
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 6月 2日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 研究成果の概要： 
 マウス間葉系幹細胞KUSA-A1(A1)のデコリン発現をノックダウンした細胞株(siDT)を用
いて、骨分化過程でのデコリンの関与と機能を解析した。siDTを骨芽細胞分化培地で誘導
しても骨芽細胞へ分化せずに脂肪細胞へと分化した。A1および siDTをディフュージョン
チャンバーに充填してマウス腹腔内に、あるいは、単独またはコラーゲンゲルとともにマ
ウス皮下に移植して異所性骨化を生体内へ移植したところ、A1は腹腔内あるいは皮下で骨
芽細胞へと分化したが、siDTは骨分化マーカーの産生が低いことや、組織学的解析結果と
総合して骨分化は起きていないと判断した。以上の結果は、デコリンが間葉系幹細胞の骨
分化への方向付け因子であることを強く示唆する。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 獣医療の発展に伴い動物の寿命がのび、
高齢動物の運動機能を保持することが重要
課題となってきている。このため運動機能
に重要な骨格系や筋肉系といった間葉系組
織の形成・機能発現・再生修復機構の解明
は急務と考える。間葉系組織の前駆細胞は
間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell; MSC)
が生みだしており、その分化可能な組織の
種類が幅広いことから、今日ではこの MSC

は胚性幹細胞(ES細胞)と並んで、再生医療
で最も重要な研究対象となっている。 
 ところで、細胞内外に存在するプロテオ
グリカン(PG)は、コラーゲン細線維の形態
形成のみならず、細胞の増殖、移動、接着
にも関わっている。加えて、細胞の分化や
成熟にも PG が関与する可能性が示唆され
つつある。MSC の分化・成熟過程での PG
の関与の詳細が明らかにできれば、細胞の
分化・成熟ステージのコントロールができ
器官や組織の再生が容易になる上に、短期
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間に大量のMSCを得られる可能性があり、
早期の創傷治癒も望める。 
 報告者らはこれまでに、PG の一種のデ
コリンに注目し、その発現を恒常的にノッ
クダウンした線維芽細胞株を作製・応用し
て、デコリンが興味深い機能を有するプロ
テオグリカンであることを明らかにしてき
た。すなわち、1）デコリンがコラーゲン形
態形成において主軸となるプロテオグリカ
ンであること、2）デコリンが、細胞増殖の制
御機能を具備している可能性が高いこと、3）
線維芽細胞には細胞外マトリックス中の
SLRP バランスの維持機構が存在すること、
そして 4）周囲のコラーゲン密度の感知機
能を有することも明らかにした。 
 しかしながら、デコリンの MSC 分化へ
の関与についての研究は、報告者の知る限
り国内外どのグループも全く行っていない
のが現状であった。したがって本研究課題
では、MSC の分化・成熟過程でのデコリンの
関与を明らかにすることを目的とした。 
 
２． 研究の目的 

1） デコリンノックダウン MSC を作製し、
デコリンの関与が濃厚と考えられる

骨細胞に分化誘導する。そして、得

られた細胞の性状を比較解析し、

MSC の分化へのデコリンの関与を
検討する。 

2） デコリンノックダウン MSC を生体内
に移植し、in vivo での骨形成能を
評価、解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) デコリンノックダウン MSCの作製 
 すでに作成済みであったデコリンに対す
る RNAi を発現するプラスミド(siDecorin)
をマウスMSCである KUSA-A1(A1)にトラ
ンスフェクションした。プラスミド導入細
胞を選別後、クローン化した細胞に抗デコ
リン抗体を用いた免疫組織化学を行い、デ
コリン産生の有無を確認した。デコリン産
生が陰性だったものから、さらに数株を選
んで、定量 PCR を行い、デコリン mRNA
の発現が抑制されているものを siDecorin 
transfected cell (siDT)として、以降の実験に
用いた。 
 
 
(2) 培養条件 
 siDT、コントロールである A1 および空
ベクターを A1 にトランスフェクションし
た Empty の各細胞は 37℃、5％二酸化炭素
のモイスチャーチャンバー内で培養した。
使用した細胞は P3-7である。増殖および維
持に関しては、10%FBSを添加した αMEM 

で、骨への分化誘導においては骨分化誘導
培地を用いた。なお、培地は 3日ごとに交
換した。 
 骨細胞へと分化させる際は、分化誘導の 1
日前に 6wellあるいは 96wellプレートに 21
×105個/mlの密度でまいた。その際の培養液
の量を 6wellは 2mL、96wellは 100uLとした。
その後、培養液を骨分化培地に交換し、交
換した日を 0日目とした。 

