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要 旨  

加 齢 に伴 い，骨 量 が減 少 し骨 髄 脂 肪 が増 加 することが知 られている．この原

因 と し て，細 胞 老 化 が骨 芽 細 胞 への 分 化 を 抑 制 し ， 脂 肪 細 胞 への分 化 を 促

進 するためであると考 えられている．しかし，細 胞 老 化 が間 葉 系 間 質 細 胞 の骨

芽 細 胞 への分 化 を抑 制 する機 構 は，十 分 に解 明 されていない．我 々は骨 髄 間

質 系 株 化 細 胞 である ST2 細 胞 の骨 芽 細 胞 分 化 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響 を

検 討 した．ST2 細 胞 を 55 回 以 上 継 代 し，細 胞 老 化 を誘 導 した．この継 代 数

55 回 以 上  ( la te  passage)  の ST2 細 胞 の性 質 を継 代 数 8 回 以 下  ( ear ly  

passage)  の  ST2 細 胞 と 比 較 し た ． Late  passage  ST2 細 胞 は ear ly  

passage  ST2 細 胞 と比 較 し，顕 著 な細 胞 増 殖 の低 下 を示 した．また，老 化 マ

ーカーである Senescent -Assoc iated β-Gal  (SA-β-Gal)  染 色 陽 性 を示 した．

リアルタイム PCR 解 析 の結 果 l ate  passage  ST2 細 胞 は老 化 マーカーp16 

mRNA，p21 mRNA の発 現 が増 加 し，Lamin B1 mRNA の発 現 が減 少 した．

これらの結 果 から la te  passage ST2 細 胞 は細 胞 老 化 を呈 することが示 唆 され

た．次 に，ST2 細 胞 を石 灰 化 誘 導 培 地 で培 養 すると， la te  passage  ST2 細

胞 は石 灰 化 不 全 を示 した．Early passage  ST2 細 胞 を Wnt3a で刺 激 すると

アルカリホスファターゼ活 性 が誘 導 された．一 方 ， la te  passage  S T2 の培 養 で

は，Wnt3a によるアルカリホスファターゼ活 性 の誘 導 が低 下 した．Wnt3a 誘 導

性 が減 少 する原 因 を検 討 するために Wnt/β-カテニンシグナル阻 害 因 子 の遺

伝 子 発 現 を調 べると l ate  passage  ST2 細 胞 において Dkk1 mRNA の発 現
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が上 昇 した．CHIR99021 を用 い，Wnt/β-カテニンシグナルを活 性 化 させると

継 代 数 に か か わ ら ず ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 陽 性 細 胞 が 増 加 し た ． la te  

passage  ST2 細 胞 へ s i -Dkk1 を導 入 すると Dkk1 mRNA の発 現 量 が減 少

し Wnt3a へ の 感 受 性 が 改 善 さ れ た ． 他 の 老 化 誘 導 方 法  (p16 あ る い は

H-Ras  G12V の 過 剰 発 現 )  を 行 っ た ST2 細 胞 に お い て 老 化 マ ー カ ー や

Dkk1 mRNA 発 現 の上 昇 が確 認 できた．また，p16 や H-Ras  G12V の過 剰

発 現 による細 胞 老 化 誘 導 された ST2 細 胞 において Wnt3a によるアルカリホス

フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 誘 導 は 低 下 し た ． 以 上 の 結 果 か ら 細 胞 老 化 を 誘 導 さ れ た

ST2 細 胞 は Dkk1 の発 現 が上 昇 し，Wnt 誘 導 性 のアルカリホスファターゼの発 現

が低 下 することで骨 芽 細 胞 への分 化 が抑 制 される可 能 性 が示 唆 された．  
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緒 言  

超 高 齢 化 社 会 の今 日 ， 骨 粗 鬆 症 患 者 数 は増 加 の一 途 を たど っ て い る １ ） ．

運 動 機 能 障 害 を も た ら す フ レ イ ル を は じ め ， 骨 粗 鬆 症 や サ ル コ ぺ ニ ア  ( 筋 減

少 )  を防 ぐことは QOL 向 上 やサステイナブルな社 会 を実 現 するための喫 緊 の

課 題 である．加 齢 に伴 う骨 量 減 少 の原 因 として，骨 芽 細 胞 や軟 骨 細 胞 の前 駆

細 胞 である骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞 の増 殖 が低 下 すること，さらに破 骨 細 胞 の分 化

