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研究成果の概要（和文）：　ヒト線維芽細胞を骨・軟骨細胞に直接分化転換させることと、多分化能をもった間
葉系幹細胞を長期継代培養できる培養法を開発することを目指して研究をおこなった。その結果、種々の小分子
化合物・増殖因子を添加することにより、（１）ヒト繊維芽細胞をin vitroで骨・脂肪細胞へ分化させる方法を
見出した。（２）骨髄由来の間葉系幹細胞を骨・軟骨・脂肪細胞への分化能を保ちながら長期間で培養できる方
法を見出した。多能性をもつ間葉系幹細胞は、骨・軟骨の再生医療において有望な細胞の供給源である考えられ
ている。したがって、本研究の成果は、将来の硬組織再生療法の発展に大きく寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this study were to determine (1) culture conditions that 
enable human fibroblasts to trans-differentiate into chondrocytes and osteocytes, and (2) culture 
conditions that enable mesenchymal stem cells (MSCs) to maintain proliferation and multilineage 
differentiation potential in vitro long-term culture. We found a combination of culture supplements 
that enabled to trans-differentiate human dermal fibroblasts into osteocytes and adipocytes, but not
 chondrocytes. Furthermore, we found a combination of culture supplements that enabled to maintain 
proliferation potential of bone marrow-derived MSCs (BM-MSCs) in vitro. The long-term cultured MSCs 
kept osteogenic, adipogenic, and chondrogenic differentiation capacity and expressed the 
lineage-specific differentiation markers. These results indicate that the extended culture 
conditions enabled to maintain proliferation capacity of BM-MSCs while retaining their multipotent 
differentiation capacity.

研究分野： 歯科医用工学・再生歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 骨髄、脂肪組織あるいは歯牙等から

採取される細胞の中には、骨、軟骨、脂

肪および筋細胞等に分化することの出来

る多分化能をもった幹細胞が存在し、

骨・軟骨欠損、歯周病、骨粗鬆症等の骨・

軟骨疾患への応用が期待されている。し

かしながら、その様な幹細胞には、① in 

vitro での細胞分裂能に限界がある、② 採

取に比較的大きな侵襲を伴う、③ 高齢者

からは充分な量を確保できない等の問題

があり、臨床応用を進める上での大きな

障害になっている。 

 

(2) 近年、組織を再生させる源となる細

胞として iPS 細胞（人工多能性幹細胞）

が注目を集めている。iPS 細胞は、繊維芽

細胞などの体細胞に数種類の遺伝子を導

入することにより作成された。理論上、

体を構成するほぼ全ての組織や臓器に分

化誘導することが可能である。しかしな

がら、移植後、腫瘍を作る危険性が指摘

されているとともに、iPS 細胞の作成、安

定した供給、および維持・管理には多大

な時間、労力およびコストがかかる。 

 

(3) 皮膚・口腔粘膜由来の細胞、特に線維

芽細胞は、比較的容易に採取でき大量培養

が可能である。線維芽細胞を短期間にかつ

効率的に骨・軟骨細胞に分化転換すること

が出来れば、より汎用性の高い再生医療の

開発に繋がると考えられる。研究代表者ら

は、発生過程における線維芽細胞と間葉系

幹細胞の細胞系譜が近いことから、外来性

の遺伝子導入やウイルスベクターを用いな

いで、ヒト線維芽細胞を骨、軟骨、脂肪細

胞に分化転換することができるのではない

かと考えた。 

 

(4) 最近、幹細胞の維持あるいは幹細胞化

の促進に関与する小分子化合物および増殖

因子が続々と報告されている。さらに、体

細胞から幹細胞への変化を抑制する遺伝子

の働きを阻害することにより、体細胞の脱

分化やiPS細胞の作成効率の上昇が起こる

ことが明らかになってきた。例えば、核マ

トリクス結合因子ARID3Aの発現を抑制す

ると、体細胞由来のヒト培養細胞の形質が、

胚性幹（ES）細胞様に変化することが報告

されている。 

 

(5) 研究代表者らは、長年、ARID3A の

機能解析をおこなってきたが、その過程

で ARID3A の発現を抑制すると、細胞の

エピジェネティックな制御が部分的に改

変されること、しかしながら、ARID3A

単独の発現抑制では、ヒト正常細胞の形

質を変化させるには不十分であった（未

発表データ）。そこで、幹細胞化を阻害

することが報告されている遺伝子、幹細

胞化を促進・維持する小分子化合物・増

殖因子を検索し、ヒト線維芽細胞から

骨・脂肪細胞への分化転換を指標に機能

的なスクリーニングをおこなった。その

結果、ヒト線維芽細胞を効率的に骨・脂

肪細胞に分化転換できる可能性のある分

子の組み合わせを見出した。以上の予備

研究の結果は、小分子化合物・増殖因子

を組み合わせることによって、ヒト線維

芽細胞の分化転換が可能であることを示

唆している。 

 