 
(3) siDTの性状の解析 
a) 細胞増殖 
 96well プレートに 1×104個/ml となるよ
うに 100ulずつまき、1-7日目の細胞の増殖
を計測した。細胞数の計測にあたっては、
DNA量を基準とし、試薬は picoGreen assay
法（励起波長 480nm、蛍光波長 542nm）で
計測した。 
 
b) ALPによる骨分化程度の評価 
 分化レベルを確認するために、分化誘導
後 1-7 日目の細胞を 96wll プレートに播い
た細胞に、市販キットを用いて ALP染色を
行うとともに、細胞を 0.5%Triton X-100水
溶液に溶解して細胞溶解液を抽出し、ALP
量を検出した。なお、ALP 量は DNA 量で
除して標準化した。また、siDTは A1と比
較して ALP 産生量が極めて低かったので、
10-100ng/ml のデコリンを骨分化培養液中
に添加し、デコリン産生が回復するかも確
認した。 
 
c) 沈着カルシウム(Ca)量の計測 
 6well プレートに播いた骨分化誘導後
7-35日目の細胞に von Kossaおよびアリザ
リンレッド S染色を行った。また、アリザ

図 1: 本研究に使用した、細胞（A1, Emptyおよび
siDT）の免疫組織化学(抗デコリン抗体)およびデコ
リン mRNAの発現量。siDTはデコリン産生が強く
抑制されている。 



リン染色した標本は、10％塩化ジセルピニ
ウム水溶液によって、色素を溶出させた後、
溶液の吸光度を 582nm で計測した。また、
一部の siDTは脂肪細胞様に分化したので、
オイルレッド O染色を行って、脂肪の分布
を検出するとともに、染色後、オイルレッ
ド O色素を抽出して、540nmで吸光度を計
測した。さらに、デコリンを 10-1,000ng/ml
添加して培養を継続し、骨および脂肪形成
の程度も上述した方法と同様に計測した。 
 
d) 骨芽細胞および脂肪細胞特異マーカー
量の測定 
 骨分化誘導後 28日目に 6wellプレートに
まいた細胞のオステオカルシン(OC)およ
びオステオポンチン(OP)の量を ELISA 法
で検出した。 
 また、1-7 日目の細胞を用いて Runx2 お
よび PPARγ の発現量を定量 PCR 法で計測
した。 
 
(4) 生体内での siDT分化の解析 
a) ディフュージョンチャンバー腹腔内試
験 
 A1あるいは siDTをニトロセルロース膜
（孔径 0.22um）でシールしたディフュージ
ョンチャンバー内に 1X106個(0.1ml)充填し
C3H/HeN マウスの腹腔内に移植した。1-8
週後にマウスよりチャンバーを摘出し、カ
ルシウム沈着量、アルカリフォスファター
ゼ(ALP)活性、グリセロール 3 リン酸脱水
素酵素(GPDH)量についてそれぞれの計測
キットを用いて測定した。また、チャンバ
ー内の細胞をグルタールアルデヒドおよび
オスミウムで二重固定し、厚切り切片と超
薄切片を作製して光学顕微鏡および透過型
電子顕微鏡で組織を観察した。 
 
b)皮下移植試験 
 A1 および siDT を細胞単独でペレット化
あるいはコラーゲンゲルとともに骨分化誘
導培地中で 48時間前培養し、マウス背側皮
下に移植した。移植後 1-4 週間後にマウス
皮下より移植片を取り出し、X腺で撮影す
るとともに脱灰後パラフィン包埋切片標本
を作製して、マッソントリクローム染色、
ALP/TRAP 染色、抗 OP 抗体を用いた免疫
組織化学を行い、骨形成程度を評価した。
さらには移植組織に含まれる細胞数の計測、
ALP 活性および GPDH 活性、OP 量の測定
を行った。 
 
４．研究成果 
（1）骨分化過程における間葉系幹細胞 A1の
in vitroでの細胞応答の解析 
 
 siDT の増殖性は、コントロールである

A1よりも顕著に促進していた。A1 を骨分
化誘導すると、種々の骨芽細胞分化マーカ
ー(ALPや Runx2)を発現し、分化誘導 28日
目には細胞周囲に骨マトリックスを認め、
von Kossa 染色およびアリザリンレッド S
染色に強い陽性反応を確認した（図 2、3）。 

