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研究成果の概要（和文）：申請者らは, 間葉系幹細胞から分化する過程で細胞表面マーカーの発現が変動することに着
目し, 変動量の違いにより幹細胞特異的マーカーを特定できると考えた。しかしながら, 骨芽細胞が分化中に産生する
石灰化物はフローサイトメーターによる解析を困難にしていたため, この石灰化物を除去して, 分化した細胞を回収す
る方法の開発に着手し, 成功した。これにより, 間葉系幹細胞マーカーの解析が可能となる。一方で, LIFの骨芽細胞
分化における機能解析をおこなったところ, LIF-JAK-STAT3シグナル伝達経路により発現が誘導されるSOCS3により, 骨
芽細胞の分化を抑制性に制御することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The clue to establish a new modified method to purify pure MSCs is to know the 
expression pattern of surface markers on not only heterogeneous MSCs, but also committed cells, such as 
osteoblasts, adipocytes, and chondrocytes. But there is one obstacle to know the expression patterns of 
surface markers, that is mineral deposits produced by osteoblasts during culturing period. We developed a 
new method, which separates differentiated cells from mineral deposits using Percoll gradients. This new 
technique is a helpful tool to identify MSC surface markers. On the other hand, we analyzed LIF function 
on osteoblast differentiation. SOCS3 expression was induced by LIF/STAT3 signaling. SOCS3 knockdown 
demonstrated that shSOCS3-BMSCs almost completely abrogated the LIF suppressive effect. Our results 
demonstrated that LIF suppresses osteoblast differentiation through the LIF/STAT3/SOCS3 signaling 
pathway.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
う蝕や外傷そして歯周病などにより失わ
れた象牙質・歯髄複合体や歯周組織を回復し
うる治療法として組織再生療法が有効であ
ると提唱されてはいるが, その治療法は未だ
完全には確立されていない。 近年, 幹細胞研
究の進展により幹細胞を用いた組織再生療
法について様々な領域で研究がすすめられ
ている。 歯科においては, 間葉系幹細胞が重
要な幹細胞として位置づけられている。 そ
の理由として, 象牙質・歯髄複合体や歯周組
織 (歯槽骨や歯根膜など) に分化することが
できる幹細胞として考えられているからで
ある。 間葉系幹細胞は, 骨格筋や骨そして脂
肪などの間葉系組織への多分化能を有する
幹細胞であり , 幹細胞を含む細胞集団は , 
様々な組織から得られることが報告されて
いる。 そして, 間葉系幹細胞は主に骨髄中の
微小環境内に存在し, 間葉系の恒常性の維持
のみならず, 造血幹細胞の増殖や分化の制御
も行っていることが明らかとなってきてい
る。このような間葉系幹細胞が有する多様な
働きは, 組織再生療法における有力な細胞供
給源として期待されており, また, 倫理的観
点や拒絶反応といった問題点についても自
己の骨髄細胞を用いることで解消できるこ
とから, 間葉系幹細胞は臨床応用に適した幹
細胞といえる。 しかしながら, その性状につ
いては依然として不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究課題は, 間葉系幹細胞の分化過程に
おける細胞表面マーカーの発現量の変化に
着目することで, 間葉系幹細胞の特定や分化
の詳細なメカニズムの解明につながると考
えた。しかしながら, 骨芽細胞が分化中に産
生する石灰化物がフローサイトメーターに
よる細胞表面マーカーの解析を困難にして
いた。 そこで, この石灰化物を除去して, 分
化した骨芽細胞を回収する方法を開発し, 間
葉系幹細胞に特異的な細胞表面マーカーを
検討することを本研究の目的とした。 また
一方で, 間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化
を制御している機構についても明らかにす
ることを目的とした。 
 
３. 研究の方法 
(1)間葉系幹細胞集団の精製 
C57BL/6J マウスより大腿骨と脛骨を採取
し, シリンジを用いて α-MEMを骨髄腔内に
注入し骨髄を得た。 セルストレーナーを
用いて軟組織を除去した後, 細胞培養皿
にて 10%FCS と 1%抗生物質を含む α-MEM に
て培養を開始し, 3 日後に PBS を用いて浮
遊細胞を除去した. その後, 3 日ごとに培
養液を交換し, 2週間後にTrypsin-EDTA処
理にて付着細胞を回収した. 回収した骨

