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統合的トランスクリプトーム解析で明らかにする脂肪・骨芽細胞分化調節メカニズム

緒　言

　間葉系幹細胞は，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞，
筋細胞などの様々な細胞種に分化する能力を有する
が，特に個々の間葉系幹細胞が脂肪細胞と骨芽細胞の
どちらに分化するか，そのバランスを調節するメカニ
ズムは，骨粗鬆症や生活習慣病の発症や病態と密接に
関連する．
　我々はこれまで，骨髄間葉系幹細胞が骨芽細胞や
脂肪細胞へ分化する際の遺伝子制御ネットワーク
を描出してきた．骨芽細胞や脂肪細胞への分化過程
で重要な機能を担っている遺伝子を調べるため，
それぞれの分化過程において極めて詳細なタイム
ポイントで遺伝子発現解析を行ってきた．その結果，
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）であるmiR-125bとmiR-210が，
骨芽細胞分化をそれぞれ抑制，促進することを明らか
にした 2, 3)．これらの他にも，様々な遺伝子やmiRNA
がその発現量に応じてそれぞれの分化の方向性に関与
する事を明らかにしてきた．
　遺伝子がゲノムDNAから転写されてRNAができ，
それを鋳型として翻訳が起こりタンパク質が作られる
セントラルドグマは古くから知られているが，実際に
はその個々の過程で多くの複雑かつ精細な制御機構
があることが次々と明らかになっている．ゲノム上
の1つの遺伝子座位からは1つの決まった一次構造
を持つRNAのみが作られるのではなく，転写開始点
や使われるエクソンが異なる多くのアイソフォーム
が 存 在 す る こ と が 多 く の 遺 伝 子 座 位 で 明 ら か に
なっており，これらのRNAアイソフォームが生体
内の組織や細胞の種類によって繊細に使い分けられ
ている事実も多く報告されてきている．例えば，転写

因子 PPARγには少なくともγ 1, γ 2, γ 3という転写
開始点や利用エクソンが異なる3つのアイソフォーム
が知られており，それぞれが異なる細胞種で異なる
働きを有している．これらの中で脂肪細胞分化に
必須な働きを持つのはアイソフォームγ 2である 4)．
こうした現象は単に個々の遺伝子座位からのRNA
発現量を調べるだけでは見逃されてしまう重要な作用
メカニズムである．さらに，タンパク質をコードし
ていないnon-codingRNA（ncRNA）が機能性 RNAとし
て生体内の様々な現象に関与していることが明らかと
なってきている．ncRNAの中でもmiRNAについては
これまで新知見が最も盛んに報告されてきたが，近年
になってはLarge non-coding RNA（lncRNA）をはじめ
とするmiRNA 以外のncRNAの機能も次々と明らかに
なってきている5, 6)．
　そ こ で 本 研 究 で は， 間 葉 系 幹 細 胞 が 脂 肪 細 胞
分化および骨芽細胞分化する際の調節に関る遺伝子
アイソフォームやncRNAを同定するために，ヒト
間葉系幹細胞を脂肪細胞分化，骨芽細胞分化させた
サンプルを用いて，全遺伝子とncRNAのエクソン毎の
発現量をトランスクリプトームアレイを用いて網羅的
に調べた．

材料と方法

１ . 間葉系幹細胞サンプルの調整
　3 種類のヒト間葉系幹細胞をロンザ社より購入
した．増殖用の基本培地（MSCGM Mesenchymal Stem 
Cell Growth Mediumu BulletKit，ロンザ社）を用いて
細胞を増殖させた後，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，
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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 2 時間後，3 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．
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
オイルレッド染色，アルカリフォスファターゼ染色に
より分化を確認した．
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 Human Transcriptome Array 2.0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） からコンピュータ上で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 Consoleアプリケーション（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10 倍
以上上昇していることが分かった（図 1）．またオイル
レッド染色により，実際に油滴の蓄積を確認した．
b）骨芽細胞分化の確認
　骨芽細胞分化誘導後 6 日目，12 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5 倍程度まで上昇していることが
分かった（図 2）．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．
２ . トランスクリプトームアレイ解析
a）転写物単位での発現変動確認
　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，トランスクリプトームアレイ解析を行った．
Transcriptome Analysis Consoleアプリケーションの

図 1. 脂肪分化細胞におけるPPARγ遺伝子の発現上昇．
未分化の細胞（C0d）と比べて，脂肪細胞分化誘導後
6 日目の細胞（A6d）では，PPARγ遺伝子 mRNAの
発現量が約14倍にまで上昇した．