 
 一方 siDT での ALP タンパク量および
Runx2 mRNA発現量は培養期間を通じて弱
く、骨マトリックスはほとんど検出されな
かった。その一方で、オイルレッド Oに陽
性を示す脂肪細胞が多数出現した（図 2、3）。
また、PPARγ mRNA発現量は siDTで有意
に高かった。siDTの骨分化培養液中にデコ
リンを添加して培養を行い ALP 活性の回
復を試みたが、デコリン添加量に関係なく
siDT の ALP 活性は弱いままであり、培養
を継続しても骨マトリックスの形成を認め
なかった（図 4）。しかしながら、過剰量の
デコリンを添加し、培養を継続したところ、
カルシウムの沈着と、脂肪細胞への分化抑
制が確認された（図 5）。siDT の脂肪細胞
への分化が抑制されたことは、デコリンに
脂肪化抑制活性があることを意味する。 
 
 以上より、デコリンは ALPの発現調節を
遺伝子レベルで行い、間葉系幹細胞の骨芽
細胞への分化誘導を制御していること、そ
して、デコリンが間葉系幹細胞に由来する
骨芽細胞と脂肪細胞における細胞系譜の決
定機構に重要な役割を担っている可能性が
高いと考えられた。 
 
（2）骨分化過程における間葉系幹細胞
KUSA-A1の in vivoでの解析 
 
 チャンバー移植実験では A1 の ALP 活性

図 2: 骨分化誘導培地で培養した各細胞の von 
Kossa, アリザリンレッド S、オイルレッド O
の染色結果（28日目）。 



は実験経過とともに上昇し、細胞間には Ca
が沈着したが、siDTでは ALPや Ca量は増
加せず低値を維持した。 
 A1 を容れたチャンバーは細胞が複数の
層を形成していた。4 週目にはトルイジン

ブルーに濃染するコラーゲン構造が確認さ
れ、カルシウムの沈着が進行していた。一
方、siDTを容れたチャンバーは細胞の増殖
は低いものであった。2週目の siDTには電
子密度の高い小型の粒子を含む細胞が認め
られ、4 週目には粒子は大型化していた。
オスミウム固定によって黒染すること、お
よび形態学的特徴からこの構造は脂肪滴を

有する細胞(脂肪細胞)であると考えられた
（図 6-8）。 
 
 皮下移植実験では siDT のみを皮下移植
したものは、わずかに結合組織様構造を形
成し周囲を脂肪が取り囲んでいた。同構造
は対照細胞 A1 が形成した組織と比較して
断面積が極めて小さく、ALP 活性や OPの
産生レベルも低かった。組織学的解析結果
と総合して骨分化は起きていないと判断し
た。 
 コラーゲンゲルとともに A1 を移植する
と、大型で ALPおよび TRAP（破骨細胞マ
ーカー）活性がともに高い骨組織像を観察
したが、siDTをコラーゲンゲルと移植して
も、形成される組織は小型でALPや TRAP、
OP の活性が低く、Caの沈着もほとんどな
かった（図 6-8）。 
 

図 3: 骨分化誘導培地で培養した各細胞のカル
シウム、骨分化マーカー（OC、OP）および脂
肪の量（28日目） 
 

図 4: 骨分化誘導培地にデコリンを添加した場
合の siDTの ALP活性 
 

図 5: 骨分化誘導培地にデコリンを添加した
場合の siDTの骨および脂肪への分化。過剰量
のデコリンの添加で骨分化が回復する。 

A1 siDT 

図6: チャンバー内の細胞の様子。4週の siDT
の細胞内には脂肪細胞が多数存在する。 



   

  
 以上の生体内での実験結果は、間葉系幹
細胞が細胞系譜を決定するステージにおい
て、骨細胞へと分化するためには、デコリ
ンが不可欠な因子であることを改めて示す
ものである。 
 
 報告者はすでに骨分化誘導がデコリン糖
鎖による可能性が高いことを明らかにして
いる。今後は間葉系幹細胞の骨分化に関わ

るデコリン糖鎖種を同定し、その機能を解
析すること、そして、その糖鎖を応用した
骨組織再生を目指す予定である。 
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図 7：皮下に移植
し 4 週間経過し
た A1 および si
ＤT。生体内に
A1 を移植する
と、骨組織に分
化するが、siDT
はコラーゲンゲ
ルの有無にかか
わらず生体内で
も骨組織を形成
しない。 

図 8: 移植片の ALPおよび GPDH活性、細胞数
および OP量 
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