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研究成果の概要： 
 様々な組織に存在して多分化能を示す間葉系幹細胞のうち、滑膜由来細胞は特に高い軟骨分
化能を示す。このような由来組織に基づく間葉系幹細胞の性質の相違には、潜在的にエピジェ
ネティックな相違の関与が推定されるが、間葉系幹細胞のゲノム DNA メチル化レベルについ
て、これまでには十分に検討されていなかった。我々は本学附属病院における膝関節手術によ
り同意を得て採取された滑膜由来間葉系幹細胞を用いて、軟骨細胞への分化誘導をペレット培
養法により行い、その前後におけるゲノム DNA のメチル化状態を検討するため、選別された
候補遺伝子プロモーター領域についてメチル化候補領域の推定をおこない、それぞれについて
バイサルファイトシーケンス法による解析を行った。その結果、骨・軟骨系細胞への分化制御
を中心的に担う RUNX2および OSX遺伝子や SOX9遺伝子などのプロモーター配列中に存在
する富 CpG 領域における低メチル化状態は、軟骨細胞への分化誘導を行なっても明らかな変
動を示さず安定的に維持されていた。また軟骨細胞への分化誘導過程において大きく発現増加
する遺伝子群と、反対にほぼ完全に発現が抑制される遺伝子群におけるプロモーター領域につ
いて解析した結果、大半の遺伝子について分化誘導前後におけるメチル化状態は変動すること
なく安定していたが、唯一 SDF1 遺伝子の上流約１ｋｂの領域については軟骨細胞分化後にメ
チル化レベルは減少して、遺伝子発現の抑制とは逆説的な変動を示すことが判明した。このよ
うなメチル化レベルの相違は成人関節軟骨の層別の相違としても同定することができた。滑膜
由来間葉系幹細胞の軟骨細胞分化の過程においてゲノム DNA のメチル化変動は稀な現象であ
り、エピジェネティックな制御は比較的安定的であることが示されたが、稀なメチル化変動領
域は候補遺伝子領域アプローチ法によっても同定可能であることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨・軟骨組織は、間葉系細胞から段階的な
分化過程を経て形成される軟骨細胞および
骨芽細胞系の細胞群を主な構成要素として
構築される。骨系細胞の分化を調節する機構
として、段階的な細胞分化過程の進行を特徴
付ける特異的発現様式を示すマーカー遺伝
子の同定から、それらの遺伝子発現を決定付
ける転写因子、ランクス２（RUNX2）, オス
テリクス（OSX）, ソックス９（SOX9）など
の同定・解析によって解明されてきた。一方、
初期胚発生における細胞分化制御に際して、
クロマチン構成蛋白やゲノム DNAの修飾を介
したエピジェネティックな分子機構が遺伝
子発現制御に重要な役割を果たすことが知
られているが、そのような調節は骨・軟骨組
織を含めた様々な器官形成における細胞分
化に際しても利用されることが、特に重要と
認識されるようになった（文献 1, 2）。 
 骨・軟骨細胞の分化形成においては、間葉
系幹細胞とよばれる多分化能をもった細胞
が、何段階にもわたる分化レベルをたどりな
がら、他細胞系譜への移行もしくは逆行する
ことのできない独自の分化状態を獲得し、最
終的に分化を遂げた成熟細胞となってゆく
と考えられている。このような細胞分化にお
ける方向性をもたらす系譜間移行の可逆
性・非可逆性について調節する分子機構につ
いては、未だ詳細には明らかにされていない
が、細胞分化の方向性決定に際して少なくと
も何らかの作用を示す分子機構として、一般
に DNAメチル化などのエピジェネティックな
遺伝子発現の調節機構が関与すると推察さ
れており（文献３）、その詳細についての解
明が期待されている。 
 間葉系幹細胞から骨・軟骨細胞への多段階
にわたる分化過程において、急速な遺伝子発
現の変動により特異的発現増強を示す遺伝
子群は多数知られているが、同様に特異的な
発現サイレンシングを受ける遺伝子群も多
数存在することには、あまり注目されること
はなかった（文献４）。我々はこれまでの検
討から、このようなサイレンシングをうける
遺伝子群中に、興味深い幾つかの遺伝子が含
まれることに注目していたが（文献４）、そ
の具体的な意義については明らかにするこ
とができていなかった。 
 本研究計画において我々は、このような分
化細胞系譜に特異的な遺伝子サイレンシン
グをもたらす分子機構について解明するた
め、骨芽細胞および軟骨細胞分化誘導中の間
葉系幹細胞について、ゲノム DNA のメチル化
修飾の状態を網羅的かつ経時的に追跡する

