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研究成果の概要（和文）： 間葉系幹細胞は、骨髄をプラスティック上で培養し、接着した雑多

な細胞を間葉系幹細胞として使用されることが多いため、間葉系幹細胞の正確な能力を解析す

ることが困難になっている。我々は、単一分離した間葉系幹細胞を用いて分裂機構と老化のメ

カニズムの解析を行った。LNGFR と Thy-1 マーカーを用いて分離した細胞クローンのうち、

非常に増殖能力が高いクローンは、多分化能が高く、老化細胞の割合も低いことが分かった。

増殖能力が低いクローンは老化した細胞が多く含まれおり、ゲノムエラーの割合も高かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs), conventionally isolated based on 
their adherence to plastic are heterogeneous and have poor growth and differentiation, 
limiting the ability to investigate their intrinsic characteristics. We elucidate the division 
control and aging mechanism in single mesenchymal stem cell. We improved prospective 
clonal isolation technique and reveal that the combination of three cell surface markers, 
LNGFR and Thy-1, selects highly enriched clonogenic cells. The clonal characterization of 
LNGFR+Thy-1+ cells demonstrated cellular heterogeneity among each clone. The rapidly 
expanding clone (REC) exhibited robust multilineage differentiation and self-renewal 
potency, while the others tended to acquire cellular senescence via p16INK4a and exhibited 
frequent genomic errors. 
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１．研究開始当初の背景 

 体細胞は生物を構成する細胞のうち生殖

細胞以外の細胞を示すが、限られた回数しか

分裂できず、限界まで分裂した細胞は“細胞

老化”と呼ばれる状態になることが知られて

いる。細胞老化は不可逆的に細胞増殖が抑制

された状態であり、種々の細胞増殖因子を用

いても増殖を引き起こすことは不可能であ

る。一方幹細胞は、各組織あるいは細胞の源

となる細胞であり、多系統の細胞に分化する

「多分化能」と、幹細胞を再びつくる「自己

複製能」をもつ細胞と定義される細胞である。

未分化性を維持した状態で体中の組織に局
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在し、環境因子からの制御を受けながら細胞