が促 進 するため，骨 吸 収 が亢 進 することが報 告 された 2 ) ．し かし，このような加

齢 に伴 う 変 化 が骨 幹 細 胞 の老 化 に起 因 す る も のか， 幹 細 胞 を 支 持 する 細 胞

が老 化 するため起 こるのかは明 らかでない．  

ヒトは加 齢 に伴 い骨 形 成 および骨 吸 収 が低 下 し た低 骨 代 謝 回 転 型 の骨 量

減 少 を呈 する．この原 因 として，骨 組 織 でのコラーゲン糖 化 産 物 の蓄 積 ，老 化

細 胞 の増 加 や幹 細 胞 の減 少 などが考 えられている 3 )．また，加 齢 により骨 髄 内

で は老 化 細 胞 が蓄 積 し 老 化 幹 細 胞 の 骨 芽 細 胞 / 脂 肪 細 胞 への 分 化 が脂 肪

細 胞 への分 化 へ転 換 が亢 進 するため脂 肪 髄 を呈 することも報 告 されている 4 ） ，

5 ） ， 6 ) ．細 胞 老 化 はテロメア短 縮 ，DNA 損 傷 ，酸 化 ストレス，がん遺 伝 子 活 性

化 など によっ て， 細 胞 周 期 の非 可 逆 的 な 停 止 が老 化 細 胞 の主 要 な機 能 であ

ると考 えられている 7 ) ， 8 ) ， 9 )．一 方 で ,細 胞 老 化 は DNA 損 傷 などのストレスを受

け た細 胞 の癌 化 を 防 ぐ有 益 な一 面 を 持 つため ， 加 齢 性 疾 患 にお ける 老 化 細

胞 の役 割 解 明 は非 常 に重 要 な問 題 である．細 胞 老 化 が開 始 する際 には，まず

細 胞 周 期 調 節 因 子 p16，p21 の発 現 上 昇 により細 胞 増 殖 が停 止 し，Lamin 



4 
 

B1 の減 少 により，細 胞 周 期 が停 止 することが知 られている 6 ) - 1 0 ) ．また，老 化 細

胞 は単 に細 胞 周 期 が停 止 するだけでなく，近 年 の研 究 によれば，老 化 細 胞 の

新 たな機 能 が明 らかになりつつある．老 化 細 胞 由 来 培 養 上 清 を用 いた実 験 か

ら，老 化 細 胞 からは様 々な因 子 を分 泌 し正 常 な細 胞 に影 響 を及 ぼすことが示

された 11 ） , 1 2 ）．注 目 すべきこととして，炎 症 性 サイトカイン  ( IL-6，TNF-α 等 )，  

ケモカイン  (MCP1，CCL 等 )，成 長 因 子  (PDGF-AA 等 )，タンパク分 解 酵 素  

(MMP 等 )  などの様 々な炎 症 性 タンパク質 の細 胞 外 への分 泌 が増 加 すること

が明 らかにされた 7 ） ， 8 ） ， 9 ) ．これら老 化 細 胞 由 来 分 泌 因 子 は，老 化 関 連 分 泌

表 現 型  (senescence -assoc iated secreted phenotype ,  SASP)  と呼 ばれ，

主 な作 用 としては腫 瘍 抑 制 ，組 織 再 生 ，胚 発 生 ，さらには腫 瘍 形 成 促 進 に寄

与 していると報 告 されている 8 ） ， 9 )．従 って、SASP の誘 導 を制 御 することで，恒

常 性 の維 持 や疾 患 発 症 に大 きな影 響 を与 える可 能 性 がある 1 3 ) が，このプロセ

スの正 確 なメカ ニズムは全 くわかっていない．そこで本 研 究 では，マウス骨 髄 間

質 細 胞 株 ST2 細 胞 を用 いて細 胞 老 化 を誘 導 し，老 化 細 胞 が骨 芽 細 胞 への

分 化 がどのように抑 えられているかを明 らかにしようとした．  
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実 験 材 料 及 び方 法  

1.  使 用 材 料  

ST2 細 胞 は American Type Culture  Co l lect ion  (Virg inia ,  USA)  より

購 入 した．細 胞 数 測 定 機 材 として Scpeter2.0  (Merck  KGaA,  Darmstadt ,  

Germany)  を用 いた．SA-β-Ga l 染 色 を 行 う ため に Cellu lar  Senescence  

Assay  Kit は Merck  KGaA か ら 購 入 し た ． 細 胞 固 定 液 と し て 4% 

Paraformaldehyde Phosphate  Buf fer  Solut ion (富 士 フィルム和 光 純 薬

株 式 会 社 ，大 阪 ，日 本 )  を用 いた．Minimum Essent ial  Medium Eagle  

Alpha Modif icat ion  Medium (α-MEM 培 地 )  は Sigma-Aldri ch  Japan 

( 東 京 ， 日 本 )  よ り 購 入 し た ． Fetal  Bovine  Serum (FBS)  は  

S igma-Aldr i ch  Japan より購 入 した．α-MEM 培 地 のコンタミネーションを予

防 するための Antib io t i c  Ant imycot ic  So lut ion (100×)，Stabi l ized   は

Sigma-Aldr i ch  Japan よ り 購 入 し た ． Recombinant  mouse  Wnt3a 

prote in ， Recombinant  human Dkk1 prote in ， Recombinant  

human/mouse /rat  BMP-2  prote in は R&D systems 社  (Minneapol is，

USA)  から購 入 した．GSK-3β 阻 害 剤 である CHIR99021は Sigma-Aldri ch  

Japan より購入した ．  

 

2 .  継 代 及 び細 胞 培 養  

マウス間 葉 系 幹 細 胞 株 ST2 細 胞 を用 い，継 代 を連 続 的 に繰 り返 し  (55 回
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以 上 )  細 胞 老 化 を誘 発 させた．10 cm-dish に播 種 し 10% FBS・抗 真 菌 剤

含 有 α-MEM にて培 養 し，サブコンフルエントになった時 点 で細 胞 を回 収 し新

しい 10 cm-dish に 1/10 の濃 度 にて再 播 種 ，培 養 し継 代 を行 った．Early 

passage  ST2 細 胞 は ≤passage  8 を 示 し ， la te  passage  ST2 細 胞 は ≥ 

passage55 を示 す．  

 

3 .  細 胞 数 測 定  

ST2 細 胞 を 6 wel l -p late に  1×10³  個 /wel l  播 種 し 10% FBS・抗 真 菌

剤 含 有 α-MEM にて培 養 した．2 日 おきに Scpeter  2 .0 を使 用 し細 胞 数 を測

定 した．  

 

4 .  SA-β-Gal 染 色  

ST2 細 胞 を 48 wel l -p late へ播 種 し ,  10% FBS・抗 真 菌 剤 含 有 α-MEM 

にて培 養 し た .  コ ンフ ルエントになっ た 時 点 で４％ PFA にて固 定 し，Cellular  

Senescence  Assay Kit により  SA-β-Gal 染 色 を行 った．染 色 範 囲 は Image 

J  (NIH,  USA)  にて定 量 した 1 4 ) ， 1 5 )．  

 

5 .  石 灰 化 誘 導 培 地 による細 胞 培 養  

ST2 細 胞 を 48 wel l -p late あるいは 96 wel l -p late へ播 種 し ,  サブコンフ

ル エ ン ト に なっ た 後 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 さ せる た め に 石 灰 化 誘 導 培 地  (10% 
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FBS・抗 真 菌 剤 含 有 α-MEM+アスコルビン酸 :  AA (100 μg/ml )  +β-グリセロリ

ン酸 :  β -GP (2  mM) +骨 形 成 タンパク質 2:  BMP-2  (100 ng/ml )  )  へ培 地 交

換 を行 った．7 日 間 培 養 を行 った後 培 養 細 胞 を 4%PFA で固 定 しアルカリホス

ファターゼ染 色  (ALP 染 色 )  を行 い ,  ALP 陽 性 細 胞 を観 察 した．14 日 間 培

養 を行 った後 培 養 細 胞 を固 定 しアリザリンレッド S 染 色  (ARS 染 色 )  を行 い ,  

石 灰 化 度 を観 察 した．石 灰 化 誘 導 培 地 に Dkk1 添 加 実 験 は細 胞 がサブコン

フルエントになったことを確 認 したのち Dkk1 (500  ng /ml)  を添 加 し，２４時 間

後 Dkk1 を加 えた石 灰 化 誘 導 培 地 に培 地 交 換 した．以 後 、石 灰 化 誘 導 培 地

には Dkk1 を添 加 し培 地 交 換 を行 った．7 日 培 養 後 、細 胞 を 4％PFA にて固

定 し ALP 染 色 を行 った．  

 

