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研究成果の概要（和文）：本研究では、幹細胞の高効率な分化誘導法確立のための新たなプラットフォームの構
築を目的とし、低分子化合物による特異的タンパク質分解を薬理作用として想定した細胞分化の表現型スクリー
ニング系を構築した。本スクリーニング系は、細胞分化を制御可能な化合物の同定に加え、その薬理作用機序か
ら細胞分化制御の分子基盤解明に資する手法として一定の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a novel method to improve the 
efficiency and reproducibility of stem cell differentiation. To this end, we employed a protein 
knockdown strategy based on small-molecule compounds-inducible proteasomal degradation for 
controlling cell differentiation. The method developed in this study would be helpful to identify 
the compounds and its degradation target which enables to regulate cell differentiation.

研究分野： タンパク質翻訳後修飾

キーワード： 再生医療　細胞分化　プロテインノックダウン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞を用いた再生医療において、目的とする組織に均一な細胞集団として必要とされる容量を安定的に供給す
ることが必要であり、高効率で精度の高い細胞分化誘導法の確立が求められている。本研究では、化合物を用い
た特異的なタンパク質分解の誘導により分化を制御するというアプローチで高効率分化誘導法の確立に取り組
み、一定の成果が得られた。また、本手法は分化制御における新規重要因子の発見に繋がるという点において学
術的な意義を見出すことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在、再生医療が目覚ましい発展を続ける中、幹細胞治
療において歯髄幹細胞が有効な幹細胞ソースとして注目を
集めている。その理由として、歯髄幹細胞は、１）自然に
抜けた乳歯や歯科治療により抜歯した歯から入手できるた
め採取が容易であり、患者への負担が少ないこと、２）高
い細胞増殖能を有し、迅速な治療の着手や産業化が可能で
あること、３）移植治療後のがん化の危険性が少ないこと、
４）骨・筋・神経・肝細胞等への優れた分化多能性を有す
ること、５）高効率で iPS 細胞誘導が可能であることが挙
げられる。これらの有益性から、口腔から全身の組織再生
に向けた臨床応用への期待が高まっており、精度の高い分
化誘導法の確立が求められている（図１）。そのため、分化
誘導因子の組合せや濃度、処理のタイミング、細胞密度、マトリクス等これまでに様々な検討が
精力的になされてきた。しかしながら、臨床応用を実現するためには依然として多くの分化誘導
系でさらなる効率改善が必要とされている。従って、本課題を解決するためには、既存の方法論
を刷新する革新的手法で効率的な分化誘導法の確立を目指す必要があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
歯髄幹細胞は他の組織由来の間葉系幹細胞と比べて、低侵襲で採取可能であること、高い細胞

増殖能を持つこと、高効率で iPS 細胞誘導が可能であることから、再生医療への応用が期待さ
れる。そこで本研究では、歯髄幹細胞を用いた再生医療の実現に向けて効率的な分化誘導法確立
のための新しいプラットフォームを構築する。そのモデルとして、骨芽細胞の高効率分化誘導法
を開発する。また、分化誘導高効率化が実現された場合、その分子基盤を解明することで、より
高精度な細胞分化制御法の開発に還元することを目指す。 
 
３．研究の方法 

近年、分子標的療法として腫瘍
化タンパク質の特異的な分解を
薬理作用とする抗がん剤の開発
が進められている(Matyskiela et 
al., Nature, 2016; Lu et al., 
Chemistry & Biology, 2015)。本
研究では、このメディエーターと
して基質タンパク質をユビキチ
ン化し、プロテアソームよる特異
的タンパク質分解を誘導するユ
ビキチン化酵素“セレブロン
(CRBN)”に着目した。CRBN は、グ
ルタルイミド基を持つリガンド化合物が結合すると、その構
造により本来とは異なる基質を特異的に認識し、分解を誘導
することで薬理効果を発揮する（図２）。多発性骨髄腫の治療
薬として再び認可されたサリドマイドの薬理作用はまさにこ
の原理に基づいている。この CRBN の特性を利用して、グルタ
ルイミド基を有する化合物ライブラリーを用いた表現型スク
リーニングを行えば、リガンド化合物-CRBN 依存的タンパク
質分解を介した様々な薬理作用の検討に利用できると考えら
れた。そこで本研究では、歯髄幹細胞の分化制御を可能にす
る化合物の探索に応用することを目指した。 
 
