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1. 序論  

 

骨は、脊椎動物の体内で最も重要な組織の 1 つであり、体の支持、ミネラル貯蔵庫、

造血組織としての 3 つの役割を果たしている。骨格の支持機能により個体は重力下で

の形態を維持し、骨に付着した筋肉の作用により運動が可能となる。また、カルシウム

やリンをはじめとする各種ミネラルの最大の貯蔵庫として機能している。さらに骨髄中に

は造血幹細胞が存在し、造血の場となっている。 

骨格の力学的強度は、骨に特異的な硬い骨基質によってもたらされている。また、

骨は体重を支えたり運動に重要であるのみならず骨芽細胞による骨形成と破骨細胞

による骨吸収が常にくり返し、リモデリングが行われている(1)。骨組織の再生能力は強

く、骨折などの損傷が起こるとその部位に新しい骨の形成が行われる。従って骨の修

復過程は外傷や外科的手術後に骨全体の統合性を回復するのに非常に重要である。

しかし骨修復には時間がかかり、特に骨折治癒は長期の修復期間が必要であり、治

療期間の短縮が切望される。脊椎動物においては概ね同様の修復過程をたどるが、

人間を初めとする霊長類ではげっ歯類や馬や犬などの他の哺乳類に比べ修復が遅い

(2)。骨折の治癒過程は複数のステップより成っており、骨折後ただちに膜性骨化、内

軟骨性骨化の応答が開始される(3, 4)。血腫形成についで血管新生、軟骨形成、軟

骨石灰化、石灰化軟骨の吸収、骨形成といった過程である。これらの過程は炎症期、

修復期、リモデリング期と分けられることが多い。炎症期では骨損傷部位に出血が起き、

血腫が形成される。その後、白血球・単球・貧食細胞が動員され炎症反応が起こる。

それらの細胞からサイトカインや様々な増殖因子が分泌される(5-7)。炎症は骨折後 2

～3 日間でピークを迎え、骨折後数日後には修復期に入り、新しい骨の元となる仮骨

の形成が始まる。仮骨にはカルシウムが沈着して、成熟な仮骨へと変わっていく。成人

においては 2～6 週間ほど時間を要する。その後、リモデリング期となり、数カ月～数年

の期間を経て、成熟仮骨が層板骨へと置換され、またそれらがリモデリングにより皮質

骨、海綿骨が形成され仮骨量減尐とともに元来の解剖学的構造へと復元する(8)。治

癒過程においては①血球系細胞、軟骨細胞、骨芽細胞や破骨細胞の増殖、②修復

部位への細胞の移動、③それらの前駆体からの細胞分化の 3 つの過程が必要である。

骨芽細胞や軟骨細胞へと分化を行う細胞は間葉系幹細胞であり、治癒過程への寄与

が重要であると考えられている(9-11)。 

間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell)の発見は 1960 年後半であり、骨髄より取り

出された細胞集団の一部に接着性の性質を持ち、自己維持、自己複製、造血の補助

を行う細胞群の存在が確かめられたのが最初である(12)。その当時は骨髄から得られ
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た細胞が低密度で培養した時にコロニーを形成することから colony-forming unit 

fibroblast (CFU-F)と言及されていたが、後に mesenchymal stem cell と命名された。そ

れから多くの研究が行われ、間葉系幹細胞は骨、軟骨組織、筋肉、靱帯、腱、脂肪、

間質細胞などの細胞への多様な分化能を有していることが明らかとなった(13-18)。In 

vitro の実験や動物実験の結果から間葉系幹細胞もしくは間葉系幹細胞を含む細胞

集団の多分化能、自己複製能が再生医療への貢献に大きな期待をされるようになっ

た(19-29)。近年の研究によって in vitro への単離、培養が多くの方法で行われており

(17, 30)、間葉系幹細胞の研究が進められている。よく知られている特徴としては①接

着し、紡錘状の細胞形態をとる、②低密度でのコロニー形成にみられる高い複製能、

③多分化能を持つことである。また、細胞膜受容体の発現も詳しく調べられている。ポ

ジティブなマーカーとしては integrin (CD29)、 integrin (CD61)、Hyaluronate 

receptor (CD44)、Transferrin receptor (CD71)、Thy-1 (CD90)、VCAM-1 (CD106)、

TNF--1R (CD120a)、IL-4R (CD124)、IL-6R (CD126)などが知られており、ネガティ

ブなマーカーとしては LPS receptor (CD14) 、Hematopoietic marker (CD34)、

Leukocyte antigen (CD45)などが知られている(30-34)。しかし、抽出方法や抽出してく

る組織や生物種の違いなどから増殖能や分化能に大きく差がみられ、間葉系幹細胞

の研究は造血幹細胞などの他の幹細胞の研究に比べ不明な点も多く残されている。

本研究においてはマウスの間葉系細胞による骨形成のメカニズムに焦点をあてた解析

を行い、間葉系幹細胞の研究に貢献したいと考えている。 

骨形成における間葉系の未分化な細胞を解析することは、骨形成のメカニズムの解

明、さらには骨折治療や再生医療などの医療への応用に繋がり重要である(35, 36)。

適切な骨形成を行うために未分化間葉系細胞は①骨分化を行うこと、②骨形成部位

へ移動してくることの両者が必要であり、生体内では厳密に制御されている。骨分化を

する未分化な細胞は骨膜 (37)、骨髄(38, 39)、循環している血液(40)、骨形成周辺部

位 (41)より動員され、骨形成に関与していることがこれまでに報告されている。細胞運

動と骨分化については多くの研究が成されてきたが、それぞれ個々に研究され、細胞

運動と分化を考慮した包括的な研究はなされていなかった。例えば未分化な細胞が

移動するのか、もしくは分化した細胞が移動するのかなどの報告はほとんどない。 

細胞運動については未分化な細胞の骨分化後の骨芽細胞の運動についての報告

が多く、transforming growth factor- (TGF-)、platelet derived growth factor (PDGF)、

insulin-like growth factor (IGF) 、 bone morphogenetic protein (BMP) 、 vascular 

endothelial growth factor (VEGF)などの因子が骨芽細胞の走化性などを誘導すること

が知られている(42-46)。本研究室においても IGF-1が骨芽細胞自身から分泌され、他
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の骨芽細胞の走化性を引き起こすことを中崎らが報告している(47)。これらの可溶性

因子は骨芽細胞の走化性だけではなく、未分化な細胞の運動、骨分化の両方に影響

しているのではないかと考えられる。 

また、骨分化については未分化な細胞は BMP や VEGF などの細胞間シグナル分

子または parathyroid hormone (PTH)のような内分泌系ホルモンによるシグナルを受け

骨芽細胞への分化が引き起こされる。骨分化時には runx2 や osterix などの骨分化を

促進する遺伝子の発現が誘導され、前駆細胞を経て成熟した骨芽細胞へと分化し、

骨形成を行うことが知られている(48, 49)。骨分化の誘導メカニズムの 1 つとして、本研

究室において吉川らが低分子量 GTP 結合タンパク質 RhoA とそのエフェクタータンパ

ク質である ROCK (Rho-associated kinase)が骨分化を制御していることを報告している

(50)。この研究において Rho-ROCK シグナリングの特異的阻害剤である Y-27632の処

理がマウスの異所性骨形成モデルにおいて骨形成が促進されることを明らかとしてい

る。Y-27632処理は骨分化を促進する BMP-4の発現を誘導し、骨形成を増強する。し

かし、ROCK の阻害による骨形成増強の機序については不明な部分も多い。

Rho-ROCK シグナリングについてはアクチン細胞骨格の制御を介して細胞運動などに

作用していることが様々な細胞において知られているが、未分化間葉系細胞の細胞運

動での寄与は明らかではない。ROCK の阻害による細胞運動への影響は細胞種や実

験系によって異なる(51, 52)。例えば ROCK の阻害が上皮系細胞や血球系細胞にお

いて細胞収縮力、アクチン骨格の形成、接着斑の代謝の減尐などを引き起こし、細胞

運動を抑制するという報告がある(53-55)。一方、ROCK の阻害がラット胎児由来線維

芽細胞やマウス骨肉腫細胞において細胞運動を促進するという報告(56-59)もある。こ

のことからも ROCKの阻害効果は複雑である事がわかる。未分化な間葉系細胞におけ

る ROCK の阻害効果が細胞運動にどのように作用するかを調べることは未分化間葉

系細胞が骨形成をはじめとする特定の組織への移動機構の解明に繋がり重要である。

そのためには Rho ファミリー低分子量 GTP 結合タンパク質の未分化間葉系細胞での

働きを解析する必要がある。 

Rho ファミリー低分子量 GTP 結合タンパク質は RhoA、Cdc42、Rac1 がよく研究され

おり、不活性型の GDP 結合型と活性型の GTP 結合型の間を往復して細胞反応の分

子スイッチとして働いていることが知られている(60)。その作用は細胞基質間接着、細

胞移動、神経突起の退縮、細胞質分裂、細胞周期 G1→S期進行、腫瘍細胞の転移・

浸潤などさまざまである(61-65)。これらの作用はアクチン細胞骨格の時間空間特異的

な再編成によって発揮されている。細胞の移動においてはアクチンからなる進行方向

への糸状突起(フィロポディア)、膜状突起(ラメリポディア)の進展と先端部での細胞外
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基質への接着、つづいて細胞体の牽引と尾部の脱離が行われる。Rho は細胞の牽引