２．研究の目的 

 以上の研究背景に基づき申請者らは、本

研究の目的を以下の通り設定した。 

(1)  ヒト線維芽細胞を骨・軟骨・脂肪細

胞へ直接分化転換することのできる培

養系を開発する。 



(2)  間葉系幹細胞の特徴（多分化能・自

己複製能）を解析し、その長期継代培

養法を検討する。 

(3)  得られた細胞の生体内での硬組織形

成能を明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

(1)  研究計画の概要は以下の 3 点で

ある。(1) ヒト線維芽細胞の脱分

化・分化転換に最適な条件を詳細

に検討し、骨・軟骨・脂肪細胞へ

転換できる培養系を検討する。(2)  

間葉系幹細胞の長期継代培養に最

適な条件を詳細に検討する。 (3)  

免疫不全マウスに移植して生体内

での硬組織形成能・造腫瘍能を調

べる。 

(2) ヒト線維芽細胞の分化転換および

間葉系幹細胞の長期継代培養法の

確立 

 線維芽細胞と間葉系幹細胞のそれ

ぞれについて、最適な条件を検討する。

その後、分化誘導培地で 3 週間培養し、

石灰化・軟骨・脂肪染色等により分化

状態を評価する。 

(3) in vivo における硬組織形成能の解析 

 得られた細胞をハイドロキシアパ

タイトなどの培養担体とともに免疫

不全マウスに移植する。4〜8 週間後

に硬組織形成能を解析する。 

(4) 骨・軟膏・脂肪細胞の分化マーカー発

現解析 

 分化形質および分化マーカーの発

現について、遺伝子およびタンパク質

レベルでの発現解析をおこなう。 

(5) 脱分化・分化転換過程におけるエ

ピジェネティック制御の解析 

 骨・軟骨・脂肪細胞分化に重要

な遺伝子のプロモーター領域にお

けるに DNA メチル化およびヒス

トン修飾等の解析をおこなう。 

 

４． 研究成果 

(1)  種々の小分子化合物・増殖因子を

培養液に添加することにより、ヒト

繊維芽細胞を in vitro で骨・脂肪細胞

へ分化させる方法を見出した。ヒト

繊維芽細胞から軟骨細胞への分化転

換効率を上昇させるための培養条件

の詳細な検討をおこなったが、軟骨

細胞への分化転換の効率を上昇させ

ることはできなかった。したがって、

ヒト繊維芽細胞を軟骨細胞へ分化転

換させるためには、さらに条件を検

討する必要がある。 

(2)  骨・軟膏細胞に分化する能力をも

つ細胞を大量に増やす方法がなけれ

ば、再生医療に応用することは難し

い。しかしながら、骨・軟骨に分化

する能力をもつ間葉系幹細胞を長期

間 in vitro で培養する方法は確立さ

れていない。そこで本研究では、多

分化能をもつ成体幹細胞の長期継代

培養法を開発することも目的の一つ

として研究をおこなった。 

(3)  間葉系幹細胞の増殖分化に関与す

ることが報告されている種々の増殖

因子や小分子化合物を選び、それら

を様々な組み合わせでヒト骨髄由来

間葉系幹細胞に添加し、間葉系幹細

胞の増殖能と多分化能に対する影響

を検討した。その結果、多分化能を

維持した間葉系幹細胞を長期間培養

することができる培養添加物の組み

合わせを見出した。培養添加物を添

加した若年提供者由来の間葉系幹細

胞は継代数 12 回まで骨・軟骨・脂肪

細胞への分化能を保ち、分化誘導後、

分化関連遺伝子も発現していた。こ



れに対して、無添加の間葉系幹細胞

は継代数 10 回で増殖を停止した。 

(4)  65 歳以上の高齢者から採取した

間葉系幹細胞について、さらに培養

条件の検討を続けた結果、高齢者の

間葉系幹細胞の骨・軟骨・脂肪細胞

への分化能と増殖能を継代数 8 回ま

で維持できる培養添加物の組み合わ

せを見出した（投稿準備中）。 

(5)  脂肪由来間葉系幹細胞は、骨髄系

間葉系幹細胞より、容易に採取する

ことが可能であるが、高い多分化能

を保ったまま大量に増やすことが困

難であった。そこで、ヒト脂肪由来

間葉系幹細胞についても、上記と同

様の検討をおこなった。その結果、

脂肪由来間葉系幹細胞を長期間培養

できる小分子化合物・増殖因子を見

出した。長期培養した脂肪由来間葉

系幹細胞は、骨・脂肪細胞への分化

能を維持していた。しかしながら、

脂肪由来間葉系幹細胞の軟骨分化能

を向上させるためにはさらに条件の

検討をおこなう必要がある。 

(6)  多分化能を保った間葉系幹細胞の

長期間培養法は、未だに樹立されて

いない。したがって本研究の成果は、

間葉系幹細胞の臨床応用に向けて大

きく貢献するものと考えられる。 
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