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研究成果の概要（和文）：骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）の分化予知マーカーを同定した。分化誘導前のMSCに発
現している遺伝子レベルと、分化誘導後の分化レベル（骨、軟骨、脂肪）との間の相関関係を分析した。次に
MSCの分化の方向性や分化能の違いを検討するために相関係数が有意であった遺伝子について、細胞種間の遺伝
子レベルの平均値の差を分析した。骨分化予知マーカーとして15個、脂肪分化マーカー遺伝子として11個、軟骨
分化マーカーとして8個の遺伝子を選択した。これらの遺伝子は3方向、2方向に共通するものとユニークマーカ
ーに分類することができた。これらの遺伝子によってMSCの分化能を分化誘導前に把握できるのではないかと考
えられた。

研究成果の概要（英文）：We identified differentiation-predicting marker genes for bone 
marrow-derived mesenchymal stromal cells (MSCs). We analyzed the correlation between the gene levels
 of MSCs before and after induction of differentiation (osteogenic, chondrogenic, and adipogenic). 
MSCs can have different differentiation directions and potentials depending on the source; 
therefore, we confirmed the marker genes that reflect these differences among significantly 
correlated genes. We selected 15, 11, and 8 predictive markers for osteogenic, adipogenic, and 
chondrogenic differentiation, respectively. These genes were divided into three groups with 
different potentials: one lineage, two lineages with osteogenic and adipogenic or adipogenic and 
chondrogenic, and three lineages. Our results suggest that these genes will be useful in examining 
the differentiation potential of MSCs before induction.

研究分野：再生医学

キーワード： 間葉系幹細胞　分化予知マーカー　骨分化　軟骨分化　脂肪分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究対象に用いたMSCは、癌化のリスクがiPS細胞より低いこと、ES細胞と比較して倫理面で利用しやすいこと、
培養が容易であるなど多数の利点を有している。さらにMSCは骨、軟骨、脂肪などへの分化能を有しており、再
生医療に既に応用されている。しかしMSCの分化能は株によって分化の方向性あり、分化レベルも一定ではな
い。そこで臨床応用を成功させるためには、MSCの分化能を予測することが必要である。しかし、分化能を予測
する方法については不明な点が多く確立されていない。本研究で得られた結果は、MSCの分化能を事前に把握す
るための一手段として再生医療に寄与すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）間葉系幹細胞（MSC）は、多分化能を有しており再生医療への応用が期待されている。申
請者は過去に多数の骨髄液より MSC を分離培養し、培養した細胞が MSC であることを確認する
ために骨、軟骨、脂肪の 3方向への分化能を分析した。現在 MSC の分化能の証明方法には、分
化誘導後に分化細胞を染色する方法がよく用いられている。しかし染色法は定性的な方法であ
るため、分化能の高低差を詳細に提示することが難しい。そこで申請者は 3方向への分化能を
定量的な方法によって分析した。結果、全ての分化能において、高低差があり一定ではないこ
とが明らかとなった 1)。 
 
（２）MSC の同定には現在のところ数種の表面抗原が用いられている。表面抗原の分析も定性的
である。さらに表面抗原の分析は、MSC と形態が非常によく似ている線維芽細胞（FB）と区別す
ることが難しい。申請者らは、MSC を同定するための手段に、表面抗原ではなく遺伝子を用いる
ことができないか検討し、線維芽細胞と MSC とを区別する数種類の遺伝子マーカーを報告して
きた 2)。MSC が有する分化能の応用を目的として再生医療に利用する場合、細胞が有している分
化能を分化誘導前の未分化な状態で正確に把握しておくことが重要であると考えられる。しか
し、培養 MSC の分化能を分化誘導前に予測する手段は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
MSC は癌化のリスクが iPS 細胞より低いこと、ES 細胞と比較して倫理的な観点からも臨床応用
するために、受け入れられ易いと考えられている幹細胞である。申請者は多数の骨髄液から MSC
を分離培養し、MSC が有する３方向への分化能（骨、軟骨、脂肪）を分析したところ全ての分化
能において高低差があり一定ではなかった。さらに中には極低レベルの分化能しか示さない株
があることも確認した。MSC を再生医療に用いる場合、臨床の用途に見合った分化能を事前にチ
ェックすることが臨床応用を成功に導くために非常に重要であると考えられる。しかし現在の
ところ、分化誘導前に分化後の分化レベルを判断する方法については不明な点が多い。本研究は、
骨髄液から分離培養した MSC に発現している多数の遺伝子の中から骨、軟骨、脂肪分化誘導後の
分化レベルを反映している遺伝子を同定することである。 
 
３．研究の方法 
（１）分化誘導前の細胞の遺伝子定量 
骨髄由来 MSC（１０ilium MSC、５jaw MSC）、４FB 合計１９株の細胞を実験に供した。まず１９
株の細胞を通常培養し 1) RNA を抽出した。予め用意されていた 95 個の候補遺伝子についてリア
ルタイム PCR によって mRNA レベルを定量した。なお 95 個の遺伝子は 2 回のマイクロアレイに
よって FBより MSC で高い発現レベルを示した遺伝子として選択していた 2)。 
 
