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緒言 

 

 

近年, 失われた組織や機能の回復を目指した再生医療に関する研究, 特に幹

細胞に対する研究が多面的に進められ, めざましい成果が得られつつある. 間

葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cells; MSCs) は, 自己複製能と分化多能性を併せ

持つことが知られており, in vitro において, 骨芽細胞, 軟骨細胞, 脂肪細胞, お

よび神経細胞などに分化することが報告されている1, 2)
. また, 間葉系幹細胞は, 

象牙質歯髄複合体や歯根膜そして歯槽骨の源となる幹細胞としても考えられて

おり, 歯科領域において重要な幹細胞として位置づけられている3)
. この間葉系

幹細胞の単離法は未だ確立されていないが, 幹細胞を含む細胞集団は, 様々な

組織から得られることが報告されている4 - 6)
.  

骨髄ストローマ細胞 (Bone marrow stromal cells; BMSCs) は, この間葉系幹細

胞を含むヘテロな細胞集団で, 多系統の細胞に分化しうることで知られている5, 

7 - 9)
. 様々な分化誘導培地中で, 骨髄ストローマ細胞は, 骨芽細胞, 軟骨芽細胞, 

筋芽細胞, 脂肪細胞などといった様々な間葉系の細胞に分化することができる1, 

10)
. そのため, 骨髄ストローマ細胞は間葉系幹細胞の分化機構を解明する目的で, 

これまでに広く研究に用いられてきた. 骨髄ストローマ細胞の分化機構を理解

することにより, 幹細胞を目的の細胞への分化をコントロールすることができ
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れば, 再生医療は飛躍的に進歩すると考えられる. そこで再生医療に幹細胞集

団を応用する場合, 骨芽細胞へと分化誘導させる一方で, 脂肪細胞への分化を

抑制することが出来れば, より効果的であると考えた. そのためには, 脂肪細胞

の分化過程を理解することが必要であり, 本研究の目的とした.  

この骨髄ストローマ細胞は, 脂肪細胞へ分化する過程で脂肪前駆細胞に一旦

分化した後, 成熟脂肪細胞へと分化する11)
. 脂肪前駆細胞から脂肪細胞へと分化

する過程の分化制御機構を明らかにするために, これまでにも多くの研究が行

われてきたが, その制御機構については未だ不明な点が多い12 - 14)
. 近年, Wnt シ

グナル経路が脂肪細胞分化において重要な役割を果たしていることが報告され

てきている15 - 17)
. しかしながら, Wnt/β-catenin 経路は脂肪細胞よりもむしろ骨

芽細胞の分化を制御する主たるシグナル伝達経路として知られている18 - 22)
. 例

えば, Wnt10bノックアウトマウスは, Wnt/β-catenin 経路の活性化による骨量の増

加や, ホルモン依存性・加齢による骨量減少から免れるといった表現型を呈して

いる21)
. 一方, 脂肪前駆細胞では, Wnt/β-catenin 経路が活性化すると, 脂肪細胞

特有の転写因子である C/EBP や PPARγ の発現を抑制し, 脂肪細胞への分化を

抑制することが示されている21, 23, 24)
. また, β-catenin シグナルを遮断することに

より, 様々な細胞種が脂肪細胞へと自発的に分化することも報告されており25)
, 

Wnt/β-catenin 経路は脂肪細胞への分化を抑制する働きがあることが示唆されて
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いる. 幹細胞から脂肪前駆細胞への分化過程における Wnt シグナル経路の働

きについての知見は少ないのが現状であるが, 近年, マイクロアレイを用いた

研究により, C3H10T1/2 細胞株と分化した脂肪前駆細胞株 A33 を比較すると, 

Wnt/β-catenin 経路関連分子の発現様式がかなり異なることが示された26)
. また, 

間葉系幹細胞の自己複製や未分化な状態の維持に, Wnt/β-catenin 経路が関与し

ているという報告がある27, 28)
. このように Wnt/β-catenin 経路は, 間葉系幹細胞

から脂肪前駆細胞への分化も制御している可能性がある26)
.  

