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1-1. 再生医療と幹細胞 

再生医療とは、図 1-1 に示したように、患者自身や他人から採取した成熟細

胞や幹細胞あるいは、これらから作成した組織を患者に移植することにより、

機能不全・機能障害に陥った組織を修復する治療法である (1, 2)。 

 

図 1-1 再生医療のプロセス 

各種の成熟細胞や幹細胞の分離及び人体への移植が可能になったことにより、

様々な細胞を用いた再生医療研究が展開されている。例えば、皮膚細胞を用い

た火傷の治療、間葉系幹細胞 (Mesenchymal Stem Cell, MSC)を利用した関節

軟骨損傷 (3-5)の治療、胚性幹細胞 (Embryonic Stem Cell, ES 細胞)を用いたパ

ーキンソン病の治療 (6, 7) 及び心筋の損傷の治療 (8)、人工多能性幹細胞 

(induced Pluripotent Stem Cell, iPS 細胞)を利用した網膜の加齢黄斑変性症の

治療 (9)などである。 

これらの細胞の中で、肝臓細胞、皮膚細胞のような成熟細胞は体表や臓器表

面にあり、採取しやすいが、これ以上分化せず、増殖しても寿命が短い。一方、

幹細胞 (Stem cell)は、増殖して自分と同じ細胞を多数作れる自己複製能 (Self-

renewal)と、別の複数種類の細胞に分化する多分化能 (Multi-potent)を合わせ
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持っている細胞である(12)。したがって、幹細胞は成熟細胞と比べて得られる

細胞の量的制限が少なく、再生医療において用い易い細胞源である。 

一方、幹細胞には、胚性幹細胞 (ES 細胞)、人工多能性幹細胞 (iPS 細胞)の多

能性幹細胞と、造血幹細胞 (Hematopoietic Stem Cell, HSC)、間葉系幹細胞な

どの体性幹細胞の 2 種類がある (図 1-2)。 

 

             図 1-2 幹細胞 

ES 細胞は発生の初期の胚盤胞の内部細胞塊に由来する多能性幹細胞である 

(13)。したがって、ES 細胞を作成するには、胚盤胞を破壊する必要があるので、

生命の萌芽を滅失してしまう倫理的問題が大きい (14, 15)。そのためもあり、

ES 細胞の臨床研究はあまり進んでいない。そこで、倫理的な問題が少なく、

分化多能性を有する iPS 細胞に注目が集まっている。すなわち、iPS 細胞は、

成熟細胞 (体細胞)に 4 つの Yamanaka 遺伝子 (Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc)を

導入することにより、分化多能性を獲得した細胞である (16)。したがって iPS

細胞は自分の成熟細胞を用いて作成できるので、倫理的な問題をほぼ回避でき

る利点があるが、iPS 細胞を成熟細胞 (例えば、心筋細胞)へ分化させて移植す
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る場合に、未分化な iPS 細胞が少しでも残っていて移植されると、高い割合で

腫瘍化することが大きな問題である (16, 17)。これに対して、分化多能性はな

いものの多分化能と自己複製能 (増殖能)を有する体性幹細胞は生体内にすでに

存在しており、体性幹細胞は生体新陳代謝の維持と組織損傷の修復を担うため、

安定性があり、腫瘍化などの危険性がほとんどないと考えられている。体性幹

細胞の代表として造血幹細胞、間葉系幹細胞を使った臨床研究の実績が多い

(18-21)。特に、間葉系幹細胞 (MSC)は、2017 年まで主として欧米で商品化さ

れている 22 品目の体性幹細胞医療製品の中でも 19 品目を占めていた。(39, 40、

表 1-1)。 

表 1-1 造血幹細胞、間葉系幹細胞の再生医療等製品の例(40) 

再生医療等製品 製造販売者 細胞 適用 

テムセル HS 注 JCR ファーマ 他家 MSC 急性 GVHD 

Osteocel Plus NuVasive 
他家 MSC／骨前駆

細胞を含む骨髄細胞 
骨修復 

Trinity ELITE 
Orthofix 

International 

他家 MSC、骨形成

前駆細胞 
筋骨格欠損 

Grafix 
Osiris 

Therapeutics 

MSC、線維芽細

胞、上皮細胞 
創傷治癒 

Strimvelis 
Glaxo Smith 

Kline 

遺伝子を導入した自

家造血幹細胞 

アデノシンデアミ

ナーゼ欠損による

重症免疫不全症 

NEURONATA-

R inj 
Medipost 自家骨髄由来 MSC 変形性関節症 

 

