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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）は生体内の様々な組織に存在し、骨、軟骨、脂肪などの組織に
分化することができる。異なる組織中に存在するMSCは、発生学的起源の違いにより異なる特性を示すことが報
告されている。顎骨骨髄中に存在するMSC(MBMSC)は、脂肪細胞にほとんど分化しないことが明らかとなっている
が、MBMSCの脂肪分化抑制メカニズムは十分に解明されていない。本研究によって、脂肪分化誘導によるNOX4由
来のROS産生増加の抑制がMBMSCの脂肪分化能の低下を引き起こす可能性があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) are present in various tissues within the body
 and have the ability to differentiate into tissues such as bone, cartilage, and fat. It has been 
reported that MSCs present in different tissues exhibit distinct characteristics due to differences 
in their developmental origins. MSCs found in the maxillary/mandibular bone marrow (MBMSCs) have 
been shown to hardly differentiate into adipocytes, but the mechanism of adipogenic differentiation 
suppression in MBMSCs has not been fully elucidated. This study revealed that the suppression of ROS
 production derived from NOX4 during adipogenic induction might lead to a decrease in the adipogenic
 differentiation potential of MBMSCs.

研究分野： 歯科補綴学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、脂肪分化誘導によるNOX4由来のROS産生増加の抑制がMBMSCの脂肪分化能の低下を引き起こす可
能性があることが明らかになり、MBMSCの組織特異的な特性を解明するための重要な手がかりとなった。従っ
て、本研究は学術的・社会的意義の高いものである。

※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 

間葉系幹細胞（MSC）は様々な組織に存在し、骨、軟骨、脂肪などの中胚葉由来組織に分化す
ることができます。発生学的起源の違いにより、MSC は異なる組織で異なる特性を示します。私
たちは以前、上顎骨/下顎骨髄に MSC が存在し、これらの細胞（MBMSC と呼ばれる）が脂肪細胞
にほとんど分化しないことを報告しました。 

MSC の脂肪分化は、未分化 MSC が脂肪細胞系統（前駆脂肪細胞）に分化し、その後前駆脂肪細
胞が成熟脂肪細胞に分化するという複雑なプロセスによって制御されています。C/EBPβ、
C/EBPδ、Ebf-1 は、未分化 MSC から前脂肪細胞への分化における重要な転写因子である。これ
らの転写因子は、PPARγ および C/EBPαの発現を調節し、脂肪分化を開始する。PPARγおよび
C/EBPα は、さまざまな脂肪細胞代謝因子の発現を促進することにより、未熟脂肪細胞から成熟
脂肪細胞へのプロセスに関与する重要な転写因子である。しかし、MBMSC の脂肪分化能が抑制さ
れるメカニズムは十分に解明されていない。 
細胞の生命活動を維持するためにはエネルギーが必要となる。そのエネルギーを産生するた

めには、必要量の栄養を取り込み代謝する必要がある。細胞機能を維持するために必要なエネル
ギー量は細胞によって異なり、細胞分化や形質転換等の細胞機能が大きく変化する際には、包括
的なエネルギー代謝機能の転換が起こるといわれている。しかし、MBMSC における脂肪分化制御
におけるエネルギー代謝の関与は不明である。 
ミトコンドリア機能の活性化は、幹細胞分化の調節に重要である。脂肪分化の誘導により、ミ

トコンドリアのエネルギー産生が解糖から酸化的リン酸化に移行し、ミトコンドリア機能が活
性化される。脂肪形成の誘導により、ミトコンドリアの膜電位と生合成が増加し、これらはミト
コンドリア活性の重要な指標である。さらに、ミトコンドリア機能の活性化により ATP 産生が誘
導され、その結果、ATP 産生の副産物である活性酸素種 (ROS) が大量に生成される。細胞内 ROS 
が過剰になると細胞の損傷や機能不全を引き起こすが、基礎 ROS レベルを低く抑えることは、細
胞機能の維持に必要かつ有益である。さらに、ROS は脂肪形成の調節に役割を果たしており、Nox4
のノックダウンにより、MSC における ROS 産生と脂肪分化が抑制される。さらに、外因性 H2O2