ところで, 白血病阻害因子 (Leukemia inhibitory factor; LIF) は, インターロイ

キン 6 ファミリーサイトカインに属するサイトカインで, 間葉系幹細胞の分化

に影響を及ぼすことで知られている29)
. LIF は , LIFRβ と  Glycoprotein 130 

(Gp130) からなる受容体複合体に結合して, Janus kinase (JAK) の自己リン酸化

を誘導する. 活性化した JAK 分子は, LIFRβ や Gp130 の細胞質内ドメインに

存在する, いくつかのチロシン残基をリン酸化する. リン酸化したチロシン残

基は, Src homology 2 (SH2) ドメインを持つシグナル伝達分子の結合領域となる

30)
. ここへ, Signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) が結合し, 

JAK によりリン酸化を受けて活性化する31, 32)
. 活性化した STAT3 は核内に移

行し, 目的の遺伝子のプロモーター領域に結合し, 目的のタンパクを合成する33)
. 

LIF は, JAK-STAT3 経路以外にも MAP キナーゼ経路や, PI3K/Akt 経路を活性
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化することが知られている29, 34, 35)
. そして, これらの経路の活性化の選択性につ

いては細胞種によって異なることが報告されている34, 36 - 38)
. 例えば, 3T3-F442A 

や Ob1771 そして 3T3-L1 細胞株において, LIF は STAT3 を活性化すると報

告されているが, 脂肪細胞分化における STAT3 の役割については今のところ

明らかとなっていない39)
. 

脂肪細胞分化との関連では, LIF は脂質代謝を制御する遺伝子の発現を誘導

し, 骨芽細胞への分化を抑制するという実験結果がラット胎仔頭蓋冠細胞を用

いた研究により示されている40)
. 骨芽細胞と脂肪細胞は共通の間葉系前駆体に

由来し, 二つの系統は分化に関して相関関係があると考えられており, この研

究結果はこれまでの報告と一致している16, 17, 41)
. しかしながら, マウス細胞にお

ける LIF の脂肪細胞分化に対する効果については一致した見解が得られてい

ないのが現状である29)
. 例えば, 間葉系幹細胞株である BMS2 を用いた研究で

は, LIF は脂肪細胞分化を抑制する働きがあると報告されている42)
. ところが, 

脂肪前駆細胞株である Ob1771 や 3T3-F442A を用いた研究では, LIF は逆に脂

肪細胞分化を促進するという結果が得られている43, 44)
. このように, LIF が脂肪

細胞分化に及ぼす影響は, 細胞の分化段階に応じて変化する可能性が示唆され

てはいるが, 詳細は未だ明らかとなっていない.  

そこで, LIF が脂肪細胞分化に及ぼす影響を明らかにすることを本研究の目
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的として, 初代培養系マウス骨髄ストローマ細胞を用いて, 脂肪細胞分化の初

期と後期における LIF の影響を比較検討することとした.  
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材料および方法 

 

 

１．骨髄ストローマ細胞の調整と培養 

 

4 - 6 週齢の C57BL/6J マウス (日本チャールス・リバー, 横浜) の大腿骨およ

び脛骨を採取した. 骨頭を除去した後に, シリンジを用いて α-MEM を骨髄腔

内に注入し, 骨髄を得た. セルストレーナーを用いて軟組織を除去した後, 細胞

培養皿にて 10% FCS と 1% penicillin-streptomycin を含む α-MEM にて培養を

開始し, 3 日後に PBS を用いて 3 回洗浄することで浮遊細胞を除去した. そ

の後, 2～3 日ごとに培養液を交換しながら, 80％ セミコンフルエントになるま

で, 2 週間培養を続けた. そして, Trypsin-EDTA (0.2% Trypsin, 1 mM EDTA) 処理

にて付着細胞を回収し, 骨髄ストローマ細胞として実験に供した45)
.  

なお, 本研究における全ての動物実験は, 大阪大学大学院歯学研究科動物実

験委員会の審査を受け, 承認のもとに実施した.  (受付番号: 動歯-21-002-0) 

 

 

２．脂肪細胞への分化誘導と Oil red O 染色 
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10% FCS 含有 α-MEM に 50 μg/ml ascorbic acid と PPARγ のリガンドとし

て知られる 10
-2

mM rosiglitazone (BRL49653; Cayman Chemical, Michigan, USA) 

を添加した脂肪細胞分化誘導培地を作成し, これに 50 ng/ml の LIF (Merck 

Millipore, Massachusetts, USA) を添加した培地としない培地を用いて 24 穴プレ

ートにて 6 × 10
5 

/ well の細胞を培養した. 分化誘導を行った後, 脂肪滴を内在

する細胞を 10% 中性ホルマリン溶液にて固定し, Oil red O 溶液 (0.5% Oil red 

O 含有 isopropanol を 3 : 2 の割合にて蒸留水で希釈したもの) を用いて 30 

分間染色を行った. 染色後, 蒸留水にて 3 回洗浄した.  

