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研究成果の概要（和文）： 

再生医療に利用されるヒト間葉系幹細胞について、ケモカイン遺伝子 SDF1（別名
CXCL12）の上流に同定したメチル化変動部位は、サイレンサー領域として働くことが示
された。網羅的なメチル化レベルの比較解析から、インビトロにおける間葉系幹細胞の分
化誘導に伴うメチル化変動は極めて稀な現象であったが、生体内で長期の細胞履歴を反映
する、異なる組織 MSC においては再現性をもって多数の領域が、関節発生や軟骨細胞分
化に重要な遺伝子座に示され、新たな研究課題が提示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The differentiating potentials of human mesenchymal stem cells (hMSCs) were 
analyzed from epigenetic aspect. By analyzing cytosine methylation status of various 
gene loci, an upstream region of stromal derived factor 1 (also called as CSCL12) gene 
was hypothesized to function as silencer element of this gene in hMSCs. Although the 
alteration of cytosine methylation was a rare event in the in vitro differentiation 
system, global analysis indicated consistent differences could be represented among 
hMSCs with different tissue origins, which may reflect relatively long term epigenetic 
history of individual cells. 
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１．研究開始当初の背景 

未分化な間葉系細胞から多段階の制御を
受けて形成される骨・軟骨組織の主構成細胞
（軟骨細胞および骨芽細胞系）の分化制御は、
ランクス２（Runx2）やソックス９（Sox9）

などの転写因子群によって統御されること
が知られる一方、細胞外基質や細胞接着など
の細胞周囲環境からの影響も重要である。し
かし環境要因がどのようにして細胞分化プ
ログラムに影響するかという点については、
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十分明らかにされていない。 

初期胚発生に重要な細胞分化制御機構と
して働くクロマチン構成蛋白やゲノム DNA

の修飾などのエピジェネティックな変化は、
胚性幹細胞（ＥＳ）の自己複製能維持と分化
制御に関わる機構として重要であり、大規模
なエピジェノム・マッピング研究によって解
析されてきた。同様な機構は、成人の組織に
も存在する「間葉系幹細胞」（MSC）の分化
に際しても、段階的に成熟分化する細胞が次
第に他系譜へと移行できなくなる際の重要
な制御機構と考えられるが、骨・軟骨細胞分
化に関連しては、十分に解明されていなかっ
た。 

胚細胞形成や受精・着床などに際した劇的
な細胞環境の変化は、エピジェネティックな
制御に影響するといわれる。我々はこれまで
に、副甲状腺ホルモンシグナルと細胞外基質
蛋白オステオポンチンの相互作用が骨髄間
葉細胞の分化に関与することを見出し、また
間葉系幹細胞の軟骨細胞への分化過程にお
いては、分化に従い発現抑制を受ける遺伝子
群の中から興味深いメチル化変動を示す遺
伝子領域（「軟骨細胞分化に伴う DNA メチル
化修飾状態の変動領域」；DMR-CD(s): ケモ
カイン遺伝子SDF1および軟骨細胞の初期分
化に関わる転写因子 Nkx3.2 遺伝子の上流領
域など）を同定してきた。 

２．研究の目的 

本研究計画は、ヒト間葉系幹細胞(MSC)の
軟骨細胞への分化過程でシトシン・メチル化
の変動を示す領域について、メチル化変動の
細胞系譜特異性を検証し、個々の領域におけ
る生物学的な意義について解明を進めるこ
とで、再生医療への利用がすでに実現化レベ
ルにある本細胞の有効な選択的採取法と分
化制御法開発のための基盤を形成すること
である。特に、ヒト由来間葉系幹細胞（MSC）
の軟骨細胞分化過程で我々がこれまでに同
定してきた「ＤＮＡメチル化変動領域」とし
て、SDF1（別名 CXCL12）遺伝子や NKX3.2

遺伝子などの遺伝子上流における CpG リッ
チな領域について、そのメチル化変動の細胞
系譜特異性を検証するとともに、個々の領域
における生物学的な意義について解明を目
指す。さらに「軟骨細胞分化への特異性につ
いての検証」「遺伝子発現調節へ関与する分
子機構の解明」「細胞分化へ関与する分子機
構の解明」によって、再生医療への利用の期
待される本細胞の選択的採取法ならびに分
化制御法の開発のための基盤形成を目的と
する。 

 

３．研究の方法 

＜シトシン・メチル化の網羅的解析＞ 
シトシン・メチル化変動の再現性の検証に

は、バイサルファイト・シーケンス法を利用

した。網羅的なメチル化変動の解析には、イ
ルミナ社のメチル化解析アレイ（Infiniumア
ッセイ）を用い、間葉系幹細胞の軟骨細胞分
化過程における変化を追跡した。また滑膜由
来細胞と骨髄由来細胞の比較を行った。メチ
ル化部位のクロマチン構造への影響もしく
は関連については、ヒストン分子尾部のメチ
ル化（H3K4, K9 および K27 など）およびア
セチル化修飾状況についてクロマチン免疫
沈降法により検討した。 
 

＜遺伝子発現の網羅的解析＞ 
網羅的なシトシン・メチル化解析の結果本

研究計画の開始以前に行われた遺伝子発現
とシトシン・メチル化の比較検討は、限られ
た遺伝子座における検討結果であり、検討す
る間葉系幹細胞としては、滑膜組織由来の細
胞を用いていた。骨髄由来の細胞に比べて滑
膜組織由来細胞の軟骨細胞への分化能は高
いことが知られているため、両者における遺
伝子発現の比較には重要な意義がある。そこ
でこれらの比較検討のために、網羅的な遺伝
子発現について検討して、シトシン・メチル
化の解析への応用を検討した。  
 
