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研究成果の概要（和文）：強皮症患者で見られる皮下の石灰沈着症の機序について追究した。まず石灰沈着成分
は染色でハイドロキシアパタイトであることを確認した。病理では、沈着病変周囲に単核球が集まり、骨芽細胞
マーカーALPが陽性であった。病変組織を培養すると、CD90およびオステオカルシン陽性細胞が増殖した。石灰
成分も自発的に増加し続け、その中にALP陽性細胞が点在した。従って、組織中の間葉系細胞が骨芽細胞に分化
し、異所性に石灰成分を産生する機序が想定された。そこで、既存の治療薬を間葉系幹細胞から骨芽細胞へ分化
させる培養系に添加したところ、石灰化沈着およびその成分の細胞外マトリックス関連遺伝子発現が抑制される
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of subcutaneous calcification seen in 
scleroderma patients. First, it was confirmed by staining that the calcified component was 
hydroxyapatite. In pathology, mononuclear cells gathered around the deposited lesion and the 
osteoblast marker ALP was positive. When the calcified tissue was cultured, CD90 and 
osteocalcin-positive cells proliferated. The tissue also continued to increase spontaneously, and 
ALP-positive cells were scattered in it. Therefore, a mechanism was assumed in which the mesenchymal
 cells in the tissue differentiated into osteoblasts and ectopically produced the calcification 
component. Therefore, it was shown that when a well-used therapeutic agent was added to a culture 
system that differentiates mesenchymal stem cells into osteoblasts, calcification deposition and 
extracellular matrix-related gene expression were suppressed.

研究分野： 強皮症

キーワード： 強皮症　石灰沈着症　骨芽細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
強皮症の皮下石灰沈着症は、組織中の間葉系の細胞が骨芽細胞に分化して異所性に石灰成分を産生し、病態を形
成する機序であることが示唆された。これは、血管石灰化など他の異所性石灰沈着症と共通した分子機序を有
し、本研究の成果は間葉系幹細胞分野の進歩の一助になりうる。また、既存の薬物治療の効果は乏しく、アンメ
ットニーズとなっている。本研究で分子標的を明らかにすることで、有効性の高い治療薬の開発が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
人体では、骨以外の軟部組織にカルシウム塩が非生理的に沈着することがあり、石灰沈着 

症と呼ばれる。石灰沈着症は、膠原病の中では全身性強皮症（systemic sclerosis：SSc）で最
も多く見られ、SSc での頻度は 22%と、決して少なくはない。同症は激しい疼痛を伴ったり、沈
着部位の炎症から化膿性病変・潰瘍形成を引き起こすことがあり、著しく QOL を低下させる。石
灰沈着症は、組織障害、血管障害、虚血、年齢による組織変化等がその誘因と想定されているも
のの、SSc における石灰沈着機序を分子生物学的に追究した基礎的研究は検索しえた限り皆無に
近い。 
 SSc は、皮膚および諸臓器の線維化と末梢循環障害を特徴とする全身の結合組織疾患である。
その本態は、慢性的な組織障害、組織修復不全、そして線維芽細胞による代償的なリモデリング
である。申請者が所属する研究グループは、末梢血単球中の細胞集団が多分化能を有し、血管内
皮細胞、平滑筋細胞、線維芽細胞、骨芽細胞等の間葉系細胞へと分化転換する能力があることを
見出してきた。SSc の病変部では正常な組織修復機転が働かず、このような細胞集団が不完全に
分化転換し、リモデリングの病態を形成していることを示してきた。一方、血管石灰化に関して、
近年間葉系細胞である血管平滑筋細胞が骨芽細胞様へ形質転換することが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、SSc における異所性の石灰沈着症について、石灰沈着成分、産生細胞の由来、病

態機序を明らかにすることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
1) 材料 
①2013 年の米国リウマチ学会/欧州リウマチ会議の分類基準を満たし、身体所見および X線所見
にて石灰沈着症の診断がなされた SSc 患者 4例の石灰沈着症病変外科的摘出検体 
②骨髄由来間葉系幹細胞（PT-2501, Lonza）、間葉系幹細胞培養基本培地（PT-3001, Lonza）、骨
芽細胞誘導培地（PT-3002, Lonza） 
③minocycline（富士フィルム和光純薬） 
 