に作用し、フィロポディアとラメリポディアが各々Cdc42 と Rac1 の活性化によって誘導さ

れる(61)。このことから細胞運動は Rho ファミリー低分子量 GTP 結合タンパク質の活性

化のバランスによって引き起こされていると考えられる。未分化な間葉系細胞における

細胞運動についての研究は尐なく、どのような運動様式が未分化な細胞の移動に重

要であるかはわかっていない。運動様式については Rho ファミリー低分子量 GTP 結合

タンパク質の働きを中心としたアクチンストレスファイバーの再編成による形態変化、細

胞基質間接着、細胞間接着などによっていくつかの様式が提唱されている (66, 67)。

ROCK 依存性の細胞が丸くアメーバー状に移動する amoeboid migration mode (68)、

上皮系細胞にみられ細胞間の相互作用が関与すると考えられる collective migration 

mode (67) 、間葉系細胞にみられ Cdc42 や Rac1 の活性化が高いとされる

mesenchymal mode (56, 57, 66)これらの運動様式を調べることによって未分化間葉系

細胞の移動機構が明らかとなり、さらには組織への動員のメカニズムの解明に近づくと

考えられる。 

そこで本研究では未分化な間葉系細胞の細胞運動が骨分化時にどのように変化す

るのか、そしてその運動はどのような運動様式をとるのかを未分化間葉系細胞株(ST2)

とマウスより単離した骨髄由来細胞 (BMDCs)を用いて調べた。これまで個々に行われ

てきた細胞運動と骨分化を包括的に観察し、解析を行った。また、骨分化を促進する

ROCK の阻害がこれらの細胞の運動にどのような効果があるのかを解析し、

Rho-ROCK シグナリングが間葉系細胞においてどのように機能しているのかについて

調べた。そして最後に、マウスの異所性骨形成モデルを用いて細胞の骨形成部位へ

の移動を調べ、細胞運動と骨形成についての検討を行った。本研究によって細胞運

動と骨分化の関係について新たな知見を示し、骨折治癒や再生医療に応用できると

考えている。 
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2. 材料および方法  

 

2. 1. 試薬  

ヒト組換え型 BMP-2 (rhBMP-2)は R&D Systems Inc. (Ellisville, MO)より購入した。

本研究で使用した抗体は下記の各メーカーより購入した。 

ポリクローナル抗体  

抗 Rac1 抗体(BD Pharmingen, San Jose, CA) 

抗 FAK 抗体, 抗 RhoA 抗体(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 

抗 phosphotyrosine397-FAK 抗体(Biosource, Camarillo, CA) 

抗 Cdc42 抗体、抗 phospho-myosin light chain 20 (Ser19)抗体 (Cell Signaling, 

Beverly, MA) 

モノクローナル抗体  

抗 myosin 20kDa light-chain 抗体(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

抗 actin 抗体(Millipore Bioscience Research, Temcula, CA) 

 

Blebbistatin は Sigma-Aldrich より、Rhodamine-phalloidin は Molecular Probes 

(Eugene, OR)より購入した。Y-27632 は Mitsubishi Parma Co. (Tokyo, Japan)より供与

して頂いた。Platelet-derived growth factor (PDGF)は PeproTech (New Jersey, USA)よ

り購入した。 

 

2. 2. 細胞培養  

マウス未分化間葉系細胞株 ST2 (RCB0224)、マウス C3H10T1/2 (RCB0247)、マウ

ス筋芽細胞株 C2C12 (RCB0987)、マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 (RCB1126)は理化

学研究所 Cell Bank (Tsukuba, Japan)より購入した。ST2 細胞は RPMI1640 培地  

(Invitrogen, Tokyo, Japan)に 10%のウシ胎児血清(FBS; MP Biomedicals, Illkirch, 

French)を添加した培地で培養を行った。10T1/2細胞は BME培地(Invitrogen)に 10% 

FBS を添加した培地で培養を行った。C2C12 細胞は DMEM 培地(Invitrogen)に 10% 

FBS を添加した培地で培養を行った。MC3T3-E1 細胞は-MEM 培地(Invitrogen)に

10% FBSを添加した培地で培養を行った。培養はすべて 37 ℃、5% CO2インキュベー

タ内で行った。継代は細胞が 80～100% コンフルエントになった時に行った。PBS で 2

回洗浄後、Trypsin-EDTA (0.25% トリプシン, EDTA-4Na) (Invitrogen)でトリプシン処

理を 37 ℃で 5 分間行い、細胞をはがし、新たに培養を行った。 
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2. 3. 骨分化誘導実験  

ST2 細胞 7.5×10
4個を 6-cm dish (BDFalcon, Bedford, MA)に撒種した。骨分化の

誘導のために培養培地を骨分化誘導培地に交換し、培養を行った。骨分化培地は

-MEMに 10% FBS と 50 ng/mlの rhBMP-2を添加した培地を使用した。そして図 5. A

に示す期間(1～3 日間)の培養を行った。 

 

2. 4. 骨分化の検出  

アルカリフォスファターゼ(ALP)染色および、アリザリンレッド染色は過去の論文を参

考にして行った(69)。ALP 染色は固定液(3.7% formaldehyde, PBS)を処理し、室温で

15 分間インキュベーションを行い固定した後、alkaline phosphatase buffer (100 mM 

Tris–HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, and 5 mM MgCl2)に nitro blue tetrazolium 

(Promega, Madison, WI)と 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (Promega)を混合し

たものと室温で反応させ、検出を行った。カルシウムの沈着は骨分化誘導培地で 12日

間培養し、固定液(3.7% formaldehyde, PBS)処理で固定し、alizarin red S (Sigma)を

用いて染色し、検出を行った。アルカリフォスファターゼ活性は-ニトロフェニルフォスフ

ェイトを基質とした活性測定キット LabAssayTM ALP (Wako, Osaka, Japan)を用いて測

定した。また、タンパク質濃度はタンパク質定量キット BCA protein assay reagents 

(Pierce, Rockford, IL)を用いて測定した。タンパク質の定量は BSA(Thermo Scientific, 

Rockford, U. S. A.)をコントロールとして用いた。定量したタンパク量からアルカリフォス

ファターゼ活性を算出した。計算式を下記に示す。 

 

 活性(units/l)=
𝑐

𝑡
× 𝑎 

 

 (units/μg protein) =
活性 (units /μl)

タンパク量 (μg/μl)
  

 

c=-ニトロフェノール濃度(nmol/l) 

t=反応時間(分) 

a=希釈倍率  

 

2. 5. RNA の抽出精製と polymerase chain reaction (PCR) 

RNA の抽出精製は TRIzol reagent (Invitrogen)を用いて行った。1 g の RNA を鋳

型とし High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster 
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City, CA)を用いて逆転写を行った。Taq DNA Polymerase (Promega, Madison, WI)を

使用し、標的遺伝子のプライマーを設計し、PCR を行った。各プライマーセットについ

ては表 1 に表記する。PCR の条件は osteocalcin 以外のすべてのプライマーにおいて

アニーリング温度は 60 ℃で行い、サイクル数は 37回で行なった。osteocalcinのプライ

マーのみアニーリング温度 60 ℃、サイクル数 35 回で行なった。 

 

