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研究成果の概要（和文）：再生医療における最も有力な細胞源である間葉系細胞の欠点、すなわち継代による分化能の
低下という欠点は未だ解消されていない。そこで、本研究では、間葉系細胞分化多能性維持に重要かつ臨床応用にあた
って安全な因子を同定することにより細胞数の限界という問題を解消し、骨・軟骨再生医学の適応範囲を広げることを
目的に研究を行った。その結果、Nfatc1、Runx1、Runx3が間葉系細胞分化多能性に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We conducted this study to identify factors, which are important for the maintenan
ce of pluripotency of mesenchymal cells and are safe in clinical application. In conclusion,results of thi
s study revealed that Nfatc1, Runx1 and Runx3 are important for the maintenance of pluripotency of mesench
ymal cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 
口腔外科臨床において、腫瘍・外傷・先天
異常などによる高度の骨欠損の再建を行う
場合は、従来、自家骨移植が主要な治療法と
して選択されてきた。この方法は、多くの治
療実績を有する優れた治療法ではあるが、自
家骨移植のためには、必ず外科的侵襲が必要
となるため、患者の負担は決して軽くはない
という欠点がある。この欠点を解消するため
に再生医療分野に於いて様々な研究が行わ
れるようになり、その成果の一部は口腔外科
臨床に応用され始めている。また、研究代表
者もライフワークとして、臨床に還元しうる
骨再生医療を目指した研究を精力的に行っ
てきた（Seto et al. J Oral Maxillofac Surg 
2001, Plast Reconstr Surg 2006など）。とこ
ろで、再生医療を考える際に明確にすべき重
要な課題のひとつとして、「どの細胞を使っ
て再生医療を実現するのか」、という細胞源
の問題が挙げられる。言い換えると、iPS/ES
細胞を用いるべきか、間葉系幹細胞を用いる
べきかという論点に関して結論を出してお
く必要がある。確かにヒト iPS/ES 細胞は、
あらゆる組織へと分化可能な分化多能性を
有し、臨床応用へ向けて環境が整備されつつ
ある夢の細胞ではある。しかし、奇形腫発生
の危険性など主に安全面で解決しなければ
いけない問題が未だ多く残されており、将来
的な臨床導入が大いに期待されるものの、現
時点においては、ごく限られた症例に対して
iPS 細胞が応用可能となったにすぎない。一
方、骨髄由来の間葉系細胞は、iPS/ES 細胞
には及ばないが、分化多能性があり、採取が
容易である、自己細胞を使用できるため安全
性に優れる（抗原性や感染症といった問題が
ない）等の点で実用的な細胞源と認識され、
すでに複数の領域で臨床応用が行われてい
る。つまり、自己組織から間葉系幹細胞を採
取し、生体外で増殖・分化させることで得ら
れた再生組織を再生医療に用いるという手
法が現時点では最も合理的である。ただし、
この間葉系細胞は骨髄液中に含まれる接着
細胞の総称で、様々な subpopulationを含ん
でおり、全体の約 0.1%程度が分化多能性を
有する間葉系幹細胞であるに過ぎず、通常の
増殖培養ではすぐに分化細胞に希釈され、全
体としての分化特性が低下してしまうとい
う欠点が指摘されている。このため、臨床応
用で使用可能な細胞数には限界があり、それ
に応じて修復可能な欠損の大きさが制限さ
れてしまうために、間葉系細胞を用いた骨軟
骨再生医療の適用範囲は、依然として小欠損
の回復にとどまっている。こうした事実を踏
まえ、間葉系細胞の分化多能性維持を可能に
する因子を探索し、骨軟骨再生医療における
細胞数の限界という問題を解消することが
重要であると考えた。そして、この課題を解
決するために、われわれは「間葉系細胞の分
化多能性維持機構の解明」に関する研究を精

力的に推進し、本研究に先立ち、複数の間葉
系細胞分化多能性維持因子（以下、多能性維
持因子）を同定していた。しかしながら、そ
れらの多くはターゲット選択性が低く安全
性に不安を残す因子でもあったため、成果を
臨床応用につなげるには、多能性維持因子の
下流に存在し、特定のターゲットに選択的に
作用する安全な因子の同定が必要であるこ
とを強く認識するようになった。そして、わ
れわれは、それらの因子を Selective 
Pluripotency Modulator:（SPM）と名づけ、
SPM を同定し、細胞数の限界という問題を
解消して、骨・軟骨再生医学の適応範囲を広
げるべく本研究を着想した。 
 
