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研究成果の概要（和文）：本研究では, ヒト間葉系幹細胞に対するポリリン酸の効果を検索するため，ヒト骨髄
および脂肪由来間葉系幹細胞とsiRNA を用いて骨芽細胞への分化を評価した. その結果, ポリリン酸添加によ
り, MMP-13遺伝子とタンパク質発現および酵素活性が認められた. さらに, 骨芽細胞分化マーカーの発現ならび
に石灰化の亢進が認められ, MMP-13 siRNA処理により, 分化マーカーの発現抑制が確認された. 
　本研究により, ポリリン酸はヒト間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を誘導し, その分化機構はMMP-13によって
制御されることを明示した.

研究成果の概要（英文）：In this study, small interfering RNA (siRNA) was transfected into human bone
 marrow or adipose tissue derived mesenchmal stem cells to investigate inorganic polyphosphate [Poly
(P)] is associated with cell differentiation into osteogenic cells. These cells developed an 
osteogenic phenotype with increased expression of Poly(P)-induced expression of matrix 
metalloproteinase (MMP)-13 mRNA and protein, and increased MMP-13 activity. Poly(P) also enhanced 
expression of mature osteoblast markers, and increased alkaline phosphatase activity and 
calcification capacity in these cells. MMP-13 siRNA potently suppressed the expression of osteogenic
 biomarkers, and blocked osteogenic calcification. 
  Taken together, Poly(P)-induced MMP-13 regulates differentiation of osteogenic cells from human 
mesenchmal stem cells.
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１．研究開始当初の背景 

 生 体 高 分 子 無 機 ポ リ リ ン 酸 塩

（Bio-polymeric inorganic polyphosphates, 以下, 

ポリリン酸 [Poly(P)]）は, リン酸が直鎖状に

数個から数千個結合した高分子化合物で, 微

生物から哺乳類に至るまで, あらゆる生物の

組織内に存在している. これまでポリリン酸 

[Poly(P)] は, 微生物が過酷な環境下で生き残

るためのエネルギー源として考えられていた

が, 近年, このポリリン酸 [Poly(P)] が細胞

成長因子を安定化することによって, さまざ

まな細胞の生理活性に影響を与えることが明

らかにされ, さらに, 骨分化マーカーの発現

誘導や石灰化を誘導するとの報告もある.  

 これまでに申請者らは, 自家調製したポリ

リン酸 [Poly(P)] を至適濃度でラット歯髄細

胞に作用させると, その増殖活性を有意に促

進し, 分化にも関与することを見い出してい

る. 

 一方, 生体に対するポリリン酸 [Poly(P)] 

の影響に関しては, 毒性試験によって無害で

あることがわかっており, 食品添加物として

変色防止や結着性向上などの目的で以前か

ら広く使用されているが, その以外について

はまだほとんど解明されていない.  

 したがって, ポリリン酸 [Poly(P)] は組織

再生への応用という観点から, 非常に有望な

医療用材料となりうる可能性がある.  
 
２．研究の目的 

 生体高分子であるポリリン酸 [Poly(P)]は, 

抗炎症作用や創傷治癒促進作用などを有す

ることから, 申請者らは, このポリリン酸 

[Poly(P)] が新規な医療用材料として有望で

あると考え研究を開始し, これまでに歯髄細

胞の増殖と分化に有効であるという研究成

果を発表している.  

 本研究課題の目的は, これまでの申請者ら

の研究をさらに発展させ , ポリリン酸 

[Poly(P)] を応用する新たな再生療法の開発

をめざし, 間葉系幹細胞の分化に対するポリ

リン酸 [Poly(P)]の効果について検索するこ

とである.  

