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Ⅰ． 緒言 

 

辺縁性歯周炎や根尖性歯周炎などにより失われた歯周組織を回復しうる治療

法として組織再生療法が有効であり, 近年では幹細胞を用いた組織再生療法に

ついて様々な領域で研究がすすめられている(1-3). 歯科領域において, 組織

再生に重要な幹細胞として位置づけられているのは間葉系幹細胞である(4). 

その理由として, 間葉系幹細胞は歯槽骨や歯根膜, 歯肉といった歯周組織に分

化することができる幹細胞であることが分かってきているからである(5). 一

般的に間葉系幹細胞は, in vitro において骨芽細胞, 軟骨細胞, および脂肪

細胞の 3 系統の細胞への多分化能を有する幹細胞と定義されており(6, 7), 

この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

(8-17). そして, 間葉系幹細胞は主に骨髄微小環境内に存在し, 間葉系細胞の

恒常性の維持のみならず, 造血幹細胞の増殖や分化の制御も司っていることが

明らかとなってきている(6, 18-21). このような多様な働きから, 間葉系幹細

胞は, 組織再生療法における有力な細胞供給源として期待されている. また, 

倫理的観点や拒絶反応といった問題点についても自己の骨髄細胞を用いること

で解消できることから, 間葉系幹細胞は臨床応用に適した幹細胞といえる

(22). しかしながら, 現在, 間葉系幹細胞の単離は成功していないため, その
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性状やマーカー分子については依然として不明な点が多い. 

Friedenstein らは, 1970 年代に骨髄細胞の中に線維芽細胞様の形態を持つ

骨形成細胞が存在することを見出した(23). その後の研究により, 骨髄中に存

在する付着性の線維芽細胞様細胞は, 1 つのクローンからさまざまな間葉系細

胞に分化できるということがわかってきた(24-26). こうして, 骨髄中には多

分化能をもつ幹細胞, すなわち間葉系幹細胞が存在すると考えられるようにな

った(6, 8). 現在においても, 未だ間葉系幹細胞の特異的なマーカーは特定さ

れていないが, 国際細胞療法学会は, これまでの知見を総括して, ヒト間葉系

幹細胞はCD14, CD19, CD34, CD45, HLA-DR といった血球系マーカー群の発現

が陰性であり, CD73 や CD90  そして CD105 が陽性であるとしている(27). 

このように,  間葉系幹細胞の完全な単離法は未だ確立されていないが, 組

織再生療法への応用は行われてきている(28, 29). たとえば,移植された間葉

系幹細胞は生体内で骨格筋や軟骨などへの分化が可能であることから, 組織再

生のための細胞医薬の臨床試験が米国で開始されている(22).また, 歯科領域

においては間葉系幹細胞を用いた新規歯周組織再生治療を目指した研究が進め

られている(30). さらには, 造血幹細胞移植時に間葉系幹細胞を同時に移植す

ると免疫反応の抑制が起こり, 拒絶反応が軽減されることがわかっている(31-

35).  



3 

 

本研究では特に, 間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化に注目した. 骨芽細胞は

骨組織を形成する細胞であり, 生体内の骨芽細胞は, 多量の Ⅰ 型コラーゲン

を産生し, そこにオステオカルシンやオステオポンチンといった細胞外タンパ

ク質を分泌し類骨を形成する. その後, 類骨上にリン酸カルシウムが沈着, 蓄

積し, ハイドロキシアパタイトが形成され石灰化がすすんでいいき, 軽量であ

るが強度のある成熟した骨が形成されていく(36). このような働きを持つ骨芽

細胞は骨欠損に対する組織再生療法における有力な移植材料として期待されて

おり(37, 38), ヒト歯槽骨から単離された骨芽細胞は間葉系幹細胞と比較して

も, より優れた骨形成能力を有しているという報告がある(39).  また, 間葉

系幹細胞に分化誘導をかけることにより分化した培養骨芽細胞は, 足場材と共

に骨欠損部に移植され, 新生骨形成能をもたらす材料として利用されている

(3, 40, 41).  

ところで, 骨芽細胞は間葉系幹細胞からの分化過程で前骨芽細胞(pre-

osteoblast)とよばれる段階を経て成熟した骨芽細胞へ分化すると推測されて

いる(42). 骨芽細胞分化においては，bone morphogenetic proteins(BMPs)，

insulin-like growth factor 1(IGF-1)，fibroblast growth factor2(FGF-2), 

parathyroid hormone(PTH), tumornecrosis factor-α(TNF-α), Wnt などの

ホルモンやサイトカイン, そして細胞外マトリックスなどの刺激によって, 
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様々なシグナル伝達経路が活性化され, 間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化が

誘導される(43, 44). その中でも, 骨芽細胞の分化を制御する基本転写因子と

して Runx2(runt-related trancription facter 2)とOsterix が知られてい

る. 例えば, Runx2 の遺伝子を欠損させたRunx2-/-マウスは, 骨芽細胞の分化

が起きないことが報告されており(45, 46), 骨芽細胞分化には Runx2 が必須

であることがわかっている. さらに, Runx 2 は骨基質の合成など, 成熟骨芽

細胞が適切に機能するために必要であることもわかっている(47). また, 

Osterix は Runx2 とともに, 骨芽細胞分化のために必要な転写因子であり, 

骨芽細胞分化の際, Runx2 の下流で機能することが知られている(48, 49). そ

れぞれの発現については, 前駆骨芽細胞（osteo-progenitor cell）は, Runx2 

を発現していること, より分化の進んだ段階である前骨芽細胞では Runx2 と 

Osterix の両方を発現していることがわかっている(25). しかし, この前骨芽

細胞は間葉系幹細胞から成熟した骨芽細胞までの分化途中のすべての細胞を含

んだ細胞集団であるため, 必然的にheterogeneousな集団となっている. した

がって, 間葉系幹細胞から骨芽細胞の分化は, 1 つの分化段階を経るのみなの

か, 多数の分化段階を経るのか, それを裏付ける研究成果は今のところ得られ

ていない. このようにして, 間葉系幹細胞から骨芽細胞までの詳細な分化メカ

ニズムについてはほとんど理解されていないというのが現状である. 
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細胞の詳細な分化メカニズムの解明には培養細胞の細胞表面マーカーの解析

が有用であると考えられるが, 培養骨芽細胞の細胞表面マーカーの詳細は明

らかになっていない. これは培養骨芽細胞が分化中に産生する石灰化物がフロ

ーサイトメトリーによる FACS 解析を妨げてきたからである. フローサイトメ

ーターは石灰化物を 1 つの細胞として検知してしまうため, 分化した生細胞

を解析することができず, FSC の小さな石灰化物のみを検出する. さらに, 石

灰化物が多量に混入した細胞をFACS 解析すると, 使用した抗体がコントロー

ル抗体であっても石灰化物の自己蛍光により陽性領域に蛍光強度のピークが出

現する. このように, 石灰化物がサンプルに混入しているとFACS 解析の結果

に偽陽性が生じる危険性があるため, 培養骨芽細胞の表面マーカーの解析は困

難であった.  