 

 

３．脂肪滴定量実験 

 

Oil red O 染色後, 各 well に 4% Nonidet P-40 (NP40) を含む isopropanol を 

200 μl 加え, 45 分後に脂肪滴を抽出した. 抽出した脂肪滴へ 4% NP40 を含む 

isopropanol を加えて全体量を 1 ml に調整した. 波長 550 nm における吸光度

を分光光度計 (ARVO MX; Perkin Elmer, Massachusetts, USA) にて, 各サンプル

に対して 3 回の計測を行った.  
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４．脂肪細胞分化マーカー, 脂肪前駆細胞マーカー, および Wnt シグナル伝達

分子の定量 

 

 LIF 存在下, 非存在下にて 5 日間および 15 日間脂肪細胞分化誘導を行った

後, Sepasol-RNAⅠ (ナカライテスク, 京都) を用いて mRNA を抽出した. この 

mRNA から, Oligo-dT Primer (Life Technologies, California, USA) および逆転写酵

素 (東洋紡, 大阪) を用いて cDNA を合成した. cDNA は, 脂肪細胞分化マーカ

ーである aP2 と PPARγ, 脂肪前駆細胞マーカーである Pref-1, また Wnt シグ

ナル伝達分子である Wnt10b, Wnt5a, β-catenin, Lrp5, Lrp6, Tcf7, Tcf3, Dkk2, Sfrp1 

に特異的なプライマー  (表1) および SYBR Green PCR master mix (Applied 

Biosystems, California, USA) そして ABI 7500 Fast System (Applied Biosystems) 

を用いて (95℃ 10 秒 / 60℃ 30 秒) × 40 サイクルのリアルタイム PCR を行

った. これらの遺伝子発現量の定量は, 内在性コントロールとして用いた L32 

遺伝子の発現量との比較により行った. この相対的定量化に必要な計算は, ⊿

⊿ Ct 法により行った.  
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５．ウエスタンブロッティング 

 

 脂肪細胞分化誘導培地中にて骨髄ストローマ細胞を LIF 存在下および非存

在下にて 5 日間および 15 日間培養した. また, 骨髄ストローマ細胞を 50 

ng/ml のマウスリコンビナント Wnt10b (R&D Systems, Minnesota, USA) および 

Wnt10b と LIF にて 2 時間刺激した. それらの細胞を, 細胞溶解バッファー 

[20 mM Tris HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% NP40, 500 μM sodium vanadate, 1 mM 

dithiothreitol, 5 μg/ml aprotinin, 5 μg/ml leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride] にて溶解し, 30 分間の遠心分離 (14,000 rpm 4℃) 後に, 上清を回収し, 

これをタンパク抽出液とした. タンパク抽出液を 3 × Laemmli’s sodium dodecyl 

sulfate (SDS) サンプルバッファーにて希釈し, 100℃ で 5 分間加熱処理した. 

7.5% 濃度勾配ポリアクリルアミドゲル (和光純薬, 大阪) 上に, SDS-PAGE に

てサンプルを展開し , PVDF 膜  (Immobilon-P; Merck Millipore) に転写した . 

PVDF 膜をブロックエース (DS ファーマバイオメディカル, 大阪) にてブロッ

キングした後 , ラビット抗  β-catenin 抗体  (Cell Signaling Technology, 

Massachusetts, USA) , ラビット抗 Pref-1 抗体 (Merck Millipore) , およびラビッ

ト抗 β-actin 抗体 (Cell Signaling Technology) と反応させた. これに, 西洋わさ

び過酸化酵素  (HRP) 抱合型ヤギ抗ラビット IgG 抗体  (Zymed Laboratories, 
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California, USA) を反応させ, ECL Western Blotting Detection System (GE ヘルス

ケア ジャパン, 東京) を用いて発光シグナルを増幅した後, エックス線フィル

ム (RX-U 12 × 16; 富士フィルム, 東京) に現像した.  

