physiol Sci 69: 741-748, 2019)。PKC の活性化薬が、高齢者の病的骨折減少への新たな治療戦略として期待さ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 虚血性心疾患に対する冠動脈バイパス術や、血液透析患者のアクセスサイトに対する必要性

から、動脈圧に耐える再生血管が待ち望まれている。線維芽細胞を cell source として作製した

再生血管では elastin や collagen 産生の不足から動脈瘤が形成されることが報告されており、

分化誘導した平滑筋細胞を用いることの優位性が提唱されている。骨髄幹細胞から平滑筋細胞

を分化誘導する際には、脂肪細胞への分化を抑制し、より効率よく平滑筋細胞への分化を促進さ

せる必要がある。さらに、骨髄幹細胞から脂肪細胞への分化メカニズムの解明とその制御が可能

となれば、骨髄間質の脂肪細胞置換が特に高齢者の病的骨折発症に重要であることに鑑み、間葉

系幹細胞から脂肪細胞への分化を抑制して骨の脆弱化防止に資することが期待された。 

 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、 I. 先行研究で確立した cell-sorting 法を用いて、骨髄間質由来の間葉系

幹細胞から 平滑筋細胞を分化誘導し、動脈圧に耐え得る再生血管を作製すること、II. 骨髄間

質の脂肪細胞置換が特に高齢者の病的骨折発症に重要であることに鑑み、間葉系幹細胞から脂

肪細胞への分化を抑制して骨の脆弱化を防止すること、及び III. 同メカニズムを利用して再

生血管の石灰化による変性を防止し、臨床応用を目指すことである。 

 
 
３．研究の方法 
 

  本計画に先立ち、ラット大動脈平滑筋細胞は増殖期に T 型 Ca2+チャネルの発現が優位である

こと（Kuga-T et a l, Circ Res 1996）の報告に対し、申請者らはマウス骨髄由来平滑筋細胞に

おいても T 型 Ca2+チャネル電流が認 められることを報告し（Hashimoto, Katoh et al, Ann 

Vasc Dis 2010)、さらにラット平滑筋細胞の場合とは異なって T 型 Ca2+チャネル阻害薬

（mibefradil）処理により、骨髄由来平滑筋細胞数が増加する結果を得ている。 （平成 28年度） 

I. (A) 骨髄由来平滑筋前駆細胞の単離および平滑筋細胞分化誘導ヒト腸骨より骨髄穿刺によ

り骨髄間質細胞を単離し、平滑筋細胞特異的に発現するヒト SM22α遺伝子のプロモーターを GFP

に連結した construct を transfec tion する(Kashiwakura, Katoh et al, Circulation 2003; 

