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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系細胞（MSC）は分裂増殖を繰り返すと分化能が低下するだけでなく骨形成
を抑制する因子を発現する。我々は、不死化したヒトMSCを使用し、抑制因子候補の過剰発現細胞、ノックアウ
ト細胞の作製を行った。その結果、候補因子の一つであるSERPINB2に関してノックアウトに成功した。この
SEPINB2のノックアウト細胞を培養して得られたconditioned mediumを用いてヒトMSCの骨芽細胞分化に対する影
響を検討した結果、SERPINB2はBMP-2による骨分化に対しては促進的に働き、デキサメタゾンによる骨分化に対
しては抑制的に働いていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After repeated cell division, not only differentiation capabilities of MSCs 
decrease but also the cells express inhibitory factor for their own differentiation capabilities. We
 compared gene expression of P1-MSCs with P5-MSCs and narrowed down the candidates of the inhibitory
 factors to five genes: SEPINB2, EPHA5, SCN9A, NTF3 and SCIN. We tried to clarify the effects of 
each gene on osteoblastic differentiation using over expressing cells and knockout cells of each 
gene. Among the genes, we successfully established SEPINB2 knockout cells using an immortalized 
human cell-line, and further, we evaluated effects of SERPINB2 on osteogenic differentiation using a
 conditioned medium harvested from the culture of the knock out cells. The results indicated SEPINB2
 had facilitative effects on osteoblastic differentiation of MSCs by BMP-2 and had inhibitory 
effects on osteogenic differentiation by dexamethasone.  

研究分野：骨再生、人工骨
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１．研究開始当初の背景 
【骨髄間葉系幹細胞に発現する骨形成抑制
因子】骨髄間葉系幹細胞（MSC）は多分化能・
増殖能を有し、骨・軟骨、脂肪細胞など、様々
な細胞に分化することができ、組織再生治療
への応用が期待されている。しかし、臨床応
用に十分な数になるまで培養を続けると、
MSC の分化能は低下してしまい、十分な成
績が得られなくなる。実際に我々は、ヒトと
サルのMSCを用いて、MSCの分化能や骨形
成能は、増殖とともに例外なく低下すること
を確認している。 
そこで、増殖に伴う MSC の分化能低下のメ
カニズムを解明するために以下の実験を行
った。サル MSC の継代培養を行い、継代 1
回のP1および継代5回のP5のMSCを得た。
これを足場材に導入して筋肉内に移植し、5
週間後に摘出して骨形成量を定量した。その
結果、P5 の MSC は、P1 の MSC に比較し
て量は少ないものの骨形成を認め、P5 の
MSCsが骨形成能を有していることを確認し
た。また、P1の細胞数を 2倍にした P1(200)
は P1(100)よりも骨形成量が増加し、移植細
胞数の増加による骨形成促進効果を認めた。
ところが、P5のMSCを P1に追加した場合
（P1(100)+P5(100)）（総細胞数は 2 倍）、骨
形成量は P1単独（P1(100)）より増加するど
ころか 50%程度にまで減少した。（4 例実施
し、全例とも同様の結果）即ち、継代を重ね
た P5 細胞は骨形成能を有しているにも関わ
らず、同時に「骨形成を抑制する因子を発現」
しており、その因子は継代と共に発現が亢進
すると考えられた。そこで、手術症例より骨
髄液を採取しヒト MSC を培養し、8 例の
MSCの P1細胞と P5細胞の遺伝子発現の比
較をマイクロアレイで行い、継代培養を続け
ることによって発現が亢進する因子を同定
し、この中に骨形成抑制因子が含まれると仮
説を立てた。 
【骨形成抑制因子の発現抑制実験】これらの
中で、P5のMSCで最も発現が亢進している
因子のひとつである EPHA5に注目し骨形成
抑制因子であるかを検証した。（EPHA5はレ
セプターチロシンキナーゼのひとつ）その結
果、siRNAを用いて EPHA5をノックダウン
すると、siRNA 導入後 3 日間目頃までは
EPHA5のmRNAの発現が 70-80％までノッ
クダウンされ、骨芽細胞の初期分化マーカー
でありアルカリフォスファターゼ（ALP）の
発現が約 2 倍に亢進することを確認し、
EPHA5 が骨形成の抑制因子として有力であ
ることを確認した。しかしながら、培養を 7
日目まで維持すると siRNA のノックダウン
の効果は殆ど無くなくなり、ALPの発現も有
意差が無くなってしまっていた。従って、
MSC の骨芽細胞への最終分化段階に
EPHA5 が影響するかを確認するには至らな
かった。ノックダウン効果の延長のためにレ
ンチウィルスベクターを用いて shRNA によ
るノックダウンも試みたが、MSC への導入

