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研究成果の概要（和文）：硬組織分化は細胞凝集から始まる。多分化能を持つ間葉系細胞（C1、F1G5, 10T1/2）
を用い、どの細胞においても細胞密度の増加とともに分化系譜特異的な分子の発現が上昇することを観察した。
細胞周期G0期ないしG1期早期特異的なプローブを用い1細胞レベルでの増殖と分化の関係を調べたところ、分化
初期では必ずしもプローブ陽性と分化シグナルは重ならないが、分化が進むにつれて重なるようになる。増殖と
分化は分化初期には背反ではないことが示された。つまり細胞接触が必ずしも分化を起こすのではなく、凝集塊
形成による更なる分化促進シグナルによって分化が進む可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The differentiation of hard tissue starts from condensed blastema formation.
 Using in vitro cellular differentiation of mesodermal cell lines (C1、F1G5, 10T1/2  cells), we 
observed that expression of lineage specific transcription factors was up-regulated along with 
increase in cell density. To investigate relationship between proliferation and differentiation, we 
infected a vector expressing G0 or G1 cell cycle stage specific fluorescent probe and isolated 
stable cell lines expressing the probe. We found that differentiation marker expressions and 
expression of the probe were not always merged at the early stage of differentiation. However, after
 induction of full differentiation in sphere formation, many cells expressed both signals. Thus it 
suggests that so-called cellular contact inhibition does not induce differentiated phenotype, but 
rather additional factors are required for full differentiation in the mesodermal cell 
differentiation.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞凝集塊は、発生における組織形成に必須であると考えられている。また癌組織も進行とともに細胞凝集をつ
くることが知られている。細胞密度が増える過程での増殖から分化への過程についてはまだ不明な点が多い。本
研究では、細胞周期のG0期ないしG1期早期特異的なプローブを用いて、３D凝集塊の形成（sphere）での分化形
質発現を解析するユニークな解析法を確立した。増殖から分化への移行過程の結果は、凝集塊形成を介した発生
分化機構研究のみならず、癌などの疾病研究にも応用出来るという点で、新たなアプローチを提供できると考え
ている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨や歯の発生においては、将来の原基を生じる部位で細胞増殖が盛んになり、細胞凝集塊を生じ
る。それからまもなく同領域に、分化形質の発現が始まる。そこでは増殖と分化が sequential あ
るいは同時に起きていると考えられる。一方、in vitro での骨や歯の分化誘導においても、
confluent な状態あるいは 3 次元的な凝集塊形成が有効な分化誘導方法であると考えられている。
細胞密度が増加し細胞凝集形成することで、分化特異的分子の遺伝子発現が活性化して分化が
始まり、その後選択的な分化成熟にシフトすると考えられる。この過程では細胞密度の増加に伴
う増殖の停止（G0期）が、遺伝子発現の活性化に関わることが予想されるが、増殖と分化の関
係については不明な点が多い。 
２．研究の目的 
間葉系細胞分化モデルを用い、その分化過程において増殖と分化の関係は、増殖停止後
sequential に分化が起きているのか、あるいは増殖と分化が同時に起きているか、それは細胞密
度の違いに影響を受けるか、3次元的な凝集塊形成が必要かについて調べる。さらに、直接の細
胞接触が必要か否かあるいは細胞濃度が重要かという点については、液性因子あるいは膜局在
分子シグナルの関与の可能性を検討する。 
３．研究の方法 
分化モデルとして多分化能を持つ間葉系幹細胞 C1、さらに F1G5, 10T1/2, 線維芽細胞として
F12 細胞を用いた。それらについて、①cell-cell contact、②細胞密度増加による増殖停止、③3D
細胞凝集塊形成、④分化成熟（軟骨、骨、脂肪分化それぞれ）において分化系列に特徴的な分子
の発現は、どう変化するか解析した。また Fucci (Fluorescent Ubiqutination-based Cell Cycle 
Indicator) プローブは、生細胞の細胞周期の進行をリアルタイムに観察することが出来る蛍光プ
ローブであるが、その一つmVenus-p27K－プローブを用い、蛍光でG0 期ないしG1期早期の細
胞周期にある細胞を可視化した。その上で、細胞周期と分化過程関係を検討するため、分化系列
特異的な分子の遺伝子発現ならびにタンパク発現、と mVenus-p27K－プローブの局在の関係を
調べた。 
４．研究成果 
（１）細胞密度依存的な分化特異的遺伝子の変化 
間葉系幹細胞を用い、細胞密度が低く細胞間接触がごくわずかしかない状態、細胞間接触が見ら
れる状態、細胞密度が濃い状態で遺伝子発現を調べた。骨芽細胞特異的な分子として runx2, 
osterix、 軟骨細胞特異的な分子として Sox9、 脂肪細胞特異的な分子として PPARgamma,につ
いて間葉系 10T1/2 細胞で調べたところ、どれも細胞密度依存的な発現の上昇が認められた。 

