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研究成果の概要（和文）：細胞外マトリックス（ECM）は、組織発生過程で動的にリモデリングし、細胞機能を
制御している。本研究では、間葉系幹細胞（MSCs）の骨・脂肪分化過程のECMを模倣したマトリックスを作製
し、細胞機能に対するECMの影響を調べた。骨分化後期・脂肪分化初期、骨分化後期・脂肪分化後期マトリック
スは、MSCの骨分化を促進したが、脂肪分化は促進しなかった。骨分化初期・脂肪分化初期マトリックスは脂肪
分化を促進したが、骨分化は促進しなかった。骨分化初期・脂肪分化後期マトリックスは骨分化、脂肪分化とも
に促進しなかった。さらに、本マトリックスは、スケールアップ調製が可能でバイオマテリアルとしての有用性
も示された。

研究成果の概要（英文）：The extracellular matrix (ECM) is dynamically remodeled to regulate stem 
cell functions during tissue development. Here, we have prepared novel types of matrices that mimic 
the dynamic variation of ECMs by using simultaneous osteogenesis and adipogenesis of mesenchymal 
stem cells (MSCs). The matrices had different effects on differentiation of MSCs due to the 
different compositions depending on the differentiation stage. Late osteogenesis and early 
adipogenesis (LOEA) and late osteogenesis and late adipogenesis (LOLA) matrices promoted 
osteogenesis but not adipogenesis. Early osteogenesis and early adipogenesis (EOEA) matrices 
promoted adipogenesis but not osteogenesis. Early osteogenesis and late adipogenesis (EOLA) did not 
promote either osteogenic or adipogenesis. The tissue development mimicking matrices can be prepared
 at large scale and thus should be useful as versatile biomaterials.

研究分野：再生医工学
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１．研究開始当初の背景 
生体組織中の細胞は、細胞外マトリックス
を介して周囲の細胞と情報交換しながら生
体恒常性を維持している。細胞外マトリック
スは、幹細胞の分化および組織発生の段階に
応じて変化し、細胞の機能を調節している。
このようなダイナミックな変化を生体外で
模倣した細胞外マトリックスを再構築する
ことは、幹細胞研究および再生医療研究に対
してきわめて意義深い。組織発生を模倣した
マトリックスを用いて幹細胞の機能につい
て調べることは、幹細胞の組織分化における
細胞外マトリックスの役割解明につながる
とともに、再生医療のための新しい足場材料
の開発への貢献が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、骨髄由来間葉系幹細胞が骨芽
細胞と脂肪細胞に分化する際、段階的に変化
する細胞外マトリックスを模倣した「組織発
生模倣マトリックス」（図 1）を作製し、その
幹細胞の機能への影響を明らかにする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 骨・脂肪への同時分化段階を模倣した
組織発生模倣マトリックスの概念図。 
 
３．研究の方法 
本研究では、下記 4種類の二次元的な組織
発生模倣マトリックス（およびコントロー
ル）、及び三次元的な骨組織と脂肪組織模倣
型マトリックス多孔質材料を調製し、間葉系
幹細胞（MSCs）の機能への影響を比較した。 
 
① 骨分化初期・脂肪分化初期(EOEA：Early 
stage of Osteogenesis, Early stage of 
Adipogenesis) 

② 骨分化初期・脂肪分化後期(EOLA: Early 
stage of Osteogenesis, Late stage of 
Adipogenesis) 

③ 骨分化後期・脂肪分化初期(LOEA: Late 
stage of Osteogenesis, Early stage of 
Adipogenesis) 

④ 骨分化後期・脂肪分化後期(LOLA: Late 
stage of Osteogenesis, Late stage of 
Adipogenesis) 

 
（1）MSCs の骨芽細胞・脂肪細胞への同時分
化誘導 
まず、MSC の同時分化誘導を行うため、骨・
脂 肪 各 分 化 誘 導 培 地 を 種 々 の 割 合

(100/0-0/100)で混合した。また、分化誘導
因子未添加の増殖培地を幹細胞培地とした。
次に、MSC を細胞培養皿に播種し、上記の混
合培地で 7-21 日間培養することによって
骨・脂肪同時分化誘導を行った。 
骨分化の段階は、アルカリホスファターゼ
(ALP)染色、アリザリンレッド染色（ARS）、
および骨分化マーカーALP、骨シアロタンパ
ク質（ISBP）の遺伝子発現をリアルタイム PCR
法で解析することによって確認した。他方、
脂肪分化の段階は、オイルレッド-O(ORO)に
よる脂肪滴の染色、脂肪分化初期マーカーで
あるリポタンパクリパーゼ(LPL)の遺伝子発
現レベルによって確認した。 
 
