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研究成果の概要（和文）：本研究では、以前の研究とは異なる条件で、新たに9転写因子を骨髄由来間葉系幹細胞（MSC
）/間質細胞（BMSC）の高骨分化マーカーの候補として選定した。これらの遺伝子に対するSmall interfering RNAをMS
Cに導入し、各転写因子の発現抑制が細胞に与える影響を検討した。実験の結果から、MSCの骨分化に促進的に採用して
いる転写因子とMSCの骨分化に抑制的に作用している転写因子が存在することが確認できた。また、今回選定した転写
因子には生体内での骨形成に作用するとの報告が既にあるものも多数含まれており、選定した転写因子が骨分化マーカ
ーと成り得る信頼性も高いことが推察される。

研究成果の概要（英文）：On a different condition in the previous study, we selected new nine 
transcription factors as a candidate of the osteogenic marker of the maxilla/mandibular bone marrow 
stromal cell (BMSCs). Knockdown of some transcription factors by the small interfering RNAs (siRNAs) 
resulted in promotion of osteogenesis, and other knockdown resulted in suppression of osteogenesis. 
Several transcription factors selected in this study have been already reported concerning with in vivo 
osteogenesis. Thus, these transcription factors which we selected might be reliable prognostic marker for 
osteogenic potential of BMSCs.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、骨補填材を含めた顎骨再生のための
新規材料の開発や新たな骨再生手法の開発
によって、歯科領域における骨再生医療は目
覚ましい発展を遂げているが、それでもなお
骨再生に用いられる最も予知性の高い移植
材は自家骨であるとされている。しかし、自
家骨採取は採取時の負担が大きい、採取量に
制限がある、知覚麻痺などの後遺症の可能性
がある等の欠点があるため患者に敬遠され
がちであり、より低侵襲で広範囲の骨欠損に
対応できる新たな治療法の開発が望まれて
いる。 
そのような状況の中で、比較的低侵襲で採
取可能である間葉系幹細胞（Mesenchymal 
stem cell：MSC）を用いた骨再生治療が歯科
領域において臨床応用され始めており、その
効果は大きな期待を集めている。また、MSC
は様々な組織から分離可能であるが、由来に
よってその分化の程度は異なるとされてい
る。そのため、神経堤由来である歯槽骨を再
生するためには、発生を同じくする顎骨骨髄
由来 MSC が効果的であると予想される。 

 
２．研究の目的 
様々な理由で歯を喪失した患者の顎堤は
著しく吸収していることが多く、予知性の高
い補綴治療を行うために補綴主導で歯槽骨
を増生することが理想である。 
近年、低侵襲で広範囲の骨欠損に対応でき
る再生医療の研究が進んでおり、MSC を移植
して組織再生を図る研究が数多く報告され
ている。しかし、MSC の分化能は個人差が大
きく、MSC を用いた骨再生治療の失敗の原因
の１つに、細胞株によっては骨分化能を有さ
ない、あるいは骨分化能が低いことが挙げら
れる。各細胞株の骨分化能を判断するために
は幾つかの方法があるが、いずれも最終的な
判断を下すために長期間の培養が必要であ
る。そこで、MSC の骨分化初期に特異的に発
現が亢進する転写因子を骨分化マーカーと
して使用すれば、骨分化能判定のための期間
を短縮することが期待される。 
我々はこれまでの研究からヒト腸骨骨髄
由来MSCの骨分化初期に特異的に発現が亢進
する転写因子 ZHX3 （ Zinc finger and 
homeoboxes 3）を見出したが、この遺伝子は
ヒト顎骨骨髄由来MSCにおいては骨分化初期
の発現レベルに変動が見られなかった。 
本研究ではMSCの骨分化に特異的に関連す
る転写因子を新たに選定し、骨分化マーカー
として利用することで骨原生細胞を用いた
確実な歯槽骨再生医療の開発、および骨分化
特異的に発現が亢進する遺伝子の生理的な
機能を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ①未分化状態の MSC、②骨分化誘導培地
にて 24 時間培養後の MSC、③骨・軟骨・脂肪、
各分化誘導培地にて 28 日間培養後の MSC、④

対照群としての線維芽細胞より回収したト
ータル RNAを用いて DNAマイクロアレイ解析
を行う。 
 
(2) DNA マイクロアレイの結果に以下の条
件を適用し、MSC の骨分化時に特異的に発現
する転写因子の探索を行う。 
 
①未分化状態の MSC、線維芽細胞、28日間軟
骨・脂肪分化誘導後の MSC と比較して、28 日
間骨分化誘導後でのみ発現が2倍以上亢進し
た遺伝子を骨分化特異的遺伝子とする 
 