最初の MSCは、1976年に Friedensteinらにより、骨髄から分離された骨や
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軟骨細胞へ分化できる細胞である (21, 22)。さらに、1980 年代になって、他の

グループは、この MSC が骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、筋芽細胞など間葉

系組織の細胞に分化できる多能性があることを確認した(24, 25)。現在までに骨

髄以外の脂肪組織、臍帯血、滑膜、羊水、末梢血など様々な組織から MSC が

採取可能なことも明らかになっている (26-28)。さらに、MSC は中胚葉に由来

する間葉系組織の細胞だけでなく、胚葉を越えて外胚葉に由来する神経細胞 

(29)や内胚葉に由来する肝細胞 (30)にも分化できることが報告されている。さ

らに、詳しいメカニズムはまだ不明であるが、MSCはT細胞、B細胞、樹状細

胞、NK 細胞など免疫細胞の活性を抑制することにより、獲得免疫と自然免疫

システムを直接調節する能力があると言われている (31-38)。 

このように、ES 細胞や iPS 細胞と異なり倫理的問題がなく、腫瘍化の可能

性も限りなく低い MSC は高い増殖能と多分化能を持つだけでなく、免疫調整

効果も有し、様々な組織に存在して採取しやすい利点もあることから(43, 44)、

最も有望な再生医療用の細胞源として考えられている。 

 

1-2. 間葉系幹細胞の大量培養と不織布 

一般に、再生医療では、患者本人の細胞を加工して患者に移植する自家移植 

(Autologous transplant)が、免疫拒絶反応を受けにくく安全なため、当初は主

流であったが、多ロット少量生産のため、利益が少なく、工業的には適してい

ない。これに対して、患者とは異なる人から採取した他家の細胞を大量に増殖

して、多数の患者に移植する同種移植 (Allogeneic transplant)は、小ロット大

量生産であり、工業化に適しているが、移植後に免疫拒絶を受ける危険があ
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る。しかし、前節でも述べたように、MSC は免疫拒絶を受けにくく、免疫調

整能力があるので、小児急性移植片対宿主病 (Acute graft-versus-host 

disease , aGVHD)など自己免疫疾患への免疫抑制剤として同種移植は可能であ

る (41, 42)。また、関節軟骨のような血管やリンパ管が存在しない組織には、

同種細胞を用いても拒絶反応が起こりにくいため、MSC を分化させて作製し

た軟骨の同種移植も可能である。従って、工業的事業として成立する可能性が

高い再生医療としては、MSC 自体及び MSC 由来の軟骨細胞を用いた同種移植

と考えられている。 

ところで、MSCの自家移植が 1人分の細胞を用意すれば充分であるのに対し

て、事業としての同種移植では同じ性質の細胞を複数人分用意する必要がある

ので、同一ロットの MSC を大量培養する必要がある。例えば、本研究室の佐

藤康史らは、他家 MSC から作製した軟骨シートを軟骨欠損部分に移植する治

療法を目指し、ヒト骨髄由来の MSC を体外増殖し、軟骨細胞への分化と三次

元化をスキャフォールドフリーで行うことで、直径約 6 mm、厚さ約 0.8 mm

の大きさの軟骨様細胞シートを作製することに成功した(4)。この軟骨シート 1 

枚の作成には約 1.86×106個の MSCが必要であった。ここで患者 1人にシート

5 枚が必要であれば、患者 1000 人なら、MSC は 9.3×109cells (約 1×1010 個)