2. 6. 顕微鏡観察  

免疫蛍光染色は 8-well culture slides (BD Falcon)に 1000～2000 個の細胞を撒種

し行った。細胞は培養を行った後、1%の paraformaldehyde in PBS で固定し、0.2% 

Triton X-100 in PBS で膜透過処理を行い、0.5% BSA (Invitrogen)と 1% FBS, 0.1% 

Tween20 in PBS でブロッキングを行った(70)。接着斑は抗 vinculin 抗体(Sigma)を緩

衝液(5% non-fat drymilk, 1% BSA, 0.1% TritonX-100, 0.1% Tween20, PBS)で希釈

(1:500)し反応させ、二次抗体に Alexa 488 結合抗体 (Molecular Probes)を 0.1% 

Tween20 in PBS で希釈 (1:1000)したものを使用し、検出した。F-actin の染色を

rhodamine-phalloidin を 0.1% Tween20 in PBS で希釈(1:500)して検出した。顕微鏡で

の観察は CCD camera VB-7010 (Keyence, Osaka, Japan)と UplanApo 40×/1.00 Oil 

Iris Ph3 lens を用いた BX60 (Olympus, Tokyo, Japan)を使用して行った。また、撮影し

た画像は ImageJ (NIH Software, Bethesda, MD)ソフトを用いて解析した。伸長し、細

胞突起を多く形成している細胞を motile phenotype を持つ細胞と定義し、細胞形態変

化の定量を行った。 

 

motile phenotype の定義…アクチンストレスファイバーが消失し、アクチン染色が細胞

の辺縁部に観察され、接着斑の染色も減弱する。細胞形態は細長くなり、多くの細胞

突起の形成が見られる。これまでの観察より上記のような形態変化を起こした細胞が速

く移動することが wound healing assayのタイムラプスビデオの観察より明らかとなったた

めmotile phenotype と定義した。Motile phenotypeの特徴を持つ細胞を陽性とし、それ

以外の細胞を陰性とし、陽性の細胞の割合を%で表示した。定量は図 6 については

288 個の細胞を図 13 については 75 個の細胞を評価した。また、公正に定量するため

に 5 人が独立して評価することにより行った。 

 

2. 7. 細胞運動実験  

Modified Boyden chamber migration assay は孔径 8 m の trans-well chamber (BD 

Biosciences)と 24-well plate (BD Falcon)を使用して行った。trans-well chamber の下
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面のメンブレンには 10 g/ml のフィブロネクチン(BD Biosciences)を 37 ℃で 1 時間処

理することによりコートを行った。2.5×10
4個の細胞を chamberの上層に撒種し、37 ℃

で 4 時間インキュベーションした後、下層に移動した細胞を 70%エタノールで固定後、

ギムザ染色で染色し、細胞数を数えた。模式図を図 1 に記載する。 

Wound healing assay は ST2細胞および bone marrow derived cells (BMDCs)をコン

フルエントに培養し、200 l イエローチップの先端で傷をつけ、観察した。試薬を用い

ての実験では試薬を 1 時間の前処理を行った後に傷をつけ、その後は常に薬剤存在

下の条件で行った。観察は Cool Snap Cf camera (Roper Scientific, Ottobrunn, 

Germany)、IX70 inverted microscope (Olympus)を用いて行った。動画の作製には

iMovie software (Apple Inc., Tokyo, Japan)を用いた。定量方法は同じ場所の写真を

定期的(0-12時間)に写真に撮る。ソフトウェア ImageJで最初(0時間)の woundの面積

を計測する。その後、各時間の woundの面積の計測を行う。0時間の面積を 100 とし、

細胞運動によって縮小した傷の割合を算出する。PDGF に対する走化性の運動は

EZ-TAXIScan (GE Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK)を用いて測定した。 

 

2. 8. 細胞接着実験  

細胞を 210
5個/well で 12-well culture plate (BD Falcon)に撒種し、37 ℃で 30 分

インキュベーションを行った。その後、非接着細胞を PBS による洗浄を 3 回行って取り

除き、接着した細胞を数えた。実験方法は竹中聡博士 (大阪大学大学院医学系研究

科 器官制御外科学講座)に指導して頂いた(71)。 

 

2. 9. 骨髄由来細胞(BMDCs)の抽出と培養  

C57BL/6 マウス(SLC, Shizuoka, Japan)をジエチルエーテルの深麻酔下で安楽死さ

せ、大腿骨と脛骨を取り出した。余分な組織を取り除き、骨髄を注射器 (Terumo, 

Tokyo, Japan)と注射針(23 G) (NIPRO, Osaka, Japan)を用いて採取した。採取した骨

髄は-MEM に 20% FBS、100 units/ml penicillin、100 g/ml streptomycin、55 M 

2-mercaptoethanolを添加した培地で培養した。非接着細胞は 2日に一度培養培地の

半分を交換することを繰り返し行うことにより取り除いた。接着細胞が 80%サブコンフル

エントになった時に、トリプシン処理を行い、継代を行った。骨分化は骨分化誘導培地

(-MEM, 10% FBS, 100 units/ml penicillin, 50 ng/ml rhBMP-2)を用いて培養を行っ

た。脂肪分化は 2 Mの troglitazone (Sigma)によって分化誘導を行った。脂肪分化の

確認は staining kit (Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA)を用いて Oil red O 染色

を行い、脂肪滴の検出を行った。 
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2. 10. 軟骨分化実験  

ST2 細胞 210
7個を 20 l で 12-well plate に滴下し、37 ℃で 90 分インキュベーシ

ョンを行い、その後 2 ml の軟骨分化誘導培地(DMEM, 10% FBS, 50 or 100 ng/ml 

rhBMP-2)をウェルに加えた。4 日間培養した後、アルシアンブルー染色を行い軟骨分

化の確認を行った(72)。 

 

2. 11. 活性型の低分子量 GTP 結合タンパク質の検出  

GTP 型 RhoA、Rac1、Cdc42 の活性は GST タンパク質を融合させた RhoA のエフェ

クター(rhotekin)又は Cdc42、Rac1結合ドメイン(PAK)のプルダウンを行い計測した(57)。

細胞を type I-collagen coated dish (BD Falcon)で 24時間培養した後、細胞溶解液(25 

mM HEPES, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.25% Na deoxycholate, 10% glycerol, 10 

mM MgCl2, 1 mM EDTA, 10 g/ml leupeptin, 10 g/ml aprotinin, pH 7.9)で回収し、

ソニケーションを行い、細胞抽出液を作製した。大腸菌 (DH5)に融合タンパク質

GST-rhotekin 、 GST-p21 activated kinase (PAK) を 0.5 mM の Isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)で発現誘導し、大腸菌溶解液(20 mM HEPES, 

120 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA)で溶解し、タンパク質を精製した。精製した

タ ン パ ク 質 を glutathione-Sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotec., 

Buckinghamshire, UK)と反応させ、その後、細胞抽出液と混ぜ、4 ℃で 2 時間インキ

ュベーションを行った。活性型 RhoA のプルダウンには GST-rhotekin を活性型 Cdc42

と Rac1 のプルダウンには GST-PAK をそれぞれ用いた。プルダウンしたサンプルはウェ

スタンブロッティング法で検出を行った。低分子量 GTP結合タンパク質 RhoA、Cdc42、

Rac1 の全量と活性型のタンパク質量を検出し、全量に対する活性型の比率を算出し

た。 

 

2. 12. 細胞増殖測定法(WST-8 法) 

500 もしくは 1000 個の細胞を 96-well plate (BD Falcon)に撒種し、Cell Counting 

Kit-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan)を使用して細胞増殖を測定した。 

 

2. 13. ウェスタンブロッティング法  

氷上で SDS sample buffer (125 mM Tris–HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol)に

40 mM dithiothreitol を添加した溶液で細胞を溶解し、サンプルを作製した。サンプル

は 5 分間、100 ℃で煮沸し、SDS-PAGE 法でタンパク質を分離させた。分離した後、タ
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ンパク質は nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)にトランス

ファーを行った。メンブレンは 3% BSAを添加した PBS-0.1% Tween20 (T-PBS)でブロッ

キングを行い、一次抗体を添加した T-PBS で一晩インキュベーションを行った。T-PBS

で洗浄後、二次抗体を添加した T-PBS でインキュベーションし、二次抗体の反応を行

った。タンパク質は alkaline phosphatase buffer (100 mM Tris–HCl, pH 9.5, 100 mM 

NaCl, 5 mM MgCl2) に nitro blue tetrazolium (Promega) と

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (Promega)を添加して反応させ検出した。メン

ブレンを GT9500 flat scanner (Epson, Tokyo, Japan)で読み取り、ImageJ でバンドの強

度を計測した。 

 

