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研究成果の概要（和文）：ポリADP-リボシル化反応は、ポリADP-リボース合成酵素（PARP）によって行われ、細胞内の
様々な作用に関与している。PARPの間葉系幹細胞（MSC）の分化への関与も報告があるが、即ちPARP阻害剤のMSCへの副
作用の可能性を意味する。本研究ではPARP阻害剤のMSCへの影響を調べた。1 μM PJ34の添加で骨芽細胞への分化が抑
制されたが、軟骨や脂肪への分化には影響がなかった。mRNAレベルの骨分化マーカーや転写因子の発現は、PJ34の投与
で低下した。よって、PARP阻害剤は骨芽細胞分化を抑制し、ポリADP-リボシル化反応がBMP-2経路を調整することによ
って関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Poly(ADP-ribosyl)ation is known to be involved in a variety of cellular processes 
by poly(ADP-ribose) polymerase (PARP). PARP involvement in MSCs (Mesenchymal Stem Cells) differentiation 
has been reported suggesting possible side effects of PARP inhibitors on MSCs. Therefore, effects of PARP 
inhibitors on MSCs were examined in this study. MSCs showed suppressed osteogenic differentiation after 1 
μM PJ34 treatment without showing cytotoxicity, while differentiation of MSCs into chondrocyte or 
adipocyte was not affected. The mRNA induction of osteogenic markers such as and regulators of 
transcription factors was suppressed by PJ34 treatment. Extracellular mineralized matrix formation was 
also suppressed. These results strongly suggest that PARP inhibitors would suppress osteogenic 
differentiation and poly(ADP-ribosyl)ation may play a physiological role in osteogenic differentiation by 
regulating BMP-2 signaling pathway.
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１．研究開始当初の背景 

 

口腔外科臨床において、先天異常、外傷や
腫瘍切除後に生じる組織欠損を補う再建術、
更にはデンタルインプラント埋入術を行う
際の骨造成法として、従来から自家組織移植
や人工材料を用いた骨造成が行われてきた。
これらの手術方法は比較的安定した治療実
績を持つ優れた方法ではあるが、特に欠損部
が大きい場合など、充分な骨造成が得られず、
骨質・骨量ともに期待値をはるかに下回るこ
ともある。骨欠損修復の失敗は再建治療の不
完全につながり、醜形の問題と共に、その後
に予定している二次的再建や歯科矯正治療、
インプラント治療の適応を根本的に再検討
しなければならないことから、安全で確実な
骨造成法の確立が求められている。しかしな
がら、自家組織移植では組織採取部位に新た
な組織欠損や瘢痕を生じる事が大きな課題
であり、また人工材料の移植においても感染
や異物反応による人工物の吸収・露出など、
長期予後への不安は完全には払拭されてい
ない。このような問題点を克服する新しい技
術開発への期待が高まる中、低侵襲でより安
定した組織再建を実現する方法として、組織
再生医療の研究が進められている。しかし、
異物反応やスキャフォールドの分解産物に
よる組織傷害、更には細胞培養の高コストと
いう現実的な問題があり、一般的な標準治療
として普及するために解決すべき問題は多
い (Mason C. et.al. Regen Med. 2008 

3(3):351-363)。従って、より安定した骨造成
のためには、現行の自家骨移植における骨造
成率を限りなく促進させることと、骨吸収率
を最小化させることが現実的な解決策であ
ると考える。 

Poly(ADP-ribose) polymerase-1(Parp-1)

は、 Nicotinamide Adenine Dinucleotide

（NAD）を基質として標的タンパク質に
ADP-リボースのポリマーを修飾（ポリ ADP-

リボシル化反応）し、DNA 修復や細胞死、
テロメア長の調整、ゲノム安定性や細胞分化
に関与している (Schreiber V et.al. Nat Rev 
Mol Cell Biol. 2006;7(7):517-528)。 

更 に  PARP は 、 Mesenchymal Stem 

Cell(MSC)の分化への関与が報告されている
ため、 そのメカニズムを明らかにすること
によって、骨芽細胞の分化促進の要点が明ら
かになることが期待できる。 
 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は、間葉系幹細胞から骨芽細
胞・軟骨芽細胞・脂肪細胞へ分化させる際に、
ポリ ADP-リボシル化反応がどのように関与
するのか、PARP 阻害剤を用いて比較検証す
ることを目的とする。 

 

 

 

３．研究の方法 

 
本研究では、以下の３つに分けて、マウス間
葉系幹細胞の細胞分化におけるポリ ADP-リ
ボシル化反応の関与について検証した。 
（１） PARP 阻害剤のマウス間葉系幹細胞に

対する細胞毒性について 
（２） PARP 阻害剤のマウス間葉系幹細胞の

細胞分化に対する影響について 
（３） 細胞分化の際の、関連因子の発現レ

ベルに対する PARP阻害剤の影響につ
いて 

 
（１）本研究では、マウスの間葉系幹細胞（以
下 BMMSCs）と間葉系前駆細胞（以下
KUSA-A1）を用いた。培養培地は、α-MEM

に 2mM L-glutamax、20% ウシ胎児血清、
100U/mL ペニシリン・ストレプトマイシン、
55µM 2-メルカプトエタノールを添加したも
のを使用した。BMMSCs は C57BL/6 マウス
（6 週令、 オス）の大腿骨から骨髄を採取後
37 °C 5% CO2下で 4 時間培養、α-MEM で培
養皿を 2 度洗浄した後、増殖させて得た。両
細胞とも培地は 3 日毎に交換し、コンフルエ
ントになれば 1：5 の割合で継代した。 

