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研究成果の概要（和文）： 
未分化な間葉系幹細胞で発現が高い転写因子に注目して、その過剰発現およびノックダウ
ンの影響について検討した。いくつかの遺伝子のノックダウンでは、細胞増殖および骨分
化能の低下が認められた。転写制御のカスケードの中での相互の調節を検討したところ、
SIM2 が上位に位置していた。これらのことから、これらの間葉系幹細胞特異的転写因子
が、増殖・分化の調節に関与していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To analyze the function of mesenchymal stem cell-specific transcription factors, we 
performed overexpression and knockdown experiments of these factors. Knockdown of 
some transcription factors inhibited growth and osteogenic differentiation of 
mesenchymal stem cells. SIM2 seems to be the master gene in the cascade of 
transcriptional regulation in the stem cells. These results indicate that these 
transcription factors are involved int the growth and differentiation of mesenchymal 
stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 未分化な間葉系幹細胞(MSC)は、骨・軟
骨・脂肪・その他の様々な細胞に分化する能
力（多分化能）を持ち、口腔組織の発生・成
長・再生において重要な働きを果たしている。
さらに、再生医療のための細胞のソースとし
ても有用である。骨分化・軟骨分化・脂肪分

化などの分化制御の調節機構は、近年、分子
レベルで明らかにされてきたが、一方、分化
する前の未分化細胞の制御機構については、
あまり解明されていない。しかし、過去の研
究成果を再生医療など応用するためには、未
分化な細胞がどのように制御されているの
かを解明することが必須である。 
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 間葉系幹細胞の特徴はその多分化能にあ
るが、その能力はいかにして未分化性を維持
したまま自己複製するかという能力に大き
く依存している。われわれは、未分化な間葉
系幹細胞で発現が高い９つの転写因子
（SOX11, ETV1, ETV5, HMGA2, FOXP1, 
GATA6, KLF12, PRDM16, SIM2）を間葉系
幹細胞の未分化制御転写因子（MSC 転写因
子）として同定した。我々は、これらの転写
因子が転写因子ネットワークを形成してい
るという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 我々が同定した MSC 転写因子の中でも、
ネットワークの重要な位置を占めると思わ
れ る FOXP1, SIM2, HMGA2, GATA6, 
ETV1, SOX11 に焦点を絞る。これらを間葉
系幹細胞などに導入過剰発現し、その遺伝子
が他のマーカー遺伝子発現への影響や、細胞
の分化能の増殖能・分化能に対する影響を検
討する。さらに siRNA を導入しこれらの転
写因子のノックダウンの影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)クローニング：これらの遺伝子の cDNA を
RT-PCR 法で増幅してクローニングした。さら
にシークエンスによってそれを確認した。
(2)ウイルスベクターの作成：これらをレン
チウイルスベクターpLenti6 にクローニング
した。(3)作成したベクターをウイルス産生
細胞に導入して、培養上清からウイルスを回
収した。(4)間様系幹細胞に作成したウイル
スを導入して高発現を行った。(5)ウイルス
導入細胞から RNA を回収し、導入遺伝子の過
剰発現および間様系幹細胞のマーカー遺伝
子の発現の変化を探索した。(6) siRNA を導
入して RNA を回収し、同様の検討を行った。
(7)導入細胞において細胞増殖を WST8アッセ
イで検討した。(8)導入細胞を骨分化誘導し、
分化に対する影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)SIM2 過剰発現の影響：SIM2 発現ウイルス
を間様系幹細胞に導入したところ、SIM2 が数
100 倍過剰発現した。間様系幹細胞特異的転
写因子である FOXP1 と HMGA2 を約 2倍発現が
上昇した。逆にGATA6の発現は50%低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
(2)SIM2 ノックダウンの影響：SIM2 siRNA を
間様系幹細胞に導入したところ、SIM2 の発現
が 80%低下した。また、FOXP1 と HMGA2 の発

現は 50%低下した。逆に GATA6 の発現は 2 倍
に上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
(3) GATA6 過剰発現の影響：GATA6 発現ウイ
ルスを間様系幹細胞に導入したところ、
GATA6 の発現が 5 倍過剰発現した。間様系幹
細胞の分化に関連があるITGA10の発現が50%
低下した。 
 
 
 
 
 
 
(4)GATA6のノックダウンの影響：GATA6 siRNA
を間様系幹細胞に導入したところ、GATA6 の
発現が 4日間低下し続けた。その結果、間様
系幹細胞マーカーである ITGA2の発現が大幅
に低下した。逆に ITGA10 の発現は 2 倍に上
昇した。 
 
 
 
 
 
(5)その他のウイルスベクターの影響： 
HMGA2, ETV1, SOX11 のウイルスベクター
も導入したが、マーカー遺伝子の動きはあま
り顕著ではなかった。 
(6)間葉系幹細胞増殖への影響：FOXP1 および
GATA6 に対する siRNA を導入して細胞増殖を
検討したところいずれも低下した。 
 
 
 
 
(7)間葉系幹細胞分化への影響：細胞の骨分
化を誘導し、アリザリンレッドによって評価
した。いずれも骨分化を著しく抑制した。 
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