２． 研究の目的 

 
以前から口腔外科臨床における患者の負
担軽減ならびに移植成績向上を目指して、人
工材料であるβ-TCPや自己血由来のPRPを
腸骨などの自家骨に混ぜて移植する治療な
どが行われてきたが、必ずしも十分満足のい
く成績が得られていない。そのため、必要最
小限の組織採取で移植を可能とする再生医
療技術の導入に向けてさまざまな研究が行
われるようになってきた。しかし、再生医療
における最も有力な細胞源と想定される間
葉系細胞の欠点、すなわち継代による分化能
の低下という欠点は未だ解消されていない。
そこで、本研究では間葉系細胞分化多能性維
持に重要かつ臨床応用にあたって安全な因
子を同定することにより細胞数の限界とい
う問題を解消し、骨・軟骨再生医学の適応範
囲を広げることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
われわれの研究グループでは、過去の研究
において、ヒト骨髄由来間葉系細胞およびマ
ウス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 に対し
て、各種ベクターを用いて間葉系細胞分化多
能性維持因子を導入することで、間葉系細胞
分化多能性維持因子導入細胞（分化多能性維
持因子導入細胞）と非導入細胞を樹立してい
た。これらの分化多能性維持因子導入細胞は、
非導入細胞と比較して、その分化能が向上し
ていることは確認済みであった。本研究では、
まず、これらの細胞を用いて、間葉系細胞分
化多能性維持因子の下流遺伝子を網羅的に
検索した。具体的方法としては、分化多能性
維持因子導入細胞と非導入細胞との間で発
現変化が起こる遺伝子を検索するために、マ
イクロアレイ法を行った。 
次いで、マイクロアレイ法によって著明な
変動を示した遺伝子群の中から、既知のシグ
ナルネットワークとの関連を考慮しながら
臨床応用における安全性が高いと想定され
た遺伝子をピックアップした。また、それら
の遺伝子に関して実際の細胞内発現を確認
するために、リアルタイムPCR法を行った。



さらに、リアルタイム PCR 法で細胞内遺伝
子発現の上昇が確認された遺伝子のいくつ
かに関して、分化多能性維持因子導入細胞に
対して、遺伝子ノックダウンを行い、それら
遺伝子の細胞内機能解析を行った。 
 
４． 研究成果 
 
マイクロアレイの結果から、分化多能性維持
因子導入細胞においては数千を超える遺伝
子の発現が誘導あるいは抑制される可能性
があることが示された。このマイクロアレイ
の結果をもとにデータベース検索、文献検索
を行い、SPM候補遺伝子の絞込みを行った。
次に、SPM 候補として挙がった遺伝子につ
いてリアルタイムPCRによる解析によって、
実際の細胞で発現が誘導されるものを選択
したところ、分化多能性が維持されている細
胞では Runt-related family に属する転写因
子 Runx1、Runx3 の発現が誘導されること
が明らかとなった。その一方で、Runx1 と
Runx3と同じ Runt-related familyに属する
Runx2 の発現誘導パターンは Runx1 と
Runx3とは異なっていた。さらに、間葉系細
胞分化多能性維持機構における Runx1、
Runx3 の機能的意義を検討する目的で
siRNA を用いて分化多能性維持因子導入細
胞のRunx1あるいはRunx3をノックダウン
したところ、初期の骨分化マーカーである
type I collagenの発現が抑制された。また、
免疫系に関わる因子である Nfatc1 について
もRunx1、Runx3と同様の結果が得られた。
これらの実験結果から、間葉系細胞の分化多
能性維持には Runx1、Runx3、Nfatc1 が重
要である可能性が示唆された。なお、その他
にもいくつかの SPM 候補分子を同定してお
り、それらの候補分子に関する解析を継続中
であり、一部の候補分子については現在論文
投稿中である。 
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