髄ストローマ細胞と, 血球系細胞のマー
カー分子に対する抗体（抗 CD5, 抗 CD45, 
抗 CD11b, 抗 Gr-1, 抗 7-4, 抗 Ter-119, 
抗 CD45R）を結合したマグネティックビー
ズとを反応させた. 反応後, 細胞をマグ
ネティックカラムに注入し, カラムから
流出させ, 回収した細胞集団（HipOPs：
highly purified osteoprogenitors）を, 
間葉系幹細胞として以下の実験に用いた. 
(2)石灰化物を除去し, 骨芽細胞を回収する
方法の開発 
 ①骨芽細胞への分化の確認 
   10%FCS 含有 α-MEM に 50μg/ml ascorbic 
acid と 10-8M dexamethasone を添加した
骨芽細胞分化誘導培地中で HipOPs を 1
週間培養した。 分化したHipOPsに対し, 
alkaline phosphatase (ALP) 染色と von 
Kossa 染色および FACS 解析を行った。 
② Percoll○Rの適正濃度の設定 
     10％おきに10％から80％のPercoll○R
グラジュエントを作製し, そこに骨芽
細胞分化誘導培地にて1週間培養した細
胞を填塞し, 遠心分離を行った。 各界
面の細胞層を回収し, FACS 解析した。 

 
(3) 骨髄ストローマ細胞の骨芽細胞分化に
対する LIF の機能解析 
 ① 10%FCS含有α-MEMに 50μg/ml ascorbic 
acid と 10mMβ-glycerophosphate そし
て 10-8M dexamethasone (Dex)を含む骨
芽細胞分化誘導培地を調整した。これに
50ng/ml の LIF を含むものと含まない培
地を用いて 24well dish にて 5×
105/well, 4×105/well, 3×105/well の
細胞数で３週間培養したのち、ALP 染色
および von Kossa 染色を行い
Colony-forming 
units-osteoblast(CFU-O)の数を計測し
石灰化能に対する LIF の効果を調べた。 
② ①と同様の骨芽細胞分化誘導培地に
50ng/ml,5ng/ml,0.5ng/ml の LIF を含む
培地とLIFを含まない培地を用いて３週
間培養したのち、ALP 染色および von 
Kossa 染色を行い CFU-O の数 を計測し
た。 

 ③ ①と同様の骨芽細胞分化誘導培地に
50ng/ml の LIF を含むものと含まない培
地で２週間培養した細胞からセパゾー
ルを用いて mRNA を回収し、逆転写酵素
を用いて cDNA を合成し、これを用いて
real-time PCR を行い骨芽細胞分化マー
カーである
ALP,Col1a,BSP,OCN,Runx2,Osx の mRNA
発現量を定量した。 

 ④ LIF を作用させたのち、骨髄ストローマ
細胞を回収して lysis buffer にて細胞
を溶解し細胞質中のタンパクを抽出し



 

 

SDS ページにてタンパクを分離しメンブ
レンに転写した。そして、抗リン酸化
STAT3 抗体を反応させてリン酸化 STAT3
の検出を行った。 
⑤ JAK-STAT3 シグナル伝達経路により転写
される SOCS3 について、この SOCS3 の発
現を確認するために①と同様に骨芽細
胞分化誘導培地にLIFを含むものと含ま
ないものにて培養した骨髄ストローマ
細胞からmRNAおよびタンパクを回収し、
それぞれ real-time PCR および western 
blotting の実験を行い、SOCS3 の mRNA
およびSOCS3タンパク質の発現を確認し
た。 
⑥ このSOCS3の骨髄ストローマ細胞の骨芽
細胞分化における働きを調べるために、
shRNA 法を用いて SOCS3 をノックダウン
し実験を行った。5×105 transducing 
units(TU)の SOCS3 Lentiviral 
Transduction Particles (シグマアルド
リッチ)にて、骨髄ストローマ細胞に
shRNA を導入し SOCS3 の発現をノックダ
ウンした。この細胞を用いて①と同様に
骨芽細胞分化誘導培地にLIFを含むもの
と含まない培地にて３週間培養したの
ち、CFU-O の数を計測した。 