6 .  アルカリホスファターゼ染 色  

ALP 染 色 液 は 1 mg Naphthl  AS-MX Phosphate (Sigma-Aldri ch  

Japan，東 京 ，日 本 ) ,  100 µ l  N-N-dimet hyl  f ormamide (富 士 フィルム和

光 純 薬 株 式 会 社 ，大 阪 ，日 本 ) ,  6  mg Fas tBlue  BB sa lt  (S igma-Aldri ch  

Japan，東 京 ，日 本 )  を 0.1 M Tr is -HCI (pH8.5)  にて 10 ml までメスアッ

プし作 成 した．4%PFA にて固 定 を行 い，その後 染 色 液 を加 えて染 色 を行 った．  

染 色 範 囲 は Image J  にて定 量 した．  
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7 .  アリザリンレッド S 染 色  

1％の濃 度 になるようアリザリンレッド S (富 士 フィルム和 光 純 薬 株 式 会 社 ，大

阪 ，日 本 )  を蒸 留 水 に溶 解 し，28％アンモニア水  ( 富 士 フィルム和 光 純 薬 株

式 会 社 ，大 阪 ，日 本 )  を 100 倍 希 釈 し作 成 した 0.028％アンモニア水 を加 え

pH 6.4 に調 節 し染 色 液 を作 成 した．4%PFA にて固 定 を行 い ,  その後 染 色 液

を加 えて染 色 を行 った．染 色 範 囲 は Image J にて定 量 した．  

 

8 .  ST2 細 胞 への Wnt3a 添 加 実 験  

ST2 細 胞 を 48 wel l -p late あるいは 96 wel l -plate  へ播 種 し 10％FBS・

抗 真 菌 剤 含 有 α-MEM にて培 養 した．サブコンフルエントになったことを確 認 し

たのち，Wnt3a を添 加 し 48 時 間 培 養 した．その後 培 養 細 胞 を 4%PFA にて

固 定 し ALP 染 色 を行 い，ALP 発 現 細 胞 を観 察 した．染 色 範 囲 は Image J

にて定 量 した．  

 

9 .  ST2 細 胞 への CHIR99021 添 加 実 験  

ST2 細 胞 を 48 wel l -plate あるいは 96 wel l -plate に播 種 し 10％FBS・

抗 真 菌 剤 含 有 α-MEM にて培 養 した．サブコンフルエントになったことを確 認 し

たのち，GSK-3β 阻 害 薬 である CHIR-99021 を 50 ｎM 添 加 し 7 日 培 養 後 、

細 胞 を 4%PFA にて固 定 し ALP 染 色 を行 い，ALP 発 現 細 胞 を観 察 した．染

色 範 囲 は Image J にて定 量 した．  
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10 .  real - t ime RT-PCR 

TRIzol™ Reagent  （Thermo Fisher  Sc ient i f i c，Waltham，USA）  を

使 用 し て 培 養 細 胞 を 回 収 し た ． そ の 後 ,  RNA 分 離 キ ッ  ト  (Nuc leoSpin ，

MACHEREYN AGEL，Düren，Germany)  を使 用 し Total  RNA を回 収 し，

ol igo  (dT)  12-18 pr imers  (Thermo Fisher  Scient i f ic，Waltham，USA)  

と ReverTra Ace  (東 洋 紡 ，大 阪 ，日 本 )  を使 用 して tota l  RNA を逆 転 写 し，

cDNA を合 成 した．cDNA の定 量 は Fast  SYBR Green (Thermo Fisher  

Sc ient i f ic，Waltham，USA)  と StepOnePlus システム  (Thermo Fisher  

Sc ient i f ic，Waltham，USA)  を使 用 した．PCR 反 応 は 95℃で 20 秒 間 ，続

いて 95℃で 3 秒 間 および 60℃で 30 秒 間 を 40 サイクル行 った．使 用 したプラ

イマーは表 1  のとおりである．Gapdh を正 規 化 の内 部 コントロールとして使 用 し

た．  

 

11 .  Si-RNA トランスフェクション  

ST2 細 胞 を 48wel l -dish，96wel l -dish へ播 種 ，定 着 した後 に je tPr ime

試 薬  （Poly p lus  trans fec t ion  SA,  I l lk i rch ,  France）  を用 いて，製 造 元

のプロトコールに従 い s i -RNA (s i -contro l，s i -Dkk1)  (Santa Cruz  Biotech,  

CA,  USA)  を ST2 細 胞 へ 導 入 し た ．次 の日 に 10 ％ FBS ・抗 真 菌 剤 含 有

α-MEM へ培 地 交 換 し，48 時 間 後 に ST2 細 胞 を回 収 し実 験 に利 用 した．  

 



10 
 

12 .  H-Ras  G12V,  p16 トランスフェクション  

細 胞 を 24 wel l -p lat e あるいは 48 wel l -p late に播 種 し一 晩 培 養 後 ，一 過

性 トランスフェクションのため，コントロールとして pcDNA3.1 (+ )  ベクター  

(ThermoFishers  Scient i f ic ,  Walt ham、USA)  を pSPORT-CMV-p16 発

現 ベクター  (ダナフォーム社 、横 浜 ，日 本 )  および pLent i -CMV-H-Ras  

G12V 発 現 ベクター  (Addgene，MA，US A)  を製 造 元 のプロトコールに従 い

je tOPTIMUS 試 薬 を用 いて，細 胞 にトランスフェクションさせた．16 時 間 後 ，

10％FBS・抗 真 菌 剤 含 有 αMEM へ培 地 交 換 をした．5 日 間 培 養 後 ，一 過 性

に p16 あるいは H-Ras  G12V を過 剰 発 現 された細 胞 を実 験 に使 用 した．  

 

13 .  統 計 処 理 方 法  

3 サンプル以 上 の平 均 値 ±標 準 偏 差  ( s tandard  deviat ion，SD)  として

示 した．2 群 間 の差 の分 析 には，対 応 のない両 側 の t 検 定 を用 いた．  
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結 果  

１ .  ST2 細 胞 における細 胞 老 化 誘 導 に及 ぼす細 胞 継 代 の影 響  

主 に 知 ら れ て い る 細 胞 老 化 の 方 法 と し て 連 続 に 繰 り 返 し た 継 代

が 細 胞 老 化 を 引 き 起 こ す と 報 告 さ れ て い る 1 6 ) た め ， S T 2 細 胞 に て

長 期 間 継 代 を 繰 り 返 し 細 胞 老 化 が 引 き 起 こ さ れ る か を 観 察 し た ．

初 め に l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 が 細 胞 老 化 様 の 変 化 が 起 き て

