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研究成果の概要： 
未分化間葉系細胞株Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２において、ＲＡは骨芽細胞分化マーカーであるである
タイプⅠコラーゲン、オステオカルシン、ＢＳＰには作用しない可能性があるが、初期骨芽細
胞分化マーカーであるＡＬＰをＢＭＰシグナルと協調的に促進させることにより、骨芽細胞分
化を促進することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
脂肪組織より採取した幹細胞（ADSC）骨再生
への組織工学的アプローチが様々な手法で
行われている。しかし現在のところ、その手
法が完全に確立されているとは言い難い。 
ADSC を骨芽細胞へと分化誘導する因子のひ
とつの候補として考えられるのがレチノイ
ン酸（RA）である。RA は、ビタミン Aの生理
活性を担う誘導体であり、細胞の分化を制御
する因子としての報告が多くなされている。 
分化過程における RA の分子作用メカニズムは
未だに不明であるが、RAが前脂肪細胞株の脂肪
細胞分化を抑制し、骨芽細胞分化を誘導するこ
とが報告されている。さらに RA は骨芽細胞分
化で主要な役割を演じるBMPシグナルと協調的
に骨芽細胞分化を誘導することも報告されて
いる。以上のことより、RAは脂肪細胞分化を抑
制し、骨芽細胞分化において主要な役割を演じ
るBMPシグナルと共に骨芽細胞分化を誘導する
因子であり、ADSCの骨芽細胞分化に有用である
可能性が高い。 
 
 
２．研究の目的 
骨再生へのアプローチの目的のためには、採

取した ADSC をより効率的に骨芽細胞へ誘導

させることが求められる。 

脂肪細胞分化を抑制し、骨芽細胞分化を促進

する因子である RA は骨芽細胞へ効率的に分

化を誘導させるために有効な可能性が非常

に高い。 

RA を有効かつ安全に作用させる為に、骨芽細

胞への分化については、分化マーカーへの影

響を BMP シグナルへの関与を中心に、また脂

肪細胞分化においても、脂肪細胞分化マーカ

ーへの影響を解明し、RA の分子作用メカニズ

ムの解明を目的とした。 

 

 
３．研究の方法 
未分化間用系細胞株 C3H10T1/2 を用い、RA

による脂肪細胞分化誘導の抑制作用および

骨芽細胞促進作用について検討を行う。 

(1)ALP 染色法を用いて RA による骨芽細胞

分化作用の検討および BMPシグナルとの骨芽

細胞分化への影響の検討を行う。 

(2)oil red O 染色を用いて脂肪細胞分化に

おいて主要な役割を行う PPARγ、C/EBPβ、

C/EBPδに対する RAの脂肪抑制作用について

検討を行う。 

(3)real-time PCR法を用いて骨芽細胞分化

マーカーである ALP,タイプⅠコラーゲン、オ

ステオカルシン、ＢＳＰに対する RA の遺伝

子レベルでの転写活性への作用の検討をお

こなう。また同時に BMP シグナルを作用させ

ることにより、シグナルの協調作用の検討を

行う。 

 
４．研究成果 
C3H10T1/2細胞はBMP2存在下でALP陽性の骨
芽細胞様細胞および オイルレッド O陽性の
脂肪細胞に分化誘導されることが報告され
ている。BMP2 存在下で、C3H10T1/2 細胞に RA
を添加すると、骨芽細胞分化はさらに促進さ
れた。一方、BMP2 によって誘導される脂肪細
胞分化は RA 添加により強く抑制された。（図
１）さらに BMP シグナルと RA シグナルの協
調作用の分子メカニズムを明らかにする目
的で、real-time PCR 法を用いて骨芽細胞分化マ
ーカーである ALP,タイプⅠコラーゲン、オス
テオカルシン、ＢＳＰに対する RA の遺伝子
レベルでの転写活性への作用の検討を行っ
た。 
その結果、RAはタイプⅠコラーゲン（図５）、
オステオカルシン（図６）、BSP の発現には影
響をおよぼさなかった。しかし ALP の遺伝子
レベルでの発現を促進し、さらに BMP2 と同
時に作用させることにより、さらに発現を促
進した。（図４） 
骨芽細胞分化において RA は ALP を強く促進
する作用を有すること、さらに BMP シグナル
と協調し、さらにその促進効果を強くするこ
とが示唆された。 
脂肪細胞分化において RA は C/EBPβ および
C/EBPδの過剰発現により誘導される PPARγ
発現および脂肪細胞の形成を抑制し（図２）、
PPARγ の過剰発現による脂肪細胞の分化誘
導をも強く阻害した（図３）。 
以上の結果より RA は C/EBPβ および C/EBP
δの作用を抑制することにより脂肪細胞分
化を抑制し、さらに PPARγ の発現と作用を
抑制することにより、脂肪細胞への分化を抑
制していることが示唆された。また、骨芽細
胞分化においては、骨芽細胞分化マーカーで
ある ALP を促進する因子でありその効果は
BMP シグナルと協調させることにより、効果
的に骨芽細胞分化を誘導する可能性が示唆
された。 
このことは脂肪組織由来幹細胞での効果的
な骨芽細胞分化誘導において、RA が使用でき
る可能性を有すると考えられる。 
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（図１） 
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