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緒　言

　髄間葉系幹細胞は，骨芽細胞や脂肪細胞，筋細胞，軟骨
細胞などへの分化能力を持ち，骨，脂肪，筋組織などの
生体を形作る基本的な組織の構成バランスを保つため
に非常に重要な役割を持つ．骨髄間葉系幹細胞の分化方
向性を決定付ける遺伝子としては，転写因子PPARγが
脂肪細胞分化において重要である事が知られている．近年
ではβカテニンをはじめとするWntシグナルが骨芽細胞
分化と脂肪細胞分化の振り分けに重要な役割を持つ事が
報告されている．申請者らは近年，マウスの骨髄間葉系幹
細胞において，転写因子Id4が骨芽細胞分化を促進，脂肪
細胞分化を抑制する遺伝子であることを突き止めた 1)．
ま た マ イ ク ロRNA（miRNA）のmiR-210とmiR-125bが
骨芽細胞分化をそれぞれ促進，抑制することを明らか
に し た 2, 3)．他 に も 様 々 な 遺 伝 子 やmiRNAが2方 向 の
分化制御に関与する事を明らかにしてきた．タンパクを
コードしない非コードRNAの中でもmiRNAについては，
上記の例のように，様々な生命現象を調節していることが
具体的なメカニズムと共に多く明らかになってきている．
現在データベースに登録されているmiRNAの数はヒト，
マウスでそれぞれ高々約2,600種，約2,000種類であり，
また個々のmiRNAが制御する対象となる標的遺伝子は
比較的容易に推定できることもあり，特定のmiRNAと
その標的遺伝子の制御関係を含んだ個々の生命現象に
おける制御メカニズムを解明する作業は，一連のワーク
フローとして既にほぼ一般化している．一方，miRNA
よりも長い塩基長を持つ長鎖非コードRNA（lncRNA）に
ついては，マウスでは約10万種類が，NCBIやEnsembl，
lncRNA database等の公共データベースに個別の転写物
として登録されている．lncRNAの中には，標的遺伝子
やそのゲノム領域に対するクロマチン修飾やメチル
化修飾などを介して，様々な重要な生命現象に関与し
ていることが明らかとなってきており 4, 5)，がんや心筋症
などの特定の病態との関与も少しずつ明らかになってき
ている．しかし，個々の生命現象を制御することが解明
された具体的な lncRNAの数は現時点でまだ約10万種類

のうちの数百種類程度とごく限られている．特に，骨芽
細胞分化，脂肪細胞分化を制御する具体的な lncRNAは
まだほとんど同定されていない．骨芽細胞分化に影響を
与えることが報告されている lncRNAのごく限られた例
として，lncRNA-ANCRがある 6)．lncRNA-ANCRはヒト
骨芽細胞前駆細胞の一種であるhFOB1.19において骨芽
細胞分化時に発現が減少する．またこのRNAを細胞内で
強制発現させると骨芽細胞分化が抑制される事が示されて
おり，EZH2とRunx2に対する何らかの抑制的な制御機構
が存在することが示唆されている．約10万種類の lncRNA
の中には，骨芽細胞分化や脂肪細胞分化をより積極的に
制御するものが存在する事が考えられるが，まだその同定
にはほとんど至っていないのが現状であり，ましてやその
具体的な制御メカニズムが明らかにされているものは皆無
である．そこで本研究では，マウス間葉系幹細胞が骨芽
細胞分化，脂肪細胞分化する際に発現変動する lncRNAを
検出し，両方向への分化に影響を与える lncRNAの候補を
抽出することを目的として実験・解析を実施した．

材料と方法

1) 間葉系幹細胞サンプルの調整
　10％ウシ胎児血清を添加したPRMI1640培地でマウス
間葉系幹細胞ST2を培養し，脂肪細胞分化誘導および骨芽
細胞分化誘導を行った．脂肪細胞分化誘導では，イン
スリン，デキサメタゾン，ロシグリタゾン，3-イソブ
チル-1-メチルキサンチンを基本培地に添加した誘導用
培地を用いた．2日後に誘導用培地を除去し，基本培地
に交換して培養を継続した．骨芽細胞分化誘導では，
培養の全期間において，基本培地にBMP -4（R&D社）を
200 ng/mlの濃度で添加した培地を用いた．分化誘導を
行わない対照サンプルとして基本培地のみでの培養も
併せて行った．分化誘導開始直前（0時間），開始1時間後，
12時間後，2日後，4日後，6日後，10日後の細胞を回収し，
miRNeasy mini kit（Qiagen社）によりsmall RNAを含む
全RNAを抽出した．サンプルからDNAを除去するため，
RNA抽出作業時にDNase処理を行った．
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2) 脂肪・骨芽細胞分化の確認
　分化誘導サンプルの分化を確認するため，脂肪細胞，
骨芽細胞分化の遺伝子マーカーの発現を逆転写定量
PCR（qRT-PCR）法を用いて定量した．まず，前項で得ら
れたRNAを用いて，逆転写酵素（Bioscript，Bioline社）
を 用 い てcDNAを 合 成 し た．得 ら れ たcDNA産 物 を
鋳型として，各遺伝子特異的プライマー（脂肪細胞
分化マーカーとしてPPARγ，骨芽細胞分化マーカー
としてオステオカルシン）を用いて，Power SYBR Green