2. 14. マウス異所性骨形成モデル 

マウス異所性骨形成モデルは吉川らが報告した方法 (50)を参考にして行い、中瀬

尚長先生（星ヶ丘厚生年金病院 整形外科）にin situハイビリダイゼーションを指導し

て頂いた。5 g rhBMP-2 (Astellas Pharma Inc., Tokyo, Japan)と3 mg atelocollagen 

(Nitta Gelatin, Osaka, Japan)を用いて rhBMP-2-collagen1 compositeを作製した。

rhBMP-2-collagen1 compositeは5週齢のC3Hマウスの広背筋筋膜下に移植した。

Y-27632はAlzet osmotic pumps (Alza Corp., Palo Alto, CA)を用いてマウス体内に供

給した。マウスは移植4日後、1週間後に処分し、骨形成の石灰化をX線撮影、病理染

色、in situハイブリダイゼーションを行い観察した。レントゲンはsoft X-ray apparatus 

(Softex Type SM, Osaka, Japan)を用いて撮影した。in situハイブリダイゼーションは4 

mの切片を作製し、マウスosteopontinのdigoxigenin標識したアンチセンス、センス

cRNAプローブをハイブリダイゼーションさせ、 nucleic acid detection kit (Roche 

Diagnostic, Japan)を用いて検出した(73, 74)。 

 

2. 15. 統計処理  

測定データは平均値と標準偏差(SD)を求めた。対照群との有意差はStudent-t検定

により算出した。Student-t検定により0.05より小さい値の場合、統計的に有意差がある

とした。 

 

すべての動物実験は、大阪府立成人病センター研究所内の動物実験委員会で了承

されたプロトコールに基づいて行った。 
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3. 結果  

 

3. 1. 分化段階によって細胞の運動速度が変わる。 

細胞運動と骨分化の関係を調べるために、骨分化を誘導できるマウスの4つの細胞

株についてFBSを走化性因子としてboyden chamber assayを行い、運動能を調べた。4

つの細胞は分化段階が違う細胞株である事が知られている(図2. A)。細胞の分化段階

の違いを確かめるため骨分化、脂肪分化、軟骨分化、筋分化についてよく知られてい

る分化マーカーの遺伝子発現をRT-PCRによって調べた(図2. B)。分化段階が違う4つ

の細胞はそれぞれ違った分化マーカー遺伝子の発現をしていることが確認できた。運

動はFBSの濃度を変えて調べた(図3. A-D)。すると４つの細胞間で運動能に差がある

ことがわかった。走化性因子のない場合においては、ST2細胞とC2C12細胞は各々全

体量 (2.5×10
4
)に対して約17%と約25%の細胞が移動したのに対して、10T1/2細胞と

MC3T3-E1細胞では4～8%の細胞しか移動せず、細胞間でフィブロネクチンに対する

ハプトタキシス(走触性)の運動能力において差が見られた。またFBSに対する応答性も

細胞間で異なり、ST2細胞とMC3T3-E1細胞においては加えたFBSに対する応答性が

高いことがわかった。これらのことから分化段階の違いが細胞運動に影響しているので

はないかと示唆された。 

 

3. 2. ST2細胞は未分化な間葉系細胞である。 

3. 1.で使用した細胞株のうちST2細胞はマウスの骨髄由来の間葉系幹細胞株であ

り、多分化能を有していることが知られている(75)。また、幹細胞性の分化マーカーと知

られているnanog遺伝子(76, 77)が発現していることが確認でき(図4. A)、さらに間葉系

幹細胞と特徴である骨分化、脂肪分化、軟骨分化を誘導できる事を確かめることがで

きた(図4. B)。このことからST2細胞は多分化能をもつ未分化な間葉系細胞である事が

確認できた。骨分化と細胞運動を調べるために未分化なST2細胞に骨分化の誘導を

行い、解析を行った。 

 

3. 3. 骨分化に伴って運動速度が変化する。 

ST2細胞に50 ng/mlのrh-BMP2を処理し、図に示した期間の培養を行い、分化誘導

を行った(図5. A)。例えば、誘導3日の細胞は最初7.5×10
4個の細胞を撒種し、24時

間後に培地を骨分化誘導培地へと変え、その後3日間の培養を行った細胞である。誘

導1日の細胞は最初に同量の細胞を撒種し、通常培地で3日間培養した後、骨分化

誘導培地で1日間培養を行った。他の細胞も分化培地での培養時間を変えたもので
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あり、準備した4つの細胞(0 d～3 d)はすべて4日間の培養をしている。そのため分化最

終日には細胞密度がおおよそ揃っている。細胞密度は細胞運動に影響することが考

えられるため培養密度をそろえる必要があった。骨分化の確認のために細胞のALP染

色、ALP活性測定を行った(図5. B)。ALP活性は誘導期間に依存して強くなっていく

が、誘導2日後の細胞と3日後の細胞では大きな変化はなく一定となった。また、いくつ

かの骨 分 化 マーカー遺 伝 子 の mRNAの発 現 を調 べた (図 5. C) 。 Runx2 、

osteopontin(OPN)、type1 collagenは常に発現していた。一方、parathyroid hormone 

receptor (PTHR)とosterix (Osx)は分化誘導1日後に発現した。骨分化後期マーカー

であるosteocalcin (OCN)は2日後以降に発現が見られた。これらの遺伝子発現は分化

誘導期間に依存して発現量が増加した。これらの結果から今回の骨分化実験によっ

てST2細胞を段階的に骨分化誘導することができていると考えられる。 

次に段階的に骨分化を誘導したST2細胞を用いて骨分化時に細胞形態が変化す

るかを調べた(図6. A)。アクチン細胞骨格と接着斑の形成を観察したところ、分化させ

ていないコントロールのST2細胞(0 d)ではアクチンストレスファイバーが強く形成され、

多くの接着斑の形成が見られた。一方、分化誘導1日後の細胞ではアクチンストレスフ

ァイバー、接着斑の形成が顕著に消失し、伸長した細胞形態を示した。それらの細胞

をmotile phenotypeと定義(方法と材料の項目に記載)し、定量を行った(図6. B)。さら

に、細胞の面積の測定も行った(図6. C)。これらのことから骨分化初期段階において細

胞面積が尐なくなり、細胞突起を多くもつ伸長した細胞形態に変化することがわかった。

さらに、分化が進むとアクチンストレスファイバー、接着斑の形成が再度出現することも

明らかとなり、未分化な細胞は骨分化によってダイナミックに形態を変化させることがわ

かった。 

次に細胞運動をboyden chamber assayを用いて測定した(図7. A)。すると分化1日

後に運動速度がコントロールの細胞と比べ2倍ほど促進されることが明らかとなった。さ

らに、分化が進むと運動速度はコントロールの細胞と同程度まで減尐していく。wound 

healing assayを用いた実験においても同様の結果を得ることができた(図7. B)。骨分化

誘導に使用したrhBMP-2の添加が直接細胞運動に影響しているのか、分化が運動に

影響しているかを区別するために、rhBMP-2の短期間での細胞運動への影響を調べ

た。するとrhBMP-2は短期間では細胞運動に直接影響を与えないことを分化していな

いST2細胞(0 d) (図7. C)と分化した細胞(3 d) (図7. D)で確認することができた。短期

間では分化の誘導も引き起こされない(図7. E)。骨分化には遺伝子発現の変化などが

関わり、ある程度の時間が必要であり、4時間という短期間ではALP活性が上昇するほ

どまでには分化は進まないと考えられる。これらのことから骨分化によって細胞の性質
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が変化することによって、分化初期段階に細胞の運動速度が一時的に亢進し、分化

後期では減尐することが明らかとなった。細胞接着は分化初期段階では変化が見られ

ないが、分化後期に優位に亢進することがわかった(図8)。分化後期の細胞接着能の

増加が分化後期にみられる運動速度の低下に影響していることが考えられるが、詳細

についてはさらなる検討が必要である。 

 

3. 4. 未分化な間葉系細胞はmesenchymal modeの様式によって速く運動する。 

細胞運動についてさらなる解析を行うためにアクチン細胞骨格の制御に重要である

Rhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質について調べた。すると細胞運動の促進が

見られた分化初期段階に、Cdc42, Rac1の活性が高くなっていることがわかった。運動

速度が減尐する分化後期ではそれらの活性はコントロールの細胞と同程度まで減尐し

た(図9)。一方、RhoAの活性には有意な変化は見られなかった。細胞接着の形成に重

要であるfocal adhesion kinase (FAK)の397番目のチロシンのリン酸化を調べると、接

着能が高くなる分化後期段階にリン酸化が有意に減尐することがわかった(図10. A)。

一方、myosin light chain (MLC)の19番目のセリンのリン酸化は分化を通して変化しな

かった(図10. B)。これらのことから未分化な細胞は骨分化誘導を受けるとCdc42, Rac1

の活性が高くなり一時的に運動速度が亢進し、さらに分化が進むと運動速度が減尐

することがわかった。分化後期段階では細胞接着が有意に亢進することも明らかとなり、

細胞接着の亢進が細胞運動の抑制に関わっていることが示唆された。細胞接着能の

亢進については、FAKのリン酸化が分化後期の時期に抑制されていることから、接着

斑の代謝が遅くなり、より成熟した接着斑の形成が引き起こされているためだと考えら

れる。FAKの代謝と接着能についてはさらなる検討が必要である。さらに、タイムラプス

ビデオを用いて細胞運動を詳細に観察すると、速く運動する細胞はコントロールの細

胞と比べ細胞突起、細胞膜のラフリングの形成が促進されていることがわかった(図11.)。

これらのことから未分化な細胞が骨分化の誘導を受け、速く運動するときには

mesenchymal modeと言われる運動様式によって位置移動するのではないかと示唆さ

れた。 

 

