
論文 の 内容 の 要旨

論文題 目 新 し い ヒ ト間菓系幹細胞 の増殖法の 開発

一基底膜細胞外基質を用 い た ヒ ト間菓系幹細胞の 増殖法に つ い て -

氏 名 松原 全宏

【実験 の 背景及 び目的】

ヒ ト腸骨由来 の 間菓系幹細胞は ､ 多分化能を有する組織幹細胞と して再生 医療にお ける移植細

胞 と して 注目され て い る
｡

しか し
､

ヒ ト間菓系幹細胞 の i n v it r o で の増殖能は乏 しく ､ また増殖

ととも に分化能を失 っ て い く こ とが知 られ て おり
､
臨床応用 を考えたとき克服す べ き課題 で ある ｡

間菓葬幹細胞同様 ､ 軟骨細胞も in vi t r o で培養 した場合
､ 増殖するとともに軟骨 -

.
の分化能を

失う こ とが知 られ て い る
｡
加藤 らは

､ ウ シ角膜内皮細胞 が分泌する細胞外基質を コ
ー

ト したディ

ッ シ ュ 上 で軟骨斉田胞を培養する こ と で
､ 軟骨細胞が増殖能を維持 し ､ 同時に軟骨細胞 - の再分化

能を維持する こ とを報告 し て い る
｡

我 々 は加藤らが用 い た方法が ヒ ト間英系幹細胞の 増殖促進 と分化能維持にも応用 で きる可能

性に着目 した
｡

ウ シ の 角膜内皮細胞が分泌する細胞外基質はそ の ほ とん どが基底膜細胞外基質 で ある こ とが

知 られ て い る
｡ ウ シ の細胞 を用い る こ とは ､ 臨床応用を考えたと き牛海綿状脳症感染の 問題と

､

再生医療 の普及を考えたとき細胞株 で な い こ とによ る量的な制約 の 問題があり
､ ウシ角膜内皮細

胞 に代わる細胞外基質産生用細胞を使用する こ とが望ま し い と考えられ た
｡ ウ シ角膜内皮細胞 と

同様 に基底膜細胞外基質を産生する マ ウ ス の 細胞株 で ある P Y S 2 細胞 の分泌 する基底膜細胞外

基質を コ
ー

ト したディ ッ シ ュ を作成 した
｡



本研究の 目的は ､ ウ シ角膜内皮細胞お よび P Y S 2 細胞により作成した基底膜細胞外基質 コ
ー

ト

ディ ッ シ ュ が
､
ヒ ト間菓系幹細胞 の増殖お よび分化に与える影響を明らか に して 考察する こ と で

ある
｡

【実験材料及 び方法】

○基底膜細胞外基質 コ
ー トディ ッ シ ュ の作成

ウ シ 角膜内皮細胞お よび P Y S 2 細胞をデキ ス トラ ン存在下 に培養すると ､ 細胞 の 下に基底膜

細胞外基質が蓄積され る｡ 細胞をア ル カ リ処 理に て破裂さ せ ると培養 皿 の底に基底膜細胞外基質

が沈着す る
｡

こ の よ う に し て で きた基 底膜細胞外基質は し っ かりと した構造を持ち
､
針で切り込み を入れ

一

枚 の 紙の ように翻転する こ とが可能で あ っ た
｡

また
､ 顕微鏡像で は基底膜細胞外基質は網目状の

構造を有 し て い た
｡

O I V 型 柵 el コ
-ートディ

ッ シ ュ の作成

基底膜 の基本構造は ⅠⅤ 型 コ ラ ー ゲン と ラ ミ ニ ン の 相互 の 結合を基本に - パ ラ ン硫酸プ ロ テ オ

グリ カ ン が これ を安定化させ て い る超分子構造と考えられ て い る
｡
基底膜細胞外基質 コ

ー

トディ

ッ シ ュ と増殖促進効果を比較するために
､
基底膜細胞外基質 の 主要 な構成成分 で ある ⅠⅤ 型 コ ラ

ー ゲ ン
､

ラ ミ ニ ン を コ
ー ト し たディ ッ シ ュ お よび基底膜細胞外基 質 の 抽出物 で ある E C M g el を

コ
ー

ト し たディ ッ シ ュ を作成 し た
｡

○ ヒ ト間菓系幹細胞 の 培養

ヒ ト問英系幹細胞 は
､ 腸骨または下顎骨を穿刺 して得た骨髄 か ら採取した o 骨髄鞭を基底膜細

胞外基質 コ
ー

トディ ッ シ ュ 上に直接播種すると
､
紡錘状の ヒ ト間英系幹細胞以外に通常 の プラ ス

チ ッ クディ ッ シ ュ 上 には接着 しな い 多角形の 内皮系細胞や球型 の 血球系細胞 が大量に付着 し
､
こ

れ らが ヒ ト間菓系幹轟那包の 増殖を阻害する
｡
そ の た め

､ 骨髄液は
一 度プラ ス チ ッ クディ ッ シ ュ 上

で培養 し
､

回収 し た ヒ ト間葉系幹細胞を用 い て 実験に使用 した
｡ 分離 し た ヒ ト間菓系幹細胞を

6 0 In m の何も コ
ー

トして い な い プラ ス チ ッ クディ ッ シ ュ
､
基底膜細胞外基質 コ

ー

トディ ッ シ ュ
､

ラ ミ ニ ン コ
ー

トディ ッ シ ュ
､
ⅠⅤ 型 コ ラ ー ゲ ン コ

ー

トディ ッ シ ュ
､ E C M g el コ

ー

トディ ッ シ ュ 上

に 1 0 0 0 細胞/ c血
2
の 播種密度 で播種 し

､ 接着細胞が コ ン フ ル エ ン トに近 づ く度に ､ 同 じ播種密度

で 同 じ種類のディ ッ シ ュ の 上 で継代 し た
｡

○軟骨 ･ 骨 欄 肪分化誘導および分化能 の 評価

軟骨 ･ 骨 ･ 脂肪 - の分化能の評価は
､

P Y声2 細胞が分泌 する基底膜細胞外基質上お よびプラ ス

チ ッ ク上 で培養 した腸骨由来 の ヒ ト間英系幹細胞 を
､
培養 1 5 日目 (2 代目) お よび培養 5 1 日目

(5 代目) に回収 し て使用 し た｡ 分化誘導は in vit r o の 誘導法と して 広く行なわれ て い る Pitt e n g e r

ら の 方 法を修 正 し て 行 っ た ｡

ペ レ ッ トカ ル チ ャ
ー

による軟骨分化誘導後､
ト ル イジ ン ブ ル

ー 染色 ･ グリ コ サ ミ ノ グリ カ ン定



量 e ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ 活性測定 ･ R T
-

P C R に よる ⅠⅠ型 コ ラ ー ゲン および X 型 コ ラ
ー ゲ

ン の m R N A の 発現により軟骨分化能を評価 した
｡ 骨分化誘導後 ､ ア リザリ ン レ ッ ド染色 ･ カ ル

シ ウ ム 定量 ･ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ 活性測定 ･ R T - P C R によ るボ ー

