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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化は、ビタミンAの活性成分であるレチノイン酸、お
よび、細胞を取り囲む細胞外基質の「硬さ」により調節されている。細胞外基質の硬さを感知するセンサーとし
て働く接着斑タンパク質ビネキシンがレチノイン酸受容体(RAR)γと結合することから、レチノイン酸が「硬
さ」応答性と協調することで、幹細胞の分化を制御している、という仮説を考え検証した。ビネキシンの発現抑
制は、レチノイン酸による骨芽細胞分化マーカーの発現上昇を亢進し、仮説を支持した。ただ明確に解釈できな
い結果も得られた。今後さらにこの制御メカニズムについて検討すべきである。

研究成果の概要（英文）：Differentiation of mesenchymal stem cells can be regulated by either 
retinoic acid, an active metabolite of vitamin A, or stiffness of extracellular matrix (ECM). We 
previously reported that vinexin, a focal adhesion protein, is involved in sensing ECM stiffness. 
Given the association of vinexin with retinoic acid receptor, it is hypothesized that retinoic acid 
and ECM stiffness function cooperatively for regulating the differentiation of mesenchymal stem 
cells. We examined the effect of vinexin depletion on retinoic acid-induced differentiation. The 
result partly supports the hypothesis, but also suggests complicated regulation.

研究分野： 応用細胞生物学

キーワード： ビタミンA　脂肪細胞　細胞外マトリックス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
中高年男性の三人に一人が肥満(脂肪組織

