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研究成果の概要（和文）： 
炎症性サイトカインは滑膜線維芽細胞と同様に、骨髄由来の間葉系幹細胞の脂肪分化抑制効果

を発揮した。骨髄由来間葉系幹細胞は、脂肪分化誘導により IL-6 の産生が低下するとともに、

細胞運動能が低下した 。骨髄由来間葉系幹細胞は関節リウマチの初期病変である骨髄浮腫の構

成細胞である可能性があり、類似形質を有する滑膜線維芽細胞と同期して脂肪分化を誘導する

ことで、関節リウマチにおける炎症や関節破壊の環境を是正し、これを再構成する可能性が示

唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Adipogenesis is clearly inhibited by various inflammatory cytokines in both MSC and 
FLS. The production of IL-6 is inhibited after adipogenesis in both MSC and FLS. 
Adipogenesis of MSC disrupt the actin structure, which leads to the less migration 
ability of the cell. Our results indicate that undifferentiated and proliferating MSC in 
“bone edema”, a recently recognized as inflammatory bone marrow lesion in early stage 
of rheumatoid arthritis, contribute to the progression of the disease, therefore, the 
adipogenic induction of MSC and FLS can regenerate a favorable joint environment for 
maintaining auricular structure. 
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞は間葉系細胞への分化ポテン
シャルを有するとともに、免疫調整機能を有
している事が知られている。旧来、関節リウ

マチにおいて滑膜細胞は関節固有の間葉系
細胞として捉えられてきたが、(1), (2)の様に
その分化能が発見され、これに伴う機能変換
が解明されてきた。 
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⑴ 線維芽滑膜細胞 (fibroblast-like synovial 
cells: FLS) の増殖は RA に特徴的な病理像
であり、これがサイトカイン、ケモカイン、
プロテアーゼの主要産生細胞である事から、
最も重要な治療標的と見なされている。
Lieden大学Luytenらのグループは滑膜線維
芽 細 胞 が 骨 髄 中 の 間 葉 性 幹 細 胞
(mesenchymal stem cell: MSC)と同様に、
骨・軟骨・脂肪・筋肉へと分化することを報
告 (Arthritis Rheum. 2001)。 
(2)  我々は FLS の脂肪細胞への分化による
RA 治療の可能性を提唱 (Rheumatology. 
2004)。この中で、脂肪化滑膜線維芽細胞で
は interleukin-6 (IL-6)、IL-8、MMP-2 の産
生が低下する事を証明した。 
 これらの事実は、関節内の FLS を含む間
葉性幹細胞が、脂肪分化を介して関節構造の
ホメオスターシス維持に関与し、このバラン
スが破綻したときには何らかの機序で関節
リウマチの発症および進展へ影響を及ぼす
事を示唆し、脂肪分化の人為的誘導が関節リ
ウマチ治療ポテンシャルを有する事を示す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、未分化維持因子が FLS や MSC
の脂肪分化を阻害、さらに分化阻害された
FLS, MSC がサイトカイン、プロテアーゼの
産生亢進を介して関節炎を促進するという
仮説の検証を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) FLS および MSCの脂肪分化誘導は、ヒト
間葉系幹細胞脂肪細胞分化培地キット（タカ
ラバイオ）を使用。分化誘導期間は２週間で
行なった。 
(2) TNFα, IL-1β, IL-6, soluble IL-6 
receptor, TGFβ, IL-11（R&D）を使用し、こ
れらのサイトカインの脂肪分化への影響を
検証した。 
(3) 培養上清中のサイトカインは、Antibody 
Array(Ray Biotech)および ELISA（R&D）にて
測定した。 
(4) Invasion Assay は分化誘導した FLSおよ
び MSCをマイクロピペットチップでスクラッ
チした後、１２時間置きに写真撮影を行った。 
(5) Kfl4,Oct3/4, Sox2の蛋白質発現をウェ
スタンブロットにて確認した。 
(6) siRNAは dharmacon社より購入し、
oligofectamine (Invitrogen)を使用してト
ランスフェクトした。 
 