Hashimoto, Katoh et al, J Stem Cell Res Ther 2015)。GFP 陽性細胞である骨髄由来平滑筋前

駆細胞をフローサイトメトリーで分離後に培養、この骨髄由来平滑筋前駆細胞に T 型 Ca2+チャ

ネル阻害薬を作用させることにより大容量の平滑筋細胞の分化誘導を行う。 (B) 動脈圧に耐え

得る再生血管の構築 ①ヒト腸骨骨髄穿刺により骨髄単核球を分離、②骨髄単核球を培養し、③

L-ラクチドとε-カプロラクトンから 成る共重合体フィルムを PGA 不織布で強化した吸収性の

合成人工硬膜である"SEAMDURA"に一層性に播種・培養する。④⑤Rolling により管状化した後、

⑥上記 I.(A) で分化誘導した大容量の平滑筋細胞を③と同様の方法で播種・培養した層を外装

し(⑦)、⑧血液透析患者のブラッドアクセスサイトとしての動脈圧に耐え得る再生血管を構築

を目指す。  

（平成 29年度） II. （A） 高濃度の[Ca2+]o が脂肪細胞数を増加させるかを、「骨髄、内臓脂

肪および皮下脂肪」由来の間葉系幹細胞を用いて比較検討する。（A）-1「骨髄、内臓脂肪、皮下

脂肪」からの間葉系幹細胞の単離; 骨髄からの間葉系幹細胞の単離に加え、内臓脂肪および皮下



脂肪からは酵素法を用いて、各々の間葉系幹細胞単離を行う。 （A）-2 各間葉系幹細胞の脂肪

細胞への分化に必要な誘導因子; 脂肪細胞の分化誘導因子として isobutyl-meth 

ylxanthine(IBMX)、インスリン、デキサメタゾンが知られている。「内臓脂肪、皮下脂肪」由来

のそれぞれの間 葉系幹細胞について分化誘導に必要な因子を明らかにする。（A）-3 間葉系幹

細胞の脂肪細胞への分化過程における[Ca2+]o の作用; 「骨髄、内臓脂肪、皮下脂肪」由来間葉

系幹細胞をそれぞれ（A）-2 で明らかにした条件下で、[Ca2+]o 濃度別に培養する。オイルレッ

ド O 法を用いて脂肪細胞数と細胞質内脂肪量、GPO-DAOS 法にて細胞外分泌（培養液中）トリグ

リセライド量を測定し、総体的な脂肪化を定量する。(B） 脂肪細胞数増加のメカニズムとして、

間葉系幹細胞の増殖促進、間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化促進、分化した脂肪細胞の増殖促進

など、[Ca2+]o がどのように関与しているかを検証する。（B）-1 間葉系幹細胞および分化脂肪

細胞の増殖に対する[Ca2+]o の作用; [Ca2+]o が間葉系幹細胞、分化した脂肪細胞の増殖を促進

するかどうかを、PI を用いた細胞周期解析、BrdU を用いた増殖中の細胞数定量、MTT アッセイ

を用いた全細胞数の定量を行い評価する。（B）-2 脂肪細胞分化の定量法; 脂肪細胞分化マーカ

ーとして PPARγや C/EBPαを用いる。マウスの内臓脂肪・皮下脂肪を用いて RT-PCR 法およびウ

ェスタンブロット法を用いて定量する。（B）-3 間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化に対する

[Ca2+]o の作用; [Ca2+]o が間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化を促進するかどうかを、（B）-2の