この問題を解決するために, 近年 Yamamoto らは, Percoll® 密度勾配遠心

分離法を用いることで培養骨芽細胞から石灰化物を除去する方法を確立した

(50). Percoll® は, ポリビニルピロリドンでコートされた直径 15-30 nm の

ケイ酸コロイド粒子 (含水率 23%) より成る試薬で, 遠心分離により特定の細

胞や細胞小器官, ウイルス等を分離するために用いられる. これまでにも 

Percoll® 濃度勾配を用いて末梢血幹細胞を分離したという報告や(51), 

Percoll® と磁気ビーズにより分化段階別の好中球前駆細胞を分画採取したと
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いう報告(52), Percoll® により母体血中の有核赤血球を回収したという報告

がある(53). また, Percoll® は産婦人科の不妊治療の場面で臨床応用されて

おり, 細胞毒性の低い材料であるため,将来的にも臨床応用しやすいという利

点がある(54-56). Yamamoto らは, 10%-70% の 2 層の Percoll® 濃度勾配を

用いることで培養骨芽細胞から石灰化物を除去し, 生細胞を回収することに成

功した. この骨芽細胞回収の方法は, 遺伝子操作等の処理は必要としない簡便

かつ安全な方法であり, また, Percoll® の濃度勾配を 10%-70% の中で細かく

設定させることで, 石灰化物を除去するとともに細胞集団を様々な細胞内密度

に分画化することがすることが可能である. そして, Percoll® の濃度勾配を

用いてマウス頭蓋骨の骨芽細胞集団を細胞内密度によって 3 つの分画に分離, 

解析したところ, 骨の深部に存在するより成熟した骨芽細胞は細胞内密度が増

加していたという報告がある(57, 58).  

そこで本研究では, 骨芽細胞は間葉系幹細胞からの分化過程において, その

細胞内密度は変化し, 細胞内密度と骨芽細胞系譜の分化度には関連性があるの

ではないかとの仮説を立て, 検証することとした（図 1 ）.  具体的には, 間

葉系幹細胞集団としてマウス骨髄ストローマ細胞を用いて, 骨芽細胞分化誘導

培地にて分化誘導を行い, この培養細胞を Percoll® 密度勾配遠心分離法を

用いて細胞内密度によって分画化した. 得られた分画に含まれる細胞の骨芽細
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胞への分化度を骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現レベルによって評価し, さ

らには様々な細胞表面マーカーの発現レベルも比較検討した. すなわち, 細胞

内密度の異なる骨芽細胞を, 骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現レベルおよび

細胞表面マーカーの発現レベルについて比較することで, 骨芽細胞の細胞内密

度と分化度の関連性を検討することを本研究の目的とした.  
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Ⅱ． 材料および方法 

 

１．骨髄ストローマ細胞の調整 

 

 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, Alpha modification of Eagle's Minimum Essential 

Medium（α-MEM; life technologies, Carlsbad, CA, USA）に浸漬した. 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. 100 µm セルストレーナーを用いて軟組織を除去した後, 100x20 mm 

Optilux Dish（Corning Life Sciences, New York, NY, USA）上で 10% Fetal 

calf serum（FCS; ニチレイ, 東京）と 1% Penicillin-Streptomycin（sm/pc; 

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA）を含む α-MEM にて培養

を開始し， 3 日後に Phosphate-Buffered Saline（PBS; Sigma-Aldrich 

Corporation, St. Louis, MO, USA）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, 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 0.25%  Trypsin- 

Ethylenediaminetetraacetic acid（0.25% Trypsin-EDTA solution， life 

technologies）処理にて付着細胞を剥離し, 回収した Bone marrow stromal 



9 

 

cell（以下 BMSC）を間葉系幹細胞集団として以下の実験に用いた. 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および動歯-26-

011-0）.  

 

２． 骨芽細胞の調整と alkaline phosphatase（ALP）染色および von Kossa 

染色 

 

BMSC を 10% FCS 含有 α-MEM に 50 µg/ml ascorbic acid（AA： Sigma-

Aldrich Corporation）と, 10 mM β-glycerophosphate（βg; Sigma-Aldrich 

Corporation）， 10-8 M dexamethasone（Dex; Sigma-Aldrich Corporation）を

添加した骨芽細胞分化誘導培地にて細胞を培養した. 2 週間培養後, 10% 中性

緩衝ホルマリン液で 15 分間固定した. Tris-HClに Fast red violet LB Salt 

および Naphthol AS-MX phosphate（Sigma-Aldrich Corporation）を溶解させ

て作製した ALP 染色液を加えて 45 分間放置したのち, 蒸留水で 3 回洗浄し

た. さらに 2.5% 硝酸銀水溶液を加えて 30 分間放置し, 蒸留水で 3 回洗浄

した. 石灰化した基質（von Kossa 陽性）を伴う ALP陽性細胞を Colony-

forming units-osteoblast（CFU-O）とした． 
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３． 骨芽細胞分化マーカーの発現解析 

BMSC を 10% FCS 含有 α-MEM に 50 µg/ml AA と 10 mM βg, そして 10-8 M 

Dex を添加した骨芽細胞分化誘導培地にて細胞を培養した. 1 週間, 2 週間お

よび 3 週間後に Sepasol-RNAⅠ（ナカライテスク, 京都）を用いて total 

RNA を抽出した. RNA 濃度は超微量分光光度計 Nano Drop 1000（Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で測定した.  この total RNA から, 

Oligo-dT Primer  （Life Technologies）および逆転写酵素（東洋紡, 大阪）

を用いて cDNA を合成した. この cDNA と, 骨芽細胞分化マーカーである 

Runx2, Alkaline phospatase（ALP）, Osteopontin（OPN）, Osterix（Osx）, 

Type-1 Collagen（Cola-1）および Osteocalcin（OCN）に特異的なプライマー

（表 1 ）, SYBR Green PCR master mix（Applied Biosystems, California, 

USA）を用いて, ABI 7500 Fast System（Applied Biosystems）にて（95℃ 10 

秒 / 60℃ 30 秒）  × 40 サイクルのリアルタイム PCR を行った. 試料数は 

3 とし, 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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４．Percoll®密度勾配遠心分離法による培養細胞の分画化 

 