 
４．研究成果 
(1) 本研究では Itoh らの方法で濃縮した 
HipOPs を間葉系幹細胞集団として用いた。 
この間葉系幹細胞集団 HipOPs を骨芽細胞
分化誘導培地にて 7 日間培養し, ALP 染色
および von Kossa 染色を行ったところ, 
Colony-forming units-osteoblast (CFU-O) 
の形成が確認された。そして, HipOPs を骨芽
細胞分化誘導培地にて 7 日間培養し, 骨芽
細 胞 へ と 分 化 し た  HipOPs 
(Osteoblastic-HipOPs: OB-HipOPs) を回収
し, FACS 解析を行ったところ, Y 軸近傍に偏
在するパターンを示した。 この結果は, 石
灰化物のみが検出され, 生細胞を検出する
ことができなかったことを示している。 さ
らに, OB-HipOPs を biotin-抗 IgG1 抗体と
反応させたのち,  APC-ストレプトアビジン
にて発色させ, FACS 解析を行った。 その結
果, 抗 IgG1 抗体蛍光強度で展開したヒス
トグラムにおいて, IgG1 抗体がコントロー
ル抗体であるにも関わらず, 偽陽性のピー
クが検出されることがわかった。以上の結果
から, 分化した骨芽細胞の細胞表面タンパ
クを解析するためには, 産生された石灰化
物を除去することが必須条件であることが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 石灰化物を除去する方法として, 目的
の細胞を分離するために多くの分野で広く
用いられている Percoll® 密度勾配遠心分離
法に着目した。図に Percoll® 密度勾配遠心
分離法の  1 例として, 10%と  20% の 
Percoll®濃度勾配を用いて分化した骨芽細胞
と産生された石灰化物を分離する方法の概
略図を示す。 まず, Percoll® を HBSS にて
希釈して 10% と 20% の Percoll® 溶液を作
成する。 そして, 高濃度の 20% Percoll® 溶
液を遠沈管へ静かに注入し, 次に 20% 
Percoll® 溶液の上に低濃度の 10% Percoll® 

溶液を静かに注入して, 10% と 20% の異な
った濃度の 2 層の濃度勾配を作製した。 次
に, HipOPs を骨芽細胞分化誘導培地にて培
養し, 骨芽細胞へと分化した OB-HipOPs を
回収後 , HBSS に て懸濁した。  この 
OB-HipOPs 細胞懸濁液を 10%-20% Percoll® 
密度勾配上へ静かに注入した後, 遠心分離
した。 すると, 石灰物は沈殿し, 10% と 20% 
の層の界面に, 細胞層の存在が観察された。 

(3)同様に, 20%-30%, 30%-40%, 40%-50%, 
50%-60%, 60%-70%, 70%-80% の Percoll® の
濃度勾配を用いて細胞分離を行ったところ, 
石灰化物の沈殿および界面に細胞層の存在
が観察された。 そして, 界面の細胞層から
回収した骨芽細胞 (OB-HipOPs) に対して
FACS 解析を行った。 図に示すように, X 軸
を FSC にて Y 軸を SSC にて展開したとこ
ろ,回収された OB-HipOPs は, 生細胞が検
出される領域に分布していることがわかっ
た。 そして, 10%-20 %, 20%-30%, 30%-40%, 
40%-50%, 50%-60%, 60%-70% の界面からも生
細胞が検出される結果が得られた。 しかし
ながら, 70%-80% の界面から生細胞は検出さ
れなかった。これらの結果から, Percoll® 密



 

 