 

 

６．統計処理 

 

 結果は平均値 ± 標準誤差で表示した. 一連の実験では Student’s t-test または 

One-way ANOVA および Fisher's LSD test によって有意水準 5% で統計学的検

定を行った.  
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結果 

 

 

１． LIF が脂肪細胞分化に及ぼす影響 

 

実験で用いる LIF の濃度を決定するために, 0, 0.5, 5, 10, 30, 50, 100 ng/ml の

濃度の LIF を含む脂肪細胞分化誘導培地を作成し, 分化誘導後 5 日目の脂肪

滴定量実験を行った. その結果, LIF の濃度を 50 ng/ml 以上に設定しても脂肪

滴量は, ほぼ同一であったため, 本実験では LIF の濃度を 50 ng/ml と設定し

た (図1) .  

次に, LIF 非添加にて分化誘導を行った群, LIF を継続的に添加して分化誘導

を行った群, 分化誘導後 5 日目から LIF を添加した群, 分化誘導後 10 日目

から LIF を添加した群, 以上 LIF を作用させる期間を変えた 4 群において, 

脂肪細胞分化に対する影響について解析を行った. そして, 5 日目, 10 日目, 15 

日目, 20 日目で, それぞれ脂肪滴定量実験を行い, 比較検討を行った. その結果, 

5 日目, 10 日目から LIF を添加した場合は, LIF 非添加群とほぼ同じ傾向とな

り, LIF を培養開始から継続的に添加した場合のみ, 異なる傾向を示した (図2) . 

そこで, 本研究では LIF を分化誘導開始時から継続的に添加した条件で, LIF 

が脂肪細胞分化に及ぼす影響を比較検討することとした.  
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LIF が Oil red O 陽性細胞の形成に及ぼす影響を解析するために, 骨髄スト

ローマ細胞を脂肪細胞分化誘導培地中で, LIF 存在下ならびに非存在下にて培

養した. 脂肪細胞分化誘導培地中で, 骨髄ストローマ細胞は多くの Oil red O 陽

性細胞を形成した. 分化誘導後 5 日目においては, LIF 非存在下にて培養した

時の方が多数の Oil red O 陽性細胞が認められた (図3 A, B) . 10 日目では, 形

成される Oil red O 陽性細胞の数に差は認められなかった (図3 C, D) . ところ

が, 15 日目になると LIF 存在下にて培養した方が多数の Oil red O 陽性細胞が

認められた (図3 E, F) . これらの結果から, LIF は脂肪細胞分化段階で異なる働

きを持つ可能性が示唆された. この時期特異的な LIF の効果を確認するために, 

分光光度計を用いて脂肪滴の定量を行った. その結果, 分化誘導後 5 日目では, 

LIF 非存在下で培養した時の方が吸光度は高い数値を示したのに対し, 15 日目

においては, LIF 存在下で培養した時の方が高い数値を示した (図4) .  

 

 

２． 脂肪細胞分化に対する LIF の効果についての脂肪細胞分化マーカー発現

量による検証 

 

脂肪滴定量実験で得られた結果を検証するために, 脂肪細胞分化マーカーで
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ある aP2 と PPARγ の発現量についてリアルタイム PCR にて解析した. 分化

誘導後 5 日目では, LIF の添加により aP2 ならびに PPARγ の発現量がともに

抑制されていた (図5 A, B) . 一方, 15 日目においては両マーカーの発現量は 

LIF の添加により, 増強していた (図5 C, D) . これらの結果から, LIF は分化初

期には脂肪細胞分化マーカーの発現を抑制し, 分化後期には発現を増強してい

ることが確認された.  

