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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまでに、骨芽細胞が、死細胞をコアとして石灰化を誘導することを報告
している。本研究において、私たちは、死細胞に結合する血清タンパク質の中に、石灰化を制御する分子がある
と仮説を立て、その検証を行った。死細胞の石灰化誘導を行い、死細胞に結合したタンパク質を質量分析法によ
り解析した結果、死細胞にのみ結合しているタンパク質を、複数同定した。その中でもセルピンファミリー分子
に着目し、石灰化能への影響を解析した。その結果、一つのセルピンファミリー分子の過剰発現が、骨芽細胞分
化に伴う石灰化を促進しうることが明らかとなった。本分子が血清中に含まれる石灰化制御分子であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：It is believed that osteoblasts induced bone mineralization via release of 
matrix vesicle.  We reported that necrotic and apoptotic cells also serve as nuclei for 
calcification on osteoblastic differentiation of human mesenchymal stem cells (hMSC) in vitro. In 
this study, we investigated regulatory molecular mechanism of calcification on osteoblastic 
differentiation of hMSC in vitro.  We identified various molecules binding to necrotic dead cells 
under calcification medium containing fetal bovine serum using mass spectrometry.  The gene cloning 
of calcification related candidates was performed. Overexpression of one of the candidates promoted 
the calcification on osteoblastic differentiation of hMSC in vitro suggesting that the molecule in 
serum has a role on calcification by osteoblasts.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血清中において石灰化を誘導する分子を同定することで、新たな石灰化制御タンパク質の証拠を提示する重要な
意義を持つ。また、動脈硬化や軟骨内骨化における石灰化においても、本研究にて明らかになった分子の関連が
予想され、骨粗鬆症や骨形成不全症の改善や、異所性石灰化の治療にも応用できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
交通事故などによる重度の骨折や、糖尿病や薬剤の副作用による骨壊死などで骨を欠損する患
者に，骨欠損を治療できる医療が求められている。間葉系幹細胞は、加わる刺激により、骨芽
細胞、軟骨細胞、脂肪細胞などの異なる機能を持った細胞に分化できるため、骨再生医療の分
野で期待されている。  
骨髄間葉系幹細胞から分化した骨芽細胞は、骨形成に重要な石灰化を、基質小胞の分泌を介し
て誘導すると考えられている。基質小胞は、細胞膜で囲まれた小胞で、石灰化開始の場として
の役割を持つ。この小胞には、アルカリホスファターゼ、Pit1、Annexin-Vなどの石灰化を促
進するタンパク質が存在することが報告されている。  
代謝が盛んな骨組織では、骨芽細胞が骨基質表面に単層で高密度に接着しており、骨髄間葉系
幹細胞の骨芽細胞誘導系や単離骨芽細胞による石灰化などの in vitroの実験系でも、高密度細
胞培養がしばしば取り入れられている。私たちは、骨形成機構において、この骨芽細胞系列の
高密度状態が石灰化に何らかの役割を持つのではないか、と考えた。また，通常の細胞を高密
度で培養すると、しばしば細胞死が観察されることがある。長管骨における軟骨内骨化の場で
は細胞死が単なる骨細胞と入れ替わるためのものではなく、石灰化そのものに関与しているの
ではないかと考えた。これらの着想を元に、私たちは、骨芽細胞系列による石灰化機構におい
て、死細胞が何らかの役割を持つ可能性があると考えた。 
まず、ヒト骨髄間葉系幹細胞の培養細胞を骨芽細胞誘導培地にて高密度培養をした結果、石灰
化に先行して、多くの死細胞の誘導が認められた。この細胞死の阻害は、石灰化を顕著に抑制
した。さらに、細胞死の誘導は、石灰化を促進した。これらの結果は、骨髄間葉系幹細胞の骨
芽細胞分化系における石灰化で、死細胞が重要な働きを持つ事を示している。申請者らは、死
細胞が高濃度の FBSによって石灰化することを見出した。そして、加熱処理した FBSでは石
灰化が誘導されないことを明らかにした。これは、血清中に石灰化に関連する熱感受性の分子
が存在することを示唆する。これに関して、石灰化を制御する血清タンパク質については十分
に明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
血清中に含まれる石灰化誘導タンパク質を同定するため、血清とインキュベートして石灰化す
る死細胞中に含まれるタンパク質の中で、量的変化を示すタンパク質を検索し、このタンパク
質を、骨芽細胞系列による石灰化の系に作用させ、石灰化に対する影響を解明することを、本
研究課題の目的とした。 
 
３．研究の方法 
高濃度 FBSにて石灰化反応後の死細胞を回収し、SDS-PAGEにより分離するかそのままアク
リルアミドゲルに封入した。その後 in gel digestionし、LC-MSシステムにより分離・同定を
おこなった。pFLAG-CMV5.1に、制限酵素 SalIおよび EcoRIにて、セミブラントエンドを作
製し、標的分子を制限酵素サイトを持ったプライマーを用いた PCR にて増幅し、クローニン
グを行った。骨髄間葉系幹細胞株 hMSC12 へのトランスフェクトは、リポフェクション試薬
Fugene HDを用いて行った。βグリセロリン酸、アスコルビン酸を含む alpha MEMを骨芽
細胞分化培地として分化誘導を行った。石灰化の評価は、アリザリンレッド染色もしくはカル
セイン染色にて行い、それぞれ吸光プレートリーダーもしくは蛍光プレートリーダーにて定量
化した。 
 
４．研究成果 
血清中に含まれる新規石灰化因子探索のため、ヒト間葉系幹細胞を凍結融解して死細胞を作製
後、血清存在下非存在下で反応を行った。これらを SDS-PAGE により分離した結果、血清存
在下で死細胞に結合したタンパク質と推測されるバンドが複数検出された。このバンドを切り
だし、in gel digestion後、質量分析により同定し、石灰化関連因子の候補分子とした。また、
SDS-PAGEは巨大分子や 10kDa以下の分子の分離には適さない。これらの分子の中からも候
補分子を得るには、SDS-PAGEによる分離ではなく、直接トリプシン消化後、液体クロマトグ
ラフィーで分離すれば解決することを見出した。そこで、石灰化反応後の死細胞を回収し、そ
のままアクリルアミドゲルに封入した。その後分離をせずに in gel digestionし、LC-MSシス
テムにより分離・同定をおこなった。以上より複数の石灰化候補分子を同定した。次に、複数
の候補分子の遺伝子クローニングを行った。骨芽細胞の前駆細胞である骨髄間葉系幹細胞株に
候補分子の遺伝子を発現させるため、それぞれの遺伝子を Mammalian FLAG Expression 
vector pFLAG-CMV5.1にクローニングした。石灰化誘導候補分子 Serpin H1、Serpin A5を、
リポフェクションにて間葉系幹細胞に強制発現し、骨芽細胞に分化誘導し、石灰化を解析した
結果、Empty vectorをトランスフェクトした間葉系幹細胞に比べ、Serpin A5をトランスフェ
クトした間葉系幹細胞では、石灰化が促進された。以上の成果により、死細胞結合タンパク質
Serpin A5には石灰化促進能があることが示唆された。 
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