ン シ ア ロ ブ ロ テ ィ ン
､
オ

ス テオポ ン チ ン
､ オ ス テ オカ ル シ ン の r n R N A の 発 現により骨分化能を評価 した

o 脂肪分化誘導

後 ､
オイ ル レ ッ ド 0 染色 ･ グリ セ ロ - ル 3 燐酸脱水素酵素活性測定 ･ R T

-

P C R による P P A R†の

血R N A の 発現により脂肪分化能を評価 した
｡

○ ヒ ト血清下 で の 増殖能および軟骨分化能の 検討

臨床 で の自己 血清を用 い た ヒ ト閉業系幹細胞の 培養を考慮 し
､
ヒ ト血清下 で の 増殖能お よび軟

骨分化能の 比較を行な っ た ｡
こ の 実験 で は ヒ ト間葉系幹細胞 の 増殖促進作用 を持 つ こ とがすで に

報告され て い る線維芽細胞増殖因子 肝G F -2) と基底膜細胞外基質と の 増殖促進作用 の 比 較も行

な っ た o 腸骨由来 の ヒ ト間葉系幹細胞を基底膜細胞外基質上
､

プ ラ ス チ ッ ク 上お よび 1 n g/ mi の

F G F 添加下 にプラ ス チ ッ ク上 で培養 した ｡ 基底膜細胞外基質上お よびプ ラ ス チ ッ ク 上 で 6 6 日間

培養 し た ヒ ト間葉系幹細胞を用 い ペ レ ッ トカ ル チ ャ
ー

に て軟骨分化誘導を行 い
､ トル イ ジ ン ブ ル

ー 染色 を行な っ た
｡

【実験結果】

ヒ ト問英系幹細胞 を基底膜細胞外基質上 で培養するとプ ラ ス チ ッ ク 上 で培養する より著明に

増殖が促進 された
D
基底膜細胞外基質上 で培養 し た ヒ ト間英系幹細胞 の ライ フ ス パ ン(5 0 . 3 + / - 1

.5

d a y s) はプラ ス チ ッ ク 上 で培養 した ヒ ト間葉系幹細胞 の ライ フ ス パ ン(2 9 . 2 叶 4 .4 d a y s) よりも

有意に長か っ た
｡

ヒ ト間葉系幹細胞 は低密度 で培養すると継代する度 に ､ 紡錘状 の 形態を失 い 平板状にな っ て い

っ た
｡

し か し
､
基底膜細胞外基質上 で培養する と 5 代目 (培養 4 5 日 目) の ヒ ト間菓系幹細胞も

紡錘状 の 形態を維持 した
｡

ラ ミ ニ ン コ
ー トディ ッ シ ュ お よび ⅠⅤ 型 コ ラ

ー ゲン コ
ー

トディ ッ シ ュ は基底膜細胞外基質 コ
ー

トデ ィ ッ シ ュ に比 べ ヒ ト間英系幹細胞 に対す る増殖促進効果は弱 か っ た ｡
E C M g el の 構成要素

はウシ角膜内皮細胞や P Y S 2 細胞が分泌する基底膜細胞 外基質と ほ ぼ同 しで ある｡
し か し

､
ヒ

ト間葉系幹細胞 に対する増殖促進効果は我 々 の 作成 した基底膜細胞外基質 コ
ー

トディ ッ シ ュ よ

り も低か っ た ｡

分化能に関して は ､ 基底膜細胞外基質上 で培養 した ヒ ト間英系幹細胞
､
プラ ス チ ッ ク 上 で培養

した ヒ ト間菓系幹細胞とも継代が進む に つ れ て 徐々 に軟骨 ･ 骨 ･ 脂肪 - の 分化能 を失 っ て い っ た o

し か し
､
2 代目にお い て も 5 代目にお い て も基底膜細胞外基質上 で培養 した ヒ ト間英系幹細胞 の

方がプ ラ ス チ ッ ク上 で培養 した ヒ ト問葉系幹細胞より も高 い 分化能を示 した
｡

つ まり
､

ヒ ト間葉