 

３．研究の方法 

 間葉系幹細胞の分化に及ぼす生体高分子

ポリリン酸 [Poly(P)]の効果について, その

基礎的知見を得るため,  マウス iPS細胞由来

高純度象牙芽細胞（iPS-OD: Mouse induced 

pluripotent stem cells-derived odontoblast like 

cells） , ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞

（ hBM-MSC: Human bone marrow derived 

mesenchymal stem cells）およびヒト脂肪由来

間葉系幹細胞（ hAT-MSC: Human adipose 

tissue-derived mesenchymal stem cells）に作用

させ, これらの細胞の増殖と分化に及ぼす効

果とともに，抗菌作用についても新たに検索

した.  

 

４．研究成果 

（1）Poly-P65 のヒト間葉系幹細胞増殖にお

ける至適濃度の検討 

 ポリリン酸ナトリウム（太平化学産業）を

原材料として, エタノール沈殿法を用いて, 

鎖長 65の分割ポリリン酸（Poly-P65）を調製

した. iPS-ODを 6-well plateに 1×105 cells/well 

になるように播種し, 24時間培養後 PBS (−) 

で洗浄した. 1% FBS 含有 D-MEM もしくは

α-MEM培地（Rat KN-3細胞：Positive control）

を加え, Poly-P65（0.05, 0.1, 0.2, 0.5 mM）にて

24時間刺激後、BrdUを用いた cell proliferation 

ELISA kit (Roche Applied Science)にて細胞増

殖活性測定を行った. その結果, 0.1mM の

Poly-P65 添加群において, 統計学的有意な細

胞増殖が観察された.  

 また, hBM-MSC を Poly-P65 同条件下にて

24時間刺激後, 細胞増殖活性測定を行った結

果, 0.1mM Poly-P65 添加群において, 統計学

的有意な細胞増殖が観察された. 

 さらに, hAT-MSCを Poly-P65同条件下にて



24 時間刺激後, 細胞増殖活性を行った結果,  

0.2mM Poly-P65添加群において, 統計学的有

意な細胞増殖が観察された. 

 

（2）Poly-P65 のヒト間葉系幹細胞分化に及

ぼす効果の検討 

 0.1 mM Poly-P65 添加後 , 7 日間培養で

hBM-MSC の骨芽細胞分化マーカーの遺伝子

とタンパク質発現が統計的有意に認められ

たが, 象牙芽細胞分化マーカーの発現亢進は

見出せなかった. その一方, 石灰化マーカー

であるアルカリホスファターゼ活性ならび

にアリザリンレッド染色の上昇は認められ

なかった. さらにマトリックスメタロプロテ

アーゼ（MMPs）について検討した結果 , 

hBM-MSCに 0.1 mM Poly-P65を添加し, 1, 3, 

5 および 7 日間反応させたところ, 本細胞に

はMMP-3, MMP -13の遺伝子とタンパク質発

現がみられた. また内因性の MMP 阻害因子

である TIMP-1, TIMP -2の遺伝子およびタン

パク質発現がみられた. MMP-13酵素活性は, 

添加 3日目から統計的有意な上昇を認めた一

方, MMP-3活性は, コントロールとほぼ同値

であった.  

 hAT-MSCにおいては, 0.2 mM Poly-P65添

加後 7日間培養で，骨芽細胞分化マーカーの

遺伝子とタンパク質の発現が統計的有意に

認められ，石灰化マーカーであるアルカリホ

スファターゼ活性ならびにアリザリンレッ

ド染色度の上昇も認められた. さらに，今回

新たにMMP-13についても検索した結果，0.2 

mM Poly-P65は hAT-MSCのMMP-13遺伝子

とタンパク質発現を誘導し，また酵素活性の

統計的有意な上昇が認められた.  

 

（3）Poly-P65の抗菌作用 

 大腸菌および Porphyromonas gingivalisを用

い，ディスク法により Poly-P65の抗菌作用に

ついて検索した結果,ヒト間葉系幹細胞にお

いて細胞増殖能と骨芽細胞分化能を示した

0.1/0.2mM Poly-P65では，抗菌作用が認めら

れなかった.  
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