い る か 細 胞 増 殖 能 や S A - β - G a l 染 色 ， 老 化 細 胞 遺 伝 子 の 発 現

量 を 調 べ た 1 7 ) ． l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 は e a r l y  p a s s a g e

の S T 2 細 胞 と 比 べ 細 胞 増 殖 能 の 低 下 が み ら れ た  ( 図 1 A ) ． 他 に

も l a t e  p a s s a g e 細 胞 で は S A - β - G a l 染 色 で は S A - β - G a l 陽 性

細 胞 数 が 細 胞 数 全 体 の 6 0 ％ 近 く ま で 増 加 し て お り ， 老 化 細 胞 マ

ー カ ー で あ る p 1 6  m R N A ， p 2 1  m R N A の 発 現 上 昇 ， L a m i n B 1  

m R N A の 発 現 の 低 下 が み ら れ た  ( 図 1 B ， C ， D ) ． こ れ ら の 結 果 よ り

S T 2 細 胞 は 継 代 に よ っ て 細 胞 老 化 が 引 き 起 こ さ れ て い た ．  

 

2 .  骨 芽 細 胞 分 化 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

次 に 老 化 し た 間 葉 系 幹 細 胞 は 骨 芽 細 胞 分 化 能 が 低 下 し て い

る と 報 告 さ れ て い る 4 ) ， 5 ) た め ， l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 に て 骨

芽 細 胞 分 化 能 に 変 化 が あ る か 調 べ た ． S T 2 細 胞 を 7 日 間 ま た は

1 4 日 間 骨 芽 細 胞 分 化 培 地 に て 培 養 し A L P 染 色 ， A R S 染 色 を
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行 っ た ． L a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 は e a r l y  p a s s a g e の S T 2

の も の と 比 べ A L P 発 現 範 囲 ， 石 灰 化 の 範 囲 が 約 1 ~ 2 ％ ま で 減 少

し て い た  ( 図 2 A - D ) ． こ れ ら の 結 果 よ り 老 化 し た S T 2 細 胞 は 骨 芽

細 胞 分 化 能 が 低 下 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ．  

 

3 .  Wnt3a に対 する反 応 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

骨 芽 細 胞 へ の 分 化 に は W n t / β - カ テ ニ ン シ グ ナ ル 経 路 が 重 要 と

報 告 さ れ て い る た め 1 8 ) ， 1 9 ) ， 2 0 ) ,  l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 に お

け る W n t 3 a 処 理 に 対 す る 反 応 を 調 べ た ． S T 2 細 胞 を W n t 3 a に て

4 8 時 間 処 理 し A L P 染 色 を 行 い ， l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 で

は e a r l y  p a s s a g e の S T 2 細 胞 と 比 べ A L P 発 現 範 囲 の 減 少 が

み ら れ た  ( 図 3 A ,  B ) ． ま た 、 W n t 3 a 処 理 を 行 っ た S T 2 細 胞 を 用

い た r e a l - t i m e  R T - P C R を 実 施 し た 結 果 ， l a t e  p a s s a g e の S T 2

細 胞 で は e a r l y  p a s s a g e の S T 2 細 胞 と 比 較 し W n t 3 a 処 理 に よ

る A l p l  m R N A の 発 現 が 低 下 し て い た  ( 図 3 C ) ． 老 化  S T 2 細 胞

培 養 上 清 に W n t 3 a に 対 す る 反 応 を 抑 制 す る 効 果 が あ る か を 確 か

め る た め に W n t 3 a を 添 加 し た 老 化 S T 2 細 胞 培 養 上 清 に て 通 常

の S T 2 細 胞 を 4 8 時 間 培 養 し ， A L P 染 色 を 行 っ た ． 老 化 S T 2 細

胞 培 養 上 清 を 使 用 し 通 常 の S T 2 細 胞 を 培 養 す る と W n t 3 a に 対

す る 反 応 性 が 低 下 し た  ( 図 3 D ,  E ) ． こ れ ら の 結 果 よ り 老 化 S T 2
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細 胞 は W n t 3 a へ の 反 応 性 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た ．  

 

４ .  Dkk1 の発 現 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

上 記 の 結 果 か ら l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 は W n t / β - カ テ ニ ン

シ グ ナ ル が 阻 害 さ れ て い る と 仮 説 を 立 て ， e a r l y  p a s s a g e ， l a t e  

p a s s a g e の S T 2 細 胞 に お け る W n t / β - カ テ ニ ン 伝 達 経 路 阻 害 因

子  ( D k k 1 ~ 4 ， s F R P 1 ~ 5 ， S o s t )  2 0 ) ， 2 1 ) ， 2 2 ) の 発 現 を 調 べ た ．  

R e a l - t i m e  R T - P C R の 結 果 か ら l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 で は

e a r l y  p a s s a g e の S T 2 細 胞 と 比 べ D k k 1  m R N A の 発 現 が 非 常

に 高 い こ と が 分 か っ た  ( 図 4 A ) ． 実 際 に D k k 1 が 骨 芽 細 胞 分 化 を

阻 害 す る か 確 か め る た め に 組 換 え 型 D k k 1 を 添 加 し た 石 灰 化 誘

導 培 地 へ S T 2 細 胞 を 7 日 間 培 養 し A L P 染 色 を 行 っ た 1 8 ) ．

D k k 1 を 添 加 し た も の は A L P 陽 性 細 胞 が 定 量 結 果 か ら 7 . 7 % ま で

減 少 し て お り  D k k 1 は S T 2 細 胞 の 骨 芽 細 胞 分 化 を 阻 害 し て い た  

( 図 4 B ， C ) ． こ れ ら の 結 果 よ り l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 は D k k 1  

m R N A 発 現 が 増 加 し て お り ， 骨 芽 細 胞 分 化 が 抑 制 さ れ て い る こ と

が 示 唆 さ れ た ．  

 

5 .  老 化 細 胞 における ALP 発 現 に対 する Dkk1 発 現 抑 制 の効  

D k k 1  m R N A の 発 現 上 昇 が 実 際 に 老 化 S T 2 細 胞 に て
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W n t / β - カ テ ニ ン 伝 達 経 路 を 阻 害 し て い る か 確 か め る た め に ，

s i - R N A コ ン ト ロ ー ル 配 列 ( s i - c o n t r o l )  と s i - R N A  D k k 1 配 列  

( s i - D k k 1 )  を S T 2 細 胞 へ 導 入 し た ． 最 初 に s i - D k k 1 の 導 入

に よ り l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 に お い て D k k 1  m R N A の 発