 BMSC を 10% FCS 含有 α-MEM に 50 µg/ml AA と 10 mM βg, そして 10-8 M 

Dex を添加した骨芽細胞分化誘導培地にて培養した.  2 週間培養後, 

Phosphate-Buffered Saline （PBS; Sigma-Aldrich Corporation）にて 1 回

洗浄し, Accumax®（Sigma–Aldrich Corportion）を用いて剥離した後, 100 μ

m セルストレーナーをもちいて細胞残渣を除去し, 細胞を回収した. この回収

した細胞を Osteoblastic-BMSC（OB-BMSC）とした.  Percoll®  （GE ヘルス

ケアジャパン, 東京）を Hank's balanced salt solution （HBSS; life 

technologies）にて希釈して 10%, 30%, 50%, 70% の Percoll®  溶液を調製

した. 15 ml 遠沈管に各濃度の Percoll® 溶液層を濃度が高い順に積層し, 濃

度勾配を作製した. 濃度勾配の上に 1 ml の HBSSにて懸濁した OB-BMSC の細

胞懸濁液を填入し, 3000 rpm で 10 分間, 4◦C にて遠心分離を行った. 各界面

の細胞層を回収し, それぞれ 10/30 分画, 30/50 分画および 50/70 分画とし

た. 各分画を Via count®（Merck Millipore）にて染色し, guava® easyCyte

（EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA）を用いて試料数 3 で各

分画に含まれる生細胞数を測定した． 
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５．マイクロアレイ解析 

 

 上述の方法で回収した 10/30, 30/50, および 50/70 分画の細胞から 

RNeasy Mini Kit（Quiagen, Hilden, Germany）を用いて total RNA を抽出し

た。Total RNA の純度（OD260/OD280 値）が 2.0 前後であることを確認

（2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）した

後, GeneChip 遺伝子発現解析アレイ（Mouse Clariom S Array, 倉敷紡績, 大

阪）を用いてマイクロアレイ解析をおこなった. マイクロアレイから得られた

データは解析ソフト Transcriptome viewer（倉敷紡績, 大阪）を用いて解析を

行った. 解析法としてはシグナル値 6 以上の全遺伝子を抽出し, 各分画のク

ラスタリング解析を行った. また, 各分画間で発現量が変動している遺伝子の

抽出を行った.  

  

６．間葉系幹細胞マーカーおよび幼若前骨芽細胞マーカーの発現解析 

 

 10/30, 30/50 および 50/70 分画の細胞から Sepasol-RNAⅠ を用いて total 

RNA を抽出し, Oligo-dT Primer および逆転写酵素を用いて cDNA を合成し

た. cDNA と, 間葉系幹細胞マーカーである Immunoglobulin superfamily 
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containing leucine-rich repeat （ISLR ）および幼若前骨芽細胞マーカーで

ある Fibroblast growth factor receptor 2（FGFR2）に特異的なプライマー

（表 1 ）, SYBR Green PCR master mix を用いて, ABI 7500 Fast System に

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

た. 試料数は 3 とし, 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． 

 

７．細胞表面マーカーの発現解析  

 

上述の方法で回収した 10/30, 30/50 および 50/70 分画を, CD16/CD32 

（BD Biosciences, Mountain View, CA, USA）にてブロッキングした後, ビオ

チン化抗 Sca-1, CD44, CD73, CD105, CD106, SSEA 1 抗体に各々 15 分間反

応させた. その後, ビオチン化抗体を APC-streptoavidine（BD 

Biosciences）にて発色させた. 試料数は 3 とし, 各々の細胞表面マーカー分

子の発現量は, guava® easyCyte を用いて解析した． 

 

８．細胞形態の検討  
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 10/30, 30/50, および 50/70 分画を guava® easyCyte を用いて前方散乱光

（Forward Scattered Light）および側方散乱光（Side Scattered light）に

ついて試料数 4 で解析した. 

 

９．統計処理 

 

結果は平均値 ± 標準偏差で表示した. 一連の実験では One-way ANOVA お

よび Tukey's 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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Ⅲ. 結果 

 

１. BMSC の骨芽細胞分化誘導培地による培養期間の設定 

 

本研究では、便宜的な間葉系幹細胞集団として骨髄ストローマ細胞を用いた. 

骨髄ストローマ細胞を骨芽細胞分化誘導培地にて培養し, 培養 2 週間の時点

で ALP染色および von Kossa 染色の 2 重染色行ったところ, Colony-forming 

Units-osteoblast（CFU-O）の形成が確認された（図 2 ）. 次に,  OB-BMSC を

細胞内密度によって分画化するにあたり, 様々な分化段階の骨芽細胞を含んだ

細胞集団を対象とする必要があるため, OB-BMSC の培養期間を設定するための

実験を行った. 骨芽細胞分化誘導をかけていない BMSCと培養 1 週間, 2 週間

および 3 週間の OB-BMSC を ALP, OPN, OCN の発現量について比較解析したと

ころ, 培養 1 週間の OB-BMSC は BMSC と比べいずれの分化マーカーの発現量

も増加していなかった（図 3 ）. 培養 2 週において, はいずれの分化マーカ

ーの発現量も増加しており, 培養 3 週においては, OCN の発現量は著明に増加

していたが, ALP および OPN の発現量は減少していた（図 3 ）. 以上の結果

から, 本研究では, 培養期間 2 週目の OB-BMSC に様々な分化段階の骨芽細胞

が混在していると考え, 培養 2 週目の OB-BMSC を以下の解析に用いること
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とした. 

 

２. Percoll® 密度勾配遠心分離法による OB-BMSC の分画化 

 

図 4 に Percoll® 密度勾配遠心分離法により OB-BMSC を分画化する方法の

概略図を示す. まず, Percoll® を HBSS にて希釈して 10%, 30%, 50%, およ

び 70% の Percoll® 溶液を作成した. そして, 70% Percoll® 溶液を遠沈管

へ静かに注入し, 次に 70% Percoll® 溶液の上に 50% Percoll® 溶液を静か

に注入して, 70% と 50% の異なった濃度の 2 層の濃度勾配を作製した. これ

を繰り返し, 10%, 30%, 50%, および 70% の 4 層の濃度勾配を作製した. 次に, 

OB-BMSC を回収後, HBSS にて懸濁した. この OB-BMSC 細胞懸濁液を 

Percoll® 密度勾配の上へ静かに注入した後, 遠心分離した. すると, 細胞懸

濁液中に含まれる石灰物は遠沈管の底部に沈積し, 下層の Percoll® 溶液より

密度の低い細胞は層境界面にトラップされ, 密度の高い細胞はさらに沈下して

いく. 遠心分離後, 各層の界面にトラップされた細胞層の存在が確認された. 