（2）脱細胞化による組織発生模倣マトリッ
クスの調製 
（1）で調製したサンプルを脱細胞化するた
め、分化誘導培養後の培養皿を PBS で 2回洗
浄後、0.5% Triton X-100、20 mM NH4OH を含
む PBS 中で、37℃、5分間インキュベートし、
続いて 100 µg/ml DNase I、RNase A、37℃で
1 時間処理した。細胞成分の除去は細胞核お
よび細胞骨格アクチンの蛍光染色像より確
認した。 
 
（3）MSCs の接着・増殖に対する組織発生模
倣マトリックスの影響 
各組織発生模倣マトリックス表面におけ
る MSC を観察するため、増殖培地で 1日間培
養した後、アクチンフィラメントと細胞核を
染色した。また、細胞増殖性を評価するため、
1、2、4日間培養した細胞の代謝活性を WST-1
法により測定した。 
 
（4）MSCs の骨・脂肪分化に対する組織発生
模倣マトリックスの影響 
上記の各組織発生模倣マトリックスに、
MSC を播種し、骨分化誘導培地、および脂肪
分化誘導培地でそれぞれ培養した。骨芽細胞
への分化は、ALP 染色、ARS 染色によるカル
シウム沈着の検出、およびリアルタイム PCR
法による ALP、IBSP、オステオポンチン、RUNX2、
SP7 遺伝子の発現解析により評価した。他方、
脂肪細胞への分化は、脂肪滴のORO染色、LPL、
FABP4、FANS、PPARG、CEBPA 遺伝子の発現レ
ベルにより評価した。 
 
（5）三次元的な骨組織と脂肪組織模倣型マ
トリックス多孔質材料の調製と評価 
ポリ(乳酸-グリコール酸)/コラーゲン複
合メッシュに MSCs を播種し、脂肪分化誘導
培地と骨分化誘導培地を用いて、分化段階に
応じて 3 日～3 週間培養を行った。分化誘導
後、脱細胞化処理により多孔質構造をもつ脂
肪及び骨組織発生模倣型マトリックスを調
製した。また、マトリックスの成分を調べる
ために、得られた多孔質マトリックスをタイ
プＩコラーゲン、フィブロネクチン、ラミニ
ン、バーシカン、ビグリカンとデコリンの各



抗体で免疫染色した。さらに、脂肪及び骨組
織発生模倣型多孔質マトリックス中で MSCs
を三次元的に培養し、細胞接着、増殖及び分
化を調べた。 
 
４．研究成果 
（1）MSCs の骨芽細胞・脂肪細胞への同時分
化誘導（図 2） 
幹細胞培地で 7 日間培養した MSC は ALP、
ARS、ORO 染色ともに陰性で、骨、脂肪分化
の遺伝子は検出されず、未分化段階の細胞と
定めた。骨/脂肪 85/15 混合培地で 7 日間培
養した MSC は ALP 染色陽性、ARS、ORO 染色
が陰性のため、EOEA 細胞と定めた。50/50 混
合培地で 14 日間培養した MSC を EOLA 細胞、
95/5 混合培地で 21日間培養した MSCを LOEA
細胞、70/30 混合培地で 21 日間培養した MSC
を LOLA 細胞と定めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 段階的な MSCs の骨・脂肪同時分化誘導
スキームと培養条件（a）、ALP:アルカリホス
ファターゼ染色、ARS:アリザリンレッド染色、
ORO:オイルレッド-O 染色による分化段階の
確認。 
 
（2）脱細胞化による組織発生模倣マトリッ
クスの調製 
脱細胞化処理によって、細胞核、アクチン
の蛍光像が消失したことから、細胞成分が除
去されたことが確認された。また、脱細胞化
処理後のサンプルをクマシーブリリアント
ブルーで染色したところ、青色を呈したこと
から、タンパク質成分が残存していることが
確かめられた。 
次に、脱細胞化後のマトリックスをタイプ
I コラーゲン、フィブロネクチン、ビグリカ
ン等の抗体で免疫染色した（図 3）。その結果、
各分化段階でマトリックスの組成パターン
が異なることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 分化段階が異なる組織発生模倣マトリ
ックスの免疫染色像。COL I: タイプ I コラ
ーゲン、FN:フィブロネクチン、BGN: ビグリ
カン、DCN：デコリン、VCAN：バーシカン：
LAM：ラミニンの各抗体で脱細胞化マトリッ
クスを染色した。 
 
