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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、間葉系幹細胞から骨形成する際に、細胞レベルで S1P が具体的にどのように

機能しているかを明らかにすることである。 
RT-PCR により、ヒト間葉系幹細胞において S1PR1 受容体が発現されていることを明らかに

した。S1P 投与により間葉系幹細胞の細胞増殖が促進されることを確認した。また細胞遊走は

S1P の濃度依存性に促進された。間葉系幹細胞を骨芽細胞分化培地で培養し、培地に S1P を添

加した群、しない群を比較した。骨芽細胞への分化は S1P を添加した群、添加しない群の間に

差はなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
During bone formation, osteoblasts are derived from mesenchymal stem cells (MSCs) 
present in the bone marrow. Recent studies have indicated that sphingosine-1-phosphate 
(S1P) plays a vital role in various tissues; however, its role in bone metabolism remains 
unclear. Here, we demonstrated that S1P induces proliferation and migration of MSCs. 
We detected the mRNA expression of S1P receptor 1 (S1PR1) via reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and determined whether S1P induces proliferation of 
MSCs. Treatment of MSCs with S1P for 24 h stimulated a dose-dependent increase in DNA 
synthesis. These data demonstrated that S1P is mitogenic to MSCs in vitro. 
S1P produced by osteoclast precursors during differentiation may function in a paracrine 
manner to MSCs. To explore this possibility, we examined the chemotactic effects of S1P on 
MSCs. S1P increased chemotaxis of MSCs; however, the differentiation of MSC to 
osteoblasts was not affected by S1P.  These results suggest that S1P plays a possible role 
in regulating the proliferation and migration of MSCs. 
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍切除や外傷により大きな骨欠損を生

じた場合、健常部からの自家骨移植が標準的
治療のひとつとして広く行われている。この
方法は形状や強度に問題を生じることがあ
るのに加え、骨を採取する健常部への侵襲も
大きい。この問題を解決すべく、近年ティッ
シュエンジニアリングにより人工骨や骨再
生誘導などの研究が進められている。現在、
幹細胞からの骨形成を促す強力な因子とし
て bone morphogenic protein(BMP)-2 の存
在が知られており、これを用いた骨形成の誘
導が試みられている。しかし、現時点におい
て大きな骨欠損へ応用するまでには至って
いない。大きな骨組織を得られない原因はそ
のひとつが骨形成における「シグナル」のメ
カニズムに未解明の点が多いことと考えら
れ、さらに一歩踏み込んだ知見を得ることが
必要不可欠である 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の 3 点である。 

（１）間葉系幹細胞から骨形成する際に、細
胞レベルで S1P が具体的にどのように機能
しているかを明らかにすること。 
（２）S1P の生体内での骨形成にどのように
機能するか in vivo で解析すること 
（３）S1P を使用し、より効率的に大量の骨
組織の培養を行う系を確立することである。 
 
 
３．研究の方法 
スフィンゴシン１リン酸（以下 S1P）の受容
体発現の解析：S1P の受容体には S1PR1-5
の５種類あることが知られており、RT-PCR,
ウエスタンブロット法によりどの受容体が
発現しているか調べた。 
 
S1P による細胞増殖：Cell proliferation 
assay kit を用いて S1P が間葉系幹細胞の細
胞増殖を促すか調べた。またリンパ球など他
の細胞においては、S1P 受容体の下流に
p43/44MAP キナーゼ、PI3K/Akt、Ras/ERK、
NF-κB などのシグナルがあり、これらを介
して細胞の分化、増殖、アポトーシス抑制、
細胞遊走などを生じることが知られている。 
これらの各シグナルの阻害剤を用い、間葉系
幹細胞における S1P 受容体の下流のシグナ
ル伝達を解析する。さらに細胞の分化や増殖
などがどのシグナルを介して生じているか
を解析する。また、複数の受容体サブタイプ
が発現していた場合には、それぞれのサブタ
イプについて個別に解析を行い、受容体がそ
れぞれどの機能を担うか解析した。 

 
S1P による細胞遊走：S1P は化学遊走因子と
しての機能を持ち、T リンパ球などの細胞が
S1P の濃度勾配にしたがって移動すること
が知られている(Hla T : Science, 309 : 
1682-1683, 2005)。この機能が間葉系幹細胞
に対しても働くか検証するため、S1P 濃度が
段階的に異なる培地を準備し、間葉系幹細胞
のchemotaxisが濃度依存性になっているか、
Cell migration assay kit を用いて調べた。 
 
S1P は間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化
を促進するか：デキザメサゾン・グリセロリ
ン酸・ビタミン C を含んだ骨芽細胞分化培地
で培養した。培地に S1P を添加した群、しな
い群を比較した。 
 
S1P による間葉系幹細胞の遺伝子発現の網羅
的解析：S1P を添加した培地と添加しない培
地で間葉系幹細胞を 48 時間培養し、それぞ
れの細胞から total RNA を採取し DNA マイク
ロアレイによる網羅的解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
・間葉系幹細胞が S1PR1 受容体の mRNA を発
現していることを示した。S1PR2、S1PR3 
、S1PR4、S1PR5 の 4 種類の受容体はいずれも
検出されなかった。 

 

・S1P 投与により間葉系幹細胞の細胞増殖が

促進されることを確認した。下流シグナルに

ついて、43/44MAPK 経路について、選択的

MEK 阻害剤 U-0126、PIK3/Akt 経路につい

て選択的 PI3K 阻害剤 wortmannin を添加し

て S1P による細胞増殖作用が抑制されるか

を解析した。いずれの阻害剤でも細胞増殖抑

制機能は明らかでなかった。 
 
・間葉系幹細胞の細胞遊走は S1P の濃度依存

性に促進された。 
骨芽細胞への分化は石灰化染色、アルカリフ
ォスファターゼ染色で確認した。S1P を添加
した群、添加しない群の間で染色の結果に差
はなかった。 
 
・S1P による間葉系幹細胞の遺伝子発現の網
羅的解析：現在データ解析を行っている。 
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