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研究成果の概要（和文）： 
私たちは、骨髄間葉系幹細胞を用いて、骨芽細胞分化の指標である石灰化を、調整する分子を

検索した。その結果、軟骨細胞から分泌される分子というよりもむしろ、その元となる間葉系

幹細胞の死細胞が石灰化に重要であることを見いだした。私たちの結果は、in vitro で骨芽細

胞による石灰化に、間葉系幹細胞のアポトーシスとネクローシス細胞が関与し、石灰化の核形

成過程に死細胞の膜が関与することを示唆した。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated whether cell death is induced during the calcification process by 

osteoblast derived from human bone marrow mesenchymal stem cells in vitro, and whether 

dead cells are involved in the calcification process. Our findings showed that cell death 

was induced in osteogenic culture of mesenchymal stem cells in vitro, and suggested that 

caspase-independent dead cells and/or necrotic dead cells of osteoblast lineage might 

be involved in the mechanism of bone calcification. 
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１．研究開始当初の背景  骨髄の間葉系幹細胞は、加わる刺激によっ
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て、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、間質細

胞などの異なった機能を持つ様々な細胞に分

化できる。そのため、間葉系幹細胞は、再生

医学の分野でも期待されており、分化の分子

機構の研究にも非常に有用である。間葉系幹

細胞の骨芽細胞への分化には、転写因子Runx2

が関与しており、これが、骨シアロタンパク

質（骨形成マーカー）の発現を調節すること

が解明されている。 

 長管骨の骨形成過程で見られる軟骨内骨

化は、軟骨細胞が軟骨で骨の型を形成し、こ

れを骨芽細胞が骨に置換することで行われ

る。この軟骨内骨化の組織では、軟骨細胞や

肥大軟骨細胞が整列した軟骨細胞層と、骨芽

細胞による骨化層が完全に分かれている。 

私たちは、軟骨内骨化の組織学的解析から、

骨芽細胞は、肥大軟骨細胞が死滅した軟骨基

質を選択的に石灰化し、軟骨細胞が存在する

軟骨を石灰化してないことに、着目した。こ

れは、軟骨細胞が、骨芽細胞の分化及び石灰

化を調節している可能性を示している。 

 軟骨細胞が骨芽細胞への分化を促進する

可能性については、軟骨細胞が骨芽細胞の分

化誘導因子である骨形成タンパク質 BMPを発

現することで知られており、既に研究が進ん

でいる。しかし、軟骨細胞が骨芽細胞の分化

と機能を調節する可能性については殆ど解

析されていない。 

 申請者らは、軟骨細胞が、間葉系幹細胞の

骨芽細胞への分化や機能を調節する分子を

分泌している可能性を考え、研究を開始した。

間葉系幹細胞に骨芽細胞の分化を誘導した

ところ、骨芽細胞分化の指標である石灰化や

骨シアロタンパク質及びオステオプロテゲ

リンの mRNA の発現が認められた。また、同

じ間葉系幹細胞から培養によって軟骨細胞

を分化した。この培養上清を、解析した結果、

石灰化に影響を及ぼす因子が存在すること

を明らかにした。しかし、その実態は不明で

あった。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題では、骨髄間葉系幹細胞を用い

て、骨芽細胞の分化の指標である石灰化を調

節する因子を同定することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
以下の方法を用いて解析を行った。細胞は不

死化したヒト骨髄間葉系幹細胞を用いて、常

法により培養した。骨芽細胞の分化培養には、

デキサメサゾン、βグリセロリン酸を含む最

小培地を用いた。石灰化の検出には、カルセ

イン及びアリザリンレッドS染色、原子吸光法

を用いた。細胞死の誘導には、凍結融解及び

光線力学的細胞障害法を用いた。カスパーゼ

の活性化には、特異的蛍光基質を用いた。ま

た、活性酸素生成細胞の定量には

Hydroethidine及びArrayScanを用いた。死細

胞の検出は、Propidium Iodideや

Hoechast33258を用いた。 

 
４．研究成果 

 この研究の過程で、私たちは軟骨細胞が分

泌する分子というよりも、分化誘導中にでき

る間葉系幹細胞の死細胞に、骨芽細胞の分化

の指標である石灰化を調節する作用があるこ

とを発見した。死細胞が誘導する石灰化にお

いて、死細胞の膜画分が重要である事を示し

た。PI染色とカルセイン染色により添加した

死細胞が石灰化の中心となることを示した。

さらに、その死細胞は、カスパーゼ依存的に

誘導されるものとそうでないもの、おそらく

ネクローシス様の死細胞が混在することを示

した。また、この細胞死では、オートファジ

ー関連分子の変化が認められたものの、細胞

死はオートファジー阻害剤によって抑制され

ず、オートファジックな細胞死ではない事が

示唆された。以上の結果は、in vitroで骨芽



 

 

細胞の分化の指標である石灰化に、間葉系幹

細胞のアポトーシスとネクローシス細胞が関

与し、石灰化の核形成過程に死細胞の膜分子

が関与することを示唆した。 
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