10% と 30% の層境界面から回収された細胞内密度の低い細胞集団を含む分画

を 10/30 分画（細胞内密度: 1.02-1.05 g/ml）, 30% と 50% の層境界面から

回収された中等度の細胞内密度の細胞集団を含む分画を 30/50 分画（細胞内密
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度: 1.05-1.07 g/ml）, 50% と 70% の層境界面から回収された高密度の細胞内

密度の細胞集団を含む分画を 50/70 分画（細胞内密度: 1.07-1.10g/ml）とし

た. 回収された全ての生細胞に対する各分画に含まれる生細胞の割合は, 30/50 

分画の割合が最も高く（60.3±8.7%）, 次いで 10/30 分画の割合が高かった

（38.3±8.6%）. 一方で 50/70 分画の割合は他の分画に比べて著明に低かった

（1.4±0.4%）（図 5 ）.  

 

３．骨芽細胞分化マーカーの発現による各分画の分化度の検索  

 

Percoll® 密度勾配遠心分離法によって分離された 3 つの分画を骨芽細

胞分化マーカーの発現量について比較検討したところ, 10/30 分画は, Runx2 

の発現量が 30/50 分画より有意差をもって高く（図 6 A ）, Cola-1 の発現量

は 30/50分画よりも低かった（図 6 C ）. 30/50分画は, Runx2 の発現量が他

の 2 つの分画より有意差をもって低かった. 一方 50/70 分画は, OSX, Cola-

1, OPN, OCN の発現量が他の 2 つの分画に比べて有意差をもって高かった（図 

6 B, C, E, F ）. 3 つの分画において, ALP の発現量に有意な差は認められ

なかった（図 6 D ）.   
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４．マイクロアレイ解析による各分画の包括的な遺伝子発現の検索 

 

Percoll® 密度勾配遠心分離法により分離された 3 つの分画をマイクロアレ

イによって解析した. 遺伝子の発現量を示す signal 値が 6 以上である 10602 

遺伝子についてデータ解析ソフト transcriptome viewer を用いてクラスタリ

ング解析を行ったところ, 遺伝子の発現パターンによって, 各分画の階層構造

が自動的に判定された. 30/50 分画の遺伝子発現パターンは, 50/70 分画のパ

ターンに近いことが確認された（図 7 ）. このことより, 30/50 分画は 10/30

分画を比べてより分化の進んだ細胞を含む集団であることが示唆された. 

最も未分化に近い細胞を含む分画であると推測される 10/30 分画の特徴を

検討するために, 10/30 分画で特異的に発現が高い遺伝子の抽出を行った. 

50/70分画と比較して, 10/30 分画で 2 倍以上発現量の多い遺伝子を検索した

ところ, 1443 遺伝子が抽出された. この中から, 30/50 分画と比較しても

10/30分画で 2 倍以上発現量の多い遺伝子を検索したところ, 303 遺伝子が抽

出された（図 8 ）. これらの遺伝子を 10/30分画での発現量が多い順に調べた

ところ, 間葉系幹細胞マーカーあるいは幼若な前骨芽細胞マーカーと考えられ

ている 2 つの遺伝子を見出すことができた. Immunoglobulin superfamily 

containing leucine rich repeat （ISLR）は間葉系幹細胞マーカーの一つであ
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り, 間葉系幹細胞を未分化な状態に保つ分子の一つであるという報告がある

(59). また, Fibroblast growth factor receptor 2 （FGFR2）はマウス頭蓋骨

骨縫合部の細胞増殖活性の高い領域に存在する幼若な前骨芽細胞に限局して発

現しているという報告がある(60).  

そこで, マイクロアレイ解析により抽出された ISLR と FGFR2 の 2 つの遺

伝子の, 各分画における発現量をリアルタイム PCR 法にて比較解析したとこ

ろ, ISLR の発現量は 10/30分画で有意差をもって高いことが確認された（図 9 

A ）. また, FGFR2 の発現量は 10/30 分画で最も高く, 次いで 30/50分画が高

く, 50/70分画では最も低いことが確認された（図 9 B ）. これらの結果より, 

3 つの分画の中で, 細胞内密度の低い 10/30 分画は最も未分化状態に近い細

胞を含む分画であることが明らかになった.  

 

５．細胞表面マーカーの発現解析および細胞形態の検討 

 

 次に, 3 つの分画に対して細胞表面マーカーの発現について解析した. 現在

のところ間葉系幹細胞マーカーとして考えられている, CD44, CD73, CD105, 

CD106, Sca-1, SSEA1（仮想間葉系幹細胞マーカー）について検索を行った. 

Percoll® 密度勾配遠心分離法によって分離した 3 つの分画に含まれる細胞
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を, それぞれ各 Biotin-抗 CD44, CD73, CD105, CD106, Sca-1, SSEA1 抗体と

反応させたのち, APC-ストレプトアビジンにて発色させ, FACS 解析を行った. 

その結果, CD73, CD105, CD106, Sca-1 の発現は 3 つの分画の間でその発現パ

ターンに差異があることが明らかになった（図 10-12 ）. これらの表面マーカ

ーの陽性率を数値化したものを図 13 に示す. CD73, CD105, CD106, Sca-1 の

発現量は 10/30 分画でもっとも高く, 50/70 分画でもっとも低いことが明らか

をなった. すなわち, 分画の細胞内密度が高密度になるのに伴い, 発現が減少

していく傾向を認めた. また, CD44 の発現量は 3 つの分画のいずれにおいて

も同等程度に高発現しており, SSEA1 はいずれの分画においても発現は認めら

れなかった（図 13 ）. これらの結果から, 細胞内密度の低い 10/30 分画が 3 

つの分画の中で最も未分化状態に近く, 密度の高い 50/70 分画が最も分化が

進んだ細胞を含む集団であることが示唆された. 中等度密度の 30/50 分画は

その中間に位置すると考えられる（図 14 ）. さらに, 図 15 に示すように, 3 

つの分画を, X 軸を細胞の大きさを示す Forward Scatter （FSC）, Y 軸を細

胞内の複雑さを示す Side Scatter（SSC）にて展開したところ, 10/30 分画と 

50/70 分画には明らかなパターンの差異を認め, 30/50 分画はその中間のパタ

ーンを示した（図 15 ）. さらに, 各分画のメジャーポピュレーションに含ま

れる細胞の FSC 値の平均値を算出し, 10/30分画の FSC 平均値を基準として
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比較したところ, 細胞内密度の高い分画になるにつれ, 分画内の FSC 平均値

は減少していくことが明らかとなった（図 16 ）.  
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Ⅳ． 考察 

 

