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研究成果の概要（和文）：本研究において１１個の新規骨分化関連転写因子が選定された。また、

間葉系幹細胞の骨分化の初期からこれらの転写因子が相互作用してネガティブフィードバック

機構が働いていることが示唆された。選定された中で特に２個の転写因子は、間葉系幹細胞の

骨分化能判定マーカーとして有用であり、間葉系幹細胞を用いた骨再生医療の際の品質チェッ

ク用マーカーとして将来の医療に応用できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：I had identified eleven novel transcription factors that involves 
in human Mesenchymal stem cells (MSC) osteogenesis. Interaction of these factors might 
progress MSC osteogenic differentiation. Especially, factors which suppress osteogenic 
differentiation might show negative feedback toward osteogenic differentiation. Clinical 
application of these transcription factors, especially two factors, might be used for 
prognostic marker for osteogenic potential of MSC and may be useful for quality check 
before MSC transplantation in the future medicine. 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初の日本では他人からの他家

移植は受け入れられにくく、免疫反応や感染
等の危険性が少ない自己細胞のニーズが高
まっていた。しかし、間葉系幹細胞の分化能
は個人差が大きく、間葉系幹細胞を用いた骨
再生治療の失敗の原因の１つに、細胞株によ
っては骨分化能を有さない、あるいは骨分化
能が低いことが挙げられる。各細胞株の骨分
化能を判断するための幾つかの方法がある

が、いずれも最終的な判断を下すには長期間
の培養が必要である。 
また、間葉系幹細胞の骨分化に関連する遺

伝子の報告は数多くされているが、いまだそ
のメカニズムは完全には解析されておらず、
再生医療に科学的根拠を与えるためにもメ
カニズムの解析が必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究は骨分化初期に特異的に発現が亢
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進する転写因子を骨分化マーカーとして使
用し、骨分化能判定のための期間を短縮させ
るキットの開発を目的としている。 
また、これまでに骨分化の正の制御因子と

して RUNX2やその下流に存在する Osterixと
いった遺伝子が報告されているが、これらは
骨分化だけでなく軟骨分化や脂肪分化にお
いても発現が亢進する遺伝子であり、骨分化
特異的に発現が亢進する遺伝子に関する報
告は未だなされていない。本研究は骨分化特
異的に発現が亢進する遺伝子を明らかにし、
間葉系幹細胞の骨分化メカニズムを解析す
ることを目的としている。 

 
３．研究の方法 
 (1) 間葉系幹細胞を未分化状態、あるい
は骨・軟骨・脂肪、各分化誘導培地にて培養
し、分化２４時間後に回収した相補的 DNA、
さらに対照群としての線維芽細胞より回収
した相補的 DNAを用いて DNAマイクロアレイ
解析を行う。 
 
(2) DNA マイクロアレイの結果に以下の

５つの条件を適用し、間葉系幹細胞の骨分化
初期に特異的に発現する転写因子の探索を
行う。 
 
①骨分化誘導２４時間後の間葉系幹細胞で、
全ての株における発現レベルが Presentある
いは Marginalである遺伝子 
 
②線維芽細胞での遺伝子発現レベルが未分
化間葉系幹細胞と比較して２倍未満である
遺伝子 
 
③骨分化誘導２４時間後の間葉系幹細胞で
の遺伝子発現レベルが、未分化間葉系幹細胞
と比較して２倍以上の遺伝子 
 
④軟骨および脂肪分化誘導２４時間後の間
葉系幹細胞での遺伝子発現レベルが、未分化
間葉系幹細胞と比較して２倍未満である遺
伝子 
 
⑤Ingenuity Pathway Analysis（IPA）およ
び Database for annotation，Visualization 
and Integrated Discovery（DAVID）のデー
タベース検索により転写を調節する事が示
唆された遺伝子 
 
(3) 選定した転写因子に対する Small 

Interferring RNA（siRNA）をリポフェクシ
ョン法を用いて間葉系幹細胞に導入し、各遺
伝子の発現抑制が細胞に与える影響を以下
の項目に関して検討する。 
 