 
（２）Fucci (Fluorescent Ubiqutination-based Cell Cycle Indicator) プローブ発現細胞の樹立 
Fucci プローブのひとつmVenus-p27K－プローブ蛍光でG0期ないしG1期早期の細胞周期にあ
る細胞を可視化できる。この mVenus-p27K－発現レトロウィルスを幹細胞 C1 に感染させたの
ち、抗生剤で選択し、いくつかのクローン由来のラインを樹立した。そのうちの２つのラインに
ついて次にしめす。どちらのクローンも細胞密度が低い状態では、G1 期早期と思われる細胞
（mVenus 陽性）がほとんどみられず、密度が濃くなると陽性細胞が増える。 

                                           
（３）mVenus-p27K－プローブ蛍光と分化系列分子の発現の相関 



間葉系幹細胞 C1 において mVenus-p27K－プローブ蛍光と分化系列分子の発現を調べ、増殖と
分化の関係を調べた。下記に示すように免疫染色で、Runx2, Osterix, mVenus-p27K－を調べたと
ころ、Runx2 と mVenus 陽性に共陽性の細胞が見られる一方、Osterix については、必ずしも
mVenus 陽性に重ならず、むしろその周囲にみられた。細胞密度と、増殖、分化の関係を cell 
aggregate を含む monolayer で確認したところ、monolayer で低い発現が cell aggregate へ向か
って移行的に Runx2 発現と mVenus が上昇し、しかも cell aggregate 状態では非常に高い発現
であることを観察した。 
（４）細胞凝集塊形成時の増殖と分化の相関 
C1 において細胞凝集塊形成での細胞分化動態を観察する方法として、whole mount 
immunohistochemistry を行った。下記にしめすように小さい細胞凝集が、大きな細胞凝集に
変わると、周囲にmVenus-p27K－陽性細胞が出現する。しかもそれは Ki67 陽性シグナルとも
ほとんど重ならずむしろ相補的であることが確認できた。 

 
細胞凝集塊での Runx2 発現を調べるために、増殖培地で凝集塊を形成すると分化に伴い、
mVenus-p27K－陽性細胞が増加し、それに伴い Runx2 発現も増加する。多くの細胞で双方のシ
グナルが重なるが、重ならない細胞も凝集塊内部で観察された。 
（５）細胞接着と細胞形態に関わるシグナルの影響についての解析 
細胞間情報伝達に必要なNotch-Delta シグナルと 3 次元的組織形成に必要な Hippo-Yap シグナ
ル経路を調節することで C1 の細胞周期と分化形質、そして細胞凝集がどう変化するかを調べ
た。前者のシグナルについてはγ-secretase inhibitor である、DAPT、ならびに LY-411575 を
用い、また後者のシグナル経路については selective and ATP-competitive MST1/2 inhibitor で
ある XMU-MP-1 を用いた。cell aggregate を含む monolayer において DAPT、ならびに LY-
411575 で処理すると、細胞凝集そのものに大きな形態的変化は認められないが、G1 期早期の
細胞（mVenus 陽性）が減少していた。更にそれに伴い runx2 発現細胞が減少していた。またそ
の効果は inhibitor の濃度依存的であるように見えた。一方、XMU-MP-1 処理では mVenus 陽
性が増加していたが、必ずしも runx2 発現細胞は増加していなかった。 
（６）他の間葉系幹細胞における解析 
分化能間葉系細胞株C1、10T1/2 細胞に加えて間葉系細胞株として、F1G5 細胞、F12 細胞を用
いた実験を行った。それらの細胞においてC1と同様に、細胞密度が低く細胞接触が少ない場合
と、細胞密度が高い場合について分化形質の発現を解析した。それぞれについて、Runx2 につい
ての発現解析を行ったところ、 F12 細胞以外は細胞密度に伴い発現が上昇した。Sox9 について
も同様の結果が得られた。線維芽細胞としての特徴が強い F12 細胞については、密度依存性の
発現誘導は認められなかったことから、分化系列への特異的分子の発現誘導は細胞密度だけで
は十分でない可能性が示された。 
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