②①と同様の条件で軟骨分化特異的遺伝子、
脂肪分化特異的遺伝子を選定する 
 
③骨分化特異的遺伝子の中で、骨分化誘導 24
時間後で未分化状態のMSCと比較して発現が
2倍以上亢進した転写因子 
 
④骨分化誘導 24 時間後で未分化状態 MSC と
比較して発現が 2倍以上亢進し、軟骨および
脂肪分化特異的遺伝子に含まれない転写因
子の中で、骨分化誘導 24 時間後の発現亢進
の程度が大きい順に 7遺伝子 
 
(3) 選定した転写因子に対する Small 
Interferring RNA（siRNA）をリポフェクシ
ョン法を用いて間葉系幹細胞に導入し、各遺
伝子の発現抑制が細胞に与える影響を以下
の項目に関して検討する。 
 
①リアルタイム PCRを用いた siRNA の効果判
定（ターゲット遺伝子のノックダウン効率の
検討） 
 
②DNA 定量を用いた細胞数のカウント（細胞
増殖への影響） 
 
③ALP 酵素活性の定量（ALP 活性定量） 
 
④視覚的な石灰化度の確認（アリザリンレッ
ド染色） 
 
⑤細胞層中のカルシウム量の定量（カルシウ
ム定量 
 
４．研究成果 
(1) DNA マイクロアレイの結果に研究の方
法(2)で示した条件を適用した結果、
hypothetical protein DKFZp566J091（LBH）、
zinc finger homeodomain 4（ZFHX4）、LAG1 
longevity assurance homolog 5（LASS5）、
melanoma antigen family D（ DLXIN-1）、
Glucocorticoid-induced leucine Zipper
（GILZ）、elongation factor RNA polymerase 
Ⅱ（ELL2）、activating transcription factor 
7 interacting protein（ATF7IP）、forkhead 
boxO3A（FOXO3A）、mastermind-like 2（MAML2）、
以上の合計 9個の転写因子を選定した。 



 
(2) (1)で選定した 9個の転写因子に、MSC の
骨分化に重要な働きをするとの報告がある
RUNX2 を加えた、合計 10個の転写因子に対す
る siRNA を用いて研究の方法(3)の検討を行
った。 
 
①各転写因子に対して 2-3種類の siRNA を作
製してリアルタイム RT-PCR を用いて抑制効
率を検討した。最も抑制効率の高い siRNA を
以下の実験に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②各転写因子に対するsiRNAが細胞増殖に及
ぼす影響を検討した。Negative control と比
較して細胞増殖能が抑えられている実験群
があるが、細胞増殖がみられない実験群はな
かった。本研究で選定した転写因子は細胞の
増殖、および生存に必須ではないことが示さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ALP 酵素活性の変化を比較検討した。コン
トロールと比較して LBH、ZFHX4、DLXIN-5、
GILZ、ELL2、ATF7IP、FOXO3A、MAML2、RUNX2
に対する siRNA は ALP 酵素活性を抑制し、
LASS5 に対する siRNA は ALP 酵素活性に影響
を及ぼさなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

④細胞層中のカルシウム沈着をアリザリン
レッド染色した。コントロールと比較して
LBH、DLXIN-5、GILZ、ELL2、ATF7IP、MAML2、
RUNX2 に対する siRNA は染色性が低下し、
LASS5 に対する siRNA は染色性が増加した。
ZFHX4とFOXO3Aに対するsiRNAはコントロー
ルとの差がみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤細胞層中のカルシウム沈着量をカルシウ
ム定量法で比較検討した。コントロールと比
較して LBH、DLXIN-5、GILZ、ELL2、ATF7IP、
RUNX2 に対する siRNA は細胞層中のカルシウ
ム量を減少させ、LASS5 に対する siRNA は細
胞層中のカルシウム量を増加させた。ZFIX4、
FOXO3A、MAML2 に対する siRNA はコントロー
ルとの差がみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑥研究成果(2)の②から⑤までの結果をまと
めた表を以下に示す。青枠で囲まれた siRNA
によって間葉系幹細胞の石灰化が阻害され
た、つまり生理的には石灰化に促進的に作用
していると考えられる転写因子と、赤枠で囲
まれたsiRNAによって間葉系幹細胞の石灰化
が促進された、つまり生理的には石灰化に抑
制的に作用していると考えられる転写因子
に分類可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑦LBH は胎生期の血管新生と軟骨性骨化を制
御する(Conen K., et al. Dev Biol, 2009)。
GILZ は in vitro では MSC の脂肪分化を抑制
し、骨分化を促進する。また in vivo では骨
量を増加させる(Pan G., et al. J Biol Chem, 
2014)。Resveratrol は SIRT1/FOXO3A 複合体
を介して RUNX2 promotor を活性化し MSC の
骨分化を促進する(Tseng P. C., et al. J 
Bone Miner Res, 2011)。 
上記の報告が既にあり、今回選定した転写因
子が骨分化マーカーと成り得る信頼性も高
いことが推察される。 
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