①リアルタイム PCRを用いた siRNAの効果判

定（ターゲット遺伝子のノックダウン効率の
検討） 
 
②DNA 定量を用いた細胞数のカウント（細胞
増殖への影響） 
 
③リアルタイム RT-PCRを用いたアルカリフ
ォスファターゼ（ALP）mRNA 発現レベルの変
化（ALP mRNAレベル） 
 
④ALP 酵素活性の定量（ALP 活性定量） 
 
⑤視覚的な石灰化度の確認（アリザリンレッ
ド染色） 
 
⑥細胞層中のカルシウム量の定量（カルシウ
ム定量 
 
(4) 選定した転写因子の骨・脂肪・軟骨

分化誘導時の遺伝子発現レベルの経時的変
化を、リアルタイム RT-PCR を用いて確認を
行う。 
 

 
４．研究成果 
 (1) DNA マイクロアレイの結果に研究の
方法(2)で示した５つの条件を適用した結果、
BRCA1 associated RING domain 1（BARD1）、
RAD51 homolog （ RAD51 ）、 transcription 
elongation factor B（TCEB2）、zinc fingers 
and homeoboxes 3 （ ZHX3 ）、 AT-binding 
transcription factor 1（ATBF1）、zinc finger 
and BTB domain containing 7A（ABTB7A）、
Kruppel-like factor 5（KLF5）、Kruppel-like 
factor 6（KLF6）、GLI-Kruppel family member 
GLI2（GLI2）、paired related homeobox 2
（ PRRX2）、 single stranded DNA binding 
protein 3（ SSBP3）、 SP110 nuclear body 
protein（SP110）以上の合計１２個の転写因
子を選定した。その中で GLI2 は既に間葉系
幹細胞の骨分化に関与するとの報告があっ
たが、他の１１個の転写因子に関しては間葉
系幹細胞の骨分化との関連は報告されてい
なかった。 
 
 (2) (1)で選定した１２個の転写因子の
中から、既に報告がされている GLI2 を除い
た１１個の転写因子に、間葉系幹細胞の骨分
化に重要な働きをするとの報告がある RUNX2
を加えた、合計１２個の転写因子に対する
siRNA を用いて研究の方法(3)の検討を行っ
た。 
 
①各転写因子に対して 2-3種類の siRNAを作
製してリアルタイム RT-PCR を用いて抑制効
率を検討した。最も抑制効率の高い siRNA を
以下の実験に用いた。 
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②各転写因子に対する siRNAが細胞増殖に及
ぼす影響を検討した。Negative controlと比
較して細胞増殖能が抑えられている実験群
があるが、細胞増殖がみられない実験群はな
かった。本研究で選定した転写因子は細胞の
増殖、および生存に必須ではないことが示さ
れた。 
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③アルカリフォスファターゼ（ALP）の mRNA
レベルでの発現の変化をリアルタイム
RT-PCRを用いて比較検討した。コントロール
と比較して、赤で示す SSBP3、ZBTB7A、KLF6
に対する siRNAは ALP mRNAの発現を亢進し、
青で示す BARD1、RAD51、TCEB2、PRRX2、Runx2、
ZHX3、KLF5、ATBF1、SP110に対する siRNA は
ALP mRNA の発現を抑制した。 

significant difference
on Day 4 or Day 7

t-test  ***  p<0.001
t-test  ***  p<0.01
t-test ***  p<0.05  

 
④ALP 酵素活性の変化を比較検討した。コン
トロールと比較して、赤で示す SSBP3、ZBTB7A、
KLF6に対する siRNAは ALP酵素活性を亢進し、
青で示す BARD1、RAD51、TCEB2、PRRX2、Runx2、
ZHX3、KLF5、ATBF1、SP110に対する siRNA は
ALP 酵素活性を抑制した。 
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⑤細胞層中のカルシウム沈着をアリザリン
レッド染色した。コントロールと比較して、
赤で示す SSBP3、ZBTB7Aに対する siRNAは染
色性が増加し、青で示す BARD1、RAD51、TCEB2、
PRRX2、Runx2、ZHX3、KLF5、ATBF1 に対する
siRNA は染色性が低下した。KLF6と SP110 に
対する siRNAはコントロールとの差がみられ
なかった。 



 

 

 

 
⑥細胞層中のカルシウム沈着量をカルシウ
ム定量法で比較検討した。コントロールと比
較して、赤で示す SSBP3、ZBTB7A に対する
siRNA は細胞層中のカルシウム量を増加させ、
青で示す BARD1、RAD51、TCEB2、PRRX2、Runx2、
ZHX3、KLF5、ATBF1 に対する siRNA は細胞層
中のカルシウム量を減少させた。KLF6 と
SP110 に対する siRNA はコントロールとの差
がみられなかった。 
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⑦研究成果(2)の②から⑥までの結果をまと
めた表を以下に示す。青枠で囲まれた siRNA
によって間葉系幹細胞の石灰化が阻害され
た、つまり生理的には石灰化に促進的に作用
していると考えられる転写因子と、赤枠で囲
まれた siRNAによって間葉系幹細胞の石灰化
が促進された、つまり生理的には石灰化に抑
制的に作用していると考えられる転写因子
に分類可能であった。このことは間葉系幹細
胞の骨分化の初期からネガティブフィード
バック機構が働いていることを示唆した。 

Gene

The effect of siRNA

Cell 
proliferation

ALP mRNA 
levels

ALP 
activity

Alizarin-red 
staining

Calcium 
content

BARD1

RAD51

TCEB2

ZHX3

KLF5

PRRX2

ATBF1

SP110

KLF6

ZBTB7A

SSBP3

RUNX2
 

 
⑧選定した転写因子が複数の細胞株におい
て、骨・脂肪・軟骨分化誘導時の実際の発現
量の変化をリアルタイム RT-PCR 法を用いて
検討した。グラフの黒は骨分化誘導、青は軟
骨分化誘導、赤は脂肪分化誘導時の各転写因
子の発現量の変化を示す。赤枠で囲まれた
ZHX3 と KLF6 は骨分化誘導時に特異的に発現
が亢進しており、この２個の転写因子が間葉
系幹細胞の骨分化能判定マーカーとして特
に有用であることが示唆された。 
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