効率が低く、評価に値するほどのノックダウ
ン効果は得られなかった。また siRNA、
shRNA には、ターゲットに対する特異性が
低く、完全には off target effectを否定でき
ないという問題もある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、骨形成抑制因子の候補遺伝
子の発現を抑制、もしくは過剰発現させるこ
とで、候補因子が実際に MSC の骨分化を抑
制するか確認することである。特に候補遺伝
子の発現抑制には、目的とする遺伝子を特異
的にノックアウトできるゲノム編集技術を
用いることとした。 
 
３．研究の方法 
まず初めに、候補因子の絞り込みを行った。
継代数の少ない MSC と多い MSC を比較し
たマイクロアレイの結果から、継代とともに
発現が亢進する遺伝子上位 5つ（SERPINB2, 
EPHA5, SCN9A, NTF3, SCIN）を検討対象
として選択した。 
【レンチウィルスベクターの作製】293細胞
の cDNAから、上記遺伝子をクローニングす
る。続いて各遺伝子を Donor vectorに組み込
み Entry cloneを作成する。これをレンチウ
ィルス作製用 vector plasmid  (CSII- 
CMV-RfA-IRES2-Venus)に組み込み、他の
packaging plasmidとともに、293細胞に遺
伝子導入し、各遺伝子を過剰発現させるため
のレンチウィルスベクターを作成した。 
【過剰発現細胞の作製】 
ヒト骨髄液から初代培養で得た MSC に上記
ウィルスベクターを用いて各遺伝子の過剰
発現を試みた。さらにレンチウィルスベクタ
ーによるヒト MSC への遺伝子導入効率は著
しく低いと報告されていることから、不死化
したヒトMSCのクローン 3種類を細胞バン
クより入手し、目的遺伝子が導入されたMSC
のクローニングを行った。 
【ノックアウト細胞の作製】 
CRISPR-Cas9 システムを用いて各遺伝子を
ノックアウトするため、各遺伝子の第一エク
ソンをターゲットとした gRNA 配列を設計
し pSpCas9 BB-2A-GFP にクローニングし
た。 
【ノックアウト細胞のクローニング】 
各ベクターをリポフェクションにて不死化
ヒト MSC に導入し、翌日に薄い細胞密度で
播種し GFP の蛍光を確認できるコロニーを
クローニングリングで分離培養し、単一細胞
由来の細胞を得た。複数得られた細胞の中で、
目的遺伝子の発現が抑制されているものを
ノックアウト細胞として、以降の検討に使用
することとした。 
【過剰発現細胞、ノックアウト細胞の分化誘
導】過剰発現およびノックアウト細胞を培養
し、アスコルビン酸、βグリセロリン酸、デ
キサメタゾン、BMP-2 などを添加して骨芽
細胞への分化誘導を行った。ALP染色、Von 



Kossa染色、PCRなどで分化能を評価した。 
【コンディションドメディウムを用いた評
価】SERPINB2 は分泌因子であるため、
SERPINB2 ノックアウト細胞と、ノックア
ウトしていないコントロールの細胞を培養
した培養液を保存し、手術検体の骨髄液を培
養することで得られた MSC の骨芽細胞分化
に与える影響を検討した。骨髄液を培養して
得られた第 2継代めのMSCを培養し、サブ
コンフルエントになったところで、骨芽細胞
分化誘導を行った。（EPHA5は膜タンパク質
であるため、本方法での評価はできなかっ
た） 
【MSCに対するデキサメタゾン添加の影響】
我々は、デキサメタゾン存在下に骨髄液を培
養して得られる MSC は、デキサメタゾン非
存在下で培養して得られる MSC よりも分化
能が高いことを確認していた。そこで、デキ
サメタゾン添加により発現に影響を受ける
因子も分化能に関与する子補として検討す
るために、マイクロアレイによる検討を行っ
た。骨髄液を培養してえられた MSC にデキ
サメタゾンを添加し、6 時間後に RNA を分
離精製し、デキサメタゾンを添加していない
MSCと比較した。（n=6） 
 
４．研究成果 
【ヒト初代培養MSCにおけるレンチウィルス
ベクターによる過剰発現】股関節手術時に採
取した骨髄液をばいようして得られたMSCに、
レンチウィルスベクターを感染させたが、ど
の遺伝子に関しても、GFPの蛍光を発するMSC
はごくわずかで、また、増殖とともにその蛍
光は弱くなり、PCR でも目的遺伝子の過剰発
現を確認できるレベルにはならなかった。
（なお、アデノウィルスを用いても同様の検
討を行ったところ、導入効率は高いものの、
GFP のみのコントロールでもアルカリフォス
ファターゼなど、骨分化に関する遺伝子発現
が著しく影響を受け、本研究には使用するこ
とはできないと判断された） 
【不死化 MSC による安定過剰発現細胞の確
立】不死化ヒト MSC を 3種類入手し安定発現
クローンの確立を試みた。24well plate に播
種した不死化MSCにレンチウィルベクターを
感染させ、単一細胞由来のコロニーを得るた
めに超低密度で継代した。約 1週間の培養で
単離可能なレベルまで単一細胞由来のコロ
ニーが増大したところで、venus の蛍光を発
しているコロニーを選択して単離し慶大培
養し増殖をさせた。しかしながらほとんどの
コロニーは、増殖とともに venus の蛍光を発
しなくなってしまった。候補遺伝子 5 種類、
不死化 MSC3 系統の計 15パターンで試みたが、
結局、EPHA5 の過剰発現株 1 つが得られただ
けであった。 
【ノックアウト MSC の確立】5 種類の候補遺
伝子に関してCRISPR-Cas9システム用のベク
ターを作成した。ノックアウトの効果を検証
するために、まずは 293 細胞にリポフェクシ