2) ハイドロキシアパタイト染色 
摘出検体のスタンプ標本の Alizarin Red S 染色と OsteoImageTM染色（PA-1503, Lonza）をキッ
トの手順に従って行った。 
 
3) 組織染色 
摘出検体のパラフィン包埋標本を、H.E.染色および ALP（alkaline phosphatase）抗体で染色し
た。 
 
4) 細胞培養および細胞免疫染色 
摘出検体を小組織片にカットし、DMEM 培地で培養した。組織片から生じた初代培養細胞を、フ
ィブロネクチンでコートしたチャンバースライド上で培養し、固定。CD34（ab81289, abcam）、
CD45（ab10558）、CD90（ab133350）、Osteocalcin（ab13418）の 4種類の抗体でそれぞれ固定し
た細胞を染色した。 
 
5) 間葉系幹細胞の骨芽細胞誘導 
間葉系幹細胞を基本培地でコンフルエントになるまで培養。次に、骨芽細胞誘導培地に置き換え
る際、同時に minocycline を 0, 1, 5μg/mL の 3つの濃度に振って添加し、培養を継続した。10
日目で mRNA を採取して遺伝子解析に使用し、21 日目で Alizarin Red S 染色を行い、染色の程
度から石灰化成分の産生を評価した。 
 
6) 遺伝子解析 
採取した mRNA は cDNA に変え、PCR array（applied biosystems）を用いて網羅的遺伝子解析を
行った。 
 
４． 研究成果 
 
1) 石灰沈着成分の同定 
まず、本研究の前提として石灰沈着成分の同定を行った 4例の SSc 患者から摘出した石灰沈着



組織からスタンプ標本を作成し、Alizarin Red S と OsteoImageTMで染色したところ、本成分は
ハイドロキシアパタイトであることが確認された。 
 

2) 石灰沈着部分の組織染色 
通常の人体では石灰成分が生じえない箇所であるため、異所性に沈着していることになる。そ

こで、まずは 4例の SSc 患者由来の石灰沈着摘出組織のパラフィン標本を作成し、H.E.染色を行
った。すると、どの組織の石灰沈着部分でも、ヘマトキシリン陽性のハイドロキシアパタイト沈
着部分の周囲に、単核球の集簇を認めた（図 1）。さらに、これらの単核球細胞は ALP で染色さ
れた。 
 
3) 石灰沈着組織摘出検体の初代培養細胞の細胞免疫染色 
4 例のうち 1 例では膝関節に石灰沈着があり、膝関節人工置換術時に皮膚、皮下脂肪、滑膜、

腱、靭帯、半月板、骨、骨髄を膝関節の手術時に採取した。この摘出組織を組織片にカットして
初代培養を行い、固定して間葉系マーカー（CD90）、血球マーカー（CD34、CD45）、骨芽細胞マー
カー（Osteocalcin）で染色した。いずれも CD90 が染色され、石灰化を伴った組織由来の培養細
胞は Osteocalcin も染色された。 
 
4) 石灰沈着組織摘出検体の初代培養細胞の石灰成分産生の確認 
膝関節に石灰沈着を認めた 1 例から摘出組織のうち、半月板は石灰沈着がある部分とない部

分を採取できたため、両方の組織片を培養した。石灰沈着のある組織からの培養では、経時的に
石灰沈着が蓄積していき、顕微鏡で拡大すると個々の細胞表面に沿って石灰の vesicle が沈着
していることが見られた（図 2）。一方、沈着のない部分からの培養では石灰沈着は認められな
かった（図 3）。さらに、石灰沈着のある組織由来の培養細胞で ALP 染色を行ったところ、染色
される細胞が点状に観察された（図 4）。しかし、それらの細胞は分裂・増殖をしないため、クロ
ーニングはできなかった。 
 