(1) CRBN による化合物誘導性特異的タンパク質分解を利用し
た細胞分化制御化合物の探索 
グルタルイミド基含有化合物を用いて表現型スクリーニン

グを実施することにより、歯髄幹細胞から骨芽細胞へと効率
的に分化を誘導・促進する化合物を選抜する（図３）。また、
選抜した化合物が CRBN-/-歯髄幹細胞では分化誘導・促進の
効果がないことを確認する。 
 
(2) 化合物依存的に分解する CRBN 基質の同定 
エピトープタグを付加した CRBN を安定的に発現する細胞

株を樹立し、その細胞抽出液と選抜化合物を混合後、タグ抗
体結合ビーズにより免疫沈降物を回収する。その後、質量分析により、選抜化合物を添加した場
合にのみ CRBN と結合する化合物依存的基質を同定する。また実際に、同定基質が選抜化合物の



添加により、CRBN 依存的にユビキチン化・分解されるか CRBN-/-細胞を用いて検証する。 
 
(3) 同定基質の骨芽細胞分化における役割の解析 
化合物依存的 CRBN 基質の分解により骨芽細胞分化が促進されるというコンセプトから、同定

基質は骨芽細胞分化における阻害因子の可能性が高い。まず、歯髄幹細胞で同定基質をノックダ
ウンし、骨芽細胞分化が促進されることを ALP 染色及び分化マーカーの発現を指標に確認する。
その後、トランスクリプトーム解析を行い、同定基質のノックダウン及び化合物処理により転写
レベルで変化のある遺伝子群を見出す。さらに、バイオインフォマティクスを活用し、シグナル
解析・タンパク質相互作用解析・転写因子予測を行い、同定基質が制御する骨芽細胞分化関連シ
グナル伝達を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) CRBN による化合物誘導性特異的タンパク質分解を利用した細胞分化制御化合物の探索 
初年度は骨芽細胞分化をモデルとし、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞である UE7T-13 細胞を用い

て選定したグルタルイミド基含有化合物の細胞毒性を評価し、適正な化合物濃度の範囲を設定
した。その後、それらの化合物が UE7T-13 細胞の骨芽細胞分化に与える影響をアルカリフォスフ
ァターゼ染色により評価した。各化合物の処理により分化誘導状態の様々なバリエーションが
確認でき、表現型スクリーニングの適正な条件を設定することができたと考えられる。 
次年度は化合物を拡充し、前年度に設定したスクリーニング条件をもとに、骨芽細胞分化に加

え、破骨細胞分化を制御可能な化合物の同定を目指した。破骨細胞分化は RAW264.7 細胞を用い
て TRAP 染色により評価した。その結果、各化合物の投与により骨芽細胞・破骨細胞共に分化誘
導状態の様々なバリエーションを確認することができた。 
 
(2) 化合物依存的に分解する CRBN 基質の同定 
当初の研究計画では、骨芽細胞分化を促進する化合物の同定を目指していた。本研究では、い

くつか微弱に分化促進活性を示す化合物が同定できたものの、顕著な促進活性を示すものは見
出すことができなかった。一方で、細胞毒性をほとんど与えることなく細胞分化を強力に抑制す
る化合物を同定することに成功した。そこで、骨芽細胞分化の新規制御機構を明らかにすること
で、より効果的な細胞分化制御法の導出へと繋げていくことを目的に、後者の化合物に対する
CRBN ネオ基質の同定を試みることとした。生化学的な解析の結果、当該化合物の細胞への投与
により、ネオ基質と考えられるタンパク質の著しいプロテアソーム分解が確認され、細胞分化制
御の薬理作用として寄与している可能性を見出した。現在、CRBN-/-細胞を樹立し、化合物薬理
作用の CRBN 依存性の解析を進めている。 
 
細胞分化制御法の確立において、低分子化合物を用いたプロテインノックダウン技術に基づ

く表現型スクリーニングの一定の有用性が示されたが、技術確立と今後の医療応用に向けて、同
定したネオ基質の細胞分化における機能の詳細を明らかにしていく必要がある。 
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