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研究成果の概要（和文）：未分化間葉系幹細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、筋肉細胞な

どに分化する多分化能を有している。一方、線維芽細胞は、この多分化能を有していない。本

研究計画では、この点に着目して、線維芽細胞と未分化間葉系幹細胞の発現プロファイルなら

びにエピジェネティック情報を比較検討し、未分化間葉系幹細胞の多分化能に必要な因子の探

索とその機能解析を試みた。さらにその因子を用いて、未分化間葉系幹細胞へのリプログラミ

ングの可能性を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) have an unique ability to 
differentiate into several different cell linage including osteoblasts, chondrocytes, 
adipocytes and myocytes. In contrast, most of fibroblasts lack the ability. We focused 
on this difference between MSCs and fibroblasts, and examined differences of expression 
profiles and epigenetic information, in order to understand the molecules that are 
necessary for multipotent  activity of MSCs. In addition, we attempted to approach the 
reprogramming of MSCs. 
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１．研究開始当初の背景 

間葉系幹細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞、
脂肪細胞、筋細胞、腱細胞および線維芽細胞
に分化可能な細胞である。近年、多分化能を
有する間葉系幹細胞を、骨、軟骨、筋肉組織
の再生医療に応用する技術開発に期待が集
まっている。間葉系幹細胞からそれぞれの細
胞への分化プログラムの制御機構に関する

研究は、この 10 年間に急速に進歩を遂げて
いる。その中でも、それぞれの細胞系譜の分
化に必須な転写因子が、数々と同定され、分
化プログラムの分子メカニズムが明確にな
りつつある。骨芽細胞への分化には、Runx2
や Osterix が必須である。また軟骨細胞、脂
肪細胞、筋細胞への分化には、Sox9 および
Runx2、C/EBP ファミリーおよび PPARγ、MyoD
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ファミリーがマスター遺伝子として機能し
ている。研究代表者らも、間葉系幹細胞から
骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分化プロ
グラムの制御機構の解明に大きな貢献を果
たしてきた。最近 Runx2、Osterix、Sox9、
C/EBPβ、PPARγなどの転写因子を、間葉系幹
細胞株 C3H10T1/2、C2C12、ST2 に過剰発現す
ると、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分
化が誘導されるが、線維芽細胞株 NIH3T3 や
Balb/c3T3 にこれらマスター遺伝子を過剰発
現しても分化が誘導されないことを見出し
た。この実験結果は、上記マスター遺伝子が
分化誘導能を発揮するために必要な分子群
が、間葉系幹細胞に存在するが、線維芽細胞
においては発現していないことを物語って
いる。したがって、間葉系幹細胞と線維芽細
胞において、発現を異にする分子群を明らか
にし、間葉系幹細胞の遺伝子発現動態とエピ
ジェネティクス情報を線維芽細胞に反映さ
せることが可能となれば、線維芽細胞を間葉
系幹細胞にリプログラミングすることが可
能になると期待された。 
 
２．研究の目的 
 間葉系幹細胞と線維芽細胞のエピジェネ
ティクス情報と遺伝子発現プロファイルを
解析し、間葉系幹細胞が多分化能を維持する
ために必要な分子群を網羅的に同定する。同
定された分子を分子細胞生物学的に検討し、
機能的役割の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 未分化間葉系幹細胞と線維芽細胞のエ
ピジェネティクス情報および遺伝子プロフ
ァイルの解明を実施するために、Balb/c、
NIH3T3、ST2 および C3H10T1/2 細胞より RNA
を抽出、精製し、Solexa シークエンサーによ
る網羅的解析を実施した。 
(2）Solexa シークエンサーによる網羅的解析
により、線維芽細胞である Balb/c ならびに
NIH3T3 細胞では発現が低いが、多分可能を有
する ST2 あるいは C3H10T1/2 細胞で高い発現
を示した分子を候補遺伝子とした。 
(3) 候補遺伝子を遺伝子データベース、疾患
データベース、ゲノムデータならびに文献的
検討を加えて、研究対象の遺伝子を絞り込ん
だ。その中でも、C/EBPαならびに Arid5b が
重要な役割を果たしていると考えれれたの
で、それぞれのアデノウイルスを作製し、細
胞に過剰発現し、その機能的役割を検討した。
特に骨芽細胞あるいは軟骨細胞への分化に
焦点を当てて検討を行った。骨芽細胞分化は、
アルカリフォスファターゼ活性、ならびに
Runx2、Osterix、骨シアロタンパク質、オス
テオカルシンなどの骨芽細胞のマーカー遺
伝子の発現を指標に検索した。遺伝子発現は、
リアルタイム PCR によって解析を実施した。