４．研究成果 
(1)サイトカインは MSCの脂肪分化を抑制 
MSCの脂肪分化誘導の過程で、TNFα, IL-1β, 
IL-6+soluble IL-6 receptor, TGFβ,を添加
したところ、FLSと同様 (Rheumatology. 
2004)に脂肪分化が抑制された（図１）。 

 
図１：サイトカインによる脂肪分化抑制 
 
(2)脂肪分化は MSC のサイトカイン分泌パタ
ーンを変換する 
分化誘導した MSCと分化誘導を行なわなかっ
た MSC の培養上清を(A)Antibody Array でス
クリーニングを行ない、(B)ELISA で確認した。 
脂肪分化なし MSC(Adipogenesis(-))と比較
して、脂肪分化あり MSC(Adipogenesis(+))
では IL-6 産生が亢進し、IL-8 産生は抑制さ
れていた(図 2A)。この結果は ELISA にても確
認された(図 2B)。 

 
図２：脂肪分化誘導による MSCのサイトカイ
ン分泌パターンの変化。(A)Antibody Array 
(B)ELISA  IL-6 （ 左 ） IL-8 （ 右 ）。
Adipogenesis(+):脂肪分化誘導あり 
Adipogenesis(-):脂肪分化誘導なし 
 



 

 

(3) 脂肪分化は MSCの運動を抑制する。 
分化誘導した MSCと分化誘導を行なわなかっ
た MSC の運動能を Invasion Assay で確認し
た。 

脂肪分化なし MSC(Adipogenesis(-))と比較
して、脂肪分化あり MSC(Adipogenesis(+))
では運動能低下が確認された（図３）。 
 
図３：脂肪分化誘導による MSC運動能の低下。
脂肪分化誘導後、ピペットチップにて細胞を
スクラッチし、１２時間おきに写真撮影を行
った。脂肪滴を有さない未分化 MSC は間隙へ
と移動し、これを埋めてしまうが脂肪滴を有
する MSは動かない。下の写真は脂肪滴を Oil 
Red O にて染色した。 
Adipogenesis(+):脂肪分化誘導あり 
Adipogenesis(-):脂肪分化誘導なし 
 
(4) IL-11による脂肪分化抑制モデルの検証 
TNFα, IL-1β, IFNγ と同様に、TGFβ-1が
MSC の脂肪分化を抑制するが、同時に IL-11
の著明な誘導をもたらすことが判明した。
TGFβ-1 が脂肪分化抑制効果は、既知の脂肪
分化抑制因子である IL-11を介す可能性が示
唆された。しかし、リコンビナント IL-11 は
滑膜線維芽細胞の脂肪分化抑制効果を認め
ず、IL-11 中和抗体処理しても、TGFβ-1 に
よる滑膜線維芽細胞の脂肪分化抑制は解除
されなかった。 
以上の検証により、滑膜線維芽細胞の脂肪分
化抑制メカニズムとして IL-11モデルは否定
的と判断した。 

 
(5) iPS誘導因子モデルの検証  
滑膜組織での発現検討：iPS 誘導因子（Oct3/4, 
Sox2, Kfl4）の中で、Kfl4の発現を免疫染色
にて確認した。培養滑膜細胞でも Kfl4 の発
現がウェスタンブロットで確認された。一方、
Oct3/4, Sox2の蛋白質レベルでの発現は確認
できなかった。 
siRNA を用いて、培養滑膜細胞の KLF4 のノッ
クダウンを行い、蛋白レベルでの発現抑制を
確認した。この細胞を用いて、脂肪分化誘導
を行なう実験を行なっている。これに先立ち、 
KLF4 ノックダウン滑膜細胞の培養上清中の
サイトカインプロファイルを検証した所、上
記の脂肪分化抑制性のサイトカインの上昇
を認めているため、 KLF4 のノックダウン滑
膜細胞では脂肪分化抑制が起こる事が予想
される。 
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