度勾配遠心分離法を用いることで, 石灰化
物が除去され, 分化した骨芽細胞を 10% か
ら 70% の界面から回収できることがわかっ
た。 

 
(4) 次に, OB-HipOPs は 10% から 70%まで
の濃度勾配から回収されることから, 
10%-20%, 20%-30%, 30%-40%, 40%-50%, 
50%-60%,60%-70%, 70%-80% の Percoll® 濃度
勾配を作成しなくとも 10% と 70% の 2 層
の Percoll® 濃度勾配だけで石灰化物と 
OB-HipOPs を分離することが可能なのでは
ないかと考えた。 そこで, 10% と 70% の 2 
層の Percoll® 濃度勾配を遠沈管に作成し, 
OB-HipOPs を填入し, 遠心分離したところ, 
石灰物の沈殿および, 10% と 70% の界面に
細胞層を確認することができた。 そして, 
FACS 解析の結果, 生細胞が存在することが
確認された。さらに, 回収した OB-HipOPs を 
biotin-抗 IgG1 抗体と反応させたのち, APC-
ストレプトアビジンにて発色させ, FACS 解
析を行った。その結果, 石灰化物を除去し
ていない OB-HipOPs で観察されていた偽陽
性ピークは, この 10%-70% Percoll® 密度勾
配遠心分離法を用いて分離した OB-HipOPs 
では観察されないことがわかった。この結果
から, 石灰化物の除去および分化した細胞
の回収は, 10%-70% Percoll® 密度勾配が最適
であることが明らかとなった。 

 
(5)骨芽細胞分化誘導培地で培養したもので
は多数の CFU-O を認められるのに対し, LIF
を加えたものではCFU-Oがほとんど認められ
なかった。そして, LIFの効果は3×10 5 /well , 
4×10 5 /well , 5×10 5 /well のいずれの細
胞数においても認められた。 

 
(6) 次に, 骨髄ストローマ細胞の骨芽細胞
分化に対するLIFの抑制効果を骨芽細胞分化
マーカーである ALP, Col1a, BSP, OCN, Osx, 
Runx2 の発現量について着目し、リアルタイ
ム PCR にて解析した。その結果、LIF はいず
れの骨芽細胞分化マーカーの発現量に対し
ても有意に抑制していた。 

(7) 骨髄ストローマ細胞の LIF 刺激による
LIF-STAT3 シグナル伝達経路の活性化につい
て解析を行った。LIF の刺激後, 15 分, 30 分, 
60 分後にリン酸化 STAT3 を検出した。 

(8)次に, LIF-STAT3シグナル伝達経路の活性
化により転写されるSOCS3の発現についてウ
エスタンブロッティング法にて調べたとこ
ろ, LIF 刺激２時間後に, SOCS3 のタンパク
を検出した。 



 

 

 (9)次に, この SOCS3ノックダウン骨髄スト
ローマ細胞をLIF添加骨芽細胞分化誘導培地
にて 3 週間培養後, ALP 染色と von Kossa 染
色を行った。その結果, LIF 存在下にて培養
しても骨芽細胞への分化抑制効果は認めら
れず, 骨芽分化誘導培地単独で培養したも
のと同様に多数の CFU-O が観察された。 

10) また, LIF-JAK-STAT3 シグナル伝達経路
の活性化によるβ-catenin の発現量の変化
をウエスタンブロッティング法にて解析し
たところ, LIF を加えて培養した骨髄ストロ
ーマ細胞ではβ-catenin の発現量が減少し
ていることがわかった。このことから, 
LIF-JAK-STAT3 シグナル伝達経路により誘導
される SOCS3 は, β-catenin と会合し, β
-catenin をユビキチン化し, 分解している
ことが強く示唆された。この結果から, LIF
は骨髄ストローマ細胞の骨芽細胞への分化
を抑制性に制御していることが明らかとな
った。 

以上の結果から, 10%-70% の Percoll® の濃
度勾配という簡便な方法を用いることで, 
分化した骨芽細胞を石灰化物から分離・回収
することができた。また, LIF は, 骨髄スト
ローマ細胞において, LIF-STAT3 シグナル伝

達経路を活性化させて SOCS3 を誘導し, 
SOCS3によりWnt/β-cateninシグナル伝達経
路を抑制する。その結果, LIF は骨髄ストロ
ーマ細胞の骨芽細胞分化を抑制性に制御し
ていることを明らかにした。研究目標に対し
て十分な研究成果が得られたと考えている。 
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