 

 

３． 脂肪細胞分化誘導後 5 日目と 15 日目の脂肪細胞分化段階についての考

察 

 

脂肪細胞分化誘導後 5 日目と 15 日目で観察される細胞を Oil red O 染色後

に高倍率 (400 倍) にて観察した. 分化誘導前は線維芽細胞様の細胞が観察され

るのに対し (図6 A) , 分化誘導後 5 日目になると小型の脂肪滴を内部に多数含

む細胞が多く観察された (図6 B) . これが, 分化誘導後 15 日目になると大型の

脂肪滴を含む細胞が見られるようになった (図6 C) . 脂肪前駆細胞のマーカー

である Pref-1 の発現量を比較したところ, 分化誘導後 5 日目に比べて 15 日

目では, Pref-1 の mRNA ならびにタンパク発現量が低下していた (図6 D, E) .  
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４． 脂肪細胞分化段階における Wnt シグナル伝達分子発現量の解析 

 

脂肪細胞分化誘導前と比較して分化誘導後 5 日目では, Wnt10b, Wnt5a, Tcf7, 

Tcf3 の発現量が上昇し, Dkk2 と Sfrp1 の発現量は低下していた. 一方, 分化誘

導 15 日目においては 5 日目と比べ, Wnt10b, Wnt5a, Lrp5, Lrp6, β-catenin, Tcf7, 

Tcf3 の発現量が低下し, Dkk2 と Sfrp1 の発現量が上昇していた (図7) .  

 

 

５． LIF による脂肪細胞分化過程の Wnt シグナル伝達分子発現量への影響 

 

LIF は, 分化誘導後 5 日目と 15 日目における Wnt10b, Wnt5a, β-catenin, Tcf7, 

Tcf3 の発現量を抑制し , Dkk2, Sfrp1 の発現量を上昇させた  (図8) . また , 

β-catenin タンパクの発現量を調べたところ, β-catenin タンパクの発現量は分化

誘導前に比べて分化誘導後 5 日目と 15 日目において上昇していることが分

かった. そして, LIF は分化誘導後 5 日目だけではなく 15 日目においても 

β-catenin タンパクの発現量を抑制していた (図9) . さらに, Wnt10b により上昇
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した β-catenin タンパクの発現量は, LIF を加えることによって顕著に減少して

いることが明らかとなった (図10) .  
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考察 

 

 

骨髄ストローマ細胞は培養条件により, 骨芽細胞や脂肪細胞へと分化するこ

とができる. Wnt/β-catenin 経路が活性化すると骨芽細胞へと分化が進み, 抑制

されると脂肪細胞へと分化が進むことから, この 2 つの細胞への分化経路は互

いに相反関係にあるといった報告もある16, 17, 41)
. 松下らは, 骨髄ストローマ細胞

を用いた実験で LIF が骨芽細胞への分化を抑制することを既に確認しており 

(現在投稿中) , LIF は上記のことから脂肪細胞への分化を促進するのではないか

との仮説を立てた. しかし緒言で述べたとおり, マウス細胞において LIF が脂

肪細胞分化に及ぼす影響についての実験結果は一致しておらず, 細胞や組織の

分化段階に応じて変化する可能性が示唆されているものの, 詳細は未だ明らか

となっていない29)
. そこで, 初代培養系マウス骨髄ストローマ細胞を用い, 間葉

系幹細胞から脂肪前駆細胞を通して成熟脂肪細胞へと分化していく一連の過程

における LIF の働きを経時的に調べることとした.  

間葉系幹細胞は, まず脂肪前駆細胞へと分化した後, 増殖していく. そして, 

増殖停止後に成熟脂肪細胞へと最終分化していくことが報告されており11, 28)
, 

脂肪細胞の分化段階は, 細胞内での脂肪滴の蓄積が一つの目安となっている11)
. 

本研究においても, 分化誘導後 5 日目では小型の脂肪滴が内部に多数見られる
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細胞が観察されたのに対して, 15 日目では大型の脂肪滴が見られる細胞が観察

された (図6 B, C) . さらに分化が進むと, 脂肪前駆細胞マーカーとして知られ

る  Pref-1 の発現量も減少していた  ( 図 6 D, E) . この  Pref-1 は , 

Notch/Delta/Serrate ファミリーに属する上皮成長因子様リピート含有タンパク

質で, 脂肪細胞分化を抑制する働きがあり, 脂肪前駆細胞のマーカーとして報

告されている46)
. aP2 や PPARγ が脂肪細胞分化とともに発現が上昇していくの

に対し, Pref-1 は脂肪前駆細胞株である 3T3-L1 細胞において高発現を認める. 

