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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞の脱分化・多能性獲得機能を検討した。一度骨芽細胞へ分化させた間葉系幹
細胞を、酵素処理によって単利し、in virtoで再培養した。再培養後の細胞は骨芽細胞マーカーの発現が消失
し、多分化能を有していた。さらに、骨芽細胞へ分化過程ではPannexin3を含む数種類の細胞接着因子の発現が
増加し、それらは再培養によって減少した。また、Pannexin3の発現を抑制した細胞では、骨芽細胞への分化が
抑制され、未分化状態が維持された。これらの結果から、Pannexin3を構成要素にもつ細胞間接着が骨芽細胞へ
の分化や維持に必要であり、この細胞間接着を阻害することで脱分化が誘導される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism in which osteoblasts dedifferentiated and 
obtained pluripotency. Mesenchymal stem cells (MSCs) were differentiated to osteoblasts by 
osteogenic induction medium. After the MSCs differentiated to osteoblasts, they were isolated each 
other and re-cultured onto the cell culture dishes. The expressions of osteogenic markers in the 
MSCs (osteoblasts) were decreased during the re-culture, and then the re-cultured MSCs obtained 
pluripotency. Osteogenic differentiation of the MSCa was accompanied by the increase of several cell
 adhesion molecules including Pannexin3, which was decreased after the re-culture. In addition, the 
MSCs in which pannexine3 expression was inhibited by shRNA failed to differentiate to osteoblasts. 
On the basis of these results, it was suggested that cell-cell adhesion by Pannexin3 was required 
for osteogenic differentiation and maintenance of osteoblasts, and attenuation of the cell adhesion 
induced the dedifferentiation of osteoblasts.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

近年，特定遺伝子の強制発現によって，分

化した体細胞から全能性をもつ未分化な細

胞（iPS 細胞）を作出することが可能になっ

た(Takahashi and Yamanaka, Cell 2006)。

さらに，脂肪細胞においては，遺伝子導入を

行わなくても，間葉系幹細胞と同等の多能性

をもつ未分化細胞へ脱分化することが明ら

かになった（Matsumoto et al., J Cell 

Physiol 2008）。しかし，分化細胞がどのよ

うにして脱分化・リプログラミングされ，多

能性を再獲得するのか，あるいは，幹細胞の

未分化性がどのように維持されているのか

については不明な点が多く残されている。 

 

２．研究の目的 

 

 松本ら（Matsumoto et al., J Cell Physiol 

2008）は，成熟した脂肪細胞を，脂肪組織か

ら単離し，天井培養という方法で in vitro

培養すると，遺伝子導入や特別な試薬を用い

なくても脱分化することを報告した。この脱

分化細胞は，間葉系幹細胞と同等の多能性を

もつ。これは，人為的に遺伝子導入を行う iPS

細胞は例外として，「終末分化した体細胞は

可塑しない」というこれまでの定説を覆すも

のである。もし，同様の現象が他の分化細胞

でも認められれば，ある種の分化細胞は，体

性幹細胞レベルまでならば，比較的容易に可

塑することを示すことになる。これは，幹細

胞を対象とした基礎研究のみならず，再生医

療をはじめとする臨床研究においても重要

な意味をもつ。そこで，我々は，脂肪細胞と

同じく間葉系幹細胞から分化する骨芽細胞

に着目し，脱分化能の有無を検討するととも

に，脱分化するのであれば，どのように脱分

化・リプログラミングされ，多能性を再獲得

するのか，その分子機序の解明を試みた。 

 

３．研究の方法 

 

（１）脱分化誘導 

脂肪細胞は，脂肪組織から単離し，in vitro

培養することで脱分化する。そこで，骨芽細

胞の脱分化誘導について同様の方法を用い

た。まず，マウス由来間葉系幹細胞様の

C3H10T1/2 細胞，あるいはヒト歯髄組織から

単離した幹細胞（Dental Pulp Stem Cells: 

DPSC）を骨芽細胞分化誘導培地で培養し，骨

芽細胞へ分化させた。骨芽細胞への分化はそ

の指標である Alkaline Phosphatase (ALP) 

の生産と石灰化物の形成によって確認した。

次に，この石灰化物が形成された培養ディッ

シュ中に存在する骨芽細胞をコラゲナーゼ

およびトリプシン処理によって単離し，30～

50%コンフルエントになるように再度ディッ

シュに播種して通常培地で培養（再培養）し

た。再培養を開始した細胞は，定期的にその

一部について ALP 染色を行い，ALP 陰性への

変化を脱分化の指標とした。さらに，ALP 陰

性となった DPSC について，脂肪細胞，軟骨

細胞への分化誘導を行い，多能性の有無につ

いて確認した。 

 

（２）遺伝子発現解析 

 再培養によって脱分化し，多能性を再獲得

するまでの各ステージにおいて，遺伝子発現

量の変化を網羅的に解析した。解析にはマイ

クロアレイを用いた。発現量の変動が著しい

因子をリストアップし，既存のデータベース

上の遺伝子機能情報を参考に脱分化関連因

子の候補を絞り込んだ。 

 