現 低 下 が さ れ て い る こ と 確 認 し た  ( 図 5 A ) ． D k k 1  m R N A 発 現

の 低 下 が 確 認 さ れ た の で W n t 3 a の 4 8 時 間 処 理 を 行 い ， A L P

染 色 を 実 施 し た ． S i - D k k 1 を 導 入 し た l a t e  p a s s a g e の S T 2

細 胞 で は A L P 陽 性 範 囲 が s i - c o n t r o l と 比 較 し て 約 3 0 ％ 増 加

し て い た  ( 図 5 B ， C ) ． こ れ ら の 結 果 よ り l a t e  p a s s a g e  S T 2 細

胞 で 産 生 さ れ た D k k 1 が 老 化 細 胞 で 見 ら れ る 骨 芽 細 胞 抑 制 作

用 に 直 接 的 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た ．  

 

6 .  老 化 細 胞 の A L P 発 現 の 対 す る W n t 活 性 化 剤 の 効 果  

W n t / β - カ テ ニ ン 伝 達 経 路 の 活 性 化 薬 と し て G S K 3 β 阻 害 薬

で あ る C H I R 9 9 0 2 1 2 3 ) を 使 用 し ， 継 代 に よ っ て 細 胞 内 の W n t / β -

カ テ ニ ン 伝 達 経 路 に 変 化 が 起 き て い る か 確 か め た ． e a r l y  

p a s s a g e ， l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 に C H I R 9 9 0 2 1 を 1 週

間 処 理 し A L P 染 色 を 実 施 し た ． C H I R 9 9 0 2 1 で 処 理 を 行 う と

l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 で も e a r l y  p a s s a g e の S T 2 細 胞 と

同 様 に 約 4 0 ％ ～ 5 0 ％ の A L P 発 現 を 確 認 で き た  ( 図 6 A ， B ) ．  
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こ れ ら の 結 果 よ り l a t e  p a s s a g e  S T 2 細 胞 の 細 胞 内 W n t / β - カ

テ ニ ン シ グ ナ ル が 正 常 で あ る こ と が 示 唆 さ れ ， D k k 1  m R N A 発 現

の 上 昇 に よ っ て W n t / β - カ テ ニ ン シ グ ナ ル が 阻 害 さ れ て い る 可 能

性 が 考 え ら れ る ．  

 

7 .  ST2 細 胞 の Dkk1 発 現 に対 する H-Ras  G12V 及 び p16 過 剰 発 現 の効

果  

S T 2 細 胞 を 他 の 方 法 に よ り 細 胞 老 化 を 誘 導 す る と 継 代 を 繰 り

返 し た と き と 同 様 の 表 現 型 を 示 す か 確 か め る た め に p 1 6 の 過 剰 発

現 ま た は 発 が ん 性 R a s の 変 異 体 で あ る H - R a s  G 1 2 V を 過 剰 発 現

さ せ 細 胞 老 化 を 誘 導 し た 2 4 ) ， 2 5 ) ， 2 6 ) ． そ れ ぞ れ を 過 剰 発 現 さ せ た

時 の r e a l - t i m e  R T - P C R 結 果 を 示 す ． H - R a s  G 1 2 V を 過 剰 発

現 さ せ た S T 2 細 胞 で は p 1 6  m R N A ， D k k 1  m R N A の 有 意 な 発

現 上 昇 や L a m i n  B 1  m R N A の 有 意 な 発 現 低 下 が み ら れ た ． p 1 6

を 過 剰 発 現 さ せ た S T 2 細 胞 で は D k k 1  m R N A の 有 意 な 発 現 上

昇 が み ら れ た が p 1 6  m R N A 以 外 の 老 化 細 胞 マ ー カ ー の 変 化 は み

ら れ な か っ た  ( 図 7 A ， B ) ． D k k 1  m R N A の 発 現 上 昇 が み ら れ た た

め ， H - R a s  G 1 2 V あ る い は p 1 6 を 過 剰 発 現 さ せ た S T 2 細 胞 を

W n t 3 a 添 加 培 地 に て 4 8 時 間 培 養 し ， A L P 染 色 を 実 施 し た ． そ

の 結 果 ， p 1 6 ま た は H - R a s  G 1 2 V を 過 剰 発 現 さ せ た S T 2 細 胞 で
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は A L P 陽 性 範 囲 は 約 6 % ま で 低 下 し た  ( 図 ７ C ) ． こ れ ら の 結 果 よ

り 、 継 代 以 外 の 方 法  ( こ こ で は ， p 1 6 や 恒 常 活 性 型 R a s の 過 剰

発 現 )  で 細 胞 老 化 を 誘 導 し た S T 2 細 胞 も D k k 1  m R N A 発 現 が

上 昇 し ， W n t 3 a に 対 す る 反 応 性 が 低 下 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ．  
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考 察  

細 胞 老 化 の 特 徴 と し て p16 ， p21 の 発 現 上 昇 ， Lamin B1 の 減 少 ，

SA-β-gal の蓄 積 ，細 胞 増 殖 抑 制 ，SASP の発 現 が挙 げられる 8 ) ． 9 ） ， 1 0 )．  継

代 を繰 り返 すことによって，テロメア短 縮 によるストレス応 答 により細 胞 老 化 が引

き起 こされることが報 告 されている 8 ） ， 2 7 ) ．そこで ,  マウス骨 髄 由 来 間 質 細 胞 株

ST2 細 胞 を使 用 し継 代 を繰 り返 して細 胞 老 化 を誘 導 した．図 １で示 したように

細 胞 老 化 によって誘 導 される老 化 マーカー発 現  (p16 mRNA，p21 mRNA，

SA-β-Gal 陽 性 細 胞 )  が増 加 して，Lamin B1 mRNA や細 胞 増 殖 速 度 は有

意 に抑 制 されていたことから，継 代 を繰 り返 すことによって ST2 細 胞 は細 胞 老

化 を引 き起 こされていることが明 らかとなった  (図 1)．  

既 報 では ,  BMSC の継 代 を繰 り返 すと細 胞 老 化 が誘 導 されて，BMP に対

する OB 分 化 抑 制 が報 告 されている 4 ） ， 5 )．そこで、石 灰 化 誘 導 培 地  (AA 100 

μg/ml ,  β -GP 2 mM,  BMP-2  100 ng/ml を含 む培 地 )  で培 養 を行 って ,  ALP

染 色 と ARS 染 色 を行 ったところ， la te  passage の細 胞  (老 化 細 胞 )  で既 報

の通 り ALP 活 性 と石 灰 化 が有 意 に抑 制 されており， l a t e  p a s s a g e す な わ

ち 、 老 化 S T 2 細 胞 は 骨 芽 細 胞 分 化 能 が 低 下 し て い る こ と が 示 唆

さ れ た  ( 図 2 ) ．  

Wnt タンパク質 は，マウスとヒトの両 方 で骨 芽 細 胞 の分 化 と活 性 の重 要 な調

節 因 子 である分 泌 型 糖 タンパク質 のファミリーである 2 0 ）．骨 形 成 における Wnt

シグナル伝 達 の媒 介 における β- カテニンが骨 形 成 に必 要 であり，骨 芽 細 胞 と
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破 骨 細 胞 の両 方 を調 節 するために骨 芽 細 胞 分 化 の複 数 の段 階 で作 用 すると

