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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞(MSC)の培養基板による分化制御のために、骨/脂肪分化に関与するWnt、BMP、
あるいは細胞外マトリックス(ECM)タンパク質をそれぞれ修飾した培養基板の作製を試みた。特に本研究では、Wntタン
パク質の修飾を行ったところ、MSCの増殖を促進するとともに、Wntシグナル経路に関する分子の一つであるβ-カテニ
ン量の増大および細胞核内への移行の促進を観察することができた。さらに本研究を発展させ、MSCの分化制御につな
げたい。

研究成果の概要（英文）：The proteins inducible of osteogenesis and adipogenesis are tried to immobilized 
to the substrate for the regulation of mesenchymal stem cell differentiation. Here, Wnt protein was 
successfully immobilized to the substrates to regulate cell growth and intracellular signaling.

研究分野： 生体材料学
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１．研究開始当初の背景 

間葉系幹細胞(MSC)は骨芽細胞や脂肪細胞

に分化できる細胞であり、その分化制御機構

の解明は骨粗しょう症などの疾患の新たな

治療法の開発につながる。また、分化能維持

を含む分化制御方法の確立はMSCを用いた再

生医療の確立に重要である。MSC の分化制御

には BMP、Wnt、細胞外マトリックス(ECM)が

重要であり、これらを用いて、MSC の分化制

御が試みられている。一方、MSC の分化能は

継代培養とともに失われるが、MSC の幹細胞

ニッチェを模倣した培養基板により維持可

能である(Y Lai, Stem Cells Dev, 2010)。

しかし、分化バランスの制御、分化能の維持

をすべて行うことができる培養基板はこれ

までに開発されていない。 

 

２．研究の目的 

図 1：本研究で作製する培養基板 

 

大目標：MSC の分化制御を可能にする人工

タンパク質を修飾した培養基板の作製 

我々はこれまでに、MSC の骨/脂肪分化時に

おけるECMを模倣した培養基板を作製し、ECM

により、適切な BMP シグナルおよび Wnt シグ

ナルが伝達されることにより、骨あるいは脂

肪分化が最大限に引き出されることを明ら

かにしている(T Hoshiba, J Biol. Chem, 2009, 

Biosci. Biotechnol. Biochem, 2011)。さら

に、未分化性の維持も上記の 2つのシグナル

が重要であることを見出してきた。そこで、

Wnt タンパク質、BMP、骨分化に必要なコラー

ゲンあるいは脂肪分化に必要なラミニンを

組み合わせて修飾し、修飾比率を変化させる

ことによって、培養基板により MSC の分化制

御ができるのではないかと考えた(図 1)。 

本研究では特に、Wnt を培養基板表面に修

飾し、細胞増殖数を計測するとともに、古典

的 Wnt シグナルである-カテニンの核移行量

を定量した。 

 

３．研究の方法 

Wnt3a タンパク質を、濃度を変えて溶解さ

せた後、96wellプレート内に各wellにつき、

50 L 添加した。添加後、クリーンベンチ内

で一晩風乾することにより、Wnt3a タンパク

質を培養表面に修飾した。 

 ヒト間葉系幹細胞(Lonza)を継代培養し、4

継代目あるいは 5継代目のものを用いた。分

化能の確認は、骨分化誘導培地(100 nM デキ

サメタゾン、10 mM -グリセロフォスフェー

ト、10%ウシ胎仔血清含有、低グルコース濃

度 DMEM 培地)あるいは脂肪分化誘導培地(1 

M デキサメタゾン、0.5mM IBMX、10 g/ml

インスリン、10%ウシ胎仔血清含有、高グル

コース濃度 DMEM 培地)中で培養後、1～2週間

経過後に、アルカリフォスファターゼ(ALP)

染色あるいは位相差顕微鏡で脂肪滴の観察

を行った。 

作製した培養基板上に 5000 cells/cm2とな

るように播種した。培養1日後、固定を行い、

細胞核およびアクチンを Hoechst33258 およ

び Alexa488 結合ファロイジンで染色した。

染色後、イメージサイトメトリー(横河電機、

CQ1)を用い、10x の対物レンズを用いた際の

9 枚の視野から、細胞核数を計測した。さら

に、-カテニンの細胞内分布を観察した。 

 

４．研究成果 

(1) MSC の骨/脂肪細胞への分化の確認 

 まず、MSC が骨または脂肪細胞へと分化す

るかを確認した。培養 2週間後に、細胞内に

おいて、ALP 活性および脂肪滴がそれぞれ観



察されたため、購入した MSC には分化能があ

ることを確認できた。 

 

(2) Wnt3A 修飾培養基板上での MSC の増殖 

 上記の MSC を、Wnt3A を修飾した培養基板

に播種し、1日培養した。 

 1 日培養後の細胞数は下表の通りである。 

 

表:1 日後の細胞数 

 

  

Wnt--カテニンシグナルは細胞増殖を促

進することが報告されているが、修飾濃度に

応じて細胞数が増大していた。この結果は、

本方法によって Wnt3A を修飾しても、活性が

失われないことを示唆している。 

 

(3) Wnt3A 修飾培養基板上での-カテニンの

細胞内分布 

 さらに、MSC 内部の -カテニンの細胞内分

布を観察した(図 2)。 

 

図 2：-カテニンの細胞内分布.青：細胞核、

緑、アクチン、赤：-カテニン 

 

Wnt3A を修飾した培養基板上における-カ

テニンの量は、未修飾のものと比較して増大

していた。さらに、-カテニンの細胞核内へ

の移行も促進されていた。本結果も、修飾さ

れたWnt3Aは活性を有することが示している。 

 

(4) 本研究のまとめ 

本研究では、MSC の分化状態の制御を、Wnt

あるいはBMPを修飾した細胞培養基板により

制御することを目標として開始した。今回は、

MSC の分化状態の制御には至らなかったが、

Wnt 分子の修飾により、細胞内シグナル伝達

および細胞機能を制御することに成功した。

また、定量的に修飾することで、細胞内シグ

ナル伝達を変化させることを目標としてい

たが、未修飾の培養基板を除き、今回修飾し

た濃度範囲においては、細胞の増殖について

違いが観察されたが、細胞内シグナルについ

ては、顕著な差を観察することができなかっ

た。アッセイ法を変更するなど、さらなる検

討が必要である。本研究をさらに進展させ、

BMP の修飾等を実施し、MSC の分化制御につ

なげたいと考えている。 
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