そして, 脂肪細胞分化が進むとともにその発現量が低下していくことが報告さ

れている47)
. 以上のことから, 本研究において, 分化誘導 5 日目を分化初期段

階の脂肪前駆細胞として, また 15 日目を分化後期の成熟脂肪細胞として設定

し, 比較検討できると考えた.  

次に, LIF を作用させる期間と脂肪滴形成量との関係について検索したとこ

ろ, LIF を継続的に添加した場合の解析結果から, LIF は脂肪細胞分化初期 (培

養 5 日目) と後期 (培養 15 日目) で異なる働きをしていることが分かった 

(図4) . また, 脂肪細胞分化誘導開始後 5 日目もしくは 10 日目から LIF を誘

導培地に添加した結果と比較すると, 分化誘導開始後 5 日目および 10 日目か

ら LIF を添加したいずれの場合も, 吸光度の値はあまり上昇せず, LIF 非添加

群と同じ傾向となった (図2) . 以上のことから, LIF を継続的に添加することが, 
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LIF の効果を発することにつながると分かった.  

脂肪細胞の分化過程において , 分化後期に関しては , 初代培養細胞系や

3T3-L1 といった細胞株を用いて比較的多くの研究がなされており, 分化に影

響する因子やその作用機序に関して多くの知見が集積しつつある. それに対し, 

幹細胞から脂肪前駆細胞への分化初期段階についての知見はほとんどないの

が現状である. しかし近年行われたマイクロアレイの結果から, Wnt/β-catenin 

経路がこの分化初期段階に関与していることが示唆された . つまり , 

Wnt/β-catenin 経路は脂肪細胞分化初期には正の制御因子として28)
, また分化後

期には負の制御因子として機能していることが推測された18, 19)
. 本研究の実験

結果から, LIF は脂肪細胞分化において, 分化初期には脂肪細胞への分化を抑

制し, 分化後期においては脂肪細胞への分化を促進していることが分かった. 

Bowers ら26)は, 時期特異的に Wnt/β-catenin 経路関連分子の発現量は相反する

ことを報告していることより, LIF と Wnt/β-catenin 経路の間に何らかの関連

性があるのではないかと考えた. 本研究において, Wnt10b を加えることによっ

て発現が上昇した β-catenin タンパクは, LIF 刺激後 2 時間で発現が低下した

ことから (図10) , LIF は, Wnt10b を直接分解もしくは, Wnt10b 下流のシグナ

ル経路を抑制している可能性が示唆された.  

Wnt シグナル経路には, β-catenin を介する古典的経路とそれを介さない非古
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典的経路が存在する48)
. 活性化される経路の選択性については, Wnt とレセプ

ターである Frizzled の組み合わせによって決まると考えられている49)
. Wnt10b 

は, 古典的経路を活性化させる代表的な Wnt として知られており, 脂肪前駆

細胞の段階で最も発現量が高くなり, その後, 分化が進行するにつれてその発

現量は急速に低下していくことが報告されている18, 25)
. 間葉系幹細胞株である 

ST2 やマウス胎仔線維芽細胞株を用いた in vitro の実験では, Wnt10b を過剰

発現させると β-catenin タンパクの細胞内蓄積が観察され, その結果, 脂肪細

胞への分化が抑制されるという報告がある18)
. また, Wnt10b ノックアウトマウ

スを用いた in vivo の実験でも, 脂肪細胞関連遺伝子の高発現を認めたという

報告もある21, 50)
. 本実験においても , 脂肪細胞分化誘導  5 日目において 

Wnt10b を含めた Wnt/β-catenin 経路に関わる分子の発現量が高かったのに対

し, 15 日目では相反して発現量は低いことが確認された (図7) .  

一方, Wnt5a は非古典的経路を活性化させる代表的な Wnt として知られてお

り, これも脂肪細胞への分化が進むにつれて, 発現が低下していくと報告され

ている51)
. 本研究においても, 分化誘導 5 日目と比較して 15 日目において発

現は低下するという実験結果が得られた (図7) . ただし, 非古典的経路が脂肪細

胞分化に及ぼす影響に関しては, 一致した見解が未だ得られていない. Wnt5a に

ついては古典的経路の標的遺伝子であり, 転写された Wnt5a は, 古典的経路を
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抑制することで, 脂肪細胞への分化を促進するという報告がある52, 53)
. その一方

で, ST2 細胞株を用いた実験では, Wnt5a を介した非古典的経路は, PPARγ の転

写活性を抑制することで脂肪細胞への分化を抑制するとも報告されている54)
. 