報 告 されている 2 0 ）．そこで，ST2 細 胞  ( ear ly  and  late  passage)  に Wnt3a

を添 加 し，その反 応 性 を比 較 検 討 した．その結 果 ，図 3 で示 すように ALP 発

現 範 囲 は la te  passage で 4.3％まで減 少 し，石 灰 化 は図 2 で示 すように

1.9 ％ ま で 減 少 し て い た ． こ れ ら の 結 果 よ り ， 継 代 を 繰 り 返 し て 誘 導 し た la te  

passage  すなわち老 化 ST2 細 胞 では Wnt3a に対 する応 答 性 が低 下 し骨 芽

細 胞 分 化 が有 意 に抑 制 されていることが示 唆 された．  

Wnt シグナル伝 達 は，多 くの細 胞 外 アンタゴニストによって調 節 されており，

Lrp5 または Lrp6 の細 胞 外 ドメインに結 合 し，Wnt タンパク質 との相 互 作 用 を

妨 げ る Dickkopf  (Dkk) お よ び Sclerost in (Sost )  さ ら に Secreted  

f r i zz led re lated prote ins  ( sFRP)  は Wnt リガンドに直 接 結 合 するため，

Wnt-Fzd 複 合 体 の形 成 を阻 害 する 2 0 ) ．さらに sFRP1，Sost または Dkk1 の

遺 伝 子 の欠 失 による Wnt シグナル伝 達 の活 性 化 は，骨 芽 細 胞 の数 と活 性 を

増 加 させる報 告 もある 2 8 ) ， 2 9 ) ， 3 0 )．そして，老 化 細 胞 ではこうした阻 害 因 子 の発

現 が 骨 芽 細 胞 分 化 を 負 に制 御 し て い る 可 能 性 が示 唆 され た た め ， 既 知 の阻

害 因 子 につい て real - t ime RT-PCR で スク リーニン グを 行 った． その結 果 ，

Dkk1 のみが有 意 に l ate  passage の ST2 細 胞 で強 く発 現 していた  (図 4 A)．

つづいて，組 み換 え型 Dkk1 を ear ly  passage  ST2 細 胞 に添 加 すると la te  

passage  ST2 細 胞 を骨 芽 細 胞 分 化 させた時 と同 様 に骨 芽 細 胞 分 化 を抑 制

させたことから l ate  passage  ST2 は Dkk1 が分 泌 しており，骨 芽 細 胞 分 化 が
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抑 制 されていることが示 唆 された  (図 4A，B)．  

こ れ ま で の 結 果 か ら ， l a t e  p a s s a g e  S T 2 細 胞 中 の D k k 1 の 発

現 上 昇 が 実 際 に W n t / β - カ テ ニ ン 伝 達 経 路 阻 害 を し て い る か 確 か

め る た め に ， l a t e  p a s s a g e  S T 2 細 胞 に s i - D k k 1 を 導 入 し て

D k k 1 の 発 現 を 抑 制 さ せ た  ( 図 5 A ) ． そ の 結 果 ， D k k 1 を 抑 制 さ

せ る と A L P 陽 性 細 胞 数 が s i - c o n t r o l と 比 較 し て ， 有 意 に 増 加 し

た ． こ の 実 験 か ら l a t e  p a s s a g e の S T 2 細 胞 で は D k k 1  m R N A

の 発 現 上 昇 が 原 因 で W n t 3 a へ の 反 応 性 が 低 下 し て お り ，

s i - D k k 1 を 導 入 す る と W n t 3 a へ の 反 応 性 が 回 復 す る こ と が 分 か っ

た ． こ の こ と か ら l a t e  p a s s a g e  S T 2 細 胞 で 産 生 さ れ た D k k 1 が 老

化 細 胞 で 見 ら れ る 骨 芽 細 胞 抑 制 作 用 に 直 接 的 に 関 与 す る こ と が

示 唆 さ れ た ．  

さらに，これが Wnt/β - catenin 系 の細 胞 内 でのシグナルが老 化 によって異

常 を 生 じ て い る か 否 か を 調 べ る た め ， GSK-3β 阻 害 薬 し て 報 告 さ れ て い る

CHIR99021 2 3 )を用 いて la te  passage，ear ly  passage の ST2 に刺 激 を行 う

と，ALP 活 性 が抑 制 されていないことから，Wnt/β- catenin シグナル系 は老 化

ST2 細 胞 でも正 常 に作 用 しており，老 化 ST2 細 胞 では Dkk1 の産 生 促 進 の

みが起 こっていることが示 唆 された  (図 6)．  

p16 は細 胞 老 化 に重 要 な因 子 であり，  H-Ras  G12V はがん遺 伝 子 Ｒａｓの

活 性 型 変 異 体 で，これを細 胞 に導 入 すると細 胞 老 化 を誘 発 すると報 告 されて
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いる 8 ） ， 2 4 ) ， 2 6 ） ．そこで，H-Ras  G12V が細 胞 老 化 を起 こすために本 研 究 で使

用 した．p16 あるいは H-Ras  G12V を ST2 細 胞 へ遺 伝 子 導 入 し，細 胞 老 化

を人 為 的 に引 き起 こした  (図 7)．老 化 マーカーである p16 mRNA が上 昇 し，

Lamin B1 mRNA は減 少 していたことから，p16 あるいは H-Ras  G12V を過

剰 発 現 させると ST2 細 胞 は細 胞 老 化 が誘 導 されたことを示 している  (図 7A)．  

このとき，H-Ras  G12V あるいは p16 を過 剰 発 現 させた ST2 細 胞 では Dkk1  

mRNA 発 現 を上 昇 し Wnt3a 誘 導 性 の ALP 発 現 が減 少 していた．こ の こ と

か ら 、 継 代 以 外 の 方 法  ( p 1 6 や 恒 常 活 性 型 R a s の 過 剰 発 現 )  