ことにより、この過程における代表的なメチ
ル化領域を多数同定し、その生物学的・機能
的な意義について検討する計画を立てた。 
このような解析を行うことで、ゲノム DNA
の配列情報のみによらない細胞分化の制御
機構の存在を明らかにし、骨・軟骨細胞分化
プロセスに必須とされる分子機構について
解明を目指した。このような試みは、様々な
骨系統疾患や軟骨関連疾患の病態解明とそ
の治療法検討に役立つ知見となることが期
待される。 
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２．研究の目的 
 間葉系幹細胞から多段階にわたる骨・軟骨
細胞への分化過程において、急速な遺伝子発
現の変動により特異的発現増強を示す遺伝
子群は多数知られるが、同様に特異的な発現
サイレンシングを受ける遺伝子群も多数存
在する。我々はこのようなサイレンシングを
うける遺伝子群中に、興味深い幾つかの遺伝
子が含まれることを見出している。本研究で
は、この分化細胞系譜に特異的な遺伝子サイ
レンシングをもたらす分子機構について解
明するため、骨芽細胞および軟骨細胞分化誘
導中の間葉系幹細胞におけるゲノム DNA の
メチル化修飾の状態について、経時的かつ網
羅的に追跡する。本解析によって同定される、
これらの細胞分化過程における代表的なメ
チル化領域について、その生物学的・機能的
な意義を検討することにより、ゲノム DNA
の配列情報のみによらない細胞分化の制御
機構の存在と意義を明らかにし、骨・軟骨細
胞分化プロセスを進行させる分子機構を解
明してゆくことにより、様々な骨系統疾患や
軟骨関連疾患の病態解明とその治療法検討
に役立つ知見を得ることが目標である。 
 
３．研究の方法 
（平成１９年度） 
（1）間葉系幹細胞の軟骨細胞および骨芽細



胞への分化誘導： 
 ヒト間葉系幹細胞の培養として、本学で実
施した膝関節手術の術前に承諾を得た検体
提供者から骨髄・海綿骨および滑膜等由来の
間葉系幹細胞を獲得し、細胞増殖能、in vitro
での分化能、表面抗原等の基礎データを収集
し、細胞を凍結保存した。これらの中から幾
つかの細胞を選び出して解凍し、必要に応じ
て、軟骨細胞および骨芽細胞への分化誘導を、
BMP2 および TGF ベータ添加によるペレッ
ト培養と、アスコルビン酸およびベータグリ
セロ燐酸添加による平皿培養でそれぞれ行
ない、並行培養した細胞の染色評価による分
化誘導度モニターを行いながら、4 段階にわ
けた分化段階ステージの細胞からトータル
ＲＮＡおよび、ゲノムＤＮＡを抽出した。 
（2）軟骨細胞および骨芽細胞の分化誘導過
程における発現サイレンシング遺伝子の同
定：上記(1)により培養細胞から抽出したＲＮ
Ａを用い、アフィメトリクス社の Gene Chip
アレイによる網羅的遺伝子発現の解析を行
った。ゲノムＤＮＡメチル化解析結果との並
行性について検討することは重要と考えら
れた。並行実験による培養細胞からのデータ
を利用してサイレンシング遺伝子群を探索
し、軟骨細胞分化と骨芽細胞分化過程におけ
る差異に注目しながら候補遺伝子群を選出
した。 
（3）候補遺伝子アプローチによる軟骨細胞
分化におけるメチル化 DNAの探索：上記(1)
により培養細胞から抽出したゲノムＤＮＡ
を用い、(2) の発現アレイ解析から選び出さ
れたサイレンシング遺伝子について解析を
おこなった。まず遺伝子上流領域のＤＮＡ配
列解析によりＣｐＧアイランドの有無と範
囲について解析し、保有するものについてバ
イサルファイトシーケンス法による解析を
進めた。上流１から２kb以内に１または２組
の目標増幅断片を設定して、バイサルファイ
ト処理後のゲノムＤＮＡについて 2ラウンド
のＰＣＲで断片増幅を行った。増幅したＰＣ
Ｒ産物は電気泳動による分離同定をおこな
い、増幅された産物のバンドを切り出して、
レジンカラムを用いた精製をおこない、プラ
スミドベクターへのサブクローニングと大
腸菌へ形質転換をおこなうことで、複数断片
のメチル化レベルを解析した。すなわち各サ
ンプル約１０コロニーずつ程度について、配
列解析を遂行し、元来のＣｐＧ配列が保存さ
れた断片配列の存在率を計算することで、メ
チル化レベルの定量的解析を行った。 
第一段階のスクリーニングとして、まず２