＜細胞分化へ関与する分子機構の解明＞ 
メチル化変動解析によって同定された領

域に該当する転写因子の遺伝子座について、
推定されたオルタナティブスプライシング
については RT-PCRにより検証した。プラス
ミド強制発現系とＲＮＡ干渉法による細胞
分化に及ぼす影響を検討した。 
 
＜CpGメチル化変動の種保存性について＞ 
マウス骨髄間質細胞やマウス滑膜由来細

胞を利用してシトシン・メチル化を検討した。
ヒトおよびマウスにおいて保存された遺伝
子配列上における、軟骨細胞への分化誘導前
後と、組織由来の異なる MSCにおけるメチル
化相違との関係について検討した。マウス正
常胚における肢芽組織における遺伝子発現
について比較検討した。 
 
４．研究成果 
＜メチル化変動の特異性についての検討＞ 

これまでに我々が同定したメチル化変動
が、軟骨細胞への分化時に特異的な変化であ
るか否かについて検討するため、間葉系幹細
胞の脂肪細胞分化および骨芽細胞分化誘導
時のSDF1遺伝子上流におけるメチル化変化
について、バイサルファイト・シーケンス法
により検討した結果、これらの誘導系におい
て明らかなメチル化変動は示されず、軟骨細
胞分化時にみられたメチル化変動は誘導系
特異的なものであった。 
 
＜SDF1 遺伝子上流領域におけるメチル化変



動の生物学的意義について＞ 

これまでに同定してきたシトシン・メチル
化変動領域としてSDF1およびNKX3.2遺伝
子座について解析を進めた。SDF1 遺伝子の
メチル化変動領域については、滑膜由来MSC

を用いてその変動領域は上流約 1kb に限ら
れることが示されたが、NKX3.2 遺伝子座下
流のメチル化変動域については、細胞間の再
現性に乏しいことが判明した。SDF1 遺伝子
上流のメチル化変動領域の遺伝子発現に与
える影響の検討として、本領域を含む 2kb の
配列ーを最長とするSDF1遺伝子プロモータ
ー領域を組み込んだレポーターコンストラ
クトによるルシフェラーゼアッセイをおこ
ない、当該メチル化変動領域が、少なくとも
未分化な MSC においてはサイレンサー領域
として働くことを示した。シトシン・メチル
化によってそのサイレンサー機能が打ち消
されるという仮説を支持した。 

 
＜軟骨細胞分化過程におけるシトシン・メチ
ル化の網羅的解析＞ 
我々が従来採用してきたバイサルファイ

ト・シーケンス法によるメチル化変動の比較
では、限られた検体数と期間における解析に
は限界があった。そのため、イルミナ社のメ
チル化解析アレイを用いた約 2万 8千箇所の
CpG部位におけるメチル化状況について、間
葉系幹細胞の軟骨細胞分化過程における変
化を追跡した。その結果、同一培養細胞の分
化誘導時のシトシン・メチル化は極めて安定
であり、明らかなメチル化変動を示す部位は
非常に限られたものであることが示された。
我々がこれまでに同定したメチル化変動領
域の CpG部位はアレイによる解析部位に含ま
れなかったが、バイサルファイト・シーケン
ス法によるメチル化変動の追試結果は、多く
の場合不明瞭であった。 

 
＜異なる組織に由来する MSCにおけるシトシ
ン・メチル化の解析＞ 
変形性関節症の再生医療的アプローチと

して、患者由来の間葉系幹細胞を応用する試
みは既に複数の機関で進められている。利用
する細胞起源として骨髄、脂肪組織にくわえ
て関節滑膜組織は有効な供給源とされてい
る。本研究においては、間葉系幹細胞の軟骨
細胞分化能について、新たな視点から発現制
御機構にアプローチするため、異なる部位か
ら採取された間葉系幹細胞における遺伝子
発現制御機構としてのシトシン・メチル化の
程度について検討した。その結果として、骨
系あるいは軟骨細胞分化に重要とされる転
写因子遺伝子である、RUNX2, RUNX3, DLX5, 
ALX4 遺伝子の上流もしくは遺伝子内におけ
るシトシン・メチル化が由来細胞によって大
きく異なる事実を見出した。これらの相違に

基づく遺伝子発現レベルの相違についても
検討するため、網羅的な遺伝子発現解析を利
用しながら解析した。この結果として、滑膜
由来細胞と骨髄由来細胞との間に有意な発
現相違を示す遺伝子は多数同定されたが、こ
の知見と、網羅的なシトシン・メチル化解析
との比較から、骨系細胞の分化制御に重要と
される複数の遺伝子についても、その発現レ
ベルと遺伝子座におけるシトシン・メチル化
レベルとの関連が示される事実を見出した。 
 
＜エピジェネティックな機構の普遍性の検
証＞ 
マウス骨髄間質細胞、滑膜由来細胞および

半月板由来細胞における遺伝子発現の検討
と、シトシン・メチル化について検討を行い、
ヒトにおいて観察された遺伝子発現の相違
と、メチル化相違の普遍性について、ヒトお
よびマウスにおいて保存された遺伝子配列
上にとくに注目して検証を行った。マウス正
常胚における肢芽組織を用いた微量組織に
ついても遺伝子発現の相違について比較検
討した。しかしマウス間葉系幹細胞の分化誘
導系を利用した、プラスミド強制発現系およ
びＲＮＡ干渉法による発現抑制の細胞分化
へ及ぼす影響について検証は困難であった。 
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