方法を用いて検討する。 

（平成 30年度） （C） 細胞外カルシウム[Ca2+]o は、受容体を刺激するほか、チャネルから細

胞内に流入しセカンドメッセンジャーとしてシグナルを伝達する。[Ca2+]o が脂肪細胞数を増加

させるシグナル伝達経路を同定する。（C）-1 [a2+]o 濃度の変化に伴う細胞内カルシウムイオ

ン濃度（[Ca2+]i）の変化; Calcium Imaging（Fura-2 法）を用いて、[Ca2+]o を変化させた時に

[Ca2+]i がどのように変化するかを検証する。（C）-2 カルシウム受容体、カルシウムチャネル

の発現; （B）にて明らかにした細胞について、CaSR、L型 Ca チャネル、T型 Ca チャネル、transie 

nt receptor potential（TRP）チャネルなどの mRNA 発現を RT-PCR 法にて確認する。（C）-3 刺

激薬、阻害薬、ブロッキング抗体を用いたシグナル伝達経路の検討; （C）-2 で認められた標的

の刺激薬が[Ca2+]o と同様に脂肪 細胞数を増加させるかを検討する。また、阻害薬が高濃度

[Ca2+]o のもたらす脂肪細胞数増加を抑制するかを検討する。CaSR の刺激薬として Mg2+、阻害

薬として NPS 2143 を用いる。L 型 Ca チャネルの阻害薬としてニフェジピン、T 型 Ca チャネル

の阻害薬として mibefradil、TRP チャネルの阻害薬として YM-58483 を用いる。阻害薬の非特異 

的反応を除外するためにそれぞれのブロッキング抗体も用いて検討する。 （D）（C）で明らかに

したシグナル伝達経路の阻害で、骨髄脂肪化が抑制できるかを in vivo で検証する。（D） -1 in 

vivo における脂肪化の定量; 内臓脂肪および皮下脂肪それぞれの重量と比較する。（D）-2 シ

グナル伝達経路の阻害が骨髄脂肪化を抑制するかどうか; 骨髄脂肪化マウスとして、加齢マウ

ス、肥満マウスを用いる。（C）にて明らかにしたシグナル伝達の阻害薬を投与することで、骨髄

脂肪化を抑制できるか検証する。 III. （C）で明らかにしたシグナル伝達経路活性化で、骨芽

細胞分化を抑制し、再生血管石灰化を防止できるか検証する。 

 
 
４．研究成果 
 

2016 年度は、骨髄間質由来の間葉系幹細胞から平滑筋細胞を分化誘導し動脈圧に耐え得る再生

血管を作製するために、骨髄由来平滑筋前駆細胞の単離および平滑筋細胞分化誘導を行い、大容

量の平滑筋細胞を得ることを目指した。まず、ヒト 腸骨より骨髄穿刺により単離した骨髄間質



細胞に、平滑筋細胞特異的に発現するヒト SM22α遺伝子のプロモーターを GFP に連結した con 

struct(Kashiwakura, Katoh et al, Circulation 2003; Hashimoto, Katoh et al, J Stem Cell 

Res Ther 2015)を transfection した。GFP 陽性細胞である骨髄由来平滑筋前駆細胞をフローサ

イトメトリーで分離した後に培養を行った。先行研究で得られたように、T 型 Ca2+チャネル阻

害薬（mibefradil）処理により、骨髄由来平滑筋細胞数が増加する結果に基づき、分離培養した

骨髄由来平滑筋前駆細 胞に T 型 Ca2+チャネル阻害薬である mibefradil を作用させることによ

り大容量の平滑筋細胞の分化誘導を行った。 

2017 年度は、（A） 高濃度の[Ca2+]o が脂肪細胞数への影響を「骨髄、内臓脂肪および皮下脂肪」

由来の間葉系幹細胞を用いて比較検討した。間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化過程における細

胞外カルシウムイオン濃度[Ca2+]o の作用; 「骨髄、内臓脂肪、皮下脂肪」由来間葉系幹細胞を

それぞれ複数の[Ca2+]o（1.8 mM‐10.8 mM）を 用いて培養。オイルレッド O法を用いて脂肪細

胞数と細胞質内脂肪量、GPO-DAOS 法にて細胞外分泌（培養液中）TG 量を測定し、総体的な脂肪

化を定量した。 （B）脂肪細胞数増加のメカニズムとして、間葉系幹細胞の増殖促進、間葉系幹

細胞の脂肪細胞への分化促進、分化した脂肪細胞の増殖促進など、[Ca2+]o がどのように関与し

ているかを検証。（B）-1 間葉系幹細胞および分化脂肪細胞の増殖に対する[Ca2+]o の作用; 脂

肪細胞分化マーカーとして PPARγや C/EBPαを用いた。マウスの内臓脂肪・皮下脂肪を用いて

RT-PCR 法およびウェスタンブロット法を用いて定量。（B）-2 間葉系幹細胞の脂肪細胞への分

化に対する[Ca2+]o の作用; [Ca2+]o が間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化を促進するかどうかを、

（B）-1の方法を用いて検討した。 （C） [Ca2+]o が脂肪細胞数を増加させるシグナル伝達経路

の同定。（C）-1 [Ca2+]o 濃度の変化に伴う細胞内カルシウムイオン濃度（[Ca2+]i）の変化; 