まず、PARP 阻害剤の PJ34 と AZD2281

の細胞障害効果を検証するため、様々な濃度
に薬剤を調整して MTT assay と survival 

assay を行った。そこで、細胞の増殖に影響
のない薬剤の選択と濃度を決定した。 

次に、1～5M の PARP 阻害剤がポリ ADP

リボシル化を抑制出来るか確認するため、 

過酸化水素で DNA を障害させた後に生じる
ポリ ADP-リボース（以下 PAR）レベル、抗
PAR（ポリ ADP-リボース）抗体を用いて免
疫細胞化学的染色を行って調べた。 

 

（２）続いて、間葉系幹細胞の細胞分化能を、
①骨芽細胞、②軟骨細胞、③脂肪細胞の３つ
について、PARP 阻害剤の有無によって比較
検証した。 

①骨芽細胞への分化に対するPARP阻害剤の
影響を調べるため、分化培地は、前述した培
養培地に 5μM アスコルビン酸、1μM デキサ
メタゾン、1mM β-グリセロリン酸を添加した
ものを使用した。細胞がコンフルエントとな
った時点から分化培地で 30 日間培養し、培
地は 3 日毎に交換した。アリザリン染色とフ
ォンコッサ染色を用いて、各々リン酸カルシ
ウムと炭酸カルシウムの析出量を分析した。 

②軟骨細胞への分化培地には、DMEM に
1M デキサメタゾン、0.17mM アスコルビ
ン酸、1ng/mL TGF-3、1% ITS 液体培地サ
プリメント、100U/mL  ペニシリン・ストレ
プトマイシンを添加したものを使用し、アル
シアンブルー染色を行った。 

③脂肪細胞への分化培地には、1M デキサ
メタゾン、1M インスリン、200M インド
メタシン、0.5M 3-イソブチル-1-メチルキサ
ンチン、100U/mL ペニシリン・ストレプト

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=poly(ADP-ribose)%3A%20novel%20functions%20for%20an%20old%20molecule
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マイシン、10％ ウシ胎児血清を添加したも
のを使用し、脂肪細胞への分化はオイルレッ
ド染色を用いて検証した。 

 

（３）ポリ ADP-リボシル化が骨芽細胞への
分化のどのステップで関与しているかを調
べるために、  Runx2、Osterix、BMP2、
Osteocalcin、骨シアロタンパクなどの骨分化
マーカー、転写制御因子の Smad1、4、5、8
の発現を調べた。骨芽細胞への分化開始後、 

10・20・30 日目におけるこれらの因子の
mRNA レベルの発現について、 1 PARP

阻害剤の有無による違いをリアルタイム
PCR で分析した。  

次に、 PARP活性がタンパクレベルでも骨
芽細胞への分化に関与することを調べるため
に、 western blot解析を行った。 mRNAレ
ベルでの解析と同様に30日間骨芽細胞へ分化
させた後、 10・20・30日目にBMP2、 Osterix、 

Osteocalcinのタンパクレベルでの発現解析
を行った。  

 
４．研究成果 
 
（１）PARP 阻害剤に対する最大半減抑制濃
度（以下 IC50）は両細胞ともに 10M以上で、
コントロールと比較して、BMMSCs に対し
ては 6 M PJ34 と 5 M AZD2281 で有意に
細胞毒性を認め、KUSA-A1 に対しては 4 M 

PJ34 と 3M AZD2281 で有意に細胞毒性を
認めた。 Survival assay での IC50 は、
BMMSCs においては PJ34 で 6.5M、 

AZD2281 で 5.5M、KUSA-A1 においては、 

PJ34 で 5M、 AZD2281 で 2M だった。
細胞の生存率は、 BMMSCs では 2M の
PJ34 と 1M の AZD2281 で、KUSA-A1 で
は 1.5M の PJ34 と 0.5M の AZD2281 で
有意に減少した（p<0.05）。これらの結果よ
り、細胞毒性の影響を最小限に抑えるため、
PARP 阻害剤は 1～5M PJ34 を用いること
とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、1～5M PJ34 が細胞内のポリ ADP-

リボシル化反応を抑制し、PAR レベルが減少
するかを調べたところ、それぞれ PAR レベ
ルが低下することが分かり、PARP 活性の阻
害が証明された。 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）MSC の骨芽細胞への分化を調べたと
ころ、両細胞ともに時間依存性に析出レベル
が増加した。 更に、コントロール群に比べ
て 1M PJ34 添加群では析出量が低下した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
軟骨細胞並びに脂肪細胞への分化に、

PJ34 の有無による有意差は認められなか
った。従って、 PJ34 は間葉系幹細胞の骨
芽細胞への分化には関与するが、脂肪細胞
や軟骨細胞への分化には関与しないことが
示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）次に骨分化の関連マーカーの発現につ
いて調べた。両細胞とも経時的にこれらのマ
ーカー発現は亢進したが、 PARP 阻害剤投与
群では、 分化開始 20 日目と 30 日目で有意
に発現レベルが低下した。また、 PARP-1 の
発現量は、1M PJ34 を投与した KUSA-A1

で低下した。従って、 PARP 活性が BMP シ
グナル伝達経路に関わることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、BMP-2、 Osterix、 Osteocalcinに
ついてはタンパクレベルでも発現レベルを調
べた結果、1 PJ34の添加によって、 これ
らの因子がタンパクレベルでも発現が低下す
ることが証明された． 
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http://search.jamas.or.jp/api/opensearch?q=%5b%89%AA%93c%93%DE%95%E4%8Eq%5d/AU
http://search.jamas.or.jp/api/opensearch?q=%5b%98a%8BC%8F%B9%8DO%5d/AU
http://search.jamas.or.jp/api/opensearch?q=%5b%E0_%93c%97%C7%8E%F7%5d/AU
http://search.jamas.or.jp/api/opensearch?q=%5b%E0_%93c%97%C7%8E%F7%5d/AU