必要である。また、aGVHD の治療では、患者 1 人が 4 週間の治療期間に

4.8×108 個 (6×107 cells / 回 × 2 回/週 × 4 週)の MSC を静脈注射する必要が

ある。つまり、患者 1000 人なら、4.8×1011 個の MSC が必要になる (41)。し

たがって、MSC を用いた同種移植では最低でも 1×1010 個の MSC が必要と考

えられた (図 1-3)。 
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図 1-3 同種移植 

ここで、通常の実験室で使用されている直径 10 cm のポリスチレンディッシ

ュ 1 枚で平面培養できる MSC の数が約 5.5×105 個であることを考えると、約

1×1010 個の大量の細胞を提供するには約 18,000 枚のディッシュが必要なので、

容易でないことが分かる。 

 次に、1×1010 個の MSC を 1 ロット (1 回の培養)で獲得するにはどのような

培養方法が適しているかを考えてみる。まず、ディッシュを用いたような平面

培養法は前述のように非常に非効率的である。例えば、100φディッシュの約

100 倍の接着面積 (約 6300 cm2)を有する平面培養器のセルファクトリーTM (体

積：13860 cm3/台)を用いたとしても、159 台も必要となり、非効率的であるの

は変わらない。この問題の解決のため、マイクロキャリアービーズの外表面で

の接着培養を利用した三次元培養法が考えられた (45, 46)。標準的なマイクロ

キャリアーである Cytodex 1 (DEAE 修飾されたデキストラン製、直径：190 
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µm のビーズ、表面積：4400 cm2/g)は 3 g/L で撹拌培養すれば、1×109 cells/L

が培養可能なので、10 L の培養器を用いた 1 回の培養で 1×1010 個の MSC を

培養することが計算上可能である (47, 48)。しかし、マイクロキャリアーの攪

拌により生じるシアストレスで細胞が剥離しやすく、回収率と増殖率が低いな

どの欠点があることが当研究室でも明らかにされた(48)。また、担体表面に接

着させる表面型マイクロキャリアー（Cytodex 1）の他に、マイクロキャリア

ビーズの内部に細胞を接着させる多孔性マイクロキャリアーがあり、広い接着

面積を有し、細胞が剥離しにくいことを期待された。しかし、多孔性マイクロ

キャリアーである Cytopore では、担体に接着した細胞がほとんど見られず、

伸展できていないことが観察された。この要因として、細長い MSC は

Cytopore 表面の曲がりくねる細孔に入れないためだと考えらた（48）。 

 

図 1-4 大量培養 
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そこで、我々はマイクロキャリアーに代わる MSC の大量培養用の担体として

内部には多数の直線上の繊維を有する多孔性細胞培養担体の不織布に着目した 

(図 1-4)。 

不織布は織物や編物と異なり、一本ごとに分散した繊維を熱で接着して形成

され、空隙を多く含む構造がある 3 次元の繊維集合体である。不織布には以下

に挙げる特徴がある。繊維の長さ方向には細胞が伸長できる長い平らな面があ

ること、体積当たりに高い表面積 (旭化成製 Y-15050 の表面積：1360 cm2/g)を

有すること、また繊維と繊維との間に細胞が架橋できる空間と培地が流れる空

隙があることなどである。さらに不織布を用いて、静置培養できたという報告

もある。これらの理由により、不織布内部で MSC を高密度に増殖させること

ができ、さらに、MSC が内部にあり、培地の流動によるシアストレスの影響

を受けにくいので、不織布を担体として増殖した MSC は剥離しにくいと推測

された。実際に、本研究室は、不織布を用いて、MSC と同じく間葉系の接着

細胞であるマウスの骨髄ストローマ細胞 (SR-4987)の増殖培養に成功し、繊維

芽細胞状の細胞が不織布で成長している様子を走査型電子顕微鏡で観察した 

(49, 50)。さらに、その際に MSC を培養する不織布担体の材質について検討し

た結果、ポリエステル製の不織布 (旭化成製 Y-15050)が最も細胞の増殖が良

いことがわかった。したがって、ポリエステル製不織布は MSC の培養におい

ても最も可能性の高い候補と考えられた。 

 

1-3. 間葉系幹細胞の品質 

再生医療等製品として MSCを大量培養する場合、培養中に MSCの品質を維
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持しておくことは重要である。骨髄由来 MSC は元々血液細胞を豊富に含む骨