3. 5. Mesenchymal modeによる細胞運動はY-27632によるRho-ROCK-myosinシグナ

リングの抑制によって促進される。 

Mesenchymal modeによる運動様式はこれまでの報告によってCdc42, Rac1の活性

化によって引き起こされている事などが報告されており、さらに低分子量GTP結合タン

パク質のRhoAの下流で働くROCK (Rho-associated kinase)の抑制によって促進される
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ことがわかっている(56-59)。そこで、ST2細胞にROCK inhibitorであるY-27632を処理

し、解析を行った。 

Y-27632は 24時間処理を行い、分化誘導 1日後 (rhBMP-2)またはY-27632 と

rhBMP-2を同時に処理した細胞 (rhBMP-2/Y-27632)を比較した(図12. A)。本研究で

使用したRho-ROCK-myosinシグナリング阻害剤(10 M Y-27632; ROCK阻害剤、10 

M blebbistatin; ミオシンⅡ特異的阻害剤)が10 M程度の低濃度では細胞増殖には

影響しないことを細胞内脱水素酵素の活性を測定することによって細胞数を定量する

WST-8法により確認した(図12. B)。骨分化をALP染色、ALP活性測定によって調べた

(図12. C)。するとY-27632を処理した細胞はrhBMP-2と同程度のALP活性を示した。ま

た、Y-27632とrhBMP-2を併用するとALP活性は増強することがわかった。細胞形態は

Y-27632を処理すると大きな変化がみられた(図13. A, B)。Y-27632を処理した細胞は

rhBMP-2を処理した時と同様にアクチンストレスファイバー、接着斑の形成が減弱した。

また、Y-27632を処理した細胞はrhBMP-2を処理した細胞に比べ顕著に細胞突起が

増えていた。Y-27632とrhBMP-2を併用した細胞の形態はY-27632単独で処理した細

胞の形態に似ており、細胞突起の形成が顕著に見られた。 

次に、Y-27632による運動速度の変化を観察した。するとコントロールの細胞に比べ、

Y-27632を処理した細胞では運動速度が促進されることがわかった(図14. A, B)。また、

タイムラプスビデオの観察により移動している細胞はmesenchymal modeの特徴である

細胞突起を多く出して運動していることが観察された(図15)。rhBMP-2とY-27632を併

用した細胞でも運動速度が促進されたが、rhBMP-2単独で処理した細胞の運動速度

と同程度で、相加的な効果は得られなかった。これは細胞の運動速度がrhBMP-2単

独で最大値に達してしまうために、rhBMP-2とY-27632の併用時で相加的な運動速度

促進の効果がみられなかったと考えられる。rhBMP-2の濃度を尐なくするなどのさらな

る実験が必要である。次にY-27632を処理した細胞の接着能を調べるとコントロールの

細胞と比べ減尐していることがわかった(図14. C)。また、Cdc42とRac1の活性化を測定

するとrhBMP-2を処理した細胞とは異なり有意な活性化は見られなかった(図14. D)。

これらのことからY-27632処理によって、細胞突起を多くみられるmesenchymal modeに

よる細胞運動が促進されることがわかった。しかし、接着能や低分子量GTP結合タンパ

ク質の活性がrhBMP-2を処理した細胞とは異なることから、rhBMP-2とY-27632は一部

異なった機構によってmesenchymal modeによる細胞運動を促進するのではないかと

示唆された。また、Y-27632の濃度を変え、運動速度の測定を行った(図16.)。すると

Y-27632を20 Mを加えた時でもコントロールの細胞と比べると細胞運動は促進された。

5～10 MのY-27632を処理した時に最大の細胞運動促進作用が見られた。 
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3. 6. Y-27632の細胞運動促進作用は骨分化誘導による効果と骨分化非依存的な効

果によって引き起こされる。 

Y-27632の細胞運動促進は骨分化を誘導することによるものかを検討した。過去に

本研究所より、Y-27632を処理するとBMP-4の発現量が増加し、骨分化を誘導すること

を報告している(50)。本研究においてもY-27632処理によってrhBMP-2を加えた時と同

様にBMP-4の発現が促進されることをRT-PCRによって確認した(図17. A, B)。このこと

からY-27632の作用はBMP-4の発現誘導を介して骨分化を引き起こすことによって細

胞運動を促進することが考えられる。さらにrhBMP-2の添加する量を増やし、骨分化を

調べた(図17. C)。するとrhBMP-2を100 ng/mlに増やしても50 ng/ml加えた時と同程度

のALP活性だった。rhBMP-2とY-27632を併用した時のALP活性は相加的に増加した。

この結果はY-27632の骨分化誘導作用はBMPの発現誘導以外にも骨分化を誘導す

る機構があるのではないかと考えられる。Y-27632の運動促進の効果は骨分化誘導の

効果だけによるものかを検討するためにROCKの下流であるmyosin Ⅱ ATPaseの阻

害剤であるblebbistatinを処理し細胞運動を観察した。BlebbistatinはY-27632とは異な

り骨分化は誘導せずにRho-ROCK-myosin経路を阻害する薬剤である (図18. A)。ま

た、Y-27632を処理した細胞ではMLCの19番目のセリンのリン酸化は処理して10分以

内に減尐するのに対してblebbistatinを処理した細胞ではリン酸化は変わらない(図18. 

B)。このことからもY-27632とblebbistatinのRho-ROCK-myosinシグナリングへの作用機

序が違う事が確認できる。BlebbistatinをST2細胞に処理し、運動速度を測定した。す

ると、blebbistatinを処理した細胞はコントロールの細胞に比べ速く動く事がわかった(図

18. C)。このことからST2細胞は骨分化誘導がなくてもRho-ROCK-myosinシグナリング

を抑制すると運動速度が促進されることがわかった。これらのことからST2細胞において

Y-27632による運動能促進の作用はBMPの発現誘導を介した骨分化の促進による効

果と、Rho-ROCK-myosinシグナリング抑制による効果の両方の効果によって細胞運動

が促進されているのではないかと考えられる。 

 

3. 7. 未分化な間葉系細胞はRho-ROCK-myosinシグナリングの抑制によって運動能

が促進される。 

さらにST2細胞以外の未分化な間葉系細胞に対するRho-ROCK-myosinシグナリン

グの抑制作用を調べるためにマウスの骨髄より細胞 (BMDCs)を抽出し、培養を行った。

得られた細胞は間葉系幹細胞の特徴である紡錘状の形態を示していた(図19. A) (30)。

また、BMDCsは骨分化、脂肪分化を誘導できることが確認できた(図19. B)。このことか
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らBMDCsが未分化な間葉系の細胞であることが確認できた。軟骨分化については分

化誘導をしていない細胞と差があまり見られなかった。このことは、抽出したBMDCsは

未分化な細胞を含んだ不均一な細胞集団であることが原因であると考えられる。軟骨

分化は未分化な細胞が高密度の状態で分化誘導が引き起こされるため(72)、本研究

で抽出した不均一な細胞群では未分化な細胞の純度が不十分であると考えられる。

今後、精製などを行い、未分化な細胞の純度を高めて、さらに実験を進めないといけ

ない。次にBMDCsにY-27632とblebbistatinを処理し、運動速度の測定を行った。する

と薬剤を処理した細胞はコントロールの細胞と比べて速く運動することがわかった(図

20)。これらのことからRho-ROCK-myosinシグナリングの抑制はST2細胞だけではなく

BMDCsの細胞運動も促進することがわかった。さらにY-27632が未分化な細胞と分化

した細胞のどちらに作用しているかを確かめるために、骨分化の進んだST2細胞(3 d)と

骨芽細胞株MC3T3-E1に処理し、運動速度を調べた。すると、骨分化が進んだそれら

の細胞においては運動促進作用が見られないことがわかった(図21. A-C)。これらのこ

とからY-27632の運動促進作用は未分化な細胞特異的に作用していることがわかっ

た。 

 