の肥大)のため、代謝異常症の予備軍となるな

ど、肥満は日本人の健康に大きな問題となっ

ている。逆に畜産業においては幹細胞の脂肪

細胞への分化を促進させ、筋肉に効率よく脂

肪を交雑させる(霜降り肉)ことが望まれてい

る。このように幹細胞の脂肪細胞への分化を

制御することは非常に重要な課題である。 

細胞を取り囲むコラーゲンなどの細胞外基

質の硬さには、幹細胞が分化するための至適

な硬さがあることがわかってきた。軟らかい

(数 kPa)範囲では脂肪細胞への分化に至適で

あり、やや硬い(～10kPa）範囲やもっと硬い

(数 10kPa) 範囲ではそれぞれ筋芽細胞と骨

芽細胞への分化に至適である。申請者は細胞

と細胞外基質の接着部位に局在するタンパ

ク質ビネキシンとビンキュリンが硬さを感

知するセンサーであることを繊維芽細胞で

見いだし、ビンキュリンが脂肪細胞への分化

の「至適な硬さ」の調節に必要であることを

明らかにしている。 

ビタミン A は脂肪細胞への分化を抑制し、

筋芽細胞への分化を促進する。畜産業では、

ビタミン A 欠乏食による脂肪分化促進を利

用し、和牛(霜降り肉)の生産が行われている。

しかしビタミン A 欠乏による失明、浮腫など

が動物福祉の観点から問題となっている。ビ

タミン A の活性成分であるレチノイン酸は、

核内受容体であるレチノイン酸受容体 RAR

と結合して機能を発揮する。最近、申請者が

細胞外基質の硬さを感知するセンサーであ

ることを明らかにしたビネキシンが RAR の

一つ RARγと結合することが報告された。ま

た、RARγの核局在が細胞外基質の硬さによ

り調節される可能性も示唆されている。これ

らの報告は、レチノイン酸と細胞外基質の硬

さという性質の異なる要因が統合され、間葉

系幹細胞の脂肪細胞への分化を制御してい

るという全く新しい可能性を示すが、詳細は

不明である。 

 
２．研究の目的 
レチノイン酸経路と細胞外基質の硬さの感

知というシグナル経路が統合され、間葉系幹

細胞の脂肪細胞への分化を制御していると

いう仮説を検証するために、本研究ではレチ

ノイン酸(および RARγ)と ECM の硬さによ

る間葉系幹細胞の分化調節に関わるビネキ

シンととの関連について検討した。 

 
３．研究の方法 

(1)結合実験 

間葉系幹細胞として、本研究ではマウス間

葉系幹細胞株 10T1/2 細胞および ST2 細胞を

用いた。これら間葉系幹細胞内での RARγと

ビネキシンα、βとの相互作用について、精

製ビネキシンα、βを用いたプルダウンアッ

セイと共免疫沈降実験を行った。 

(2)細胞分化の条件、および分化の評価 

レンチウイルスを用いてビネキシンの発

現を抑制した間葉系幹細胞株 10T1/2、ST2

を作製した。この細胞をデキサメタゾン、イ

ンスリン、IBMX で 2 日間刺激し、その後イ

ンスリン含有培地で 4~8 日間培養すること

で細胞分化を誘導した。脂肪細胞への分化は、

脂肪酸結合タンパク質 aP2 と脂肪細胞分化

のマスター転写因子 PPARγの mRNA 発現

量を、骨芽細胞への分化はアルカリホスファ

ターゼ(ALP)の mRNA 発現量をリアルタイ

ム PCR で定量することで評価した。 
 
４．研究成果 

(1) ビネキシンと RAR 結合について 

ビネキシンと RAR の結合をまず in vitro プ

ルダウンアッセイで確認した。ビネキシンの

スプライシングバリアントであるビネキシ

ンαとビネキシンβを大腸菌で発現、精製し、

これを用いて 293T 細胞で発現させた RAR

を沈降させた。ビネキシンαはビネキシンβ

の領域に加え、N 末端側に 404 アミノ酸を含

む長いバリアントである。ビネキシンαおよ



びβは、3 種類のレチノイン酸受容体(RARα、

β、γ)をのうち、RARγをより多く共沈降

させた。ビネキシンαはビネキシンβより多

くの RARγを共沈降させた。  

次に間葉系幹細胞内でのビネキシンと

RAR の結合について、10T1/2 細胞を用いた

共免疫沈降実験で評価した。その結果、ビネ

キシンα、ビネキシンβともに RARγを共沈

降させたが、in vitro プルダウンアッセイと

同様、ビネキシンαの方が効率よく RARγと

共沈降した。これらの結果から、ビネキシン

αおよびβは間葉系幹細胞でRARに結合し、

機能することが示唆された。 

(2) レチノイン酸による分化制御へビネキシ

ンαが与える影響 

レンチウイルスを用いてビネキシンの発

現を抑制した 10T1/2 細胞を作製し、レチノ

イン酸とビネキシンが分化に与える効果を

調べた。細胞をシャーレに播種し、分化刺激

を加えるととも

にレチノイン酸

(1μM)を持続的

に添加したとこ

ろ、コントロー

ル細胞の aP2 発

現は抑制され、

ALP の発現は上

昇した(図)。この

レチノイン酸添

加の効果はビネキシン発現抑制細胞ではよ

り顕著に表れることがわかった。また、同様

の実験を軟らかい培養基板であるアミノカ

プロン酸アクリルアミドゲル上に細胞を播

種して行ったところ、同様の効果が見られた。

このことからビネキシンがレチノイン酸経

路を調節している可能性が示唆された。 

次にビネキシンの効果を確認するために、

ビネキシン発現抑制細胞にビネキシンを再

発現させた細胞を作成した。再発現細胞でア

ルカリホスファターゼなどの分化マーカー

の発現が一部の条件でレスキューされたが、

レスキューされない条件、指標もあった。 

 10T1/2 細胞で見られたビネキシンとレチ

ノイン酸経路との関連が細胞特異的か間葉

系幹細胞で普遍的にみられるものかについ

て検証するために、別の間葉系幹細胞株 ST2

を用いて同様の実験を行った。その結果、

10T1/2 細胞と同様にビネキシン発現抑制細

胞ではコントロール細胞に比べて脂肪細胞

マーカー(aP2、PPARg)の mRNA 発現量が低

く、また一方で ALP の mRNA 発現量が高か

った。この傾向は 2 種類のビネキシン発現抑

制細胞で確認された。一方で、ST2 細胞もビ

ネキシン再発現細胞を作成したが、再発現に

よるレスキューは一部の条件、指標で見られ

たが、レスキューしない条件、指標もあった。

これらの結果は、ビネキシンとレチノイン酸

シグナルが協調して細胞分化を制御してい

るという仮説を支持しているが、同時に複雑

な制御メカニズムが働いていることも示唆

している。今後さらに検討をすすめ、この複

雑な制御メカニズムを解明すべきである。 
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