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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）の代謝経路の多様性がMSCのstemnessに影響するか検討した。ま
ず、stemnessを高、中、低の3群に分けたMSCを用いて行なったメタボローム解析を調べたところ、3群がそれぞ
れ共通の代謝プロファイルを形成しており、遺伝子発現解析結果を組み合わせた結果、TCAサイクルに関与する
特定のアミノ酸が優位に変化することが同定された。次に、先天性骨系統疾患である低ホスファターゼ症
（HPP）のMSCのメタボローム解析を行ったところ、タウリンが低下していることが明らかとなった。タウリンを
付加したところ、自己複製能および脂肪分化能が促進された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the diversity of metabolic pathways in mesenchymal 
stem cells (MSCs) affects the stemness of MSCs. First, metabolomic analysis of MSCs divided into 
three groups (high, medium, and low stemness) revealed that the three groups share each common 
metabolic profile. And we identified a predominant change in specific amino acids involved in the 
TCA cycle when we combined with gene expression analysis. Next, metabolomic analysis of MSCs with 
hypophosphatasia (HPP), one of the  congenital skeletal diseases, demonstrated that taurine 
decreased. Addition of taurine enhanced self-renewal and adipogenic differentiation capacity.

研究分野：小児科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究において、正常な間葉系幹細胞だけでなく、骨系統疾患の１つである低ホスファターゼ症の間葉系幹
細胞において、代謝プロファイルの違いから幹細胞としてのstemnessに関与する代謝産物を同定できたことは、
先天性骨系統疾患だけでなく健常人が加齢により生じる疾患（骨粗鬆症など）に対する代謝産物を用いた治療が
期待される結果を示すことができた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
研究概要 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 先天性骨系統疾患は、約 500種類も存在するが日本では年間 250人程度しか出生しない、非
常にまれな病気である。多くは骨・軟骨代謝に関わる酵素、転写因子などの遺伝子異常が原因で
ある。一部の疾患にのみ、酵素補充療法などの薬物治療により一定の症状の改善を認めているが、
効果が限定的で QOL/ADL が困難であることが多く、致死的な経過をとることも少なくない。
また、生涯を通じて薬物治療を続ける必要があるため、薬の副作用や、高額な医療費・福祉費な
どの問題点も存在する。そのため、根治療法の確立が不可欠である。骨および軟骨の起源である
間葉系幹細胞（MSC）は幹細胞として能力（stemness）である、自己増殖能と分化能を有する
体性幹細胞である。幹細胞の stemnessは遺伝子発現やタンパクの相互作用などの複数の要因に
より規定されている。しかし、代謝経路の多様性がMSCの stemnessにどのように影響するか
がわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は以下の 2つである。 
①MSC の stemness（自己増殖能と分化能）に影響を及ぼ  す代謝経路を明らかにすること
によって、stemnessの高いMSCを作成する方法を確立すること 
②先天性骨系統疾患の stemnessが低下したMSCの代謝経路を修復することで骨再生を回復さ
せることを目的としている。 

 
３．研究の方法 
①MSCの stemnessに必要な代謝経路の解析 
 stemnessを高、中、低の 3群（REC, MEC, SEC）に分けたMSCを用いて行なった網羅的
メタボローム解析を詳細に検討した。具体的には、TCA 回路や解糖系、アミノ酸代謝などの代
謝経路ごとの代謝産物の増減を細胞群ごとに評価して、stemness が高い高純度 MSC に優位性
がある代謝経路を絞り込んだ。 
②先天性骨系統疾患のMSCにおける stemnessを回復させる代謝産物の解析 
 先天性骨系統疾患の１つである低ホスファターゼ症（HPP）患者由来MSCを用いて上記 3①
の実験を行い、HPP由来MSCの stemnessが回復するために必要な代謝産物を同定した。その
後、同定された代謝産物を ALPL 遺伝子を shRNA でノックダウンした MSC に投与すること
で、MSCの stemnessを検討した。stemnessの解析は、増殖能（増殖能、コロニー形成能）お
よび分化能（骨、軟骨および脂肪に誘導する培地で培養して、それぞれ免疫染色や遺伝子発現な
どで評価）を行った。 
 