3. 8. 未分化な細胞の運動促進はマウス異所性骨形成を増強する。 

最後に、in vivoにおいても同様に運動促進が引き起こされるかをマウスの異所性骨

形成のモデルを用いて調べた。rhBMP-2-collagen1 compositeはマウスの広背筋筋膜

下に移植し、Y-27632はosmoticポンプによって供給した (図22. A)。移植 4日後に

rhBMP-2-collagen1 compositeを取り出し、骨分化の初期マーカーであるOPNの発現

を調べた。すると、Y-27632を供給することによってマウスの骨形成部位にリクルートさ

れている細胞の量がコントロールのマウスと比べ顕著に多くなっていることがわかった

(図22. B)。このことからin vivoにおいてもY-27632は未分化な細胞の運動を促進し、骨

形成部位への細胞のリクルートを促進していることが示唆された。さらに移植1ヵ月後に

骨形成を観察すると興味深いことにコントロールのマウスと比べY-27632を供給したマ

ウスに大きな骨が形成されることがわかった(図23. A, B)。レントゲン撮影によって石灰

化も確認することができた(図23. C)。このことからY-27632によって細胞運動を促進す

ることにより、骨形成部位での骨形成が促進されることも明らかとなった。 

  



19 

 

4. 考察  

 

未分化間葉系細胞が骨形成や骨修復に寄与していることはこれまでに報告されて

おり、細胞分化や細胞運動のメカニズムの解明は骨折治療などの医療への応用に繋

がり重要である(34, 35)。未分化な細胞が骨形成に寄与するためには骨形成部位に移

動すること、骨を作る細胞に分化をすることの両者が必要である。骨分化や細胞運動

については多くの研究が行われてきたが、両者を考慮した研究はほとんどない。未分

化な細胞が骨形成部位に移動してから分化を行うのか、分化してから移動してくるの

かなどわかっていない事が多い。そこで本研究では分化と細胞運動について焦点をあ

て研究を行った。 

分化段階の違う細胞株は違った運動能を示し、分化段階の違う事が細胞運動へ影

響があるのではないかと示唆された。ケモアトラクタントを加えていない状態の細胞運動

はフィブロネクチンに対するハプトタキシス(走触性)の細胞運動を見ており、これまで骨

芽細胞などで報告されている(70)。外堀らの報告ではインテグリン1を介した細胞内シ

グナルがPhosphoinositide 3-kinase (PI3K)、AKT、FAKの活性化に作用し、ハプトタキ

シスの細胞運動を制御していることを報告している。このことからハプトタキシスで運動

に差が見られる4つの細胞間でPI3K、AKT、FAKなどの因子の活性に違いがあること

が考えられる。さらには骨分化段階でも異なることが考えられ、分化段階で運動速度が

変わるメカニズムについてはこれらの因子の細胞内での動態を解析することによって明

らかとなるかもしれない。また、FBSを走化性因子として細胞運動を観察すると、細胞間

で差があることがわかった。このことから分化段階が変わるとある特定の因子に対する

走化性が変化することが考えられる。本研究では様々な増殖因子などが含まれる血清

を用いたが、これまで骨芽細胞の走化性を誘導することが知られている因子に対して

の走化性を解析することによって、骨分化のいつの時期にどのような因子に応答し、移

動していくのかが明らかになると考えられる。本研究においても、これまでに報告 (43)が

あるようにPDGFが骨芽細胞株MC3T3-E1の細胞運動を促進することが確認できた(図

24)。一方、ST2細胞はPDGFに対して明らかな走化性は認められなかった(図25. A-B)。

このことからも未分化細胞と骨分化した細胞において走化性因子への応答性に違い

があることが明らかであり、骨分化による走化性因子への応答性の変化を解析すること

によって、骨形成部位や骨修復部位への細胞の移動機構がさらに詳しく知ることがで

きると考えられる。 

また、未分化な間葉系細胞株ST2にrhBMP-2を添加することによって段階的に骨分

化を追跡できる実験系を構築し、骨分化によって細胞形態が大きく変化すること、運
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動速度が変化することが明らかとなった。骨分化した細胞は初期段階に接着斑の尐な

い形態を示し、細胞の運動速度が一時的に速くなる。その時期の細胞ではCdc42、

Rac1の活性が高くなり、mesenchymal modeと言われる運動様式で運動することが示唆

されたが、どのようなメカニズムで速く動くかについてはまだ不明な点が多い。分化によ

る形態変化や接着能の変化がどのように低分子量GTP結合タンパク質の活性化に作

用するのかについての詳細はわからない。今後、細胞形態や接着を制御する因子が

分化段階でどういった変化をするのかを生化学的な研究を行うことにより明らかになる

と考えられる。本研究で示唆された分化段階における細胞形態変化と運動能の変化

について模式図を記載する(図26)。 

次に、Y-27632によるRho-ROCKシグナリングの抑制によっても未分化な間葉系細

胞の運動速度が促進されることが明らかとなった。Y-27632処理による細胞運動促進

作用は形態変化やタイムラプスビデオによる観察から骨分化時に見られたときと同様

に細胞突起の形成が促進され、mesenchymal modeによる運動を行い、速く移動する

のではないかと示唆された。しかしながら、低分子量GTP結合タンパク質の活性や接着

能において、rhBMP-2処理した細胞とY-27632処理した細胞では異なっていた。このこ

とからどちらの薬剤もmesenchymal modeによる運動を誘導するがその作用機序が違う

のではないかと考えられる。その違いを考える上で、細胞運動において自動車のアクセ

ルとブレーキのような機構が細胞にも存在し、運動の制御を行っているのではないかと

考えている。分化段階初期の時期では、Cdc42やRac1の活性化が引き起こされ、自動

車でいうアクセルを踏んだ状態となり、移動速度の加速が引き起こされているのではな

いかと考えている。さらに分化が進むと接着能が高くなり、ブレーキがかけられた状態と

なり移動速度が減尐する。一方、未分化な細胞にY-27632処理した細胞では細胞接

着能が減尐する。このことにより、細胞のブレーキが解除され、その結果、移動速度が

加速するのではないかと考えている。これらのことから、どちらの処理も作用機序は異な

るが細胞突起をだすmesenchymal modeによる細胞運動を引き起こし、移動速度が上

がると考えている。また、Y-27632はBMPの発現を引き起こすことによる骨分化誘導と

骨分化誘導とは独立してRho-ROCK-myosinシグナリングを抑制することによる作用に

よって細胞運動を促進していることが示唆された。今後詳細なメカニズムを解明するに

はさらなる研究が必要である。 

運動様式についてはこれまで多くの研究がされており、細胞と細胞外マトリックスとの

接着、細胞間接着、Rhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質の関与などが報告さ

れている(78)。Mesenchymal modeの運動については上皮細胞由来の癌細胞が転移

する時にみられる上皮間葉移行(Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT)において



21 

 