5) 間葉系幹細胞からの骨芽細胞誘導に対する治療薬の効果の検討 
間葉系の細胞から異所性に骨芽細胞のマーカーを発現する細胞が存在し、石灰成分が自発的

に産生され続ける培養系にそれらが存在することが明らかとなった。そこで、そのモデルとして
間葉系幹細胞からの骨芽細胞誘導系を用い、治療薬の 1 つである minocycline の添加による石
灰化成分抑制効果を検討した。骨芽細胞誘導から 21日目に Alizarin Red S 染色で評価したと
ころ、治療群の 1μg/mL では抑制効果は見られなかったが、5μg/mL では 0μg/mL と比較して抑
制効果が見られた。また 10 日目に採取した mRNA を用いて網羅的遺伝子発現解析を行ったとこ
ろ、骨形成モジュールの中では、type I collagen α1（GAPDH 補正 fold change 0.65）、SPP1
（fold change 0.71）、type I collagen α2（fold change 0.78）と細胞外マトリックスの産生
低下が示された。一方で、骨芽細胞分化の早い段階から発現し、これら細胞外マトリックスの主
な上流のマスター遺伝子である RUNX2（fold change 1.09）、MSX1（fold change 0.95）の発現
には変化は見られなかった。 
 
6) 考察 
SSc における異所性の石灰沈着症については、これまでほとんど基礎的な研究はなされていな

かった。そこで、まず前提として石灰沈着成分について 2種類の染色法で検討を行い、ハイドロ
キシアパタイトであることを確認した。次に、本来組織中に存在しないハイドロキシアパタイト
が産生させる機序として、異所性に組織中の多分化能を有する幹細胞が、何らかの刺激によって
骨芽細胞に分化する機序を想定した。まず病理組織を観察したところ、石灰成分の周囲に単核球
の浸潤を認め、これらが骨芽細胞マーカーである ALP 陽性であることを確認した。 
次に、今回採取した病変部の石灰沈着組織の組織片を培養すると、自発的に石灰成分を産生し

続けることを見出した。加えて、その中に ALP 陽性細胞が点在することを確認した。さらに、そ
の組織が血球系由来から間葉系由来かを調べるため免疫染色を行ったところ、CD90 陽性で間葉
系であることがわかり、さらに石灰化成分を産生する細胞では Osteocalcin が陽性であった。す
わなち、間葉系由来でかつ骨芽細胞の形質を有する細胞が培養されたことが明らかとなった。従
って、本来存在しない骨芽細胞が組織中で出現し、石灰化成分を産生することが示された。これ
は、組織中の多分化能を有する細胞集団が、外的刺激によって骨芽細胞様細胞に分化した可能性
が考えられる。 
 そして、この病態を制御する治療標的を明らかにすべく、間葉系幹細胞からの骨芽細胞誘導培
養系をモデルとして用い、治療薬の 1 つとして使用される minocycline の添加による石灰化成
分産生抑制効果を検討した。Alizarin Red S 染色の評価にて、5μg/mL では 0μg/mL と比較し
て抑制効果が見られた。また、骨芽細胞分化の最終生成物として知られる type I collagen や
SPP1 といった細胞外マトリックス遺伝子の抑制は確認できた。一方で、骨芽細胞の早い分化段
階から発現し、これらが、その上流のマスター遺伝子である RUNX2、MSX1 の発現抑制は確認でき
なかった。これらは遺伝子発現ではなく、リン酸化のような機能的な機序で下流の遺伝子発現を
促進する可能性が示唆された。今後、これら 2つのマスター遺伝子よりさらに上流の細胞内シグ
ナル伝達に着目して病態を明らかにする必要があると考えられた。 



 
7) まとめ 
SSc における石灰沈着症は、間葉系の細胞集団の一部が異所性に骨芽細胞に分化し、病態形成

に寄与することが示された。 
 
 
図 1 SSc 患者の石灰沈着膝関節の滑膜組織の H.E.染色（×40）。画像下半分にはヘマトキシリ
ン陽性のハイドロキシアパタイトが沈着している。その周囲（画像上半分）には単核球の集簇が
見られる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 SSc 患者の石灰沈着膝関節の半月板由来の初代培養細胞、およびその細胞から自発的に産
生される石灰成分（×100） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3  SSc 患者の石灰沈着膝関節の半月板で、石灰沈着のない組織片（左）と、石灰沈着のある
組織片（右）の培養 28日後の肉眼所見  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 図 3の石灰沈着のある組織片を培養し ALP 染色後の肉眼所見 
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