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研究成果の概要（和文）：マウス皮下脂肪由来幹細胞（ASC）を細胞表面抗原CD90/105による分取し、骨芽細胞への分
化能と細胞特性を比較検討した。DNA マイクロアレイの結果から、特にCD90(+)/105(+)群は高い細胞増殖能・骨芽細胞
分化能を示した。次にbmp2をコードしたアデノウイルスを感染させると、CD90(+)/105(+)群において早期の石灰化nodu
leを確認した。また、培養後にはCD105発現の減少がみられた。以上から、分取したASCには骨芽細胞分化能に違いがあ
ることが明らかとなった。また、CD90およびCD105の発現量が細胞増殖および骨芽細胞分化において重要であることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study was to exhibit distinct populations of adipose-derived st
em cells, termed ASCs, with differing characteristics for osteogenic differentiation. The primary cells fr
om murine subcutaneous adipose tissue were sorted for CD90 and CD105. Each cell population sorted for CD90
 and CD105 was analyzed for osteogenic potency after cell culture. The osteogenic potency of ASCs was simi
lar to BMSCs according to microarray analysis. In addition, ASCs stimulated comparable mineralized nodule 
formation as BMSCs. Furthermore, the results suggest that ASCs exhibit distinct populations with differing
 characteristics for osteogenic differentiation: CD90(+)/105(&#8722;) ASCs were particularly osteogenic. V
iral transduction for BMP2 stimulated the formation of mineralized nodules especially in CD90(+)/105(+) AS
Cs; however, all populations exhibited rapid decrease in CD105 expression. Importance of CD90/105 for cell
 proliferation and osteoblast differentiation was suggested.
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１．研究開始当初の背景 
 
整形外科、歯科領域では、先天性あるいは後
天性の骨欠損に対して人工関節や骨補填材
を用いた置換・移植手術で修復することで機
能・審美を回復しているが、自己の細胞を用
いた再生技術は研究段階である。元来、生物
を構成する種々の細胞に分化し得る分化万
能性は、胚盤胞期の胚の一部である内部細胞
塊や、そこから培養された ES細胞、及び ES
細胞と体細胞の融合細胞、一部の生殖細胞由
来の培養細胞のみに見られる特殊能力であ
ったが、iPS 細胞樹立法の開発により、体細
胞から万能細胞を単離培養することが可能
となった。本研究費応募者の黒田真司は、骨
形成・骨再生を目的とした研究を行っており、
H13-14年度奨励研究(A)では、骨髄細胞の立
体培養と遺伝子導入を組み合わせることに
よって、ラット皮下における異所性の骨形成
を得た。また、H17-19年度若手研究(A)では、
ヒト歯槽骨骨膜より分離培養した骨膜細胞
を、遺伝子導入によって骨芽細胞に分化させ、
立体培養後のラット皮下への移植において
異所性の骨形成の可能性が示唆された。これ
らの結果から、骨周囲組織由来の細胞が骨芽
細胞へ分化することが明らかとなった。とこ
ろで、これまでに成熟脂肪細胞を脱分化する
ことによって、骨芽細胞への分化能を持つこ
とが報告され、また、脂肪組織に含まれる幹
細胞の骨芽細胞への分化も報告されている。
皮下脂肪は技術的に採取が容易であり、患者
への外科的侵襲が極めて小さい。脂肪由来幹
細胞、脂肪細胞の平面天井培養による脱分化、
さらに遺伝子導入を応用した、立体スキャフ
ォルドによる骨再生のコンストラクトを開
発することで、移植までの工程を短く簡便に
できる。また、培養脂肪細胞と共存する幹細
胞も同時に立体培養され、骨芽細胞への効率
のよい分化誘導と骨再生が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
【全体構想】 
幹細胞に関する研究の躍進は甚だしく、特に
体細胞から初期化によって得られる iPS 細
胞は、任意の細胞へと分化誘導されることか
ら、組織再生医学あるいは再生医療において
も非常に画期的である。ところでそれぞれの
組織にはその前駆体や未分化な細胞が含ま
れており、それらを特定の細胞へ分化誘導す
る場合、必ずしも初期化を必要としない。そ
こで採取が容易な組織・細胞を利用する任意
の細胞および組織再生の可能性を研究する。 
 