髄腔に存在する。骨髄腔中で MSC の幹細胞性を維持できるのは、無機ヒドロ

キシアパタイト (HA)の 3D 構造、細網細胞やストローマ細胞など支持細胞、造

血幹細胞や骨芽細胞など共存する細胞、コラーゲンやラミニンなど細胞外マト

リックス (ECM)及び様々なサイトカインからなる複雑な幹細胞ニッチのおかげ

であると言われている (52-54)。それ以外、骨髄腔中のひずみ (<2000με)とシア

ストレス (0.8–3 Pa)など物理環境も MSC 形態と接着に影響すると報告されて

いる(55)。また、骨髄腔中の低酸素環境 (約 5％)は HIF-TWIST 経路を介して

MSC の老化を抑制し、幹細胞性を維持することが報告されている (56)。しか

し、ディッシュを用いた普通の平面培養では、このような複雑なニッチ環境が

存在しないためであるせいか、平面培養した MSC は徐々に幹細胞性を失って

しまうことが報告されている (57-61)。そこで、不織布を用いた新しい培養法

で増殖させた MSC の品質が維持されているかどうか評価することは重要であ

る。 

現在厳密に MSC を同定する特有の単一マーカーはないが (62-66)、2006 年

に International Society of Cellular Therapy (ISCT)が提案したヒト MSC を定

義するための基準では必要最低条件を満たす細胞表面抗原マーカーとして

CD90、CD105、CD73が陽性、CD45、CD34、CD14あるいはCD11b、CD79

αあるいは CD19、HLA-DR が陰性の細胞としている (67)。また、これとは別

に CD166 も MSC 表面抗原マーカーとして使われている (68, 69)。したがって、

MSC の品質評価の指標の一つとして細胞表面抗原マーカーの発現を利用でき

る。 
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一方MSCは 1-1で述べたように中胚葉系の骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、

筋芽細胞、外胚葉系の神経細胞及び内胚葉系の肝細胞などの成熟細胞に分化で

きることが報告されている (24, 25, 29, 30)。体内において MSC の特定の成熟

細胞への分化は、サイトカイン、成長因子、細胞外マトリックス、転写因子な

ど様々な要素が共同的に制御すると考えられている。 In vitro における分化誘

導物質 (70-73)としては、デキサメタゾン+インスリン+3-イソブチル-1-メチル

キサンチン (脂肪細胞分化誘導)、アスコルビン酸+デキサメタゾン (骨細胞分化

誘導)、TGF-β1+アスコルビン酸+デキサメタゾン (軟骨細胞分化誘導)を例と

して挙げることができる。上述の ISCT が提案した定義には、これらの成熟細

胞への分化能を有することも含まれるので、MSC の分化能が維持されている

ことも MSC 品質評価の指標の一つである。 

 

1-4. 細胞外マトリックス (ECM)と間葉系幹細胞 

生体内において組織中の細胞間の空隙は様々なタンパク質 (eg: フィブロネク

チン、I 型コラーゲン、ラミニン)がメインの成分としての非細胞性の不溶性物

質により充填されており、これらの物質を総称して細胞外マトリックス 

(Extracellular Matrix, ECM)と呼んでいる (74)。ECM は細胞の生存に益した

物理環境を提供するだけではなく、細胞活動を制御するサイトカインを含有又

はそれらと結合して様々な作用を細胞に及ぼしている (53, 54)。ECM を構成し

ているタンパク質自身も細胞に影響するシグナル源として報告された。例えば、

ECM は MSC 表面のインテグリン (受容体)と結合することにより、細胞骨格や

細胞内シグナル伝達分子を集積させ、FAK/PI3K/Akt のようなシグナル経路を
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経て細胞の分化、遊走性、自己複製などの細胞活動に影響を与えることが知ら

れている(75)。培養細胞では一般に培養中に細胞から ECM が分泌され、細胞

周囲に蓄積する (図 1-5)。 

Lai ら、Sudhakararao ら、Rakian らの 3 つのグループは、細胞が除去され

た ECM (脱細胞 ECM)の上に培養した MSC は平面培養より高い幹細胞性を維

持することを報告した (82-85)。すなわち、ECM は MSC の幹細胞性の維持に

重要な役割を果たしていることが明らかにされている。したがって、MSC の

幹細胞性が維持されている場合、細胞周囲の ECM 量を調べることが重要であ

る。 

 

図 1-5. ECM と細胞活動 

 

1-5. 本研究の目的 

 本研究では、MSC と不織布担体を用いた再生医療等製品の大量製造への応

用を目指している、しかし、細胞を不織布に播種する方法についての報告はほ
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とんどない。そこで、本研究では MSC の培養成績 (接着効率、増殖倍率)に影

響を与えると考えられる不織布担体への MSC の播種方法を検討し、不織布へ

の最適な播種方法を明らかにすることを目的とした。さらに、本方法で培養し

た細胞の MSC としての品質を明らかにし、その品質が得られた要因を調べる

ことを目的とした。 

 