ョンによりベクターを導入し、各遺伝子に関
して発現抑制の効果を確認した。SCIN 以外の
遺伝子関して発現抑制が確認され、設計した
CRISPR-Cas9 システムが機能していることが
確認された。そこで、SCIN 以外の 4種類に関
して、過剰発現の時と同様、24well plate で
リポフェクションによりベクターを細胞内
に導入し、翌日に超低密度で継代した。GFP
による蛍光が確認された時点で、その部位に
マーキングをしてコロニーが増大するのを
待って単離した。しかしながら、リポフェク
ションのため導入効率が著しく低い上に、レ
ンチウィルスの場合とは異なり、増殖ととも
に急激に蛍光が減衰してしまうため、この方
法ではノックアウト細胞を単離することは
できなかった。そこで 24well plate でのリ
ポフェクション後に、限界希釈法による単一
細胞由来クローンの採取を行った。4 遺伝子
x3 不死化細胞の 12 通りの組み合わせにおい
て、それぞれ数 10～20 数個のクローンを得
て、全検体に対して目的遺伝子の発現をリア
ルタイム PCR にて確認した。その結果、1 種
類の不死化 MSC において SERPINB2 遺伝子が
ノックアウトされた 2クローンが得られた。 
【過剰発現細胞、ノックアウト細胞の分化
能】入手できた 3種類の不死化 MSC は、それ
ぞれが性格の異なる細胞で、ひとつは増殖が
極端に早くかつレンチウィルスでもリポフ
ェクションでも遺伝子導入がほとんど不可
能であり、もうひとつはある程度遺伝子導入
は可能であるものの増殖が極端に遅く、これ
ら 2種類の MSC に関しては、過剰発現、ノッ
クアウトともにクローンは得られなかった。
残りひとつの不死化 MSCに関しては EPHA5 の
過剰発現クローンと SERPINB2 のノックアウ
トクローンが得られた。これらのクローンに
関して分化誘導を試みたところ、目的の遺伝
子に関しては過剰発現、ノックアウトを達成
しているものの、骨芽細胞への分化能が著し
く低く、EPHA5、SERPINB2 の骨芽細胞分化へ
の影響を検討することができなかった。 
【コンディションドメディウムでの検討】
SERPINB2 のノックアウト細胞を培養した際
に保存したコンディションドメディウム（コ
ントロールに比較して、SERPINB2 の含有量が
低い）を骨髄液から培養して得られたヒト
MSC3 種類（hMSC1, 2, 3）の分化誘導時に用
い、分化能に与える影響を評価した。定量的
PCR の結果、hMSC1 と hMSC2 はコンディショ
ンドメディウムを用いてデキサメタゾンで
分化誘導した場合、コントロールのメディウ
ムに比較して ALPの発現が 1.5倍程度に亢進
し、BMP-2 で分化誘導した場合は ALP の発現
は、逆に 1/2 程度に低下することが確認され
た。ｈMSC3 に関しては、分化誘導の方法に関
わらず前記 2 つの hMSC に比較して ALP 活性
が低かったが、デキサメタゾンによる分化誘
導ではコンディションドメディウムを使用
することによりALPの発現は亢進した。また、
これら 3種類の hMSC のうち、hMSC1 と 2は自



身の SERPINB2 の発現レベルが低かったのに
対し、hMSC3 は、それ自身が SERPINB2 を高い
レベルで発現していたことから、コンディシ
ョンドメディウムとコントロールに含まれ
るSEPINB2の差が相殺されてしまったものと
考えられた。詳細なメカニズムは明らかにす
ることはできなかったが、SERPINB2 は BMP-2
による骨芽細胞分化は促進し、DEX による骨
芽細胞分化は抑制している可能性が示唆さ
れた。 
【MSCに対するデキサメタゾン添加の影響】
MSC にデキサメタゾンを添加することによ
り、FKBP5および CYP19A1などが約 16倍
に、HEYL、BMP6、DKK1が約 8倍に発現
が亢進していた。また、EGR2、CXCL1、EGR1、
CXCL2などが 1/16程度にまで発現が低下し
ていた。これらの因子には骨芽細胞分化に関
与する因子が含まれており、今後はこれらの
因子に関しても検討を進めていく。 
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