【目的】 
脂肪組織から骨芽細胞を分化誘導し、骨欠損
に対する骨再生を試みる。 
 
３．研究の方法 
 

本研究は東京医科歯科大学実験動物委員会
の承認(承認番号 0130286A)および遺伝子組
換 え 生 物 等 実 験 の 承 認 ( 承 認 番 号 
2013-050A)を得て行われた。 
 
①ASC と BMSC の単離 
ASC は 8 週齢 ICR メスマウスの皮下脂肪組織
をコラゲナーゼ処理後、遠心分離で得たペレ
ットとして単離し、BMSC は同じマウスの大腿
骨からフラッシュアウトにより獲得した。
10％FBS、１％抗生剤を含む DMEM にて、それ
ぞれ培養を行った。 
 
②フローサイトメトリー 
Passage2 (P2) まで培養した ASC を回収後、
抗 CD90 抗体および抗 CD105 抗体を用いて、
FACS Aria Ⅱ Cell Sorter に て
CD90(-)/CD105(-) 、 CD90(+)/CD105(-) 、
CD90(-)/CD105(+)、CD90(+)/CD105(+)に分類
した。 
 
③DNA マイクロアレイ 
分取した ASC のそれぞれの細胞集団と、分取
していない ASC および BMSC から、TRIZOL を
用いて RNA を抽出し、DNA マイクロアレイで
34102 遺伝子の発現を解析・比較した。マイ
クロアレイデータから骨芽細胞や破骨細胞
の形成、細胞接着、細胞増殖などに関与する
遺伝子群と、Tgf-β、Wnt,、Hedgehog など
のシグナリングに含まれる合計 1456 遺伝子
を抽出してヒートマップを作製し、クラスタ
リング解析を行った。 
 
④アデノウイルス作製 
Adeno-X Adenoviral System 3 を使用して
human bmp2 cDNA を、CAG プロモーターを搭
載したアデノウィルスベクターに導入し、
bmp2を発現するアデノウイルスAdenoX-bmp2
を作製した。 
 
⑤細胞培養と骨芽細胞分化能の解析、 
分取した ASC のそれぞれの細胞集団と、分取
していない ASCに AdenoX-bmp2 を感染させて
骨芽細胞誘導培地にて培養し、ウイルスを感
染させていないそれぞれの細胞集団と、骨芽
細胞分化能を比較した。培養１週間目で ALP
染色、ALP 活性測定、総蛋白質量測定を行っ
た。培養２週間目では Alizarin red 染色を
行い、骨芽細胞のマーカー遺伝子(オステオ
カルシン、コラーゲン typeІ)の発現を PCR に
て解析した。 
 
⑥細胞表面抗原の発現パターンの解析 
AdenoX-bmp2 +/-の条件下で 2 週間培養した
それぞれの分取ASCの細胞表面抗原の表現型
の変化をフローサイトメトリーにて確認し、
比較した。 
 
４．研究成果 
 



【結果】 
細胞増殖 
ASCは脂肪組織から単離して10cmディッシュ
に播種後 72h でコンフルエントに達した。一
方、BMSCは同様に10cmディッシュに播種後、
コンフルエントに達するのに 10 日を要し、
BMSCに比較してASCの増殖能が高いことが分
かった。分取 ASC では CD90(-)/CD105(+)の増
殖速度が最も早く、CD90(-)/CD105(-)は最も
増殖速度が遅かった。また BMSC はどの ASC
集団よりも増殖速度が遅かった。 
DNA マイクロアレイ 
BMSC と ASC および分取 ASC における 34,102
遺伝子の発現を比較した結果、骨芽細胞分化
に 関 与 す る 遺 伝 子 群 の 発 現 量 は 、
CD90(+)/CD105(−)および CD90(+)/CD105(+)
で高く、細胞接着に関与する遺伝子発現は、
CD90(+)/CD105(−)、CD90(+)/CD105(+)、BMSC
で高く、CD90(−)/CD105(−)で低かった。Wnt
ファミリーや細胞増殖に関与する遺伝子群
の発現は、CD90(+)/CD105(+)で最も高く、
CD90(+)/CD105(−)や BMSC では低かった。幹
細胞マーカーである Nanog と Sox2 の発現は
CD90(+)/CD105(+)で顕著に認められた。 
ALP 活性 
CD90を発現するASCと BMSCではBMP2の導入
の有無にかかわらず、培養１週間で高い ALP
活性を呈した。 
Alizarin Red 染色 
２週間の培養後、CD90(+)/CD105(+)では BMP2
導入による顕著な石灰化亢進が見られたが、
分取していない ASC では BMP2 によって変化
は生じず、CD90(−)/CD105(−)において石灰化
は見られなかった。また、BMSC においては
BMP2 の導入により、nodule 形成が阻害され
た。 
フローサイトメトリー 
全ての分取 ASC 細胞集団において、増殖培地
で２週間培養した場合、CD90,CD105 共に発現
が増強され、逆に骨芽細胞分化培地と BMP2
の導入では、CD90 の発現に変化は生じず、
CD105 の発現が阻害された。 
RT-PCR 
 オステオカルシンの発現はBMP2を導入した
CD90(+)/CD105(−) 、  CD90(−)/CD105(+) 、
CD90(+)/CD105(+)で見られ、コラーゲン
typeІ の 発 現 は 、 BMP2 を 導 入 し た
CD90(−)/CD105(+)、CD90(+)/CD105(+)で見ら
れた。 
 