系幹細胞 を基底膜細胞外基 質上 で培養する こ と で 軟骨 ･ 骨 ･ 脂肪 - の 分化能が維持された ｡

1 0 % ヒ ト血清下 にお い て も基底膜細胞外基質上 で培養 した ヒ ト間菓系幹細胞の 方がプ ラ ス チ

ッ ク上 で培養 した ヒ ト閉業系幹細胞より も高 い 増殖能を示 した o 更 にそ の 効果は F G F - 2 よりも

強力 で あ っ た ｡ 基底膜細胞外基質上 で 6 6 日間培養 した ヒ ト間葉系幹細胞が軟骨 - の分化能を維

持 して い た の に対 し て
､
プラ ス チ ッ ク上 で培養 した ヒ ト間菓系幹細胞は ほ とん ど軟骨 の 基質を産



生pしなか っ た
｡

【考察と結論】

基底膜細胞外基質は組織 の形成や維持､ 外傷後 の修復にお い て 大変重要な役割 を果して い る ｡

様 々 な組織にお い て 幹細胞が基底膜に接 して 存在 し て い ると い う事実は ､ 基底膜細胞外基質が幹

細胞 の 自己 複製能に関与 して い る こ と を示唆 して い る｡

骨髄中 で は ヒ ト間菓系幹細胞 は高 い 増殖能 を維持 し なが らも特別 な刺激がな い か ぎり増殖 せ

ず ､
また高 い 分化能を持ちながら分化を しな い静止状態 で存在 し て い る と予想され ､ そ の ような

メ カ ニ ズ ム が骨髄中には存在する と考えられ る
｡ 本研究 で 我 々E

-
i

､
少なくと もi n vi tr o で基底膜

細胞 外基質は ヒ ト間葉系幹細胞の増殖能と分化能を維持する こ とを示 した
｡

しか し
､
生体内の骨

髄には基底膜細胞外基質は存在 しな い
｡ 骨髄中 で は他 の 基質が幹細胞 を維持する微小環境と して

の 役割を果 して い ると考え られ る
｡

本法 の 問題点と して
､ 異種動物 の細胞 を用 い る こ とによる交差感染 の 可能性や基底膜細胞外基

質 コ
ー

トディ ッ シ ュ の 作成方法 の煩雑さが挙げられ る｡

交差感染を防ぐた め の 方法 の ひ と つ は ､
ヒ トの 細胞を用 い て 基底膜細胞 外基質を分泌さ せ る方

法が考えられ る｡ 本人 の腰帯な どか ら血管内皮細胞 を使用する こ とが出来れば理想的 で ある｡ も

う 一

つ は ､ 完成 した基底膜細胞外基質を使用 に先立 ち放射線照射を行なう方法で ある｡ 放射線照

射によりプリオ ン 以外 の 既知の感染は防げると考えられ る
｡
我 々 が

､
ウ シ角膜内皮細胞 の使用 を

避けた の は こ の ため で ある｡

ディ ッ シ ュ 作成 の煩雑さは ､ 大きな課題 で ある
｡ 汎用性 を考えるならば ､ 基底膜細胞外基質 の

有効成分ある い は基底膜細胞外基質を有効足 ら し めて い る構造を同定し､
マ トリ ッ ク ス 工学的な

手法 を用 い な けれ ばならな い と考えられる
｡

こ れ ら の 問題 を解決 で きれ ば
､
基底膜細胞外基質を用 い た ヒ ト間英系幹細胞 の 大量増殖法 はご

く少量 の 骨髄採取 に より再 生医療に必用 な細胞 を得る こ とを可能にする道を開くも の で あり ､ 多

く の 臨床家 の 期待 に こた えるも の と考えられ る｡ 今後 ､ 基底膜細胞外基質が再生医療 の 現場や基

礎研究で研究されまた利用 され て 行く こ とを期待 し て い る ｡