処理は、3T3-L1 前脂肪細胞における C/EBPβおよび PPARγ発現を増加させることで脂肪分化を
促進する。しかし、MBMSCの脂肪分化におけるミトコンドリア機能と ROS の役割は不明のままで
ある。 

 
２．研究の目的 

本研究では、MBMSC の分化制御メカニズムを細胞内エネルギー代謝変化の面から解析をおこな
い、脂肪分化制御機構におけるエネルギー代謝変化の役割を評価する。また、MBMSC の脂肪分化
能力が低いのは、脂肪形成分化中のミトコンドリア機能と ROS 産生の抑制による可能性がある
という仮説を立て、MBMSCと IBMSC の脂肪分化中のミトコンドリア機能活性化と ROS 産生の違い
を評価し、MBMSC の脂肪形成制御の根底にあるメカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)MBMSC の採取および細胞培養 
MBMSC の採取は、鹿児島大学病院臨床研究倫理委員会の承認を得て（承認番号：170263 疫 課

題名：「ヒト口腔組織由来骨原性細胞の分離、同定と骨再生療法の開発」）、インプラント手術の
際に患者の同意のもとで骨髄液を採取した。IBMSC は Lonza 社より購入したものを使用した。
MBMSC および IBMSC は 10%ウシ胎児血清含有のα-MEM 培地を用いて培養をおこなった。 
(2)MBMSC および IBMSC の分化能比較  

MBMSC および IBMSC に対して、脂肪分化誘導をおこない、脂質の蓄積を Oil-Red O 染色によっ
て評価した。 
(3)脂肪分化制御分子発現の評価 
脂肪分化制御因子として、初期分化転写因子（C/EBPβ, C/EBPδ）、後期分化転写因子（PPAR

γ, C/EBPα）発現を定量的リアルタイム PCR によって評価した。 
(4)乳酸産生量評価 

MBMSC および IBMSC において、脂肪分化誘導に伴う乳酸産生量の変化を評価した。 
(5)ミトコンドリア機能評価 
脂肪分化誘導に伴うミトコンドリア機能活性化の評価を、ミトコンドリア膜電位の定量、ミト

コンドリア DNA 数の測定、ミトコンドリア生合成関連遺伝子発現によって評価した。 
(6)細胞内活性酸素種（ROS）測定 
脂肪分化誘導に伴う細胞内 ROS 産生の変化を ROS assay kit を用いて評価した。 

(7)NOX4 過剰発現による MBMSC の脂肪分化に与える影響の評価 
NOX4 遺伝子を過剰発現した MBMSC に脂肪分化誘導をおこない、脂肪分化制御遺伝子発現と脂

質蓄積に与える影響を Oil-Red O 染色によって評価した。 
(8)細胞内 ROS 産生誘導による脂肪分化に与える影響の評価 

ROS産生誘導剤のメナジオン添加によって MBMSCの ROS産生を増加させた際の脂肪分化に与え



る影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)MBMSC と IBMSC の脂肪分化能比較 
 IBMSC と MBMSC を 5 株ずつ用いて脂肪分化能の評価をおこなった。MBMSC は IBMSC に比べて有
意に脂質蓄積が低いことが明らかとなった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)脂肪分化制御因子発現比較 
 MBMSC は脂肪分化が負に制御されていることから、どのような分子メカニズムによって調節さ
れているかを明らかにするために、脂肪分化に重要な転写因子発現を評価した。 

IBMSC は脂肪分化誘導により、C/EBPβお
よび C/EBPδ、Ebf-1 の有意な発現上昇が誘
導されるが、MBMSC では有意な変化がない
（図 2A）。さらに、PPARγ, C/EBPαも同様
に、MBMSC では有意な発現上昇は認めなかっ
た（図 2A）。PPARγおよび C/EBPαは C/EBP
βおよび C/EBPδによって発現や転写活性
が調節されることが報告されているため、
MBMSC における脂肪分化の負の制御機構に
おいて、分化早期転写因子発現の抑制が重要
なファクターである可能性が示唆される。 
 
(3)脂肪分化に伴う乳酸産生比較 

MBMSC における低脂肪分化能におけるエネルギー代謝変化の影響を評価するために、脂肪分化
誘導に伴う乳酸産生量の比較をおこなったが、IBMSCと MBMSC において有意な乳酸産生量に変化
を認めなかった。 
 
