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研究成果の概要（和文）：エピジェネティクス調節はDNA配列変化を伴わない、遺伝子発現制御機構である。幹細胞が
より高分化する際には、エピジェネティクス調節により発言できない遺伝子領域が増え、分化した成熟細胞へと変化す
る。SVFおよびccdPAsにおいてエピジェネティクス解析を行った。CpGアイランドにおけるメチル化配列において、RUNX
2,OPN,COL1,DLX5においては優位差を認めなかったが、ATF4およびBNP2において優位差を認めた。これに対し、ccdPAs
ではRUNX2発現やOPN分泌が高値であった。このことから、ATF4の影響下の結果、RUNX2の発現やOPN分泌が促進すると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：Epigenetics is a gene expression control structure without the DNA sequence 
change. When a stem cell becomes high interest more, the gene domains that cannot speak by epigenetics 
adjustment increase and change to the mature cell which differentiated. I performed epigenetics analysis 
in SVF and ccdPAs. In the methylation sequence in the CpG island, I did not recognize a dominant 
difference in RUNX2,OPN,COL1,DLX5, but recognized a dominant difference in ATF4 and BNP2. In contrast, 
RUNX2 expression and OPN secretion were high prices in ccdPAs. From this, it was thought that result 
under the influence of ATF4, expression and OPN secretion of RUNX2 promoted it.
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１． 研究開始当初の背景 
  脂肪組織由来幹細胞（ASCs）は骨髄間

葉系幹細胞と同様の多分化能があり、脂肪

組織は骨髄に代替した幹細胞の供給源とな

りうる（Zuk,2001）。また、脂肪組織は我々

形成外科手術の際に余剰組織として、採取

することが容易であり、骨髄採取と比較し

て、侵襲も少なく、患者にとって最適な幹

細胞の供給源と考えられる。加え、浅田ら

によると、天井培養由来増殖性脂肪細胞：

Ceiling culture derived proliferative 

adipocyte （ccdPAs）は、ASCs に比べて、

高い脂肪分化能を持つことが報告されてい

る（2011）。そのため、ccdPAs は、ASCs

に換わる再生医療材料として期待がかかる。    

 しかし、ASCs の高い骨分化能において

は、報告されてるが（Kakudo,2008）、

ccdPAs の骨分化能についての報告はない。 
 
２． 研究の目的 
ccdPAs の高い骨分化能が証明されれば、脂

肪分化能と同様に、臨床の場において、有用

性の高い再生医療材料となることが示唆さ

れる。そのために、さまざまな方法を用いて、

ccdPAs の骨分化について証明し、ASCs との

違いを検討する。 
 
３． 研究の方法 
千葉大学倫理規定に従い、同意を得た患者の

腹部（乳房再建時の使用する腹部皮弁の余剰

脂肪）から、脂肪細胞を採取する。ダルベッ

コ改変イーグル培地（Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium:DMEM）に 20％濃度の胎仔

牛血清（fatal bovine serum:FBS）および 40

μg/mL ゲンタマイシン（gentamicin）を添

加したものを基本培地とした。採取した脂肪

細胞は PBS（phosphate buffered saline）に

て十分に洗浄し、血管や結合組織などを除去

後、コラゲナーゼ処理を行った後、400×g １

分間遠心分離し、その浮遊物を１週間天井培

養する。これにより得た細胞群を ccdPAs と

して扱う。遠心分離後の沈殿物 SVF（stromal 

vascular fraction）を、通常培養したものを、

ASCs として扱う。 

 

 

 基本培地に 10mMβ-glycerophosphate、

50mg ascorbate、0.1mM dexamethasone を

添加したものを骨分化培地とした。我々は、

上記の３種野薬剤のいずれが欠けても骨分

化しにくいことも証明している。（2014） 

 ccdPAs を ASCs とともに、骨分化培地 

にて骨分化誘導する。２週間後に control 群

と OI（骨分化）群とに分け、それぞれ染色や

RT-PCR、蛋白活性や、DNA のメチル化を示

すエピジェネティクス解析などを行った。 

すべての研究はヘルシンキ宣言に尊守した。 
 
４． 研究成果 

 平成２６年、我々は ccdPAs が骨芽細胞に

も分化することを報告した。ccdPAs と

ASCs を骨分化誘導し、骨形成した細胞の

マーカーであるアルカリホスファターゼ染

色（ALP stain）を行い、以下のように

ccdPAs での骨分化が証明された。 

 

 

 石灰化を表す、アリザリン染色（AK 

stain）を行い、以下のように、石灰化が証

明された。 



 
 

ccdPAs は骨分化のマスターレギュレータ

ーである RUNX2 遺伝子発現が ASCs と比

べて有意に高いため、幹細胞としての潜在

能力が高いことが示唆された。 

m-RNA  RUNX2 

 

 また、骨の主要な細胞外マトリックスで

あるコラーゲン I の産生も ccdPAs におい

て ASCs と比べて優位差をもって高いこと

がわかった。 

m-RNA  COL1 

 

 

骨 形 成 に 関 連 し た 分 泌 の 中 で は

osteopontinの分泌が ccdPAsでASCsと比

べて有意に高値であった。 

 

 以上より、ccdPAs は骨分化することが証

明され、ASCs よりも骨分化し易いことが

わかった。では、なぜ ccdPAs は ASCs よ

り骨分化しやすいのか。それを明らかにす

るために、近年細胞分化の規定因子として

注目されているエピジェネティック修飾に

注目し、平成２７年報告した。 

 CpG island の DNA メチル化は主要なエ

ピジェネティック修飾のひとつであり、メ

チル化率が高くなるほどその遺伝子は発現

しにくくなる特徴がある。意外なことに骨

分化のマスターレギュレーターである

RUNX2 遺伝子のメチル化率は ASCs と

ccdPAs で有意な差を認めなかった。 

Epigenetics   Analysis  : RUNX2 

 

  

また、骨分化に関連しているオステオポン

チン、コラーゲン１，DLX5 遺伝子ともに

DNA メチル化率は ccdPA, ASC で優位差

を認めなかった 

Epigenetics Analysis :OPN/COL1/DLX5 



 

 

 骨分化の調節因子である ATF4 でメチル

化率が ASC と ccdPAs で有意に異なる

CpG アイランドが認められた。骨分化を促

進する蛋白である BMP2 のメチル化率は

むしろ ccdPAs で有意に高いことがわかっ

た。 

 Epigenetics  Analysis  :ATF4 /BMP2 

 

 

 ccdPAs は骨分化のレギュレーターのひ

とつである ATF4 が ASCs より発現しやす

いことが骨分化しやすいと理由のひとつと

考えられた。ATF4 により骨分化が促進さ

れ る こ と で 、 二 次 的 に RUNX2, 

osteopontin の発現が上昇している可能性

が考えられる。ATF4 だけで ccdPAs の骨

分化能が説明しうるかは不明であり、今後

さらなる検討を進め ccdPAs の骨分化能の

詳細を明らかにする必要がある。 
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