（ライフテクノロジーズ社）による定量的PCRを行った．
更に，脂肪細胞分化誘導処理，骨芽細胞分化誘導処理した
サンプルについてそれぞれナイルレッド染色，アルカリ
フォスファターゼ染色を行い，脂肪細胞と骨芽細胞への
分化を確認した．
3)トランスクリプトームアレイ解析
　各サンプルRNA 100 ngを用いて，アフィメトリクス社
Mouse Transcriptome Array 1.0による発現アレイ解析実
験を行った．アフィメトリクス社のプロトコルに従い，
逆転写反応，二本鎖cDNA合成，インビトロ転写反応，
一 本 鎖cDNA再 合 成，cDNA断 片 化 反 応・ 標 識 反 応 を
行って，ハイブリダイゼーション用のサンプルを調整
した．調整したサンプルをアレイに充填し，45℃で16時間
回転させながらインキュベーションし，アレイへのハイ
ブリダイゼーションを行った．その後，Fluidics Station

（アフィメトリクス社）を用いてアレイを洗浄・染色し，
専用スキャナにて各プローブスポットの蛍光強度を定
量した．得られたデータ（CELファイル）からExpression 
Consoleアプリケーション（アフィメトリクス社）を用いて
数値化と遺伝子対応付けを行い，Transcriptome Analysis 
Console3.0アプリケーション（TAC，アフィメトリクス社）
を用いて各遺伝子のエクソン毎の発現量とその変動量を
可視化した．

結　果

1) 脂肪・骨芽細胞分化の確認
a) 脂肪細胞分化の確認
　脂肪細胞分化誘導後6日目のサンプルを用いて，PPARγ
遺伝子発現量を定量的PCR法にて定量した結果，未分化
の細胞と比較してPPARγ発現量が約1800倍まで上昇
していることが分かった．またナイルレッド染色により，
実際に油滴の蓄積を確認した（data not shown）．
b) 骨芽細胞分化の確認
　骨芽細胞分化誘導後6日目のサンプルを用いて，オス
テオカルシン遺伝子発現量を定量的PCR法にて定量した
結果，未分化の細胞と比較してオステオカルシン発現量が
約300倍まで上昇していることが分かった．またアルカリ
フォスファターゼ染色により，アルカリフォスファターゼ
活性陽性の細胞を確認した（data not shown）．
2) lncRNAの発現変動解析
　前項の解析により脂肪細胞分化，骨芽細胞分化の誘導

ができた細胞検体より抽出したRNAを用いて，発現
アレイ解析を行った．TACアプリケーションのGene level 
expression alnalysisモードを用いて視覚化した例を図1と
図2に示す．図1では，分化誘導を行わずに10日間培養
した細胞サンプルの発現データをコントロールとして，

図 1. 脂肪細胞分化10日目の網羅的遺伝子発現変動パターン．
各転写物の発現量について，脂肪細胞分化誘導10日目の
サンプルをY軸，分化誘導を行わないコントロールサンプル
をX軸においた散布図．発現が2倍以上変動したlncRNAを
濃いドットで示している．

図 2. 骨芽細胞分化10日目の網羅的遺伝子発現変動パターン．
各転写物の発現量について，骨芽細胞分化誘導10日目の
サンプルをY軸，分化誘導を行わないコントロールサンプル
をX軸においた散布図．発現が2倍以上変動したlncRNAを
濃いドットで示している．



59脂肪細胞と骨芽細胞の分化を制御する非コードRNAネットワークの分子基盤の解明

脂肪細胞分化誘導後10日目の細胞の発現データを用いた，
各遺伝子の発現量の散布図を示している．TACアプリ
ケーションでnoncodingRNAと定義されている転写物を
lncRNAとみなし，それをフィルタリングにより抽出した
ところ，約90種類の lncRNAが2倍以上発現変動している
ことが分かった．最も発現変動の大きかった lncRNA
では，脂肪細胞分化誘導により約13倍の発現上昇が見ら
れた．同様の解析を骨芽細胞分化誘導サンプルでも実施
した．図2では，分化誘導を行わずに10日間培養した細胞
サンプルの発現データをコントロールとして，骨芽細胞分
化誘導後10日目の細胞の発現データを用いた，各遺伝子
の発現量の散布図を示している．骨芽細胞分化誘導時で
は発現変動した遺伝子の種類数が脂肪細胞分化時よりも
多く，lncRNAに関しては約600種類が2倍以上発現変動
していることが分かった．発現変動の幅も脂肪細胞分化時
よりも大きく，最も発現変動の大きかった lncRNAでは，
骨芽細胞分化誘導により約27倍の発現上昇が見られた．

考　察

　今回の解析により，脂肪細胞分化，あるいは骨芽細胞
分化を誘導したマウス間葉系幹細胞において，発現量
が変動する lncRNA群を新規に検出することができた．
これらの lncRNAには，実際に脂肪細胞分化や骨芽細胞
分化に影響を及ぼしているものが含まれていると推測
される．今回使用したマウストランスクリプトームアレイ
では，2013年までに公共データベースに登録されている
非コードRNAの多くがプローブとして搭載されている
ことからも，既知の非コードRNAの発現量を解析する
という観点においては本アレイは簡便で有効なツールで
あると考えられる．今回検出された lncRNAについては，
それぞれどのような遺伝子に作用を及ぼしているのか，
またそれを介して細胞分化にどのように影響を与えるの
かを今後解明していく必要がある．これにより，骨粗鬆症
や生活習慣病に対する創薬や診断・治療等の臨床へ展開
していく事が期待される．
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