【考察】 
今回の結果より、CD90(+)/CD105(−) および 
CD90(+)/CD105(+)は強い骨芽細胞分化能を
持ち、培養により石灰化 nodule を形成した
が、CD90(−)/CD105(+)は増殖が優位であった。
そして、CD90(−)/CD105(−)では増殖も低く、
骨芽細胞分化能も低いため、石灰化 nodule
の形成は見られなかった。すなわち、CD90、
CD105 はともに MSC のマーカーとして認識さ
れているが、CD90 は骨芽細胞への分化に関与

し、CD105 は増殖に関わることが示唆された。
この結果はマイクロアレイによる遺伝子発
現の解析からも裏付けられ、CD90 を表面抗原
として持つものがより高い骨芽細胞分化能
を持つと考えられた。 
CD90(+)/CD105(+)では、培養前の遺伝子発現
において、増殖・骨芽細胞分化に関与する遺
伝子の発現がどちらも高く、初期の細胞増殖
が活発であるため、分化誘導によって分化が
優位になっても細胞数に影響せず、石灰化
nodule の形成量が多かったと考えられた。 
また、フローサイトメトリーの結果より、培
地の組成や遺伝子導入によって細胞の性質
が変化することで表面抗原のプロファイル
が変化することが明らかとなり、増殖培地で
培養を行うと CD105 の発現が増加し、反対に
骨芽細胞分化誘導培地で培養すると、CD105
の発現が低下し、CD90 の発現が増加すること
が わ か っ た 。 こ の こ と か ら 、
CD90(+)/CD105(+)の細胞集団として分取し
たものを骨芽細胞誘導培地で培養し、BMP2 の
シグナリングを与えることで、CD105 を持つ
細胞の強い増殖能により初期に増加した細
胞の免疫表現型が分化誘導によって変化し、
CD90 を持つようになり、一斉に骨芽細胞分化
に向かったものと考えられた。 
BMSC は骨芽細胞への分化誘導が確立された
幹細胞であるが、今回の結果から、ASC に比
較して増殖能が低く、遺伝子発現においても、
細胞増殖に関与する遺伝子発現や幹細胞マ
ーカー遺伝子の発現はASCに比較して低い傾
向にあった。また CD90(+)の ASC と BMSC の、
骨芽細胞分化関連遺伝子群の発現を比較し
てみると、ほぼ同等であった。このことから、
骨再生における ASC の有用性が示唆された。 
さらに今回のフローサイトメトリーの結果
から、ASC は、CD90(−)/CD105(−)が殆どを占
めることが示され、分化目的に応じた表面抗
原による細胞分取の重要性が明らかとなっ
た。 
また、本研究計画の一つであった立体細胞培
養については、異なる細胞を用いた別の研究
においてすでに論文発表しているものの、今
回の研究においては、研究期間内に結果を集
積することが出来なかった。 
 
【結論】 
ASC の骨芽細胞分化能は、石灰化 nodule の形
成および遺伝子発現において、BMSC と同等で
あることが示された。ASC の細胞集団のうち、
骨芽細胞分化能が最も高いのは CD90(+)/ 
CD105(-)であると考えられた。CD90(+)/ 
CD105(+)では BMP2 のシグナルによる分化誘
導によって CD105 の発現が阻害され、CD90 発
現が増加したことで、強い石灰化 nodule の
形成が起こったと考えられた。 
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