（３）脱分化関連因子の機能解析 

 遺伝子発現解析でリストアップされた脱

分化関連候補因子について，その強制発現や

siRNA などによる発現抑制を行い，それらの

分化・脱分化や細胞増殖能等に対する影響を

解析した。また脱分化に関与することが予想

されるシグナル伝達経路については，そのシ

グナルを遮断する薬剤等を用いて，影響を検

討した。 

 

（４）細胞間情報伝達 

 細胞の分化・未分化状態の維持には隣接す

る細胞間の情報伝達が重要な役割を担うこ

とが報告されている（Gonzalez-Nieto et al., 

Blood, 2012）。そこで，未分化間葉系幹細胞

を骨芽細胞と共培養し，その遺伝子発現や分

化状態の変動を解析した。また，パッチクラ

ンプアッセイやインジェクション法を用い

て細胞間情報伝達様式について解析した。 

 

４．研究成果 

 



（１）骨芽細胞の脱分化 

 再培養された DPSC および C3H10T1/2 細胞

は徐々に増殖をはじめ，数回の継代の後には，

ALP 陰性を示した（図 1）。また，ALP と同様

に Osteocalcin や Bone sialoprotein といっ

たその他の骨芽細胞マーカーの発現も再培

養後には，骨芽細胞分化誘導前の未分化な状

態とほぼ同レベルまで減少した。 

 

 

興味深いことに，骨芽細胞へ分化させたま

まの状態の細胞は，増殖せず，他の細胞系譜

への分化能を失っているにもかかわらず，再

培養後の細胞は，分化誘導前の C3H10T1/2 と

同様の自己増殖能と多分化能を有していた

（図２）。 

 

 次に，Cre-LoxP システムを用いて，ALP 発

現履歴を GFP の発現で追跡できる C3H10T1/2

細胞を樹立した。この細胞を用いて，再培養

後のALP陰性で多分化能を有した細胞が脱分

化した細胞なのか，未分化状態が維持された

細胞なのかを解析した。その結果，再培養後

に増殖した細胞は，GFP を発現していること

が明らかになった。これは，一度，ALP を発

現した細胞，つまり，骨芽細胞へ分化した細

胞であることを示している。これらの結果か

ら，本実験の条件下では，骨芽細胞は脱分化

すると考えられる。 

 

（２）遺伝子発現パターンの変動 

 C3H10T1/2 細胞は，骨芽細胞への分化に伴

い，骨芽細胞分化マーカーの他に，Pannexin3

を含む数種類の細胞接着因子の発現が増加

し，これらの発現は再培養によって再び減少

することが明らかになった。また，再培養し

た細胞では，上皮系がん細胞が浸潤能を獲得

し，悪性化する際に発現が増加する遺伝子の

いくつかが同じように発現増加していた。上

皮系がん細胞の悪性化過程は上皮細胞がそ

の細胞特性を失い，間葉系様の細胞へと変化

する過程（上皮間葉転換）であることから，

骨芽細胞の脱分化とがん細胞の上皮間葉転

換には共通のシグナル伝達経路が関与して

いる可能性が示唆された。 

 

（３）Pannexin3 の発現抑制 

 C3H10T1/2 細胞を用いて Pannexin3 の発現

抑制を行った結果，骨芽細胞分化誘導培地で

の培養後も骨芽細胞への分化が抑制され（図

３），その後，再培養を行わなくても脂肪細

胞へ分化させることが可能であった。 
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図１．ALP 発現量の変動．C3H10T1/2 細胞を骨
芽細胞分化誘導および再培養し、各培養時間ご
とにALPの発現量をリアルタイムPCR法を用い
て解析した。 

再培養後のC3H10T1/2
骨芽細胞分化誘導前
の未分化なC3H10T1/2

Oil red O 染色

図２．脂肪細胞への分化誘導． 
骨芽細胞への分化誘導前の未分化な
C3H10T1/2 細胞と再培養後の C3H10T1/2 細胞を
脂肪細胞へ分化誘導した。両者の間に脂肪細胞
の指標とされる脂肪滴の形成に差は認められ
ない。 

Alizarin red S staining

図３．Pannexin3(Panx3)の発現抑制. 
shRNA を用いて Panx3 の発現を抑制した
C3H10T1/2 を樹立し、この細胞を骨芽細胞分化誘
導培地で培養した。培養後、骨芽細胞分化の指標
である石灰化物の形成を Alizarin red S 染色に
よって検出した。 



さらに，パッチクランプアッセイとビオシ

チンのインジェクションアッセイから，骨芽

細胞へ分化させた C3H10T1/2 細胞間では，隣

接する細胞間の細胞質が直接つながるギャ

ップジャンクションが形成されているのに

対し，Pannexin3の発現を抑制したC3H10T1/2

細胞間では，骨芽細胞分化誘導培地で培養後

もギャップジャンクションの形成は認めら

れなかった。これらの結果から，Pannexin3

を構成要素にもつギャップジャンクション

が骨芽細胞への分化や維持に必要であり，再

培養によって，この細胞間接着が阻害される

ことで，脱分化が誘導されることが示唆され

た。 
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