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学 位 論 文 要 旨     

Construction of a luciferase reporter system to monitor osteogenic differentiation 

of mesenchymal stem cells by using a mammalian artificial chromosome vector 

（哺乳類人工染色体ベクターを用いてヒト間葉系幹細胞株の骨分化をモニターする蛍ルシ

フェラーゼレポーターシステムの作成） 

 

 ヒト間葉系幹細胞(MSC)は骨芽細胞への分化能を有しており、骨の再生医療の幹細胞ソー

スとして注目されている。MSCから骨芽細胞への分化過程に関しては、分化制御遺伝子の発

現変化について解明が進みつつあるが、一方で細胞への投与によって分化を促進する因子

については未だ十分に解明されていない。インビトロ培養実験レベルでは、MSCに対してデ

キサメタゾンを添加することにより骨分化が誘導されることが報告されているが、ステロ

イドホルモンを生体投与すると骨粗鬆症の副作用があり、骨再生を目的とした臨床現場で

の使用は現実的でない。これらのことから、MSCの骨分化を誘導する有用な物質を簡便に検

索できるモニター細胞が必要とされている。本研究では骨芽細胞で発現するオステオカル

シン(OC)遺伝子に着目し、哺乳類人工染色体ベクターを用いてヒト間葉系幹細胞株の骨分

化をモニターする蛍ルシフェラーゼレポーターシステムを作成したので報告する。 

 

方 法 

 MSCを骨芽細胞に分化誘導した際に起きるOC遺伝子の発現が検索できるようにする為に、

OC遺伝子の上流約10 kbの制御配列に発光タンパク質ルシフェラーゼ遺伝子を繋いだレポ

ーター遺伝子を構築した。レポーター遺伝子を搭載するベクターとして、宿主細胞内で導

入遺伝子の安定が保たれ、長期に発現可能となる人工染色体を利用した。チャイニーズハ

ムスター卵巣（CHO）細胞内に保持されているマウス人工染色体ベクターに発光タンパク質

ルシフェラーゼ遺伝子を繋いだレポーター遺伝子を搭載し、これを微小核細胞融合法でMSC

に導入した。 

 

結 果 

 ルシフェラーゼレポーター遺伝子を導入して得られたCHO細胞株（18クローン）について

ゲノムDNAをPCR解析したところ、2株を除きレポーター遺伝子が人工染色体ベクター上の受

容サイトに挿入されていることを確認した。CHO細胞では内在のOC遺伝子が低レベルで発現
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することが知られているので、これらのCHO細胞株についてルシフェラーゼの活性を測定し

たところ、株毎に異なる発現量を呈した。レポーター遺伝子を導入する前の親株と比較し

て有意に発現量が高い12株について染色体FISH解析を行ったところ、導入したレポーター

遺伝子が人工染色体ベクター上に搭載されていることを確認した。OC遺伝子のプロモータ

ー領域には、ビタミンD3受容体の結合配列が存在する。そこでレポーター遺伝子を保持す

るCHO細胞のうち4株を選んで活性型ビタミンD3を投与したところ、非投与群と比較してル

シフェラーゼ活性の上昇を認めた。このことから、人工染色体上に搭載されたOC遺伝子制

御配列が機能的に動作することが確認された。 

 次にレポーター遺伝子の供与細胞として2株を選び、MSCに対し微小核細胞融合法による

染色体ベクター移入を行い、6株の移入クローン候補を取得した。染色体FISH解析を行った

ところ核型の変化がみられたため、これらのうちから染色体ベクターが独立して維持され

ている2株を選別した。これらMSC2株を、デキサメタゾンを含む骨分化誘導培地で培養した

ところ、分化の指標であるアルカリホスファターゼ活性の上昇が認められたことから、レ

ポーター遺伝子導入したMSC株が骨分化能を維持していることが確認された。続いて前述の

細胞株に対するデキサメタゾンと活性型ビタミンD投与の影響を検索した。ルシフェラーゼ

活性はデキサメタゾン投与では上昇せず、活性型ビタミンD3投与によって上昇を認めた。

これら正負の応答性は、骨芽細胞分化における内在のOC遺伝子発現変動を調べた先行研究

の結果と一致することから、本研究で構築したMSC株が骨芽細胞への分化過程をモニターで

きる可能性が示唆された。 

 

考 察 

 ヒト間葉系幹細胞の骨分化過程は、骨芽細胞への分化（前期）、骨芽細胞の成熟（中期）

を経て骨細胞への転換（後期）が生じることが知られている。インビトロでのデキサメタ

ゾンによる分化誘導系では、OC遺伝子は骨芽細胞への分化過程（前期）では抑制されてお

り、分化後の骨芽細胞成熟過程（中期）で発現上昇することが報告されている。OC制御配

列を利用して構築したモニター細胞を利用することで、前期における分化誘導因子と中期

における分化促進因子のいずれか、あるいは両方を検索することが可能であると考えられ

る。 

 

結 論 

 本研究で構築したモニター細胞は、MSCから骨芽細胞への分化と、骨芽細胞が成熟する段

階に効果を示す薬剤の検出に役立つ可能性が示された。 