図 2. 骨 芽 細 胞 分 化 に お け る オ ス テ オ カ ル シ ン 遺 伝 子
の発現上昇．未分化の細胞（C0d）と比べて，骨芽
細胞分化誘導後 6 日目（B6d），12 日目（B12d）の細胞
では，オステオカルシン遺伝子の発現量がそれぞれ
約2.1倍，5.3倍にまで上昇した．
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Gene level expression alnalysisモードを用いて視覚化
した例を図 3と図 4に示す．脂肪細胞分化誘導サンプ
ルにおいては，FABP4やADIPOQなど，脂肪細胞分
化時に発現が上昇する代表的な遺伝子の発現が上昇
していることが確認できた（図 3）．また，骨芽細胞分
化誘導サンプルでは，オステオモジュリンやHEY1，
MMP13などの骨芽細胞分化誘導時に発現が上昇する
ことが知られている遺伝子の発現が上昇していること
が分かった（図4）．
b）エクソン単位での発現変動とncRNA 発現変動の
確認
　前項で用いたアレイデータについて，Transcriptome 
Analysis Consoleア プ リ ケ ー シ ョ ン のAlternative 
splicing analysisモードを用いてデータの解析と可視
化を行った．視覚化データの一例を図 5に示す．この
例では，脂肪細胞分化誘導後 6 日目のサンプルと分化
誘導を行わずに6 日間培養したコントロール細胞との
間で，PPARγ遺伝子について，RNAサンプルに含ま
れる各エクソンの存在比が示されている．PPARγ遺
伝子は，PPARG1, PPARG2 等の，転写開始点が異なる
アイソフォームがいくつか知られており，脂肪細胞
分化時にはPPARG2のアイソフォームの発現量が選択
的に亢進し，脂肪細胞分化を促進させる役割がある
ことが知られている．今回の解析において，脂肪細胞

分化 6 日目では，PPARG2のアイソフォームが特異的
に発現上昇していることを確認することができた

（図 5）．次に，脂肪細胞分化と骨芽細胞分化それぞれ
6 日目のサンプルと，分化誘導を行わずに6 日間培養
したコントロール細胞との間で，転写開始点やエク
ソンの組み合わせが異なる遺伝子の同定を試みた．各
遺伝子の中で，相対的な発現量が5 倍以上変動したエ
クソンを含む遺伝子の数をカウントしたところ，表 1
に示した数の遺伝子において，エクソンの相対的な発
現量が5 倍以上変動していた．また，同様のサンプル
において，表 1のncRNAの項目に示した数のncRNAで
5倍以上の発現変動が観察された．

考　察

　間葉系幹細胞の脂肪細胞分化・骨芽細胞分化時に
おける制御ネットワークを解析する手法として，これ
までに従来の遺伝子単位での網羅的遺伝子発現解析
が我々の研究を始めとして多く行われてきており，
様々な知見が蓄積されてきた．一方で，各遺伝子か
ら生み出されるRNAは全て一様ではなく，転写開始
点が異なっていたり，選択的スプライシングなどに
より多様なアイソフォームが存在し，特定のアイソ
フォームが細胞内の特定のイベントに重要な役割を示
す事が分かってきた．本研究においては，正確に各遺

図 3. 脂肪細胞分化 6 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 6 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．脂肪細胞で発現する
代表的な遺伝子の発現上昇が認められた．

図 4. 骨芽細胞分化 6 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 6 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．骨芽細胞で発現する
代表的な遺伝子の発現上昇が認められた．
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伝子のエクソン毎の発現定量やncRNAの発現定量を
網羅的に行うことができるトランスクリプトームアレ
イを用いて，転写開始点やスプライシングパターンが
異なるアイソフォームやncRNAの発現量を定量した．
その結果，脂肪細胞分化，骨芽細胞分化のそれぞれの
過程において，特定のアイソフォームの発現が大きく

変動する遺伝子と，分化の過程で発現が大きく変動
するncRNAを見出すことができた．今後はこれらの
アイソフォームとncRNAについて，細胞分化にどの
ように影響を及ぼしているのか，そのメカニズムを
解明し，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．

図 5. 脂肪細胞分化 6 日目のサンプルにおける，PPARG 遺伝子エクソンの発現変動パターン．上段は，1 列目が脂肪分化
誘導後 6 日目，2 列目が分化誘導無しのコントロール6 日目サンプルについて，PPARG 遺伝子におけるエクソン毎の
発現量を示している．上段 3 列目は，エクソン毎の相対的な発現比を表すSplicing indexの数値が可視化されている．
中央の縦帯で示されたエクソンがPPARG2 遺伝子の第一エクソンである．また下段では，既存の各種データベースに
収録されているPPARG 遺伝子のアイソフォームを示している．中央やや左の縦帯で示されたエクソンがPPARG2 遺伝
子の第一エクソンである．脂肪分化誘導後6日目のサンプルでは，PPARG2遺伝子の第一エクソンの利用度合いが高い
事が示されている．

表 1. Geneの項目では，各遺伝子の中で相対的な発現量が5 倍以上変動したエクソンを含む遺伝子の数をカウントした．
ncRNAの項目では，発現量が5倍以上変動したncRNAの数をカウントした．
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