（２）細胞培養、分化誘導ならびに分化マーカーの測定 1) 
①軟骨分化 
19 細胞について無血清培養によるペレット培養を行った。即ち、２.５×１０５細胞を１５ｍＬ 
遠心管に播種し２８日間３７℃で CO２インキュベーターにて培養した。分化マーカーとして
glycosaminoglycan（GAG）を GAG assay kit を用いて定量した。含有 DNA は Pico Green dsDNA 
quantification kit を用いて定量し GAG 量はＤNA量によってノーマライズした。 
 
②脂肪分化 
19 細胞に脂肪分化誘導を行った。即ち、24 ウエルプレートに細胞を播種しコンフレントに達
した後、脂肪分化誘導培地にて脂肪分化を誘導した。分化マーカーには glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase（GPDH）活性を GPDH activity assay kitを用いて定量した。軟骨分化と同様
に含有 DNA を測定し、GPDH 活性をノーマライズした。 
 
③骨分化 
19 細胞に骨分化誘導を行った。即ち、24 ウエルプレートに細胞を播種しコンフレントに達した
後、骨分化誘導培地にて培養した。分化マーカーには Alkaline phosphatase （ALP）activity
を定量した。軟骨、脂肪分化と同様に含有 DNA で ALP 活性をノーマライズした。 
 
（３）統計解析 
19 細胞の RNA を用いて測定した 95遺伝子のｍRNA レベルと同細胞を 3方向（骨、軟骨、脂肪）
に分化誘導測定したそれぞれの分化マーカー間の相関係数（ピアソンｒ）ならびに、細胞種間
（ilium MSC、jaw MSC、FB)のｍRNA 発現レベルの平均値を Student t test、Mann-Whitny U test
によって検定した。これらの検定は全て SPSS ver.24 を用いて行った。  
 



４．研究成果 
（１）分化誘導前の細胞に発現している 95 遺伝子のｍRNA レベルと分化後の分化マーカー値分
析に用いた 19細胞の分化誘導前の 95 個の遺伝子についてのｍRNA レベルを表１に、また、同細
胞の分化誘導後の 3方向（軟骨、脂肪、骨）への分化マーカー値を図１に示す。軟骨と脂肪の分
化マ－カーにおいて jaw MSC のレベルは ilium MSC に比べて低いレベルであった。また FBは軟
骨、脂肪に分化しなかった。骨分化マーカーにおいては、軟骨、脂肪で見られた ilium MSC と
jaw MSC のような違いはなかった。一方、FBは低レベルではあるがＡＬＰ活性を有していた。そ
こで、分化予知マーカーの選択方法として、未分化な細胞に発現している遺伝子レベルと分化後
の分化マーカー値との相関係数を分析した後、軟骨と脂肪分化予知マーカーの選択においては
分化誘導前の遺伝子発現レベルが ilium MSC ＞jaw MSC であるかどうかについて検討した。さ
らに骨分化予知マーカー遺伝子においては ilium MSC＞FB, jaw MSC ＞FB の分析も付け加えた。
分析結果を以下（表２～４）に結果を示す。 
 
 
                       
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
 
 
 
 
 
表１ 分化誘導前における 19 被検細胞の 95遺伝子発現レベル． 
 
 
（２）軟骨分化予知マーカー遺伝子の選択 
軟骨分化誘導前の 95 個の遺伝子発現レベルと軟骨分化マーカーレベルとの間の相関関係を分析
したところ 8個の遺伝子が有意であった(表２)。さらに 8個の遺伝子について ilium MSC と jaw 
MSC のグループにおける平均値は全て ilium MSC で高く有意な差が認められた。従ってこれら 8
個の遺伝子を軟骨分化予知マーカーとして選択した。 
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図１ 分化誘導後の 19被検細の分化 
マーカー値． 
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表 2 95 個の遺伝子の中でＧＡＧ量と有意な相関関係にあった 8 遺伝子の相関係数と同遺伝子
について、それぞれの細胞種での遺伝子発現レベルの平均値． 
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 
 
（３）脂肪分化予知マーカー遺伝子の選択 
脂肪分化誘導前の 95 個の遺伝子発現レベルと脂肪分化マーカーレベルとの間の相関関係を分析
したところ、22個の遺伝子が有意であった(表３)。さらに 22個の遺伝子について ilium MSC と
jaw MSC のグループにおける平均値は全て ilium MSC で高く、有意な差が認められた。赤字で示
した 11個遺伝子は ilium MSC と jaw MSC の平均値の差が 3倍以上あった。3倍以上差がある 11
個の遺伝子を脂肪分化予知マーカーとして選択した。 

表３ 95 個の遺伝子の中でＧＰＤＨ活性と有意な相関関係にあった 22 遺伝子の相関係数と同
遺伝子について、それぞれの細胞種での遺伝子発現レベルの平均値． 
(赤字;3倍以上の差を示した遺伝子) * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 
 