で 細 胞 老 化 を 誘 導 し た S T 2 細 胞 も D k k 1  m R N A 発 現 が 上 昇 し ，

W n t 3 a に 対 す る 反 応 性 が 低 下 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た  ( 図

7 C ) ．  

以 上 の 結 果 か ら ， S T 2 細 胞 は 株 化 さ れ て い た と し て も ， 継 代 を

繰 り 返 す こ と に よ り 細 胞 は 老 化 す る ． ま た ， 人 為 的 に H - R a s  G 1 2 V ，

p 1 6 を 過 剰 発 現 さ せ る こ と に よ っ て も 老 化 が 誘 導 さ れ る こ と が 確 認 さ

れ た ． 老 化 細 胞 か ら は Wnt/β-カテニン阻 害 因 子 で あ る D k k 1 が 分 泌

さ れ ， 骨 芽 細 胞 分 化 を 負 に 調 節 す る こ と が 明 ら か と な っ た ．  

本 研 究 に お い て ， D k k 1  m R N A の 上 昇 す る 機 序 に つ い て は 不 明

の ま ま で あ る ． し か し ， 近 年 で は 老 化 細 胞 で は 核 膜 構 成 タ ン パ ク 質

が 消 失 し た 際 ， 漏 洩 し た 自 己 D N A に 対 す る 反 応 と し て

c G A S - S T I N G 経 路 の 活 性 化 に よ り S A S P の 発 現 が 上 昇 す る と い
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う 知 見 も 存 在 す る 1 6 ) ． ま た S A S P 因 子 の 一 種 で あ る T N F - α は

D k k 1 の 発 現 を 誘 導 す る と い う 報 告 も あ る 3 1 ) ． こ れ ら の こ と か ら 仮 説

と し て 老 化 細 胞 で は T N F α の 発 現 亢 進 が 原 因 で D k k 1 の 発 現 亢

進 が 起 こ る 可 能 性 が 考 え ら れ る ． ま た ， T 細 胞 特 異 的 D k k 1 遺 伝

子 欠 失 マ ウ ス が 骨 粗 鬆 症 発 症 を 予 防 す る と い う 報 告 も 出 始 め て い

る 3 2 ) ． 今 後 は ， 老 齢 マ ウ ス の 骨 組 織 に 老 化 細 胞 の 蓄 積 を 確 認 し

血 中 D k k 1 が 老 齢 マ ウ ス で 増 加 し て い る か を 検 討 で き れ ば ， 抗

S O S T 中 和 抗 体 や 抗 R A N K L 中 和 抗 体 の よ う に 3 3 ) ， 3 4 ) ， 3 5 ) 抗

D k k 1 中 和 抗 体 に よ る 加 齢 性 骨 粗 鬆 症 の 治 療 へ 臨 床 応 用 で き

る 道 を 開 く 可 能 性 が あ る ．  
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総 括  

継 代 を繰 り返 し行 うことで ST2 細 胞 において細 胞 老 化 が誘 導 でき，老 化 ST2

細 胞 は骨 芽 細 胞 分 化 ，石 灰 化 度 が低 下 した．また継 代 を繰 り返 した ST2 細

胞 は Dkk1 mRNA の発 現 が増 加 を確 認 できた．継 代 を繰 り返 した ST2 細 胞

s i -Dkk1 の導 入 によって Wnt3a に対 する反 応 が回 復 した．H-Ras  G12V ある

いは p16 の過 剰 発 現 によって細 胞 老 化 を誘 導 した ST2 細 胞 においても Dkk1 

mRNA の発 現 が増 加 した．以 上 の結 果 から細 胞 老 化 は Dkk1 の発 現 亢 進 を

介 して Wnt/β-カテニンシグナルを阻 害 し骨 芽 細 胞 分 化 を抑 制 することが示 唆

された．   
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図 の説 明  

図 1．ST2 細 胞 における細 胞 老 化 誘 導 に及 ぼす細 胞 継 代 の影 響  

A)  Early passage と la te  passage の ST2 細 胞 の 2 日 おきに生 細 胞 数 を

Scpeter2.0 で数 え増 殖 能 を調 べた．  (n=4)  

B)  継 代 初 期 と継 代 後 期 の ST2 細 胞 で SA-β-Gal 染 色 を行 った．  (n=4)   

C)  SA-β-Gal 染 色 の定 量 データ．  Image J にて定 量 した  (n=4)  

D)  Early passage と la te  passage の ST2 細 胞 を用 い老 化 マーカー遺 伝 子

である p16 mRNA ( Cdkn2a)  ,  p21 mRNA (Cdkn1a)  ,  Lamin B1 

mRNA の発 現 リアルタイム PCR にて調 べた． (n=4)   

Bar＝10 µm  

(* :  p<0.05,  ** :  p<0.01,  *** :  p<0.001)  データは平 均 値 ±SD を示 す．  

 

図 2．骨 芽 細 胞 分 化 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

A)  骨芽細胞分化培地にて 7 日間培養後 ALP 染色を行った． (n=3)   

B)  ALP 染色定量データ  Image J にて定量した  (n=3)  

C)  骨芽細胞分化培地にて 14 日間培養後 ARS 染色を行った．  (n=3)   

D)  ARS 染 色 定 量 データ  Image J にて定量した  (n=3)  

石 灰 化  (+)  は石 灰 化 誘 導 培 地  (10%FBS・抗 真 菌 剤 含 有 α-MEM へ

アスコルビン酸 100 μg/ml，β-グリセロリン酸 2 mM，骨 形 成 タンパク質 2 

100 ng /ml を添 加 )にて培 養 したことを示 す．  

石 灰 化  ( - )  は 10%FBS 含 有 α-MEM で培 養 したことを示 す．  

Bar=10µm 

(** :  p<0.01,  ***:  p<0.001)  データは平 均 値 ±SD を示 す．  

 

図 3．老 化 細 胞 の Wnt3a に対 する反 応 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

A)  Wnt3a (100μg/ml )  にて 48 時間刺激後 ALP 染色を行った． (n=3)   

B)  ALP 染色定量データ．  Image J にて定量した  (n=3)  

C)  Wnt3a24 時間刺激後の ST2 細胞を用いてリアルタイム PCR を行

った． (n=3 )  
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D)  Wnt3a を 加 え た l ate  passage  ST2 細胞 の培 養 上 清に て ear ly  

passage  ST2 細胞を 48 時間培養しその後 ALP 染色で行った．  

(n=3)   