よく研究されており、運動様式の研究は正常細胞だけではなく癌細胞の運動について

も重要である。本研究で見られたmesenchymal modeによる移動は一時的に運動様式

を変化させて移動したと考えられ、上皮細胞由来の癌細胞が転移をする時のEMTと

同様な機構があるのではないかと考えられる。上皮細胞由来の癌細胞以外にも骨肉

腫細胞の運動にもmesenchymal modeが高肺転移性を引き起こしていると報告されて

おり(57)、今後ますます運動様式についての研究が重要ではないかと考えられる。本

研究で未分化間葉系細胞がmesenchymal modeによって速く運動することが明らかと

なり、癌細胞における運動メカニズムの解明に正常な未分化間葉系細胞が活かせるの

ではないかと考えている。 

また、癌細胞の転移以外にも間葉系幹細胞の解明をすることにより腫瘍について新

たに分かることは多いと考えられる。近年の研究で骨軟部腫瘍などの一部の腫瘍が多

分化能をもつ未分化な細胞を起源とした腫瘍であると報告されている(79)。これらの腫

瘍は間葉系幹細胞に染色体転座などの変異が起こり腫瘍化したものと考えられており、

自己複製能や転移能が高く非常に予後が悪い。腫瘍化のメカニズムもわかっていない

ことが多く今後さらなる研究が必要とされている。正常な間葉系細胞は生体内で厳密

に維持と分化が制御されている。腫瘍化は正常な制御がされなくなり無秩序な増殖を

繰り返す細胞へと変化することであり、間葉系幹細胞の正常な制御が解明されることに

より腫瘍化のメカニズム、さらには新規の治療法の開発へと繋がると考えられる。 

最後に、本研究によって細胞運動を促進することによりin vivoにおいて骨形成を増

大することが明らかとなった。過去に本研究所よりY-27632の処理がBMPの発現を誘

導することによって骨形成を促進していることはわかっていたが、細胞の運動や骨形成

部位への細胞の動員についてはわかっていなかった。しかし、本研究によってY-27632

が未分化な細胞特異的に運動を促進することがわかり、in vivoにおいても骨形成部位

への未分化な細胞の動員が促進されることが明らかとなった。マウス異所性骨形成モ

デルではrhBMP-2-collagen1 compositeへの細胞の動員、骨形成の増大が見られた。

しかし、本研究において未分化な細胞はrhBMP-2に対する走化性はないことがわかっ

た。このことからrhBMP-2-collagen1 compositeへの移動はrhBMP-2以外の他の因子

の関与が考えられる。rhBMP-2-collagen1 compositeの場所には骨芽細胞や血球系細

胞が存在していることが考えられる。それらの細胞が走化性因子などを分泌し、未分化

な細胞がそれに応答して、移動していくのではないかと考えられる。また、未分化な細

胞が分化することによりBMP-2を含めた走化性因子への応答性が変化することも考え

られる。今後さらに、分化と細胞運動のメカニズムが解明されていくことにより、骨折治

療や再生医療などの臨床への展開が多いに期待される。 
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間葉系幹細胞は分化によって細胞形態、細胞運動を含めた細胞の性質はダイナミ

ックに変化する。これまで個々に細胞運動、遺伝子の発現、細胞内の代謝などが研究

されてきたが、未分化な細胞の性質を解析するためには分化を考慮した包括的な研

究が重要であると考える。 
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5. 図・表 

 

表1. PCRで使用したプライマーシークエンス 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Forward primer Reverse primer 

Runx2 CGCATTCCTCATCCCAGTAT TAAAGGTGGCTGGGTAGTGC 

PTHR AGCGAGTGCCTCAAGTTCAT CCCTCCACCAGAATCCAGTA 

Osterix CTTAACCCAGCTCCCTACCC GCAGGCAGGTGAACTTCTTC 

Osteocalcin GCGCTCTGTCTCTCTGACCT GCCGGAGTCTGTTCACTACC 

Osteopontin TCTGATGAGACCGTCACTGC TCTCCTGGCTCTCTTTGGAA 

type1 

collagen1a 

ACTGGTACATCAGCCCGAAC 

  

GGTGGAGGGAGTTTACACGA 

PPAR CCCTGGCAAAGCATTTGTAT AATCCTTGGCCCTCTGAGAT 

LPL CCTACTTCAGCTGGCCTGAC TGGGAGCAAATGATTCCTTC 

FABP4 CACCTGGAAGACAGCTCCTC AATTTCCATCCAGGCCTCTT 

Sox9 AGGAAGCTGGCAGACCAGTA CCCTCTCGCTTCAGATCAAC 

type10 

collagen 

GCCAGGTCTCAATGGTCCTA AAAAGCAGACACGGGCATAC 

type2 

collagen 

GCCAAGACCTGAAACTCTGC CTTGCCCCACTTACCAGTGT 

MyoD AGCACGCACACTTCCCTACT GCATCTGAGTCGCCACTGTA 

B2MG ACGCCTGCAGAGTTAAGCAT TGGGGGTGAGAATTGCTAAG 

GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT 
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図1. boyden chamber assayによる細胞運動の測定。

孔径8 μmのtrans-wellにfibronectinを下面のメンブレンにコートし、上記のように24 well-plateにセットする。そして、上層に細胞をアプライ
し、インキュベーターで4時間培養する。すると上層の細胞が穴を通過して下面のメンブレンの方に移動する。移動した細胞を数える為に
細胞を固定し、ギムザ染色を行い、顕微鏡下で細胞を数える。また、PDGFなどの因子に対する走化性を計測する時は上層、下層に異な
る濃度を加える。すると、走化性因子の濃度勾配ができ、その因子に対する移動を観察する。
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図2. 4つの細胞株は異なる分化段階の細胞株である。

(A)4つの細胞株は異なる分化段階に存在する。ST2、10T1/2は未分化な細胞株とされる。C2C12は筋芽細胞株であり、筋分化している。
MC3T3-E1は骨芽細胞株であり骨分化が少し進んでいると考えられる。(B)4つの細胞株における骨、脂肪、軟骨、筋肉の分化関連マー
カー遺伝子の発現をRT-PCRを用いて調べた。1 μgのcDNAを鋳型としそれぞれの遺伝子に対するプライマーを設計し、PCRを行った。
B2MGをローディングコントロールとして使用した。略語に関して以下に示す。OPN, osteopontin; OCN, osteocalcin; PPARγ, Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor γ, LPL, lipoprotein lipase; FABP, Fatty acid binding protein, Col, collagen。 B2MG, beta-2-microglobulin。
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図3. 分化段階の異なる4つの間葉系細胞株は違う運動能をもつ。

FBSを走化性因子としてBoyden chamber migration assayを用いて(A) ST2細胞、(B) 10T1/2細胞、(C) C2C12細胞、(D)
MC3T3-E1細胞の細胞運動を調べた。上層にアプライした細胞数(2.5×104個)を100%とし、運動した細胞数のmigrated
cell rate (%)を算出し、グラフに示す。また、示してある量のFBSを走化性因子とし、下層に添加した。
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図4. ST2細胞は未分化な間葉系の細胞である。

(A)未分化関連遺伝子nanog遺伝子の発現をRT-PCRで調べた。BMDCsはマウス骨髄より抽出した細胞のcDNAを用い
た。(B) ST2細胞における骨分化、脂肪分化、軟骨分化を示す。骨分化をALP染色、脂肪分化をOil red O染色、軟骨分
化をアルシアンブルー染色を行い検出した。
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図5. 段階的に骨分化の誘導を行った。

(A)ST2細胞を用いてrhBMP-2 (50 ng/ml)添加による段階的な骨分化実験系を構築した。矢印は培養を行った培地を示している。骨
分化誘導培地に培地交換し、示してある期間の培養後を行った。青矢印;通常培養培地、赤矢印;骨分化誘導培地。 (B)骨分化誘導
を確かめる為にALP染色(上段)、ALP活性測定(n = 7) (下段)を行った。タンパク量で標準化しALP活性を算出した。(C)骨分化マーカ
ーの遺伝子発現をRT-PCRを用いて確認した。

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
B n=7
D motile n=5 細胞面積 n=110

E n-6
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H I n=4
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図6. 骨分化によって細胞形態が変化する。

(A)骨分化誘導後、誘導時間の違う細胞のアクチン細胞骨格、接着斑を免疫蛍光染色を行い細胞形態変化を観察した。位相差顕微
鏡での観察を上段に示す。(B) motile phenotypeを骨分化後に定量を行った(n = 5)。評価はブラインドで5人で観察し、行った。(C)骨分
化後の細胞の面積を計測した(n > 100)。* P<0.01 versus 0 d。
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図7. 骨分化によって細胞運動が変化する。

(A)骨分化後の細胞運動をboyden chamber assayによって調べた(n = 6)。* P<0.01 versus 0 d。(B) wound healing assayによる骨分化時の
細胞運動の測定(n = 5)。* P<0.05 versus 0 d。(C) rhBMP-2を走化性因子としてboyden chamber assayを用いて細胞運動を調べた(n = 4)。
Boyden chamberの上層、下層に表に示す濃度のrhBMP-2を添加し4時間培養を行った。分化していないST2細胞をもちいた時(C)、骨分
化3日後のST2細胞をもちいた時(D)の結果を示す。(E) rhBMP-2処理4時間後のALP活性の測定を行った。
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図8. 骨分化後期に細胞接着能が亢進する。

骨分化後の細胞接着を測定した(n = 6)。細胞を35 mm dishに撒種し、30分間37℃で培養を行う。その後PBSで、洗浄し、非接着細胞
を取り除き、接着した細胞を数えた。最初に撒種した細胞から接着した細胞数の割合を算出した。* P<0.01 versus 0 d。
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図9. 骨分化時のRhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質の活性測定。

Rhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質Cdc42、Rac1、RhoAの活性をGTP活性型のプルダウンを行い調べた(n = 4)。活性はGTP型の
量と細胞内のGTPaseの量をウェスタンブロッティング(上段)で定量し、0 dのサンプルの活性型の比率を1とし算出した。算出した結果を下
段のグラフに示す。* P<0.05 versus 0 d。
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図10. 骨分化時のFAKとMLCのリン酸化測定。