軟骨細胞分化は、アルシアンブルー染色、ア
リザリンレッド染色、ならびに二型コラーゲ
ン、十型コラーゲン、アグリカン、Sox9、Sox5、
Sox6、インディアンヘッジホッグ、PTH 関連
タンパク質などの軟骨細胞のマーカー遺伝
子の発現を指標に検討を行った。 
(4) これら転写因子と骨芽細胞あるいは軟
骨細胞のマスター遺伝子である Runx2あるい
は Sox9 との相互関連をレーザー共焦点顕微
鏡を用いた共局在ならびに免疫共沈降法に
て検索を行った。 
(5) 分子的機能を明らかにするために、クロ
マチン免疫沈降法により、ヒストン修飾に対
する関与を検討した。 
(6) Arid5b に関しては、in vivo における役
割を検討するために、ドミナントネガティブ
型 Arid5b を過剰発現するコンディショナル
トランスジェニックマウスを作製し、その表
現型を病理組織学的、分子細胞生物学的に解
析した。また、Arid5b ノックアウトマウスの
骨及び軟骨の表現型も解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1）Solexa シークエンサーによる解析の結果、
骨芽細胞、軟骨細胞あるいは、脂肪細胞への
分化能を有する ST2 細胞、C3H101/2 細胞にお
いて有意に発現が高い転写因子群の存在を
見出した。これら未分化間葉系幹細胞に発現
している転写因子の発現は、分化形質を欠く、
NIH3T3 細胞、Balbc3T3 細胞では低かった。
その中でも、C/EBP αならびに Arid5b の発現
に特異的な差異を認めた。 

(2) C/EBPαに対する検討を進めるためにリア

ルタイムPCR解析を実施した結果、C/EBPαは、

多分化能を有するST2細胞、C3H101/2細胞にお

いて高い発現を有していることが確認された

。そこでC/EBPαの機能的役割を明らかにする

ために、アデノウイルスシステムを用いて

C/EBPαをC3H101/2細胞に過剰発現すると、骨

芽細胞および脂肪細胞への分化が誘導された

。その効果は、骨形成因子BMP2によって、著

明に増強された。一方、C/EBPαのドミナント

ネガティブ変異体の過剰発現は、C3H10T1/2

細胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化能を

著しく阻害した。したがって、未分化間葉系

幹細胞の多分化能の維持には、C/EBPαが重要

な役割を果たしていると示唆された。 
(3）in situ hybridization 解析の結果、
Arid5b は、マウス胎児肢芽の軟骨原器に高発
現していることが見出された。さらに、リア
ルタイム PCR 解析により、Arid5b が軟骨細胞
に豊富に発現していることが示された。した
がって、軟骨細胞分化過程において Arid5b
が重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。Arid5b を未分化間葉系細胞に過剰発現
すると、軟骨細胞への分化が促進された。ま



 

 

た Arid5b は、転写因子 Sox9 と物理的に結合
すること、細胞核内で共局在すること、Sox9
の転写活性を促進させることが明らかとな
った。したがって Arid5b は、Sox9 と協調的
に、未分化間葉系幹細胞から軟骨細胞への分
化を促していると考えられた。また Arid5b
ノックアウトマウスを解析した結果、内軟骨
性骨化過程における Arid5b の重要性も確認
された。Arid5b の分子作用メカニズムを検討
した結果、Arid5b は二型コラーゲン遺伝子な
どの軟骨細胞特異的遺伝子のヒストン脱メ
チル化を制御し、軟骨細胞分化を誘導してい
る可能性が認められた。 
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