（４）骨分化予知マーカー遺伝子の選択 
分化誘導前の 95個の遺伝子発現レベルと骨分化マーカーレベルとの間の相関関係を分析し
たところ、17 個の遺伝子が有意であった(表４)。分化誘導後の FB の ALP 活性は MSC に比べて
低いレベルである（図 1. C）ので、遺伝子発現レベルにおいても MSC と FB との間で差があるこ
とが望ましい。そこで MSC と FB との間で差がなかった P4HA2 と PSMC5 をまず候補から外し、15
個の遺伝子を骨分化予知マーカー遺伝子として選択した。なお 15個の遺伝子の発現パター
ンを MSC の種類によってさらに分類した。骨分化マーカーは軟骨や脂肪分化マーカーで認
められた ilium MSC と jaw MSC のグループにおける違い（ilium MSC＞jaw MSC）はなかった 
（図 1. C）。ゆえに 15個の遺伝子中で、両グループ間での平均値に有意な差がない 6遺伝子と
jaw MSC でも高い発現を示した SERPINI1 を残りの 8個の遺伝子と区別した（表４）。8個の遺伝
子は FBとの比較において ilium MSC でのみで発現が高く、jaw MSC では発現が低かった。 
 
 

  



 
表４ 95個の遺伝子の中でALP活性と有意な相関関係にあった17遺伝子の相関係数と同遺
伝子について、それぞれの細胞種での遺伝子発現レベルの平均値(青字 ; ilium MSC と jaw 
MSC の比較において jaw MSC の発現レベルが ilium と同等、或いは高いレベルを示した遺
伝子、グレー；いずれの細胞種間でも有意差なし). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 
 
 
（５）分化予知遺伝子マーカーのまとめ 
95 個の候補遺伝子の中から 8 個の軟骨分化予知遺伝子
マーカー、11 個の脂肪分化予知遺伝子マーカー、15 個
の骨分化予知遺伝子マーカーを便図にて分類した（図
2）。1方向のみの分化を予知できるユニークマーカー、
さらに骨、脂肪ならびに脂肪、軟骨の 2方向の分化予知
に関するマーカー、3方向全ての予知に関与するマーカ
ーに分けることができた。これら合計 23 個の遺伝子の
ｍRNA レベルを分化誘導前に分析すると、3 方向への分
化誘導後の分化の方向性や分化の高さを予測できるの
ではないかと考えられた。 
 
 
 

図２ 骨、軟骨、脂肪分化予知マーカー遺伝子 
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ilium MSC jaw MSC  FB ilium vs. FB ilium vs . jaw jaw vs.FB

MCAM melanoma cell adhesion molecule 0.889** 284.71 ± 69.92 23.23 ± 14.86 7.1±4.28 * * n.s.
DNCI1 dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 1 0.824** 32.84 ± 4.92 7.58 ± 1.72 3.68±1.18 *** *** n.s.
HGF hepatocyte growth factor 0.813** 142.18 ± 23.03 144.12 ± 27.40 28.93±12.56 *** n.s. *

HLA-DRA major histocompatibility complex, class II, DR alpha 0.780** 13467 ± 4566.58 300.29 ± 154.92 7.43±2.95 ** ** n.s.
HLA-DRB major histocompatibility complex, class II, DR beta 0.762** 121.46 ± 82.43 1 ± 0 1±0 * ** n.s.

SRGN  serglycin 0.727** 103.68 ± 15.16 108 ± 58.60 1.43±0.25 *** n.s. *
SERPINI1 serpin family E member 1 0.724** 41.34 ± 9.91 146.51 ± 23.22 4.52±2.90 * * *

ACLY ATP citrate lyase 0.705** 6.19 ± 0.82 1.52 ± 0.22 1.96±0.25 *** *** n.s.
P4HA2 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 2 0.669* 8.14 ± 1.96 2.01 ± 0.87 2.88±0.55 n.s. * n.s.
ITGA5 integrin subunit alpha5 0.648* 5.03 ± 0.62 1.4 ± 0.18 2.2±0.22 ** ** *
TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2 0.620* 21.49 ± 5.10 33.86 ± 18.55 2.82±1.41 * n.s. *

KCTD12 potassium channel tetramerization domain containing 12 0.617* 29.16 ± 4.43 28.45 ± 4.44 4.47±1.83 ** n.s. *
LIF leukemia inhibitory factor 0.614* 99.74 ± 15.58 29.06 ± 11.25 1.62±0.62 ** ** *

PSMC5 proteasome 26S Subunit, ATPase 5 0.589* 5.32 ± 0.87 2.92 ± 0.24 2.63±0.58 n.s. n.s. n.s.
CD74 CD74 molecule 0.585* 539.76 ± 166.0 29.45 ± 12.10 2.3±0.76 * * *
TRIB2 tribbles pseudokinase 2 0.579* 15.46 ± 1.76 15.89 ± 3.67 2.71±0.65 *** n.s. *
IGF1 insulin like growth factor 1 0.560* 850.99 ± 215.9 1242 ± 262.7 1±0 * n.s. *

Gene Full name ALP ×gene expression
levels　相関係数  (r)

Relative mRNA levels Mann-Whitney U-test
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