（3）MSCs の接着・増殖に対する組織発生模
倣マトリックスの影響 
各組織発生模倣マトリックス表面で培養し
た MSCs の形態と増殖を調べた結果を図 4 に
示す。 
MSC はいずれのマトリックス表面にも接着
した(図4a)。培養1日後の細胞の代謝活性（図
4b）の比較より、接着した細胞数は同程度で
あることがわかった。そして、培養時間の経
過にともない増殖することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 各組織発生模倣マトリックス表面で培
養した MSCs の形態（a）と増殖（b）。 
 
（4）MSCs の骨・脂肪分化に対する組織発生
模倣マトリックスの影響 
MSC の分化に対して、組織発生模倣マトリ
ックスの種類に応じて異なる効果が現れた。
カルシウム沈着（骨分化）への影響を図5に、
脂肪滴の形成（脂肪分化）への影響を図 6に
示す。 
その結果、LOEA と LOLA マトリックス材料
で培養したMSCにおけるカルシウム沈着量は
EOEA と EOLA マトリックス材料で培養した
MSCs より高かった。EOEA マトリックス材料
で培養した MSCs からはほかのマトリックス
材料で培養した MSCs より多くの脂肪滴を分
泌した。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 MSCsの骨分化に対する組織発生模倣マ
トリックスの影響。沈着したカルシウムを
ARS で染色し、定量化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 MSCsの脂肪分化に対する組織発生模倣
マトリックスの影響。脂肪滴を ORO で染色し
て定量した。 
 
また、リアルタイム PCR 法により解析した
骨分化関連遺伝子では、ALP の発現レベルは
EOEA≈EOLA＞LOLA ＞ LOEA であった。SPP1 と
RUNX2の発現レベルはEOEA≈EOLA > LOEA≈LOLA
であった。LOEA と LOLA マトリックス材料で
培養した MSCs の IBSP と SP7 の発現レベルは
EOEA と EOLA マトリックス材料で培養した
MSC より有意に高かった。 
他方、脂肪細胞分化マーカー遺伝子 FABP4、
FASN、PPARG、および CEBPA 遺伝子は、骨分
化・脂肪分化ともに初期のマトリックス
（EOEA）の場合に高い発現レベルを示した。
LPL の発現は 4 種類のマトリックス材料にお
いて同レベルであった。 
以上の結果より、各組織発生模倣型マトリ
ックスは MSCs の骨分化と脂肪分化に対して
異なる効果を示すことが分かった。LOEA と
LOLA マトリックス材料は MSCs の骨分化を促
進したが、脂肪分化を促進しなかった。これ
に対して、EOEA マトリックス材料は MSCs の
脂肪分化を促進したが、骨分化を促進する効
果がなかった。EOLA マトリックス材料は骨分
化、脂肪分化のいずれも促進しなかった。 
 

（5）三次元的な骨組織と脂肪組織模倣型マ
トリックス多孔質材料の調製と評価 
ポリ(乳酸-グリコール酸)/コラーゲン複
合メッシュで MSCs を三次元的に培養し、骨
分化及び脂肪分化を制御することにより、三
次元的な幹細胞多孔質マトリックス、脂肪分
化初期多孔質マトリックス、脂肪分化後期多
孔質マトリックス、骨分化初期多孔質マトリ
ックスと骨分化後期多孔質マトリックスを
作製した。これらの三次元的な多孔質マトリ
ックス材料はそれぞれ異なる成分を有した。
MSCs はこれらの多孔質マトリックス材料に
接着し、増殖した。脂肪滴の Oil Red O 染色
及びリアルタイムPCR法による脂肪細胞分化
マーカー遺伝子解析の結果、脂肪分化初期多
孔質マトリックスは幹細胞多孔質マトリッ
クス及び脂肪分化後期多孔質マトリックス
より、間葉系幹細胞の脂肪分化を促進した。
幹細胞多孔質マトリックス、骨分化初期多孔
質マトリックス及び骨分化後期多孔質マト
リックスも間葉系幹細胞の骨分化に対して
異なる効果を示した。 
 
以上より、本研究で得られた骨・脂肪への発
生段階を模倣したマトリックス材料は、細胞
-ECM間相互作用やECMの影響を調べるのに役
立つと考えられる。さらに、細胞の増殖及び
幹細胞の分化を制御できるため、培養基材や
再生医療のための足場材料の開発に貢献す
ることが期待できる。 
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