Calcium Imaging（Fura-2 法）を用いて、[Ca2+]o を変化させた時の[Ca2+]i 変化を検証。（C）-

2 Ca 受容体、Caチャネルの発現;（B）にて明らかにした細胞に ついて、CaSR、L型 Ca チャネ

ル、T型 Ca チャネル、transient receptor potential（TRP）チャネルなどの mRNA 発現を RT-

PCR 法にて確認した。  

2018 年度（A）脂肪細胞数増加のメカニズムとして、間葉系幹細胞の増殖促進、間葉系幹細胞の

脂肪細胞への分化促進、間葉系幹細胞から分化した脂肪細胞の増殖促進などが考えられる。

[Ca2+]o が間葉系幹細胞そのものの増殖に与える影響と脂肪細胞への分化への関与、また分化後

の脂肪細胞数に与える影響につき検討した。(B) 骨髄間質細胞の細胞外 Ca濃度を上昇させるこ

とによって、その一部は Calcium Sensing Receptor を介して細胞内の Ca濃度を上昇させるこ

と、その細胞内 Ca 上昇が脂肪細胞分化を正に調節している可能性が示された。脂肪幹細胞では、

脂肪細胞への分化誘導後期に細胞内 Ca2+濃度が上昇すると脂肪細胞分化が促進されることより、

脂肪細胞の分化には PPARγ以外に細胞内 Ca2+濃度が重要な役割を有する可能性が示されていた

が、骨髄間質細胞の脂肪細胞分化における Ca2+の役割は明らかでなかった。今回の我々の研究

の結果、骨髄間質細胞の細胞外 Ca2+濃度を上昇させるとその一部は Calcium Sensing Receptor

を介して細胞内 Ca2+濃度を上昇させること、インスリンとデキサメタゾン存在下とそれらの非

存在下では、同じ細胞内 Ca 上昇であっても骨芽細胞・脂肪細胞への分化・振り分けに対する作

用が正反対となることが明らかとなった。メタボリック症候群など耐糖能障害存在下での骨髄

脂肪変性のメカニズムが従来知られているものとは異なる可能性があり、CCB、CaSR 阻害薬をは

じめとした薬剤による骨髄幹細胞内 Ca 濃度への介入が、メタボリック症候群と加齢に伴う病的

骨折を減少させ、再生血管の石灰化を改善する可能性が示唆された。引き続き上記(A),(B)で明

らかにしたシグナル伝達経路を阻害することで、骨髄脂肪化が抑制できるかを in vivo にて検

討している。  



2019 年度 我々は平成 30 年度までの本研究において、細胞内 Ca イオン濃度の上昇、および細

胞外 Ca イオン濃度の上昇がともに、マウス骨髄間葉系幹細胞に作用して骨髄脂肪化を促進する

可能性を報告してきた。骨髄脂肪化は骨折や貧血の一因であり、治療標的として注目されている。

2019 年度の研究では、高濃度の細胞外カルシウム([Ca2+]o)が特異的に骨髄脂肪化をもたらすメ

カニズムの同定を試みた。その結果、プロテインキナーゼ C（PKC）を介したシグナル伝達経路

が骨髄脂肪化に関与することを突きとめ、プロテインキナーゼ C（PKC）の活性化薬であるホル

ボールエステル PMA が Ca イオンの骨髄脂肪化促進作用を抑制することを報告した (Hashimoto 

R, Katoh Y et al. Journal of Physiological Sciences 69: 741-748, 2019)。PKC の活性化

薬が、高齢者の病的骨折減少への新たな治療戦略として期待される。さらに、グラム陰性菌の構

成成分であるリポ多糖（LPS) が、JAK/STAT シグナル伝達経路を活性化し、酸化 LDL の取込みに

必要なスカベンジャー受容体 CD204 および CD36 をマウス骨髄由来マクロファージの細胞膜上に

増大させることによって、動脈硬化を増悪させる可能性を報告した (Hashimoto R, Katoh Y et 

al. European Journal of Pharmacology 871:172940, 2020)。  
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