つの分化段階ステージにおける比較解析を
行なった。分化誘導直前の検体および３週間
の分化誘導をおこなった最終検体から１検

体ずつのバイサルファイト処理後のゲノム
ＤＮＡを用いてＰＣＲをおこない、増幅断片
のサブクローニングを行った。それぞれ５-10
クローンずつの配列解析をおこない、メチル
化配列に明らかな差異をみとめる領域を探
索した。次に多段階分化レベルにおける複数
の検体から、これらのメチル化領域の広がり
の変化と遺伝子発現レベルの変化との並行
性について検討することを目標とした。この
方法により、分化に伴うメチル化変化を示す
遺伝子領域の同定を可及的多数行うことを
年度内の目標とした。 
（平成２０年度） 
（1）間葉系幹細胞の軟骨細胞および骨芽細
胞への分化誘導：前年度までに採取したヒト
間葉系幹細胞を用いて、軟骨細胞、骨芽細胞
および脂肪細胞への分化誘導をペレット培
養または平皿培養でそれぞれ行ない、並行培
養した細胞の染色評価による分化誘導度モ
ニターを行うと共に、いくつかの分化段階に
おいてトータルＲＮＡおよびゲノムＤＮＡ
を細胞から抽出した。 
（2）軟骨細胞および骨芽細胞の分化誘導過
程における DNA メチル化変動の網羅的解
析：前年度におこなった候補遺伝子アプロー
チによるメチル化解析から、間葉系幹細胞に
おける DNA メチル化状態は、軟骨細胞への
分化誘導過程においては比較的安定的に維
持されることが明らかとなった。そこでメチ
ル化状態の変化の現れる稀なゲノム DNA 領
域を同定するための、網羅的な解析の実施が
望まれた。メチル化感受性もしくは非感受性
の制限酵素を利用したサブトラクション法
の実施の可能性および、メチル化 DNA 結合
蛋白MeCP2に対する特異的抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降法を応用したゲノム DNA
のタイリングアレイ解析実施の可能性につ
いて検討した。 
（3）観察された間葉系幹細胞でのメチル化
変化の評価が生体内での変化を反映するも
のであるか検証するため、ヒト関節軟骨組織
におけるメチル化レベルの評価をおこなっ
た。本学運動器外科学において人工膝関節置
換術中に採取された関節軟骨組織を用いて、
軟骨細胞の分化段階を反映する表層・中間
層・深層におけるゲノムＤＮＡを抽出し、各
層におけるＤＮＡメチル化レベルの相違に
ついて検討するとともに、間葉系幹細胞で観
察されたメチル化レベルとの比較をおこな
うことで、後者における評価の妥当性につい
て検討した。 
（4）メチル化変動領域周辺についての解
析：上記により同定されたメチル化変動領域
については、周辺領域におけるメチル化レベ
ルの解析についても明らかにすることが望