(A)FAKの397番目のチロシンと(B) MLCの19番目のセリンのリン酸化を調べた。上段にウェスタンブロッティング、下段に定量したグラフを
示す(n = 4)。全体のFAKに対するリン酸化されたFAKの割合をバンドから読み取り、0 dのサンプルの比率を1としratioを算出した。MLCに
ついても同様に行った。* P<0.05 versus 0 d。
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図11. 分化1日後の細胞は細胞突起や細胞膜のラフリングの形成が多く、速く運動する。

骨分化後のwound healingをタイムラプスビデオで撮影した。Wound healing開始(0 h) (左)と5時間後(5 h) (右)の写真を示す。分化を誘
導(0 d)していない細胞(上段)に比べ、分化を誘導した細胞(1 d) (下段)は速く移動する。分化した細胞では細胞突起や細胞膜のラフリン
グの形成が多く見られる。細胞突起を黄色矢印、細胞膜のラフリングを赤矢印で示す。
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図12. ST2細胞にY-27632によるROCK阻害を行った。

(A)ST2細胞を用いてrhBMP-2 (50 ng/ml)、Y-27632 (10 μM)、rhBMP-2/Y-27632の処理を行い24時間の培養を行った。矢印は培地を示す。
青矢印;通常培養培地、赤矢印;骨分化誘導培地、緑矢印;Y-27632、紫矢印;Y-27632とrhBMP-2。(B) Y-27632とblebbistatinの細胞増殖へ
の影響を濃度を変えて、WST-8法により確認した(n=6)。(C)薬剤処理24時間後のALP染色(上段)、ALP活性測定(下段)を行った(n=5)。
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図13. Y-27632によるROCK阻害によって細胞形態変化が起こる。

(A)ST2細胞を用いてrhBMP-2 (50 ng/ml)、Y-27632 (10 μM)、rhBMP-2/Y-27632の処理を行い24時間の培養を行い、細胞形態の変化を
免疫蛍光染色を行い観察した。アクチン細胞骨格、接着斑の形成を染色し、観察した。位相差顕微鏡による観察を上段に示す。(B)細
胞形態変化の定量測定を行った(n = 6)。* P<0.01 versus control。
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図14. Y-27632によるROCK阻害によって細胞運動が促進される。

(A)ST2細胞を用いてrhBMP-2 (50 ng/ml)、Y-27632 (10 μM)、rhBMP-2/Y-27632の処理を行い、wound healing assayを行った。9時間後
の写真を示す。(B) wound healing assayを行い、細胞運動を計測した(n = 4)。* P<0.05 versus control ** P<0.01 versus control。(C)細胞接
着の測定を行った(n = 6)。* P<0.05 versus control。(D) Cdc42、Rac1の活性をGTP型のプルダウンアッセイを行い計測した(n = 4)。上段に
ウェスタンブロッティング、下段に細胞内のGTPase量より算出したGTP型の量を示す。* P<0.05 versus control。
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図15. Y-27632もしくはY-27632とrhBMP-2を同時に処理した時、細胞は細胞突起を出し速く運動する。

薬剤処理後のwound healingをタイムラプスビデオで撮影した。Wound healing開始(0 h) (左)と5時間後(5 h) (右)の写真を示す。Y-276
32のみを処理した細胞(上段)、もしくはY-27632とrhBMP-2を同時に処理した細胞(下段)は細胞突起を形成し、運動する。細胞突起を黄
色矢印、細胞膜のラフリングを赤矢印で示す。
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図16. Y-27632の細胞運動に対する作用を濃度を変えて行った。

ST2細胞に0 – 20 μMのY-27632を処理し、wound healing assayによって細胞運動への影響を調べた(n = 3)。Y-27632を処理するとコ
ントロールの細胞に比べ速く運動した。10 μM以下の濃度で、より細胞運動を促進した。
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図17. rhBMP-2とY-27632はBMP-4の発現を誘導する。

(A)ST2細胞を用いてrhBMP-2 (50 ng/ml)を処理し 、 RT-PCRによってBMP-4の発現を調べた。培養時間に依存して、BMP-4の発現が増加
した。GAPDHをコントロールとして発現量を比較した。(B) Y-27632の濃度を変え、ST2細胞に処理を行い、RT-PCRによってBMP-4の発現を
調べた。GAPDHをコントロールとして発現量を比較した。(C) rhBMP-2の濃度を変え、Y-27632 (10 μM)との併用時のALP活性測定を行った。
使用した薬剤の量は下の表に示す。
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図18. blebbistatinは分化誘導を起こさずST2細胞の運動を促進する。

(A)myosinⅡATPase特異的阻害剤であるblebbistatin (10 μM)の骨分化への影響をST2細胞を用いてALP活性測定を行い、調べた( n = 3)。
rhBMP-2、Y-27632処理した細胞と比較した。(B) Y-27632とblebbistatinによるMLC19番目のセリンのリン酸化の変化を調べた。(C) wound he
aling assayを行い、Y-27632、blebbistatinの細胞運動への影響を調べた(n = 5)。* P<0.01 versus control ** P<0.05 versus control。
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図19. マウスの骨髄より骨髄由来細胞(BMDCs)を単離、培養した。

(A)C57BL/6マウスの骨髄より骨髄由来細胞(BMDCs)を単離した。図には4回継代後の細胞の写真を示す。(B)単離した細胞の分化能を
調べるために骨分化、脂肪分化、軟骨分化を行った。分化の確認のため骨分化; ALP染色とアリザリンレッド染色、脂肪分化; Oil red O染
色、軟骨分化;アルシアンブルー染色を行いそれぞれ確認した。分化誘導かけたものを上段に、かけていないものを下段に示す。
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図20. Rho-ROCK-myosinシグナリングの抑制は未分化な間葉系細胞の細胞運動を促進する。

単離した細胞にY-27632 (10 μM)、blebbistatin (10μM)処理を行い、wound healing assayを行った(n = 4)。* P<0.01 versus
control ** P<0.05 versus control。
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図21. Rho-ROCK-myosinシグナリングの抑制は分化した細胞の細胞運動は促進しない。

(A)骨分化させたST2細胞(3 d)にY-27632 (10 μM)を処理し、wound healing assayを行い細胞運動を調べた(n = 6)。(B)骨芽細胞株MC3T3-E1
にY-27632を処理し、細胞運動を調べた(n = 8)。(C)分化段階の違う細胞(0 d – 3 d)の細胞にY-27632を処理し、wound healing assayによって
細胞運動を調べた。グラフにはwound healing assay開始12時間後のwound areaを計測したものを示した(n > 3)。
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図22. マウス異所性骨形成モデルにおいてY-27632処理は未分化な細胞の骨形成部位への動員を促進する。

(A) rhBMP-2-collagen1 compositeをマウスの広背筋筋膜下に移植し、異所性骨形成を行った。Y-27632はosmotic pompによって供給した。
(B)移植4日後にrhBMP-2-collagen1 compositeを取り出し、HE染色を行った(上段)。OPNの発現をin situハイブリダイゼーションにより検
出した(下段)。
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図23. 未分化な細胞の運動促進はマウス異所性骨形成を増強する。

rhBMP-2-collagen1 compositeを移植1ヵ月後に取り出し、骨形成を調べた。(A) rhBMP-2-collagen1 composite切片。(B) rhBMP-2-colla
gen1 compositeの写真、(C) rhBMP-2-collagen1 compositeのレントゲン撮影(上段、コントロール；下段 、Y-27632供給マウス)。
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図24. 骨芽細胞株MC3T3-E1は血清、PDGFによって運動が促進される。

MC3T3-E1細胞を用いて血清、PDGFに対する走化性をEZ-TAXIScan を用いて計測した。計測は特定の領域(ROI)内を通過した細胞
数を時間をおって数えた。
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図25. ST2細胞はPDGFに対する走化性をもたない。

(A) ST2細胞を用いて血清、PDGFに対する走化性をEZ-TAXIScan を用いて計測した。計測は特定の領域(ROI)内を通過した細胞
数を時間をおって数えた。(B) boyden chamber assayを用いてST2細胞のPDGFに対する走化性を調べた。chamberの上層と下層に
表に示した量のPDGFを加え、運動した細胞の数を数えた。
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図26. 未分化な間葉系細胞の骨分化に伴う細胞運動の変化について考えられる仮説モデル。

未分化な間葉系細胞の細胞運動は骨分化初期段階に一時的に亢進する。その時にはRhoファミリー低分子量GTP結合タンパク質の
Cdc42、Rac1の活性化が引き起こされ、細胞突起や細胞膜のラフリング形成が特徴であるmesenchymal modeによる運動が促進される。
また、さらに骨分化が進み、骨分化後期段階になると接着能が亢進し、細胞の運動は減少する。
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