Kennell ら55)も同様に非古典的経路が脂肪細胞分化を抑制すると報告している. 

本研究の実験結果から, 古典的経路, 非古典的経路ともに脂肪細胞への分化を

抑制する働きがある可能性が示唆された. そして LIF は, 脂肪細胞分化後期に

おいて, その古典的経路と非古典的経路の双方を抑制することで積極的に脂肪

細胞への分化を促進する働きがあるものと推察される. また, 古典的経路のみ

ならず, 非古典的経路も分化初期段階に関与していることが示唆された.  

今後, LIF シグナルと Wnt シグナル経路をつなぐメカニズムについてさらな

る解析が必要と考えている. 例えば, 本研究では Wnt シグナル経路の活性化に

ついて, Wnt シグナル伝達分子の発現量の増減にて評価したが, β-catenin/TCF 

複合体が実際に転写活性を誘導しているかどうかについて, ゲルシフトアッセ

イ等の機能解析によって評価する必要があると考えている. また, レトロウィ

ルスによる遺伝子導入や sh-RNA によるノックダウンにより, LIF シグナルと 

Wnt シグナル経路をつなぐメカニズムをより明らかにできればと考えている.  
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結論 

 

 

骨髄ストローマ細胞が脂肪細胞へと分化する際, LIF は Wnt シグナル経路を

調節することにより, 分化初期には脂肪細胞への分化を抑制し, 分化後期にお

いては脂肪細胞への分化を促進するという時期特異的な分化制御機構を持つこ

とが明らかとなった.  
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Gene Forward primer Reverse primer 

L32 CACAATGTCAAGGAGCTGGAAGT TCTACAATGGCTTTTCGGTTCT 

Dkk2 GGAATCTGCATCCCAGTCACTGAG TGTGGCCTTCCTAGATTCTGCCAT 

Sfrp1 TTCTACTGGCCCGAGATGCTCAA GACTTCAACTCGTTGTCGCATGGA 

Wnt5a TCGCCATGAAGAAGCCCATTCGAA TGTCCTTGAGAAAGTCCTGCCAGT 

Wnt10b GATACCCACAACCGCAACTC GGGTCTCGCTCACAGAAGTC 

β-catenin ATGGCTACTCAAGCTGACCTG GACAACTGCATGTTTCAACATC 

Lrp5 CCCACTCACGGGTGTCAAA TGCTCCACTGAGCTCCCATT 

Lrp6 CTGGATTATTGTCCCCGGAT GTGTGTATTCCAGTCAGTCC 

Tcf7 CAGCTCCCCCATACTGTGAG TGCTGTCTATATCCGCAGGAA 

Tcf7l1(Tcf3) ACGAGCTGATCCCCTTCCA CAGGGACGACTTGACCTCAT 

aP2 TCCAGTGAAAACTTCGATGATTACA GGCCATGCCTGCCACTTT 

PPARγ GCCCACCAACTTCGGAATC TGCGAGTGGTCTTCCATCAC 

Pref1 TGACCAGTGCGTGACCTCT GGCAGTCCTTTCCCGAAGTA 

表 1. リアルタイム PCR に使用した各種プライマー 



図 1. LIF の濃度設定 

種々の濃度の LIF (0, 0.5, 5, 10, 30, 50, 100 ng/ml) を含む脂肪細胞
分化誘導培地にて, 分化誘導後 5 日目の脂肪滴量. (n = 3)  

～ ～ 



図 2. LIF を作用させる期間と脂肪滴形成量との関係 

骨髄ストローマ細胞を脂肪細胞へと分化誘導を行う際に, LIF を継続的に
添加した場合 ( ) , LIF を全く添加しない場合 ( ) , 分化誘導後 5 日目か
ら LIF を添加した場合 ( ) , 分化誘導後 10 日目から LIF を添加した場合 

( ) の脂肪滴形成量. (n = 3)  



図 3. LIF が Oil red O 陽性細胞形成に及ぼす影響 

LIF 非添加 (A, C, E) もしくは添加 (B, D, F) 脂肪細胞分化誘導
培地中で骨髄ストローマ細胞を, 5 日間 (A, B) , 10 日間 (C, D) , 

15 日間 (E, F) 培養した後の Oil red O 染色像.  