４．研究成果 
①MSCの stemnessに必要な代謝経路の解析 
 ヒト骨髄から CD90および CD271 のどちらも発現している細胞をセルソターでシングルセル
ソーティングして、96ウェルプレートに 1細胞ずつ播種して 2週間で Confluentになった細胞
を Rapidly expanded clone(REC)とした。2〜3週間および 3〜4週間以降に Confluentになっ
た細胞をそれぞれ、Medium expanded clone(MEC)および Slowly expanded clone(SEC)とした。
これら 3 つの細胞集団をそれぞれ 3 クローンずつ用いて、メタボローム解析をおこなった（図
1A, B）。その結果、増殖能により分類した 3 群がそれぞれ共通の代謝プロファイルを形成する
ことが明らかとなった。このメタボローム解析とこれまで我々が行った 3群の RNAシークエン
スを用いた遺伝子
発現解析結果を組
み合わせて詳細な
解析を行ったとこ
ろ、TCAサイクル
に関与する特定の
アミノ酸が優位に
変化することか
ら、現在、stemness
に影響するかどう
か詳細な解析を行
っている。 
 
 



②先天性骨系統疾患のMSCにおける stemnessを回復させ
る代謝産物の解析 
 3人の HPP患者および 2名の正常健康人の骨髄から、そ
れぞれ通常の培養方法で増殖させたMSCを用いて、メタボ
ローム解析を行ったところ、図 2に示す代謝産物が HPP患
者と正常健康人において優位に変化することが明らかとな
った。これまで我々が行った HPP患者および正常健康人の
MSCを用いた遺伝子発現解析結果を組み合わせた結果、タ
ウリンが正常健康人に比較して、HPP 患者では優位に低下
していたことから、タウリンが stemness に影響するかど
うかを検討した。正常健康人由来 MSC に ALPL 遺伝子
ShRNAで ALPL遺伝子をノックダウンした（図 3）。これ
らの細胞にタウリン（0, 10, 15, 20 M）を付加して細胞の
増殖能を検討したところ、ShRNAで ALPL遺伝子をノッ
クダウンしたMSCは control ShRNAを導入したMSCと
同様に増殖した（図 4）。また、タウリン付加したコロニー
アッセイで検討したところ、増殖能と同様に ShRNAに関
わらずタウリンを付加したMSCはコロニー数が増加した。
次に、タウリン付加による分化能を検討した。まず、骨分
化能を ALP活性、遺伝子発現（ALPL, RUNX2, OPN, OSX
など）、Alizarin red染色で分析したところ、タウリン付加の
影響はみられなかった。次に、軟骨分化を、遺伝子発現（SOX9, 
Col2a1など）、Alcian Blue染色で検討したが、骨分化同様に
タウリン付加による変化はなかった。しかし、脂肪分化におい
て、遺伝子発現（PPARLeptinなど）および Oil red染色で
調べた結果、control ShRNAおよび ALPL ShRNA同様に脂
肪分化が促進された（図 5）。なお、骨髄から培養した健康人
MSCにタウリン付加したところ、増殖能および分化能ともに
亢進した。 
 
5. 考察 
 これまでの結果から、MSCの stemnessに影響する代謝産
物がいくつか見つかった。造血幹細胞の stemnessに影響する
代謝産物が報告されているが、現時点で造血幹細胞とは異な
る物質である可能性が高い。今後、詳細な検討を行うことで、
MSCの stemnessに影響する代謝産物を明らかにして行く予
定である。また、HPPの MSCを用いて同定されたタウリン
は A L Pの発現に関わらずMSCの stemnessに影響する可能
性が示唆された。先行論文はタウリンが骨分化を促進する報
告があったが、HPPに対する骨分化は促進されなかった。し
かし、今回の検討で、タウリン付加により脂肪分化が促進する
結果が明らかとなったことは、脂肪分化する MSC は
stemness が強いことから、HPP の MSC の stemness に
positiveな影響をもたらす可能性が示唆された。 
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