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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、必要最低限のリプログラミングによって培養間葉系幹細胞(MSC)をリセット
し、この細胞を細胞源として用いて安全で確実な再生医療技術を確立することである。本研究
では、培養ラット MSC の DNA メチル化をゲノムワイドで解析し、細胞劣化にともなうメチル化
変動部位を同定した。DNA 脱メチル化刺激を用い、この部位のメチル化状態を改善する方法を
検討し、ブタ骨再生モデルに応用した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this research is to establish safe and reliable technology for 

regenerative medicine using the cultured mesenchymal stem cells (MSCs), which are reset 
by minimum reprogramming. In this research, we analyzed DNA methylation of cultured rat 
MSCs genome-widely, and identified the variations of methylation with cell deterioration. 
By using stimulus to DNA demethylation, we examined a method to improve the state of the 
methylation, and applied the method to a bone regeneration model in pig. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔外科領域の骨再生医療の細胞源とし

ては骨髄由来間葉系幹細胞(MSC)が用いられ

ることが多い。しかし MSC は培養中に骨分化

能が減弱し、いわゆる「細胞劣化」の状態に

なってしまうことが知られている。細胞劣化

現象において、多くの遺伝子や表面マーカー

の発現変動が報告されており、申請者らも、

細胞の継代培養を続けると FGF-18 や CD151 

などの発現が増減することを明らかにした 

[Yamaoka, Fujihara, Takato, Hoshi et al 

Cell Prolif in press]。しかし、これらの

所見は細胞劣化の結果を観察したに過ぎず、

再生医療製品の製造に不可欠な細胞培養で、

なぜ組織形成に必要な遺伝子がことごとく

減少してしまうのかという本質的疑問は依

然、全く解明されていない。このように、培

養に伴う細胞劣化の原因解明やそれに対す

る対策は再生医療の重要な課題となってい

る。 
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これまで遺伝子の発現は遺伝子配列その

ものによって制御されると考えられてきた。

しかし、近年、DNA のメチル化、ヒストン

の化学修飾、などの遺伝子配列の外で行われ

る制御、いわゆる「エピジェネティック」な

制御が重要な役割を担うことが知られるよ

うになった。申請者らは、MSC 細胞劣化も、

細胞培養という非生理的な環境におかれる

ために生じる DNA の過剰なメチル化による

遺伝子発現抑制が原因であると仮説してい

る。本研究では、プロモーターの DNA メチ

ル化をゲノムワイドで解析し、細胞劣化にと

もなうメチル化変動部位を同定する。さらに、

これまで iPS 細胞樹立に使われたリプログ

ラミング因子や、既知の DNA 脱メチル化薬

剤を単独あるいは組み合わせて、iPS 細胞作

製のときのような全ゲノムではなく、細胞劣

化に伴うメチル化部位のみを特異的に改善

する、必要最低限（ミニマム）のリプログラ

ミングを実現する。これらによって、より安

全で確実な再生医療技術を確立することが

本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 

培養 MSC のプロモーターの DNA メチル化

をゲノムワイドで解析し、細胞劣化にともな

うメチル化変動部位を同定した。さらに、こ

れまで iPS 細胞樹立に使われたリプログラ

ミング因子や、既知の DNA 脱メチル化刺激を

単独あるいは組み合わせて、この部位のメチ

ル化状態を特異的に改善するミニマム・リプ

ログラミングの技術を確立し、骨再生動物実

験モデルで検討した。 
 

４．研究成果 

培養に伴う細胞劣化による DNA メチル化

変動部位の同定をおこなった。MSC は SD ラッ

ト 4週齢オスの両側大腿骨及び脛骨より単離

し、ノンコートディッシュに播種、増殖培地

（DMEM＋10%ＦＢＳ＋1ng/mL bFGF）にて培養

した。ラット 4匹より回収した細胞を 1ロッ

トとし、これを 6回繰り返した。 

P0 および P2 での骨・軟骨分化誘導効率に

ついては、ペレットを作製し、1本あたり 22

万細胞を 15ｍＬコニカルチューブに遠心し

た。ペレットの培養にあったっては、軟骨分

化誘導培地を 1.5mL 添加し、1 回培地を半量

交換したのち 1週間培養後にサンプルを回収

し、Isogen にて RNA を回収した。リアルタイ

ム PCR（Sybergreen）にて遺伝子発現を定量

評価し、軟骨分化マーカーである aggrecan

や col2 および軟骨初期分化マーカーsox9 の

発現がＰ0 よりもＰ２で低下するロットを認

め、継代数が進むにつれて分化誘導に抵抗性

を示すことが確認され、細胞劣化が検証され

た。 

ついで、P0 および P2 で DNA の回収（Qiagen 

DNeasy Blood& Tissue kit）を行った。ＤＮ

Ａについては、メチレーションアレイ

（Nimblegen）にて 15061 のプロモーター領

域について網羅的メチル化解析を行った。サ

ンプルの解析にあたり、データにてメチル化

ピーク値を検出した領域のうち転写開始点

より 300ｂｐ以内の遺伝子 77 個を絞り込み、

さらに P2/P0 のピーク値の比が 4/6 ロット以

上で低下しているないし 3/6ロット以上で増

加している 22 遺伝子を絞り込んだ。このう

ち、MSC において継代により発現傾向に変化

がある遺伝子を PCR にて同定した。 

DNA 脱メチル化刺激については、同効果が

期待される刺激として、アテロコラーゲン 3

次元包埋培養刺激を加えた。アテロコラーゲ

ンに 3次元包埋することに、培養 MSC に一定

の分化誘導がかかることを確認した。さらに、

ブタと同一遺伝子背景のブタ由来 MSCが入手

できたので、骨欠損部にアテロコラーゲン 3

次元包埋培養した培養 MSCを投与したところ、

欠損部位に骨再生が確認できた。 
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