1-6. 本論文の構成 

 本論文は 5 章から構成されている。 

第 1 章では、本研究の背景と目的について述べた。 

第 2 章では、不織布を利用して間葉系幹細胞を大量培養する際に、高接着効率、

高増殖倍率を得るに適した、不織布への細胞播種法について検討した。 

第 3 章では、ディッシュ及び不織布を用いて培養された細胞の品質評価項目と

して表面抗原と分化能を比較し、不織布で培養した細胞の方がディッシュでの

場合より優れていることを示した。 

第 4 章では、不織布で培養した細胞の品質がディッシュで培養した細胞の品質

に比べて高い要因について検討した。 

第 5 章では、総括として、本研究で明らかとなった成果をまとめた。 

 



 
 

 

 

 

第 2 章 

 

間葉系幹細胞の不織布 

担体への播種方法の検討 
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2-1. 緒言 

第 1 章で述べたように、MSC は再生治療の細胞源として非常に有用である

が、工業的事業として成立する可能性が高い再生医療としての同種移植を実現

するためには、MSC を最低 1×1010 cells /ロットまで増殖する培養法が必要に

なる。そこで、我々は体積あたり広い表面積を有し、静置培養できる多孔性の

細胞培養担体として不織布に着目した。しかし、不織布に細胞を播種する方法

に関する研究はほとんどない。 

そこで、2 章ではポリエステル不織布を利用して高接着効率と高い増殖倍率

を得るため、播種法について検討することを目的とした。 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. 細胞 

2-2-1-1.ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 (MSC) 

ドナー (ドナーA： 76 歳・女性、ドナーB：65 歳・女性) から注射針を用いて

採取した骨髄液 (約 10 ml) から、以下の方法により分離した骨髄由来接着性細

胞を MSC として用いた (Lot No. HK-28, HK-33) 。チュルク液 (372-12、ナカ

ライテスク、京都、日本) を用いて骨髄液中の単核細胞数を数え、単核細胞密

度が 6.0×105 cells/cm2 になるように 100φディッシュ (55 cm2) (430167, 

Corning, NY, USA) に骨髄液を播種し、Table 2-1 に示した細胞増殖用培地を用

いて 37℃、5％CO2 雰囲気下で培養を行った。播種後 1 日目にディッシュを

PBS(－) で洗浄してから培地交換を行い、浮遊性細胞を吸引除去した。2 日目

には培地交換のみを行い、同様に浮遊性細胞を吸引除去した。播種後約10日間

培養すると、ディッシュの所々に偏って増殖した接着性細胞のコロニーが観測

できる。そこでディッシュ内での偏った増殖を防ぐために、細胞を 1 度トリプ

シン-EDTA (T3924, Sigma, Burlington, MA, USA) で細胞を剥離し、再度元の

ディッシュに播種した。再播種後、細胞がプレコンフルエントになった時点で

トリプシン-EDTA で細胞を剥離し、細胞懸濁液を回収した。回収した細胞懸濁

液は遠心分離 (1000 rpm, 5 min, 4℃) し、上清を除去した後、10% Dimethyl 

sulphoxide (D2650, Sigma) を含む細胞増殖用培地を用いてアンプル化し、液

体窒素中で凍結保存した。 

2-2-1-2. GFP 組み換えラット脂肪由来間葉系幹細胞 (GFP-MSC) 

自治医科大学分子病態治療研究センターから購入したGFP組換えルイス系ラ
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ット (11) (NBRP Rat No.0297, LEW-Tg (CAG-EGFP)1Ys、雌、体重：342 g ) 

の脂肪組織由来の間葉系幹細胞(MSC)を用いた。 

 

2-2-2. MSC 増殖用培地 (10%FBS 含有 DMEM-LG) 

 2 種類の MSC の増殖培養には、以下の MSC 増殖用培地を用いた。10.0 g/l 

DMEM-LG (31600-034, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 、3.7 g/l NaHCO3  

(191-01305, Wako, 大阪、日本) 、10 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシン 

