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研究成果の概要（和文）： 
骨髄内で隣接して存在する間葉系幹細胞を含む脂肪組織と骨芽細胞との液性因子を介した相互
作用を検討した。骨髄脂肪組織の単独培養では、組織片周囲に紡錘形の間質細胞が新生し、そ
の 2.8％に CD44/CD105 共陽性の間葉系幹細胞様細胞が含まれていた。骨芽細胞との混合培養
により、間質細胞の新生は抑制され、レプチン分泌、脂肪細胞特異的遺伝子の発現が抑制され
た。一方、骨芽細胞の増殖・分化も抑制された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bone marrow stromal cells including a small number of lipid-laden preadipocytes and CD44+/CD105+ 
mesenchymal stem cell (MSC)-like cells, developed from bone marrow adipose tissue (BMAT) in the 
organ culture of BMAT. We also examined BMAT-osteoblast interactions and found that osteoblasts 
inhibited the development of BMSCs and reduced leptin production, while BMAT inhibited the growth 
and differentiation of osteoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 
１）骨内の骨髄組織は、骨組織（骨梁）、脂
肪組織、造血組織から成り、これらの組織の
相互作用は、骨髄恒常性の維持に必須である。
さらに、老人性骨粗鬆症においては、骨量の
減少と脂肪組織の増加が加齢と共に進行す
るので、脂肪組織と骨梁表面に局在する骨芽
細胞との相互作用は、骨髄恒常性の維持や骨
粗鬆症の病態に深く関与していると考えら

れる。しかし、骨芽細胞と骨髄脂肪組織の相
互作用は不明であり、国内外での報告はない。 
２）脂肪組織内には骨芽細胞、筋肉細胞、脂
肪細胞等に分化する間葉系幹細胞が存在す
ることが解明された（Zuk PA, et al. Mol. Biol. 
Cell 13: 4279–4295, 2002）。我々は、皮下及び
内蔵脂肪組織の３次元コラーゲンゲル培養
法を開発し、脂肪組織の長期培養系を確立し、
脂肪組織から、CD44, CD105, c-kit 陽性の間葉
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系幹細胞が再生することを見出した（Sonoda 
E, et al. Endocrinology 149: 4794-4798, 2008）。
老人性骨粗鬆症では、骨髄脂肪組織由来間葉
系幹細胞の脂肪細胞への分化促進と骨芽細
胞への分化抑制が基本病態の１つと推測さ
れる（ Gimble JM et al. J Cell Biochem. 
98:251-66, 2006）。しかし、骨芽細胞－骨髄脂
肪組織相互作用が、骨髄脂肪組織由来間葉系
幹細胞の増殖・分化に与える影響は不明であ
り、国内外での報告はない。 
 
２．研究の目的 
骨内には、骨梁表面の骨芽細胞と骨髄脂肪組
織により形成された微小環境が存在する（図
１）。また、脂肪組織は間葉系幹細胞の供給
臓器である。老人性骨粗鬆症においては、加
齢と共に骨量の減少と脂肪組織の増加（脂肪
髄化）が進行する。しかし、骨芽細胞と骨髄
脂肪組織の相互作用は不明である。以上の背
景に基づいて、骨芽細胞と骨髄脂肪組織の細
胞間相互作用とその相互作用下における脂
肪組織由来間葉系幹細胞の増殖・分化機構を
解明する本研究を着想した。本研究では、上
記の課題を、骨芽細胞と骨髄脂肪組織の混合
培養系を用いて解明する。本研究により、骨
髄恒常性の維持機構や老人性骨粗鬆症の基
本病態の解明が期待される。 
[図１] 

 
３．研究の方法 
１．材料： 骨髄脂肪組織（Bone marrow adipose 
tissue: BMAT）は、人工関節置換術の材料か
ら得られたヒト骨髄脂肪組織（学内倫理委員
会の許可済み症例のみ）を用いた。骨芽細胞
はマウス頭蓋冠由来MC3T3-E1細胞を用いた。 
２．培養システム： 
（A）骨髄脂肪組織単独培養 
採取した骨髄脂肪組織を静置、遠心し、可及
的に骨組織、血球成分を除去した後、約 0.5 
mm 径に細切した骨髄脂肪組織片（0.2 ml）を
包埋したコラーゲンゲル（1 ml）を 12 ウェル
プレートに入れた。これに培養液（Ham F-12 
+ 10% 新生子牛血清 + 50 µg/ml ゲンタマイ
シン）を入れて、1、3 週間培養した（図２）。
この系に、脂肪細胞分化誘導因子や脂肪分解
因子（Dexamethasone 10mM, Insulin 20 mU/ml, 
TNF-α 2 nM, LPS 10 mg/ml）を添加した。 
（B）骨髄脂肪組織-骨芽細胞混合培養系 
骨髄脂肪組織を上記と同様の方法で、底面が
ニトロセルロース膜からなる培養皿（内皿：

直径 30 mm、ミリポア社製）に入れて、脂肪
組織層を作った。また、外皿（直径 10 cm）
に 300 万個の骨芽細胞をコラーゲンゲルに包
埋し、重合後に脂肪組織片入りの内皿を置き、
1、3 週間培養した。（図３）。コントロール群
として、骨芽細胞のみサンプルも作成した。 
 