まれた。まず周辺領域のメチル化状態につい
てバイサルファイトシーケンス法により検
証し、複数検体で再現性の確認された領域に
ついて多段階の分化ステージで検討するこ
とにより、メチル化誘導が行われる時期を明
らかにする。また観察されたメチル化変動が
軟骨細胞への分化誘導過程に特異的なもの
であるか否かについて検討するため、骨芽細
胞および脂肪細胞への分化誘導をおこなっ
た細胞についても多段階ステージの検体で
メチル化解析を試みた。 
（5）メチル化変動遺伝子による分化制御の
可能性についての検討：同定されたメチル化
変動遺伝子の細胞分化制御に果たす役割に
ついて検討するため、siRNAの遺伝子導入に
よる遺伝子ノックダウンの軟骨細胞分化に
与える影響について検討する計画であった。
具体的には、トルイジンブルー染色による組
織染色評価と軟骨細胞特異的なマーカー遺
伝子の発現レベルの評価により遺伝子ノッ
クダウンの影響について検討し、単一遺伝子
の抑制でみられる変化が乏しい場合には、複
数遺伝子ノックダウンをおこない、その効果
が明らかである場合には、個々の遺伝子発現
抑制の結果生じるその他の遺伝子発現の変
化について網羅的に解析をすすめ、具体的な
標的遺伝子を絞り込むことによって詳細な
分子制御の機構について明らかにしてゆく
ことが研究計画期間内の目標であった。 
 
４．研究成果 

 本研究は、様々な組織に存在して多分化能
を示す間葉系幹細胞の、由来組織に基づく性
質の相違について潜在的な関与の推定され
る、エピジェネティックな制御の可能性につ
いて検討した。 
 まず各種間葉系幹細胞の採取および保存
は、平成 19 年度に計画通りに実施され（本
学運動器外科学教室）、培養実験系によって、
採取した細胞の性質判定を行なった。本研究
計画の大半は、これらの細胞のうち、とくに
軟骨細胞への分化能の高いことの示された
滑膜由来間葉系幹細胞を用いて、軟骨細胞へ
の分化誘導をペレット培養法により行い、そ
の前後におけるゲノム DNA のメチル化状態
について検討をおこなうことで遂行された。 
候補遺伝子アプローチとしては、骨・軟骨
系細胞への分化制御を中心的に担う RUNX2
および OSX遺伝子や SOX9遺伝子などの転
写因子群に注目して解析をおこなったが、各
遺伝子の転写開始点付近におけるＣｐＧ配
列の密度とＣｐＧアイランドの広がりなど
に注目した結果、特に RUNX2遺伝子および
SOX9遺伝子に焦点を絞ることができた。興
味深いことに、これらの二つの重要な転写因

子遺伝子のＣｐＧ配列の広がりは極めて類
似した様式を示しており、高密度のＣｐＧ配
列部位が上流１Ｋｂほどまで広がっていた
が、間葉系幹細胞におけるメチル化の程度に
ついても、同等の結果が観察され、軟骨細胞
への分化誘導の有無にかかわらず、極めて低
いメチル化レベルが保たれていた。追加して
検討した遺伝子 SOX5, SOX6, NKX3.2など
についても特記すべき所見は認められず、し
たがって、これらの転写因子遺伝子における
ＤＮＡメチル化制御が分化調節に関わる可
能性は低いと考えられた。 
次に、網羅的な遺伝子発現のマイクロアレ
イ解析によって候補遺伝子群を選出した。さ
らに、これらの遺伝子プロモーター領域につ
いて、メチル化候補領域の推定をおこない、
メチル化調節の関与の推測された候補遺伝
子領域のそれぞれについて、バイサルファイ
トシーケンス法による解析を行った。選別し
た遺伝子群は 2 型 11 型コラーゲン遺伝子、
マトリリン遺伝子、コンドロモジュリン遺伝
子などの細胞外マトリックス蛋白をコード
する遺伝子に加えて、ウィント１１遺伝子や
ＦＧＦ受容体３遺伝子などの成長因子・サイ
トカインとその受容体、阻害因子やホルモン
受容体などであるが、その遺伝子発現の変動
についてはリアルタイムＲＴ－ＰＣＲでま
ず確認を行うことができた。一方、プロモー
ター領域のメチル化レベルについては、バイ
サルファイト・シーケンス法で詳細に定量的
な評価を行った結果、大半の遺伝子領域では
分化誘導の前後における大きな変化を示す
ことなく、分化レベルの相違によっても比較
的安定に保たれることが確認された。また、
近年明らかにされてきた、ＣｐＧ密度とシト
シン・メチル化レベルとの相関についても、
合致したデータを得ることができ、大半の高
ＣｐＧ密度を示す部位ではメチル化レベル
は低く保たれ、逆に低いＣｐＧ密度を示す領
域では高いメチル化レベルを示すことが多
いことが確認された。 
 以上のようなメチル化レベルの相違が、生
体において通常の分化過程をたどる細胞に
おいてみられる変化を反映するものである
ことを確認するため、ヒト被験者から提供さ
れた成人関節軟骨を用いて、3 層もしくは 4
層にわけて採取した軟骨細胞層由来のゲノ
ムＤＮＡ検体について、これまで解析してき
た遺伝子領域におけるＤＮＡメチル化の程
度について再検討した。このような軟骨組織
の層（表層・中間層・深層）は軟骨細胞の分
化段階の異なる細胞集団を分けて評価する
ことのできる方法であるが、先の解析におい
て間葉系幹細胞の分化によって変動を示さ
なかった大半の遺伝子領域については軟骨
組織の層別の評価でも多きな相違は示さず、