E)  ALP 染色定量データ  Image J にて定量した  (n=3)  

 

Ear ly  passage  CM (+ )  は ST2 細胞の passage  8 の ST2 細胞培養

上清にて培養， l ate  passage  CM (+ )  は ST2 細胞の passage  65 の培

養上清にて培養したことを示す．  

Bar=10µm  

(* :  p<0.05,  ** :  p<0.01,  ***:  p<0.001 )  データは平 均 値 ±SD を示 す．  

 

図 4．Dkk1 の発 現 に及 ぼす細 胞 老 化 の影 響  

A)  Early passage と la te  passage の ST2 細 胞 を用 いてリアルタイム PCR

を実 施 し，Wnt/β-カテニンシグナル阻 害 因 子 の発 現 を調 べた． (n=6)  

B)  組 換 え Dkk1 (500 ng/ml )  を添 加 した骨 芽 細 胞 分 化 培 地 に ST2 細 胞 を

7 日 間 培 養 し ALP 染 色 を行 った．  (n=3)  

C)  ALP 染 色 定 量 データ． Image J にて定 量 した (n=3)  

Bar  =10μm 

(** :  p<0.01,  ***:  p<0.001)  データは平 均 値 ±SD を示 す．  

 

図 5．老 化 細 胞 における ALP 発 現 に対 する Dkk1 発 現 抑 制 の効 果  

A)  Late  passage の ST2 細胞に s i - cont，s i -Dkk1 を導入し Dkk1 の発

現をリアルタイム PCR にて確認した．  （n=4）  

B)  s i - cont， s i -Dkk1 を遺伝子導入した l ate  passage の ST2 細胞を

Wnt3a にて 48 時間刺激し ALP 染色を行った．  

C)  ALP 染 色 定 量 データ． Image J にて定 量 した (n=4)  

Bar  =10μm  

(* :  p<0.05,  ** :  p<0.01)  データは平 均 値 ±SD を示 す．  
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図 6.  老 化 細 胞 の ALP 発 現 の対 する Wnt 活 性 化 剤 の効 果  

A)  CHIR99021 にて 7 日 間 培 養 した ST2 細 胞 に ALP 染 色 を行 った．  (n=4 )  

B)  Early passage  ST2 細 胞 と l ate  passage  ST2 細 胞 に 対 し て

CHIR99021 (50μM)  を添 加 し 7 日 間 ，また Wnt3a を添 加 し 48 時 間 後

培 養 し ALP 染 色 を行 った． (n=3)  

C)  ALP 染 色 定 量 データ．  Image J にて定 量 した  (n=4)  

Bar  =10μm 

(** :  p<0.01 )  データは平 均 値 ±SD を示 す．  

 

図 7．ST2 細 胞 の Dkk1 発 現 に対 する H-Ras G12V 及 び p16 過 剰 発 現 の

効 果  

A)  H-Ras  G12V を過剰発現させた ST2 細胞を用いたリアルタイム

PCR． (n=4)  

B)  p16 を過剰発現させた ST2 細胞を用いたリアルタイム PCR． (n=4)  

C)  H-Ras  G12V または p16 を過剰発現させた ST2 細胞を Wnt3a にて

48 時間刺激し ALP 染色を行った．  (n=4)  

D)  ALP 染 色 定 量 データ．  Image J にて定 量 した (n=4)  

Bar  =10μm  

(* :  p<0.05,  ** :  p<0.01,  *** :  p<0.001)  データは平 均 値 ±SD を示 す．  



 
 
 
 
表 1： リアルタイム PCR使用プライマー一覧  

Primers (5' to3')  

p16 Forward: TCTTTGTGTACCGCTGGGAAC 

  Reverse: GCATCGCTAGAAGTGAAGCTAAGAA 

p21   Forward: GTCGCTGTCTTGCACTCTGG 

  Reverse: CCAATCTGCGCTTGGAGTGATA 

Lamin B1  Forward: AGGACCTGCGGAACCTCATC 

  Reverse: CTGTAACTGCTGTGGCGTGCTA 

Alpl  Forward: ACACCTTGACTGTGGTTACTGCTGA 

  Reverse: CCTTGTAGCCAGGCCCGTTA 

Dkk1  Forward: CAGGTCTGCACCAAGCACAA 

  Reverse: TCTGGCAGGTGTGGACCCTA 

Dkk2  Forward: AATACAAGCACAGGGCAGAATTGTC 

  Reverse: GTATGTGCTCATCCCGTCATTCAG 

Dkk3  Forward: CAAAGTCGCTTAGCAACAATGGAA 

  Reverse: TGGCACCTGAAACCGTCATC 

Dkk4  Forward: ACACAAGGCCAGTGATGGACAG 

  Reverse: GCGAGCACAGCAAAGTCCAG 

sFRP1  Forward: TGACCAGCGTTGCCAATGA 

  Reverse: CACCAACCATGAGCTCTGACGA 

sFRP2  Forward: ACGACGACAACGACATCATGG 

  Reverse: GTTCAGCTTGTAAATGGTCTTGCTC 

sFRP3  Forward: CCGACACCTTGGACTGGGTAA 

  Reverse: GGTAAACAATCGGTCACGAGCA 

sFRP4  Forward: AAGCCGACCCTGGCAACATA 

  Reverse: TTGTGACCTCATTGCAACCACTC 

sFRP5  Forward: GCCCAGTGTGAGCTGCAGCA 

  Reverse: CTTCTGGGCTCCAATCAACTTTC 

SOST Forward: TCCTGAGAAGAACCAGACCA 

  Reverse: GCAGCTGTCCTCGACACATC 

H-Ras G12V 

 

Forward: CCAGCTGATCCAGAACCATT 

Reverse: ATGGCAAACACACACAGGAA 

Gapdh Forward: TCCTGAGAAGAACCAGACCA 

  Reverse: GCAGCTGTCCTCGACACATC 
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図1. ST2細胞における細胞老化誘導に及ぼす細胞継代の影響
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図2. 骨芽細胞分化に及ぼす細胞老化の影響
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図 3. 老化細胞のWnt3aに対する反応に及ぼす細胞老化の影響
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図4. Dkk1の発現に及ぼす細胞老化の影響
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図 5. 老化細胞におけるALP発現に対するDkk1発現抑制の効果
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図 6. 老化細胞のALP発現の対するWnt活性化剤の効果
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図7. ST2細胞のDkk1発現に対するH-Ras G12V及びp16過剰発現
の効果
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