老化を引き起こすことなく、生涯にわたり細

胞の供給に貢献する。近年、組織幹細胞の細

胞老化制御の破綻による、幹細胞の自己複製

能の喪失が、様々な病気を引き起こす原因に

なることが明らかになってきている（Mohrin 

et al, 2010）。 

 骨髄に存在する造血幹細胞は、自己複製能

と血液細胞への分化能を有し、これらの幹細

胞能力とその生死によって造血系を厳密に

制御している。最近の研究から、造血幹細胞

を老化させるシグナルとして p19 や p16 を介

して p53による造血幹細胞の老化をもたらす

ことが示された（Oguro et al, 2007）。老化

により造血幹細胞の増殖が低下すると、造血

が減り貧血をはじめとした血液疾患の原因

となる。健康状態ではこうした老化促進と防

御機構のバランスが保たれ正常な造血能が

維持されているが、活性酸素の生成または

DNA 障害によりバランスが崩れた場合に、造

血幹細胞の老化や細胞死が起こると考えら

れる。細胞の腫瘍化に関連する遺伝子はいく

つか知られているが、その中には細胞老化に

関連する遺伝子も多く存在する。申請者は、

Ink4a/Arf ノックアウトマウスの骨髄細胞を

用いて、Oncogene である c-Myc を発現させる

ことにより、骨肉腫が形成されることを報告

した(Shimizu et al, 2010)。腫瘍抑制遺伝

子として知られる Ink4a は、細胞周期チェッ

クポイントの G1 期チェックポイントにおい

て細胞周期を停止させる遺伝子であり、細胞

の異常な増殖を停止させる機能が知られて

いるが、一方で細胞の老化に関連することが

報告されている（Kim et al, 2007）。また、

放射線照射による p53遺伝子の発現遅延がリ

ンパ球の増殖制御に関わっていること、さら

に、実際に老化したヒト線維芽細胞において

p53 の活性化がみられることや、p53 の機能

が欠損したヒト線維芽細胞が DNA 障害や細

胞老化の phenotype を示さないことが報告

されており、特に p53 は細胞老化において中

心的な役割を果たしていると考えられてい

る。これらの知見から、Ink4a や p53 が DNA

障害などの種々のストレスにより活性化さ

れ、細胞分裂の停止・DNA 損傷の修復あるい

は細胞死の誘導を惹起することなどから、腫

瘍抑制遺伝子と老化現象は密接に関わって

いることが考えられる。 

 しかしながら、間葉系幹細胞において、p53

に着目した細胞周期や細胞老化を解析した

研究は、あまり進んでいないのが現状である。

その理由として、間葉系幹細胞では造血幹細

胞研究で長く行われてきたような細胞表面

抗原解析が進んでおらず、特異的な抗原マー

カーが知られていないことがあげられる。骨

髄細胞を培養皿上で数週間培養後、付着増殖

した細胞をもって間葉系幹細胞とされてお

り、この方法で得られた細胞集団は、間葉系

幹細胞・前駆細胞・血液細胞等の雑多な集団

にすぎず、このような細胞集団を用いての性

状解析で得られた結果を間葉系幹細胞その

ものの性状とはみなすことが困難である。申

請者らはこれまでにフローサイトメトリー

による細胞分離技術を活用した組織幹細胞

分離に関する研究を精力的に行ってきてお

り、近年マウスおよびヒト骨髄細胞より特異

抗原を指標にフローサイトメトリーを用い

て間葉系幹細胞を直接分離する技術を確立

した（Morikawa, Mabuchi et al, 2009、

Mabuchi et al, 2009、産業財産権：特願

2007-231298）。特にヒト間葉系幹細胞は

LNGFR・Thy-1 共陽性細胞中に高頻度に含まれ

ており、単一細胞分取によって 96 穴１プレ

ートあたり約 20 個という高頻度で間葉系幹

細胞の特徴的性質とされる CFU-F（線維芽細

胞様コロニー形成能）、長期増殖能および多



分化能を持つことが示された。この高頻度で

培養増幅可能であるが故に、単一細胞由来の

間葉系幹細胞クローンを得ることが非常に

容易になり、単一細胞を用いた間葉系幹細胞

の詳細な解析が可能となると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、単一間葉系幹細胞を用いて、自

己複製に伴う老化現象の解明を行う。 

 
３．研究の方法 

(1) 間葉系幹細胞能力に関わる老化の役割 

これまでの研究成果から、フローサイトメ

ーターを用いてヒト骨髄細胞より特異抗原

（LNGFR・Thy-1）を指標に、間葉系幹細胞

を直接分離する技術を確立している。更にこ

れまでの解析より、単一細胞培養後の

LNGFR・Thy-1 共陽性細胞は、増殖能力を

低下すること無く増え続け、1 ヶ月後には約

4×106 個まで増殖することを確認している。

また、それらの細胞は、骨・軟骨・脂肪など

の間葉系細胞への分化能を持つことが分か

っている。まず始めに、間葉系幹細胞の能力

と老化の関係について調べる。 

 

(2) p53 遺伝子欠損間葉系幹細胞の細胞周期

と分裂様式についての観察 

 幹細胞の細胞分裂様式をより詳細に調べ

るため、タイムラプスビデオイメージングに

よって自己複製モデルを調べる。細胞をタイ

ムラプスイメージング用のガラスディッシ

ュに播種し、インキュベータ内で写真撮影す

る。ビデオイメージングを用いて単一細胞の

細胞分裂を詳細に調べる。p53 遺伝子を欠損

させた間葉系幹細胞の分裂様式（対称分裂・

非対称分裂）について変化があるかどうかの

観察をする。さらに、分裂画像が正確に撮影

できるよう、PKH を用いて間葉系幹細胞を

マーキングや培養液をメチルセルロースな

どの粘性の高いものにする工夫も行う。幹細

胞自己増殖の際の細胞分裂と細胞周期の２

つの重要な現象を調べることにより、幹細胞

がどのような増え方をするのか、また p53 遺

伝子が細胞分裂にどのように関わっている

のかを細胞分裂・細胞周期を可視化すること

により明らかにする。 

 

(3) 放射線照射による自己複製能・多分化能

への影響 

 細胞は DNA 障害により、細胞死や老化が

促進されることが知られている。本実験では、

間葉系幹細胞に放射線照射を行い、DNA 損

傷を引きおこした際に間葉系幹細胞能力に

どのような変化が起こるかを調べる。放射線

照射の線量の調節だけでなく、酸化ストレス

など間葉系幹細胞へのダメージの与え方を

変え、自己複製能・分化能への影響を調べる。 
 
 
４．研究成果 

 本研究では、申請者らが開発した単一間葉

系幹細胞分離方法を用いて、自己複製に伴う

老化現象の解明を行った。フローサイトメー

ターを用いてヒト骨髄細胞より特異抗原

(LNGFR・Thy-1)を指標に single cell sorting

を行い、単一細胞培養にてヒト間葉系幹細胞

のクローン を得た。増殖の速い MSC クロー

ンを REC (Rapidly- Expanding Clone)と名

づけ、増殖の速度にしたがって MEC 

(Moderately-), SEC(Slowly-)と区分けした。 

これらグループの分化能力を比較したとこ

ろ、骨分化能力において変化はなかったが、

脂肪分化能力が REC で高く、SEC では低い

ことが確認された。REC、MEC、SEC 細胞

の違いを、分化能力だけでなく細胞周期や老

化の観点でも調べた。SA-b-GAL 染色を行っ

たところ、SEC では 70%以上陽性だったの

に対して、REC では、数%のみ陽性であるこ



とがわかった。細胞周期に関係している

p16,p19,p21 の発現を定量 PCR で調べてみ

たところ、p19 や p21 の違いはほとんど無か

ったが、p16 に大きな違いがあり、SEC で

p16 の発現が上昇していることが確認され、

p16 を経た老化が進んだ状態にあることが示

唆された。REC、MEC、SEC 細胞の 1 ヶ月

培養後、ゲノミックエラーを確認したところ、

REC はほとんど確認できなかったが、MEC

や SEC では一部確認されたクローンがあっ

た。また、p53 遺伝子欠損間葉系幹細胞は、

増殖能力が高く、同時に in vitro での分化能

が非常に高いことを確認した。単一レベルの

間葉系幹細胞について老化現象を解析する

ことで、間葉系幹細胞の自己複製能や分化能

に密接に関わっていることが示唆された。 
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