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研究成果の概要（和文）：成熟脂肪細胞が分泌するラミニン-411 およびその部分構造がヘパリ

ン結合性増殖因子と競合的に細胞膜表面受容体であるシンデカンに結合することにより、

FGF-2 の増殖刺激を遮断し、近隣の間葉系幹細胞の脂肪分化を抑制するというモデルを提唱し

た。また、再生医療に応用可能なラミニンの量産系構築には、トリパノソーマ原虫である

Leishmania tarentolae のタンパク質発現系が有用であることを示した。 

 
 

研究成果の概要（英文）：We proposed a model in which the cryptic α4 LG4-5 fragment derived from 

laminin-411 inhibits de novo adipogenesis by modulating the effect of FGF-2 through syndecans. The 

establishment of a mass-production system for recombinant laminins using non-pathogenic Leishmania 

tarentolae will be useful for cell biology and tissue engineering applications.  
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１．研究開始当初の背景 

 再生医学の強化のために多くの国家予算
が投入され高水準の研究成果が挙がってい
るが、これらの研究は移植に用いる幹細胞を
重視し、細胞外マトリックスの視点を欠落し
ている。動物組織は細胞だけで形成されてい
るのではなく、細胞と細胞外マトリックスの
相互作用で構築されている。特に再生医療の
至近標的である間葉系組織では、組織特異的
な細胞外マトリックス分子が作る網目構造

の中に細胞が浮かんでいるのが実像である。
我々は、マウス EHS 腫瘍から可溶化したマ
トリゲルと呼ばれる基底膜成分（ラミニン
-111 が主成分）をマウス皮下に注入すると、
内在性幹細胞が活性化して、骨、筋肉、軟骨
や脂肪を新生させることを発見し、幹細胞を
移植しなくても細胞外マトリックスを注入
するだけで内在性幹細胞の遊走、増殖と分化
を制御して組織再建を操作できることを示
した。そこで本研究では、幹細胞の増殖、分
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化、遊走に強く作用するヒト型ラミニンの機
能構造を明らかにし、酵母系で量産してその
効果と安全性の評価を試みた。 

 

２．研究の目的 

 15 種類以上存在するラミニンの中で、我々
は間葉系細胞が産生するラミニン -411 

(411)に注目して研究を進めてきた。そこ
で間葉系幹細胞に作用するラミニンの機能
構造を明らかにし、再生医療に応用すること
を目的に、おもに以下の 3 点の研究テーマを
設定した。 

(1) 脂肪新生を抑制するラミニン4 鎖 G 領
域断片の作用機構の解明、(2) 医薬応用を見
据えたラミニン量産系の構築、(3) 脂肪組織
由来幹細胞の再生医療への臨床応用 

 

３．研究の方法 

(1) マトリゲルと線維芽細胞増殖因子 

(FGF)-2 をマウス皮下に注射して脂肪新生を
誘導する系において、ラミニン4 鎖の G 領
域断片が脂肪新生を抑制する分子メカニズ
ムを生化学的手法にて解析した。 

(2) ヒト型ラミニンの量産系を構築するため、
分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）の
発現系、無細胞タンパク質合成系を用いて、
ラミニン鎖会合機構を解析した。また、トリ
パノソーマ原虫（Leishmania tarentolae）
の発現系を用いて、ラミニン量産系の構築を
試みた。 

(3) 脂肪組織由来幹細胞の骨粗鬆症治療への
臨床応用を目指し、小型動物用骨塩量測定装
置を用いて基礎的研究を行った。 

 
４．研究成果 
(1) ラミニン4 鎖 G 領域の脂肪新生抑制効
果は、G 領域全体 (LG1-5)を加えた場合より
もその部分構造である LG4-5 領域で顕著で
あり、脂肪細胞が分泌するラミニン-411 から
4 鎖の G 領域が切断されて、脂肪前駆細胞
または血管内皮細胞に働きかけて脂肪新生
を抑制するというメカニズムが示唆された。
その活性中心は LG4 モジュールの中にあり、
その受容体であるシンデカン-2 および-4 の
抗体をこの系に添加すると同じく脂肪新生
が抑制されることを見出した（図１）。これ
らの結果より、「脂肪分化に伴って発現する
ラミニン4鎖から切断されるLG4-5領域が、
ヘパリン結合性増殖因子と競合的にシンデ
カンに結合して、成熟脂肪細胞の近隣の幹細
胞を増殖刺激から遮断している。」というモ
デルを提唱した。 

 

(2)（株）島津製作所との共同研究により、昆
虫細胞由来無細胞タンパク質合成系を用い
て、短腕領域を欠失したヒト型ラミニン-332 

(332)の各構成鎖を共発現し、ジスルフィ
ド結合で安定化された三量体である「ミニ・
ラミニン」の合成に成功した。 

 一方、酵母発現系でのラミニンの量産系構
築は困難であったため、原生生物である L. 

tarentolae のタンパク質発現系を採用した。L. 

tarentolae は原生動物のキネトブラスト目に
属し、翻訳後修飾も哺乳動物のそれに近いこ
とが知られていることから、まず最小サイズ
のラミニンであるヒト・ラミニン-332 の量産
系構築を試みた。ヒト・ラミニン-332 を構成
するラミニン3、3 および2 鎖遺伝子の全
長 cDNA をそれぞれ異なる選択マーカーを
もつ発現ベクターに挿入し、順次、 L. 

tarentolae 細胞に導入して安定形質導入株を
単離した。この細胞株におけるラミニン各鎖
のタンパク質の発現を解析したところ、培地
中に--三量体が分泌されていることを
確認した。鎖に付加した FLAG タグを利用
して、アフィニティー精製を行ったところ、
培地 1 L あたり 550 g の収量が得られ、これ
は動物細胞発現系で得られる収量とほぼ同
等であった。細胞接着活性を指標にして、動
物細胞から精製したラミニンと活性を比較
したところ、同等の活性を保持していた。こ
れらの結果から、L. tarentolae のタンパク質発
現系が、ラミニンの大量生産に有用であるこ
とを示した。 

 
(3) 骨粗鬆症モデルマウスとして知られる
OCIF (osteoclastgenesis inhibitory factor) / 

OPG (osteoprotegerin)ノックアウトマウス
に、同じ遺伝的背景を持つマウスの脂肪組織
から採取して体外培養した間葉系幹細胞を
尾静脈注入したところ、低下していた骨密度
が上昇する傾向が観察された。また別の骨粗



 

 

鬆症モデルである卵巣摘出マウスでも同様
の傾向が見られた。これには投与した幹細胞
が実際に骨細胞に分化した結果である場合
と、幹細胞が骨芽細胞を活性化（破骨細胞の
分化抑制）した場合が考えられるが、詳細な
メカニズムはまだ分かっていない。 
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