また間葉系幹細胞で観察されたメチル化レ
ベルとほぼ同等のメチル化を示すことが確
認された。すなわち間葉系幹細胞におけるメ
チル化の評価は、生体内での細胞の状態をほ
ぼ忠実に反映するものであると考えられた。 
一方、軟骨細胞への分化誘導によって、上
記傾向とは異なったメチル化レベルを示し
た遺伝子領域として、我々はＳＤＦ１遺伝子
の上流約１ｋｂの領域を同定することがで
きた。この領域はＣｐＧ密度が 13％と高密度
のＣｐＧ部位が集積するにもかかわらず、分
化誘導前の間葉系幹細胞において、約８５％
と極めて高いメチル化レベルを示していた。
由来組織の異なる、滑膜以外の組織から得ら
れた間葉系幹細胞においても類似した結果
が確認されたが、興味深いことにこの細胞を
軟骨細胞への分化誘導をおこなうと 3週間後
にはメチル化レベルが解除される傾向（約６
０％まで）のあることが示された。 
本結果、すなわち間葉系幹細胞において通

常とは異なるメチル化レベルを示したＳＤ
Ｆ１遺伝子上流約１ｋｂの領域が軟骨細胞
への分化誘導に伴って脱メチル化の傾向を
示したことと一致して、ヒト軟骨組織におけ
るメチル化レベルの解析からは、全体に高い
メチル化レベルを示すことが確認され、また
最表層におけるメチル化（約 50％）が特に高
いことが確認された。したがって、ＳＤＦ１
遺伝子のこの領域おけるメチル化変化は、生
体内での軟骨細胞分化においても、重要な機
構として作用している可能性が高いと考え
られる。また、このような脱メチル化の傾向
は、実際の遺伝子発現の変化として観察され
た発現抑制とは逆説的に相関するものであ
ることから、ＤＮＡメチル化を介した遺伝子
発現の制御は優先的に作用するものではな
く、他の機構を介した遺伝子発現に対して補
助的に作用するものであることが推定され
るが、その詳細については今後の課題とされ
る。この領域における変化の特異性と機能的
意義について、今後も解析を続ける必要があ
ると考えられる。 
 本研究計画の意義として、間葉系幹細胞に
おけるＤＮＡメチル化レベルの評価を先駆
的に遂行することが出来た。本研究計画期間
内には、いわゆる網羅的な解析の実施には至
らなかったが、候補遺伝子アプローチ法によ
る中規模解析を実施することにより、従来明
らかにされていなかった、間葉系幹細胞の軟
骨細胞分化の過程においけるゲノム DNA の
メチル化調節について明らかにすることが
出来た。さらに、このような変動は稀な現象
であり、エピジェネティックな制御は比較的
安定的であることが示されたが、稀なメチル
化変動領域は候補遺伝子領域アプローチ法
によっても同定可能であることが示された。

特に、軟骨細胞分化過程において注目すべき
ＳＤＦ１遺伝子は特徴的なメチル化制御を
受けることが示されたため、本遺伝子のメチ
ル化制御の機構と、その生物学的な意義につ
いては、更なる解明を進める必要性が示され
た。間葉系幹細胞のエピジェネティックな遺
伝子発現制御の機構について明らかにして
ゆくことは、再生医療への利用の期待される
本細胞を効率よく使用するために重要な作
業であり、また骨肉腫などの悪性腫瘍を含め
た間葉系細胞の分化障害などを原因として
生じる様々な疾患の発症機構の解明を進め
る上でも、その意義は極めて大きいと考えら
れる。 
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