[図２] 
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３．骨芽細胞が脂肪組織片に与える影響の
解析： 
１）培養サンプルのホルマリン固定・パラ
フィン切片からヘマトキシリン・エオジン
（H-E）染色標本を作製し、脂肪組織の形
態を解析した。脂肪細胞の増殖を 24 時間
ウリジン（BrdU）の摂取率で検討した。さ
らに、脂肪細胞の機能を検討するために、
アディポサイトカインである leptin、
adiponectin の培養液中への産生を、ELISA
キットで測定した。 
２）骨芽細胞が、骨髄脂肪組織由来の間葉
系幹細胞の再生・増殖、分化に及ぼす影響
を検討した。すなわち、間葉系幹細胞のマ
ーカーである CD44, CD105 などの免疫組
織化学を用いて、脂肪組織からの間葉系幹
細胞の再生を検討した。さらに、間葉系幹
細胞の骨芽細胞への分化を、アルカリフォ
スファターゼ、I 型コラーゲン、 osteocalcin
の発現で、脂肪細胞への分化を、オイル・
レッド－O 染色による脂肪滴の同定と
PPARγ（脂肪細胞への分化転写因子）、leptin、
adiponectin の発現で免疫組織化学、RT-PCR
を用いて、比較検討した。 
４．脂肪組織が骨芽細胞に与える影響の解
析： 
１）骨芽細胞の形態・増殖は、上記３．と
同様の方法で解析した。 
２）骨芽細胞の機能分化を、アルカリフォ
スファターゼ、I 型コラーゲン、osteocalcin
の免疫組織化学、RT-PCR で、比較検討し
た。 
３）骨芽細胞の脂肪細胞への分化を、オイ
ル・レッド－O 染色による脂肪滴の同定と
PPARγ、leptin、adiponectin の免疫組織化学、
Western blot、PCR で比較検討した。また、



 

 

脂肪組織による骨芽細胞の他の間葉系細
胞への分化転換が誘導されるか否かを検
討した。 
 
４．研究成果 
培養開始時のヒト骨髄脂肪組織では、単房性
の成熟脂肪細胞が見られ、その細胞間に造血
細胞を認めた。組織片の周囲には細胞成分は
認めなかった。BMAT の中心部では、3 週ま
で成熟脂肪細胞および造血細胞が保持され、
造血細胞は培養の経過とともに減少した。ま
た 3週目では脂肪細胞の細胞膜が一部で消失
し、いわゆる fat cyst が出現した（図４）。 
一方、BMAT の辺縁部では、その周囲に紡錘
形の Bone marrow stromal cell (BMSC)が出現
し、５強拡大視野当たり 70個認めた（図５）。
この BMSC のうち、CD105/CD44 が共に陽性
を示す間葉系幹細胞が 2.8％、脂肪滴を有す
る前脂肪細胞が 0.75％含まれていた。 
BMAT 内に含まれる CD45 陽性の白血球に
BrdU の取り込みが見られた（図６）。一方成
熟脂肪細胞の核には陽性所見は認めなかっ
た。CD45 陽性細胞には、B リンパ球、T リン
パ球、マクロファージがそれぞれ、23.4％、
33.3％、36.2％含まれていた。 
BMAT 辺縁部では、脂肪滴を有しない BMSC
の約 3％に BrdU の取り込みが見られた。脂
肪滴を有する前脂肪細胞に BrdU の取り込み
は認めなかった。 
次に脂肪細胞分化誘導因子を添加した。デキ
サメサゾンの投与により、BMSC に占める前
脂肪細胞の割合が 32％に増加した（図７）。
インスリンでは増加は認めなかった。全体の
BMSC の数に変化はなかった。 
各種因子の投与におけるアディポカイン分
泌と脂肪細胞特異的遺伝子発現を検討した
ところ、adiponectin の分泌はすべての条件で
0.8ng/ml 以下と極めて低値であった。レプチ
ン分泌は、デキサメサゾンとインスリンで増
加した。Real time RT-PCR による mRNA 発現
の評価では、デキサメサゾンの投与でPPARγ、
adiponectin、leptin 全ての遺伝子発現が上昇し、
インスリンでは PPARγ、leptin の発現が増し
た。TNFαは PPARγの発現増加、adiponectin、
leptin の発現低下を示した。LPS は PPARγ発
現増加、leptin 発現低下を示した（図８）。 
 
BMAT 単独培養では、脂肪組織片周囲に
BMSC が出現するのに対し、骨芽細胞との混
合培養では BMAT 周囲における BMSC の新
生が有意に抑制された。adiponectin 分泌は単
独培養同様低値で、有意差を認めなかった。
レプチンは骨芽細胞との混合培養で有意に
低下した。 
骨芽細胞の増殖は、BMAT と混合培養するこ
とにより BrdU の取り込みが有意差をもって
減少した。ALP、typeI collagen、オステオカ

ルシンなどの骨芽細胞分化マーカーはいず
れも著明に低下した。特に後期の分化マーカ
ーであるオステオカルシンは測定下限以下
であった。また、骨芽細胞から筋細胞や軟骨
細胞など他の間葉系細胞への分化転換は認
められなかった。 
今回の実験では、骨髄内で隣接して存在する
成熟脂肪細胞に富んだ脂肪組織と骨芽細胞
との液性因子を介した直接的な相互作用を
検討した。その結果互いの増殖、分化を抑制
していることが示唆された。 
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