骨芽細胞は骨髄中に存在する間葉系幹細胞由来であり, 前骨芽細胞と呼ば

れる分化段階を経て骨芽細胞へ分化が進むと推測されている(61). そして, in 

vitro の実験において, 間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化していく過程で Runx

２, OSX, ALP, Cola-1, OPN, OCN といった骨芽細胞分化マーカーと呼ばれる

遺伝子の発現パターンが変化していくことが知られている(62).しかしながら, 

前骨芽細胞は分化途中の全ての細胞を含む heterogeneous な細胞集団であり, 

単一の分化段階を経るのみなのか, あるいは複数の分化段階を経るのかといっ

た詳細な分化メカニズムは解明されていない. また, 特定の細胞に分化してい

る培養細胞の細胞表面マーカーの解析が, 詳細な分化メカニズムの解明につな

がると考えられるが, 培養骨芽細胞の細胞表面マーカーの詳細は明らかになっ

ていない. これは培養骨芽細胞が分化中に産生する石灰化物がフローサイトメ

トリーによる細胞表面マーカーの解析を困難にしていたためであるが, 

Yamamoto らの研究によって,  Percoll® 密度勾配遠心分離法を用いることで

培養骨芽細胞から石灰化物を除去し, 細胞を回収する方法が確立された(50). 

本研究では, この Percoll® 密度勾配遠心分離法を用いることで, 石灰化物を

除去するだけでなく, 培養細胞集団をその細胞内密度によって分画化すること
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に成功した.  

 ところで, 成熟骨芽細胞は骨基質を形成するため多量の細胞外基質を分泌

し, そのために間葉系幹細胞に比べて細胞質中にゴルジ体や粗面小胞体を豊富

に持っているといわれている. また, 新生児マウス頭蓋骨に含まれる骨芽細胞

を回収し, それらの細胞の細胞内の密度を Percoll® 密度勾配遠心分離法によ

って解析したところ, 骨芽細胞はその成熟度によって細胞内密度が変化してい

くという報告がある(57, 58). このような分化に伴う細胞の変化から, 骨芽細

胞は, 間葉系幹細胞からの分化過程においても, その細胞内密度を変化させる

のではないかと考えた. そこで, 本研究は, 培養骨芽細胞を Percoll® 密度勾

配遠心分離法によって細胞内密度によって分画化し, 得られた分画に含まれる

細胞の骨芽細胞分化マーカー遺伝子および細胞表面マーカーの発現量を比較解

析することで, 骨芽細胞系譜の細胞内密度と分化度の関連性が明らかになるの

ではないかと考えた（図 1 ）.  

本研究では, 骨髄細胞から浮遊系細胞を除去することによって得られる, 多

分化能を持つ付着性の細胞であるマウス BMSC を便宜的な間葉系幹細胞として

用いた(63). この BMSC を骨芽細胞分化誘導培地にて培養することで骨芽細胞

への分化の進んだ OB-BMSC が得られ, OB-BMSCには骨芽細胞が含まれることは 

ALP 染色および von Kossa 染色にて CFU-O の形成が認められたことにより確
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認された（図 2 ）.  

次に, 培養骨芽細胞を分化段階の異なる骨芽細胞集団に分画化するために

は, OB-BMSC に様々な分化段階の骨芽細胞が含まれている必要があると考え, 

OB-BMSC の最適な培養期間について検討した. 様々な培養期間の OB-BMSC の

骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現量を解析したところ, 培養 2 週目の OB-

BMSC では 分化初期マーカーである ALP, 中期マーカーである OPN , 後期マ

ーカーである OCN のいずれのマーカーも BMSCに比べて有意差をもって増加し

ていた（図 3 ）ことより, 培養 2 週目の OB-BMSC に様々な分化段階の骨芽

細胞が混在していると考え, 本研究に用いることとした.  

引き続いて, OB-BMSC を分画化するため Percoll® 密度勾配遠心分離法を用

いた. Yamamoto らの研究により, 10% と 70% の Percoll® 密度勾配を用いる

ことで, 培養骨芽細胞から石灰化物を除去し, ほぼすべての生細胞を回収でき

ることが確認されている(50). 本研究では, 10%および 70%の密度勾配の間に, 

30%, 50％ の Percoll® 希釈液を介在させることで, OB-BMSC から石灰化物を

除去するとともに, 回収される生細胞集団を細胞内密度の異なる 3 つの分画

に分離することに成功した.（図 4 ）.  

さらに, 各分画内に含まれる生細胞数を測定したところ, 回収された全ての

生細胞の中で 低密度分画である 10/30 分画と, 中等度密度分画である 30/50 
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分画の生細胞数の割合が主要な割合を占め, 一方で高密度な分画である  

50/70 分画の割合は著明に低かった. （図 5 ）. 成熟骨芽細胞は, 間葉系幹

細胞あるいは前骨芽細胞といった未分化に近い細胞に比べて細胞増殖能が低下

しているといわれており(62, 64, 65), 高密度の 50/70 分画は生細胞数の少

なさから, 他の分画に比べて増殖能が低く, より骨芽細胞へ分化の進んだ細胞

を含む集団であることが推察される.  

このようにして得られた 3 つの分画に対して, 遺伝子発現および細胞表面

マーカーの発現について解析をおこなった. まず, 各分画の骨芽細胞分化―マ

ーカー遺伝子の発現量についてリアルタイム PCR を用いて比較解析を行った

ところ, その遺伝子発現パターンには差が認められた. 高密度の 50/70 分画

は, OSX, Cola-1, OPN, OCN といった骨芽細胞分化における中期から後期のマ

ーカーの発現量が他の分画に比べて高かったことより, 骨芽細胞への分化が最

も進んだ細胞を含む分画であることが明らかとなった（図 6 ）. しかしなが

ら, 低密度である 10/30 分画と中等度密度である 30/50 分画の骨芽細胞分化

マーカーの発現には, 著明な差は認められなかったため（図 6 ）, 10/30 分

画と 30/50 分画ではどちらがより分化の進んだ分画であるのかは, 骨芽細胞

分化マーカーの解析によっては明らかにならなかった. そこで, 密度勾配遠心

分離後に回収される生細胞の中の主要な割合を占める 10/30 分画と 30/50 分
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画の差を検討するために, マイクロアレイによる解析を行った. 10602 遺伝

子の網羅的なクラスタリング解析の結果, 30/50 分画は, 最も骨芽細胞への分

化が進んでいると考えられる 50/70 分画に遺伝子の発現パターンに近いこと

が明らかとなり（図 7 ）, 中等度密度の 30/50 分画は, 低密度の 10/30 分

画と比べてより分化の進んだ分画であることが示唆された.  