(4)MBMSC の脂肪分化抑制におけるミトコンドリア機能活性化の影響 
 上記項目(2)によって、MBMSC においては脂肪分化早期転写因子の抑制が脂肪制御に関与して
いる可能性が示されたため、次にどのようなメカニズムによって C/EBPβおよび C/EBPδ発現が
制御されているか探索した。近年、脂肪分化の制御においてミトコンドリア機能の活性化が重要
な役割をすることが報告されている。そこで、脂肪分化によるミトコンドリア機能の変化を評価
した。MBMSC および IBMSC は脂肪分化誘導によって、ミトコンドリア膜電位が増加するが、両細
胞間で有意な差はみられなかった。また、ミトコンドリア DNA のコピー数およびミトコンドリア
生合成関連遺伝子である PGC-1αと TFAM 発現においても MBMSC と IBMSC 間で有意な差はなかっ
た。これらの結果から、MBMSC の脂肪分化抑制においてミトコンドリア機能の活性化は直接的に
は関与しないことが見出された。 
 

(4)MBMSC の脂肪分化抑制における活性酸素種（ROS）の影響 

過剰な ROS は細胞機能障害を引き起こすが、低濃度の ROS は細胞機能の維持にとって重要で

あることが明らかとなっている。また、近年の研究により ROS が脂肪分化の誘導に重要であるこ

とが報告されている。そこで、MBMSCの脂肪分化制御機構における ROSの役割について評価した。

IBMSC において、脂肪分化誘導に

伴う細胞内 ROS 産生は分化誘導

により増加するが、MBMSCでは増

加しなかった（図 3A）。また、ROS

産生酵素である NOX4 は MBMSC に

おいて IBMSC に比べて有意に低

かった（図 3B）。このことから、

ROSが MBMSCの脂肪分化の制御に

何らかの影響を及ぼしている可

能性が見出された。 



(5)NOX4 遺伝子過剰発現による MBMSC の脂肪分化に与える影響 

次に、NOX4 由来 ROS の MBMSC 脂肪形成への関与をさらに評価するために、NOX4 遺伝子を MBMSC

で過剰発現させた。NOX4 の過剰発現は MBMSC における ROS 産生を有意に増加させることが確認

された（図 4A）。次に、NOX4 過剰発現 MBMSC の脂肪形成能を評価した。まず、脂肪形成転写因子

の発現レベルの変化を調べた。 NOX4 過剰発現細胞における C/EBPβ、C/EBPδ、および Ebf-1 の

発現は、ネガティブコントロールプラスミドを導入した細胞の発現よりも高く、NOX4 過剰発現

細胞の C/EBPδはコントロール細胞よりも有意に高かった（図 4B）。対照的に、NOX4 過剰発現細

胞 で は PPARγ お よ び

C/EBPα の発現に有意な増

加は見られなかった（図

4C）。NOX4 過剰発現した

MBMSC を脂肪形成誘導にか

け脂肪滴形成を評価した。

NOX4 過剰発現細胞は、コン

トロールプラスミドを導

入した細胞と比較して脂

肪滴形成に有意差はなか

った（図 4D）。これらの結

果は、NOX4 過剰発現によっ

て誘導された ROSが脂肪分

化の初期段階にのみ影響

する可能性があることを

示している。 

 

(6)メナジオン誘導性の細胞内 ROS 産生増加が MBMSCの脂肪分化に与える影響 

次に MBMSC において細胞内 ROS 産生を増加させた際の脂肪分化に与える影響を評価した。細胞
内 ROS 産生の誘導には合成ビタミン K であるメナジオンを用いた。MBMSC にメナジオンを添加す
ることによって有意に細胞内ROS産生が増加し、C/EBPβおよびC/EBPδ発現が増加した（図5A）。
しかし、メナジオン処理によって、脂肪分化後期転写因子の PPARγ, C/EBPα発現には影響せず
（図 5A）、脂肪滴の形成量には有意な増加は認めなかった（図 5B）。これらの結果は、MBMSC の
脂肪分化において ROS は分化初期段階に部分的に関与している可能性を示している。この研究
成果は MBMSC の組織特異的な性質を解明するための新たな手がかりとなる可能性を示して
いる。 
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