500μm 

LIF (-)  LIF (+)  

5days  

10days  

15days  



図 4. LIF が骨髄ストローマ細胞の脂肪細胞分化に及ぼす影響 

骨髄ストローマ細胞を, LIF 添加 (◆) ならびに非添加 (○) 脂肪細胞
分化誘導培地中で, 一定期間 (5, 10, 15, 20 日間) 培養した時の脂肪
滴形成量. (n = 3), Student’s t-test, p < 0.05 (*), p < 0.005 (**) 



図 5. 脂肪細胞分化マーカー発現量の解析 

骨髄ストローマ細胞を, LIF 添加, 非添加脂肪細胞分化誘導培地中で, 

5 日間 (A, B) および 15 日間 (C, D) 培養した時の aP2 (A, C) もしくは 

PPARγ (B, D) の mRNA 発現量. なお, mRNA の発現量は L32 を用
いて補正した. (n = 3), Student’s t-test, p < 0.05 (*) 



図 6. 脂肪細胞分化誘導 5 日目と 15 日目の 

骨髄ストローマ細胞に対する分化段階の評価 

骨髄ストローマ細胞を, 0 日間 (A) , 5 日間 (B) , 15 日間 (C) 分化誘導
行った後の Oil red O 染色像.  

(D) 骨髄ストローマ細胞を, 脂肪細胞分化誘導培地中で, 5 日間および 

15 日間培養した時の Pref1 の mRNA 発現量. なお, mRNA 発現量は 

L32 を用いて補正した. (n = 3), Student’s t-test, p < 0.05 (*) 

(E) 骨髄ストローマ細胞を 5 日間ならびに 15 日間脂肪細胞分化誘導
培地中にて培養した時の Pref1 タンパク発現量.  
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図 7. Wnt シグナル経路関連分子発現量の解析 

骨髄ストローマ細胞を, 脂肪細胞分化誘導培地中にて, 培養 0 日目 (□) , 

5 日目 ( ) , 15 日目 (■) の Wnt10b, Wnt5a, β-catenin, Lrp5, Lrp6, Tcf7, 

Tcf3, Dkk2, Sfrp1 の mRNA 発現量. mRNA の発現量は, L32 を用いて補
正した. (n = 3), One-way ANOVA および Fisher’s LSD test, p < 0.05 (*), 

p < 0.005 (**) 

 



図 8. LIF が Wnt シグナル経路関連分子発現量に及ぼす影響の解析 

骨髄ストローマ細胞を, LIF 添加, 非添加脂肪細胞分化誘導培地中で, 5 

日間および 15 日間培養した時の Wnt10b, Wnt5a, β-catenin, Lrp5, Lrp6, 

Tcf7, Tcf3, Dkk2, Sfrp1 の mRNA 発現量. mRNA の発現量は, L32 を用
いて補正した. (n = 3), Student’s t-test, p < 0.05 (*), p < 0.005 (**) 
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図 9. LIF の細胞質内 β-catenin タンパク発現に及ぼす影響 

骨髄ストローマ細胞を, LIF 添加, 非添加脂肪細胞分化誘導培地中
にて 5 日間および 15 日間培養した時の β-catenin タンパク発現量.

数値は, 脂肪細胞へと分化誘導する前の β-catenin タンパク発現量 

/ β-actin タンパク発現量を 1 とした時の相対的発現量.  
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図 10. Wnt10b と LIF の共刺激における β-catenin タンパク発現量
の解析 

骨髄ストローマ細胞を, Wnt10b 存在下, ならびに Wnt10b と LIF 共存在下
にて培養した時の β-catenin タンパク発現量. 数値は, Wnt10b および LIF 

非存在下で培養した時の β-catenin タンパク発現量 / β-actin タンパク発現
量を 1 とした時の相対的発現量.  
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図 11. LIF が脂肪細胞分化に及ぼす影響の概念図 

マウス骨髄ストローマ細胞において, LIF は Wnt シグナル経路を
調節することによって, 分化初期には脂肪前駆細胞への分化を抑
制し, 分化後期には成熟脂肪細胞への分化を促進している可能性
がある.  
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