さらに, ここまでの結果から 3つの分画の中で最も未分化状態に近いと推測

される 10/30 分画の特徴について検討するため, この分画で特異的に発現が

増加している遺伝子の抽出を行った. 抽出された遺伝子の中から, 骨芽細胞系

譜の細胞の未分化性を示すマーカーとなり得る遺伝子を検索したところ, ISLR 

と FGFR2 の 2 つの遺伝子を見出した（図 8 ）.  ISLR はマウス間葉系幹細

胞のマーカーの 1 つであり, 間葉系幹細胞を未分化な状態に保っている分子

の 1 つであるという報告がある(59, 66, 67). また FGFR2 は, マウス頭蓋骨

骨縫合部にある細胞増殖活性の高い領域に存在する幼若な前骨芽細胞に限局し

て発現しているという報告がある(60, 68, 69). マイクロアレイ解析により抽

出された ISLRと FGFR2の各分画における遺伝子発現の差異を検証するため, 

これら 2 つの遺伝子についてリアルタイム PCR による遺伝子発現量の解析を

行った. ISLR の発現量は低密度分画である 10/30 分画で有意差をもって高い

ことが確認された（図 9 A ）. また FGFR2 の発現量は 10/30 分画で最も高
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く, 分画が高密度になるにつれ発現は減少していくことが確認された（図 9 

B ）. この結果より, 3 つの分画の中で, 細胞内密度の低い 10/30 分画は最

も未分化状態に近い分画であることが明らかになった.  

以上より, OB-BMSC より分離された細胞内密度の異なる 3 つの分画には異

なる分化段階の骨芽細胞が含まれていることが明らかとなった. 高密度な分画

である 50/70 分画では他の分画と比較して骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発

現が増加しており, 低密度な分画である 10/30 分画は間葉系幹細胞および幼

若な前骨芽細胞のマーカー遺伝子の発現が増加していたことから, 密度の高い

分画はより分化の進んだ骨芽細胞を含む集団であり, 密度の低い分画は未分化

状態に近い細胞を含む集団であることが示唆された. 中等度密度の分画はその

中間にあると考えられる. すなわち, 間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化に伴

い, 細胞内密度は増加していくことが示唆された.  

  ところで, Percoll® 密度勾配遠心分離法を用いることの利点の 1 つは, 培

養骨芽細胞から石灰化物を除去し, フローサイトメトリーによる細胞表面マー

カーの発現解析が可能となる点である. そこで, 各分画の分化度について 

FACS 解析を行い, 現在マウスの仮想間葉系幹細胞マーカー(18, 70-72)と考え

られている CD44, CD73, CD105, CD106, Sca-1, SSEA1 の発現を解析すること

で, 各分画の未分化性について検討する実験を行った. Yamamoto らの研究よ
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り, マウス骨髄細胞から得られる間葉系幹細胞集団にはこれらの仮想間葉系幹

細胞マーカーが高発現していることが確認されている(50). 各分画の仮想間葉

系幹細胞マーカーの陽性率を比較したところ, CD73, CD105, CD106, Sca-1 の

陽性率は, 細胞内密度が高くなるにつれ減少していく傾向を認めた（図 13, 

14 ）. この結果より, 間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化の過程において, 

間葉系幹細胞マーカーの発現パターンが変化するならば, CD73, CD105, 

CD106, Sca-1 は真の間葉系幹細胞マーカーの候補となり得ると考えられる. 

また, CD44 はどの分画においても同等程度に高発現しており, SSEA1 はどの

分画においても発現を認めなかった（図 13, 14 ）. CD44 はリンパ球や顆粒

球などの造血系細胞以外にも組織マクロファージや線維芽細胞, ケラチノサイ

ト, 上皮細胞など多様な細胞に発現していることが知られており(73), 細胞運

動やがん細胞の浸潤, 増殖にも関与している接着分子であり(74), リガンドは

オステオポンチンであることが報告されている(75). CD44 は骨芽細胞の分化

過程において重要な働きがあると考えられており, 本研究の結果から, CD44 

は間葉系幹細胞から骨芽細胞までのいずれの分化段階においても発現している

マーカーであると考えられる. また,  SSEA1 はマウス胚性幹細胞の未分化性

を確認するために用いられるマーカーであり, SSEA1 は分化条件で培養するこ

とにより速やかに発現が消失するといわれている(76, 77). 本研究では, 
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SSEA1 はいずれの分画でも発現を認めなかったことから, 3 つの分画の中でも

っとも未分化状態に近いと考えられる 10/30 分画も完全に未分化状態ではな

いことが示唆された. また, 骨芽細胞分化における基本転写因子であり, 分化

初期のマーカー遺伝子である Runx 2 が 10/30 分画と 50/70 分画とで同程度

に発現していたことより, 10/30 分画は分化初期の骨芽細胞を含む集団である

と考えられる.  

 最後に, 骨芽細胞系譜の細胞内密度を変化させる要因について検討するため, 

各分画を FACS 解析し, 細胞の大きさを示す前方散乱光（FSC）および細胞内部

の構造の複雑さを示す側方散乱光（SSC）にて展開したところ, 各分画には明

らかなパターンの差異が認められた（図 15 ）. 各分画内のメジャーポピュレ

ーションに含まれる細胞の FSC 値の平均値を求め,  10/30  分画の FSC 平均

値を基準として比較したところ, 細胞内密度が高い分画になるにつれ, その分

画に含まれる細胞の FSC 平均値は減少していくことが明らかになった（図 

16 ）. このことより, 骨芽細胞系譜の細胞の細胞内密度の増加には, 細胞の

大きさの減少が関与していることが示唆された. しかし, 生体内の骨芽細胞は

骨髄に見られる未分化な細胞と比較して, 大きい細胞であるという報告がある

(78, 79). 本研究では, 生体内において付着系細胞である骨芽細胞を浮遊した

状態で解析しているため, 50/70 分画に含まれる細胞を再度播種し, dish に
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付着させた状態でどのような形態となるかを検討する実験を将来的に行うこと

を考えている. また, 生体内の骨芽細胞には, 活発にタンパク質を産生する卵

円形の formative osteoblast とよばれる形態とは別に, タンパク質産生が乏

しい扁平な bone lining cell という形態があるといわれている(80). bone 

lining cell は休止期にある骨芽細胞で, 細胞質に乏しいといわれているため

(81), 本研究で解析された 50/70 分画に含まれる小さい骨芽細胞は, この 

bone linig cell に近い細胞である可能性がある. あるいは, 50/70 分画は, 

骨細胞に特異的なマーカー遺伝子である DMP1 (82, 83)の発現量が他の分画と

比較して増加していたことから,  50/70 分画に含まれる分化の進んだ骨芽細

胞は, 骨細胞に近い細胞になっているのではないかと推測される.  

 本研究の結果より, 間葉系幹細胞から分化しつつある骨芽細胞系譜は, その

分化段階によって細胞内密度が増加していくことが明らかとなった（図 

17 ）. すなわち, 細胞内密度は骨芽細胞系譜の分化度を示す新たな指標であ

り,  Percoll® 密度勾配遠心分離法という簡便かつ安価な方法を用いることに

より, heterogeneous な培養骨芽細胞から特定の分化段階の骨芽細胞を分離で

き, 前骨芽細胞の同定や骨芽細胞の詳細な分化メカニズムの解明につながると

思われる.  

 今後の展望としては, 本研究により分離された 3 つの分画の, 細胞増殖能
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や細胞の微細構造, 分画中での生細胞と死細胞の割合についての更なる解析を

行い, 各分画の特徴を検討していくことを考えている. また, これらの分画に

含まれる細胞集団をマウス骨欠損モデルに移植し, 移植された骨芽細胞系譜の

分化度と, 骨再生の関連性を検討する実験を行っていきたいと考えている. 成

熟した骨芽細胞は増殖能が低く, 骨再生においては活発な増殖能を持つ未熟な

骨芽細胞が望ましいという報告があることから(40), 本研究で得られた未分化

状態に近いと考えられる 10/30 分画は, 骨再生療法における細胞移植材料と

して適している可能性がある. 骨欠損モデルへの細胞移植実験によって, 骨再

生に有利な分化度の骨芽細胞を解明し, その分離法を確立できれば, 歯科のみ

ならず, 整形外科も含めた広範な領域における再生医療の発展に大きく貢献で

きるものと考えている. 
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Ⅴ． 結論 

 

 Percoll® 密度勾配遠心分離法という簡便かつ安全な方法を用いることで, 

heterogeneous な培養骨芽細胞集団から, 細胞内密度の異なる骨芽細胞集団を

分離することに成功した. 分離された 3 つの分画に含まれる細胞は骨芽細胞

分化マーカー遺伝子および間葉系幹細胞表面マーカーの発現レベルに差を認め

たことより, 異なる分化段階の骨芽細胞であることが明らかとなった. このこ

とより, 細胞内密度は骨芽細胞系譜の分化度を示す新たな指標となり得ること

が明らかとなった.  
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Ⅷ． 図表 

 

 

 

 



低密度
分 化 段 階 に よ り
細 胞 内 の 密 度 が
異なる可能性がある

未分化 分化

間葉系幹細胞 成熟骨芽細胞骨芽細胞前骨芽細胞

高密度

図 1. 骨芽細胞系譜の細胞内密度と分化度の関連性の仮説図



1 week

CFU-O

2 weeks

50 μg/ml AA
10-8 M Dex
10 mM β-g

図 2. BMSC の骨芽細胞への分化の確認

50 μg/ml AA
10-8 M Dex
10 mM β-g

骨芽細胞分化誘導培地にて 1 週間および 2 週間培養した
OB-BMSC の ALP 染色と von Kossa 染色像.

培養 2 週間目で ALP 染色と von Kossa 染色共陽性である
Colony-forming units-osteoblast （ CFU-O ）の形成が確
認された. .



0

2

4

6

8

10

12

control 1week 2weeks 3weeks

OPN

0

50

100

150

200

250

control 1week 2weeks 3weeks

OCN

R
el

at
iv

e
 m

R
N

A
 t

ra
n
sc

ri
pt

io
n
 

図 3. OB-BMSC の培養期間の設定
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培養期間 1, 2, および 3 週間の OB-BMSC の ALP（A）, OPN
（B）, およびOCN（C）の mRNA 発現量. 
なお, mRNA発現量は L32 を用いて補正した（n=3）.  
One-way ANOVA および Turkey’s test, *: p < 0.05 

培養 1 週間ではいずれのマーカーも発現は増加しておらず, 
培養 2 週間ではいずれのマーカーも発現は増加していた. 
培養 3 週間では OCN の発現は増加していたが, ALP と OPN
の発現は減少していた. 



OB-BMSC
2 weeks

図 4. Percoll® 密度勾配遠心分離法による石灰化物の除去
および OB-BMSC の分画化の概略図

OB-BMSC の懸濁液をPercoll® 密度勾配の上に填入し, 3000 rpm 
で 10 分間, 4 ℃ にて遠心分離したところ, 石灰化物は遠沈管底部
に沈積する. また, 下層のPercoll®希釈液よりも密度の低い細胞は
層境界面にトラップされ, 密度の高い細胞はさらに沈降していくこと
により,  OB-BMSC は分画化される. 



10/30 分画

30/50 分画

50/70 分画

生細胞の割合（%）

10/30分画 30/50分画

50/70分画

遠
心
分
離

38.3 ± 8.7%

60.3 ± 8.6%

1.4 ± 0.4%

（1.02-1.05 g/ml）

（1.05-1.07 g/ml）

（1.07-1.10 g/ml）

図 5. Percoll® 密度勾配遠心分離法によるOB-BMSC の分画化
および各分画の生細胞数の測定

Percoll® 密度勾配遠心分離法により分離された 3 つの分画
を低密度の 10/30 分画, 中等度密度の 30/50 分画, および高密度
の 50/70 分画とした. 各分画に含まれる生細胞数の, 全生細胞数に
対する割合を示す（n=3）.   

低密度の 10/30 分画と, 中等度密度の 30/50 分画が主要な割合
を占め, 高密度の 50/70 分画の割合は著明に低いことが確認され
た. 
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図 6. 各分画の骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現量解析

各分画 の Runx2（A）, OSX（B）, Cola-1（C）, ALP（D）, OPN（E）,
および OCN（F） の mRNA 発現量.
なお, mRNA発現量は L32 を用いて補正した（n=3）.
One-way ANOVA および Turkey’s test, *: p < 0.05

A B C

D E F

10/30 分画と 30/50 分画の骨芽細胞分化マーカーの発現量の
差は不明瞭であった. 一方, 50/70 分画では OSX, Cola-1, OPN, 
およびOCN  の発現量が増加していた. 



50/70 分画

10/30 分画

30/50 分画

図 7. クラスタリング解析

遺伝子発現量を示す signal 値が 6 以上の 10602 遺伝子の
発現パターンによって判定された, 各分画の階層構造を示す. 

30/50 分画の遺伝子発現パターンは, 50/70 分画のパターン
に近いことが確認された. 



図 8. 発現変動遺伝子の抽出

10/30 分画 ＞ 30/50 分画
（発現比 2 倍以上）

10/30 分画 ＞ 50/70 分画
（発現比 2 倍以上）303 遺伝子

420 遺伝子 1443 遺伝子

10/30 分画に特異的に発現が増加している 303 遺伝子を示す

（2 倍以上の発現差を認めるもの）

50/70 分画と比較して 10/30 分画で 2 倍以上発現量の多い
1443 遺伝子の中から, 30/50 分画と比較しても 10/30 分画で
2 倍以上発現量の多い 303 遺伝子を抽出した. 
これらの 303 遺伝子を発現量の多い順に検索していったとこ
ろ, 過去の報告より, 間葉系幹細胞マーカーおよび幼若前骨芽
細胞マーカーとなり得る 2 つの遺伝子を見出した.  
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図 9. 各分画の間葉系幹細胞および幼若前骨芽細胞マーカー
遺伝子の発現量解析
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各分画 の ISLR（A）, およびFGFR2（B） の mRNA 発現量.
なお, mRNA発現量は L32 を用いて補正した（n=3）.  
One-way ANOVA および Turkey’s test, *: p < 0.05 

A B

ISLR の発現量は 10/30 分画で高く, FGFR2 の発現量は
分画の密度が高くなるにつれて減少していくことが確認さ
れた. 



図 10. 10/30 分画に発現する細胞表面マーカーの FACS 解析

CD105 CD106 SSEA1 

Sca-1 CD44 CD73 

10/30 分画に含まれる細胞を各種 biotin 化抗体と反応させた後, 
APC-ストレプトアビジンにて発色させ, フローサイトメーターにて各
細胞表面マーカーの発現量を計測した. 黒色のヒストグラムはア
イソタイプコントロール, 白色のヒストグラムは各表面マーカーの
発現量を示す. 

CD73, CD105, CD106, およびSca-1の発現量は他の分画に比べ
て高いことが確認された. 



CD105 CD106 SSEA1 

Sca-1 CD44 CD73 

図 11. 30/50 分画に発現する細胞表面マーカーの FACS 解析

30/50 分画に含まれる細胞を各種 biotin 化抗体と反応させた後, 
APC-ストレプトアビジンにて発色させ, フローサイトメーターにて各
細胞表面マーカーの発現量を計測した. 黒色のヒストグラムはア
イソタイプコントロール, 白色のヒストグラムは各表面マーカーの
発現量を示す. 

CD73, CD105, CD106, およびSca-1の発現量は 10/30 分画より
も低く, 50/70 分画よりも高いことが確認された. 



CD105 CD106 SSEA1 

Sca-1 CD44 CD73 

図 12. 50/70 分画に発現する細胞表面マーカーの FACS 解析

50/70 分画に含まれる細胞を各種 biotin 化抗体と反応させた後, 
APC-ストレプトアビジンにて発色させ, フローサイトメーターにて各
細胞表面マーカーの発現量を計測した. 黒色のヒストグラムはア
イソタイプコントロール, 白色のヒストグラムは各表面マーカーの
発現量を示す. 

CD73, CD105, CD106, およびSca-1の発現量は他の分画に比べ
て低いことが確認された. 
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図 13. 各分画の細胞表面マーカーの陽性率の比較

各分画 の CD44（A）, CD73（B）, CD105（C）, CD106（D）, Sca-1（E）, 
およびSSEA1（F） の陽性率を示す（n=3）.  
One-way ANOVA および Turkey’s test, *: p < 0.05 

A B C

D E F

CD73 , CD105, Sca-1, および CD106 は分画が高密度になるのに
伴い
発現が減少していくことが確認された. また, SSEA1 はいずれの分
画でも発現しておらず, CD44 はいずれの分画でも高発現であった. 



陽性細胞 （%）

10/30 分画 30/50 分画 50/70 分画

SSEA 1 3.00±0.45 2.27±0.32 2.56±1.21

CD 73 63.43±2.92 43.17±10.11 20.17±4.58

CD 105 61.50±2.16 46.30±1.35 20.00±0.47

Sca-1 62.40±2.52 52.53±6.10 17.03±2.58

CD 106 99.57±0.25 85.07±3.18 63.03±12.40

CD 44 91.33±0.40 92.56±4.48 91.80±3.70

図 14. 各分画の細胞表面マーカーの陽性率の比較

各分画の 細胞表面マーカーの陽性率について, 独立した 3 回の
実験の平均値と標準偏差をヒートマップにて示す. 

CD73 , CD105, Sca-1, および CD106 は分画が高密度になるのに
伴い
発現が減少していくことが確認された. また, SSEA1 はいずれの分
画でも発現しておらず, CD44 はいずれの分画でも高発現であった. 



図 15. 各分画の FACs による細胞形態のFACS解析

各分画 を X 軸を前方散乱光（FSC）, Y 軸を側方散乱光（SSC）に
よって展開した. 

赤色のヒストグラムは各分画 のメジャーポピュレーションに含まれ
る細胞の FSC 値を示す. 

FSC

S
S
C

10/30 分画 30/50 分画 50/70 分画

各分画のメジャーポピュレーションに含まれる細胞を FSC によって
展開したところ, それぞれの分画で異なるパターンを認めた. 
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図 16. 各分画の FSC 平均値の比較 （基準： 10/30 分画）
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各分画 の メジャーポピュレーションに含まれる細胞の FSC 平均値
を, 10/30 分画を基準として比較した（n=4）. 
One-way ANOVA および Turkey’s test, *: p < 0.05 

分画が高密度になるにつれ, 分画に含まれる細胞の大きさは減少
することが明らかになった. 



間葉系幹細胞 成熟骨芽細胞

10/30 分画

密度：低
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50/70 分画

密度：高

図 17. 骨芽細胞系譜の細胞内密度と分化度の関連の概念図

間葉系幹細胞から成熟骨芽細胞への分化に伴い, 骨芽細胞系譜の
細胞内密度は増加していくことが明らかになった. 



Gene Forward primer Reverse primer

L32 CACAATGTCAAGGAGCTGGAAGT TCTACAATGGCTTTTCGGTTCT

Runx2 TGTTCTCTGATCGCCTCAGTG CCTGGGATCTGTAATCTGACTCT

ALP CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT

Osterix ATGGCGTCCTCTCTGCTTG TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT

Type-1 
collagen

GCTCCTCTTAGGGGCCACT CCACGTCTCACCATTGGGG

OPN AGCAAGAAACTCTTCCAAGCAA GTGAGATTCGTCAGATTCATCCG

OCN CTGACCTCACAGATGCCAAGC TGGTCTGATAGCTCGTCACAAG

ISLR GCCAGTACAGGATCTGGAAAG CATATCTCATCAGAGAGCATCTAAAA

FGFR2 GAGTTGCCAGAGGATCCAAA GACTACTTGCCCGAAGCAAC

表 1. リアルタイムPCRに使用した各種プライマー