(P7539, Sigma) となるように超純水 (W3500, Sigma) で 900 ml にメスアップ

した培地を濾過フィルター (595-4520, Nalgene, Waltham, MA, USA) で減圧

濾過滅菌した。その後、ウシ胎児血清 (FBS) (26140-079, Gibco, Waltham, MA, 

USA) を 100 ml 加えた。培地の組成を Table 2-1 に示した。 

Table 2-1 Composition of MSC growth medium 

Component Content 

DMEM-LG (31600-034, Invitrogen) 9 g/l 

NaHCO3 (191-01305, Wako) 3.33 g/l 

Penicillin/Streptomycin (P7539, Sigma) 9 ml/l 

Fetal bovine serum (26140-079, Gibco) 100 ml/l 

 

2-2-3.不織布 

2-2-3-1. 不織布の特性 

ポリエステル製不織布 (Y-15050, 旭化成、東京、日本) を実験に用いた。この

不織布の特性を Table 2-2 に示した。 
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Table 2-2 Characteristics of polyester nonwoven fabric Y-15050 

Manufacturer Asahi KASEI 

Material Polyester 

Shape Filamentous 

Fiber Diameter (µm) 21 

Surface area (cm2/g) 200 

 Density (g/cm3) 1.4 

不織布ディスク (図 2-1)の空隙体積 (Void volume)は、式 (1)で計算した。式

(1)で VNWF は不織布ディスクの体積 (繊維の体積+繊維間の空隙の体積)で、

Vfiber は不織布ディスク中の繊維の体積である。不織布ディスク一枚 (直径：

15.1 mmφ, 厚さ：0.1 mm)の繊維の総体積 (Vfiber)は、不織布ディスクの重量 

(Wfiber)と繊維の密度 (ρfiber)により、式 (3)で計算した。RNWFと HNWFはそれぞ

れ不織布ディスクの半径 (7.55 mm)と厚さである。 

 

図 2-1 不織布培養系 不織布ディスクを 24 ウェルプレートのディッシュに入

れ、培養を行った。SEM を利用して不織布の中に大量の繊維が観察された。

NWF ディスクの空隙体積は VNWFであり、 1 枚の不織布ディスクのすべての

繊維体積は Vfiberである。 
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Void volume (µL) =VNWF(µL) – Vfiber (µL)                                           (1)   

VNWF(µL) = (RNFW) 2 ×π × HNWF  

= 0.76 (cm)2 × 3.14 × 0.01 (cm) = 18 (µL)                      (2)     

Vfiber (µL) = Wfiber / ρfiber  

= 9 (mg) / 1.4 (g/cm3) = 6.43 (µL)                              (3) 

Void volume (µL) = VNWF– Vfiber 

                              =18 (µL) – 6.43 (µL) ＝ 11.57 (µL)                   (4) 

1 枚の不織布ディスク中の繊維の表面積 (Sfiber)は式 (5)で計算した。式(5)

で Vfiber は繊維の体積であり、Rfiberは繊維の半径である。 

Sfiber (cm2) = 2πRfiber × Vfiber / πR2fiber = 2Vfiber / Rfiber  

= 2 × 6.43 (µL) / 10.5 (µm) 

=12.24 (cm2)                              (5) 

2-2-3-2. 不織布の使用前処理 

 不織布を純水 (Elix 水)で水洗した後、60℃の乾燥機に約 6 h 入れ、水分を除

去した。乾燥した不織布を浮遊培養用 24 ウェルプレート (MS-8024R, 住友ベー

クライト、東京、日本) のウェルの大きさと同じ 1.8cm2 の円板状に細切した後、

不織布 100 枚を 50 ml の PBS(－)の入った 100 ml 容ビンに入れ、オートクレ
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ーブ 処理(HV-50, HIRAYAMA、埼玉、日本) (121℃, 20 min) を行った。その

後、培養の開始直前、火炎滅菌したピンセットを用いて、不織布を培地ビンか

ら取り出し、浮遊培養用 24ウェルプレートの各ウェルに 1枚ずつ置き、さらに

増殖用培地 1 ml を加え、1 h 放置した。1 h 後、培地を吸引除去した。 

 

2-2-4. 培養方法 

2-2-4-1.ディッシュ増殖前培養 

 MSC 増殖用培地 (Table 2-1)  10 ml を用いてアンプル内の保存細胞を、播種

細胞密度が 0.15×104 cells/cm2 となるように 100φディッシュ  (430167, 

Corning) に播種し、37℃、5%CO2 雰囲気下でプレコンフルエントになるまで

静置培養を行った。プレコンフルエント到達後、トリプシン-EDTA (T3924, 

Sigma) を用いて細胞を剥がし、播種細胞密度が 0.15×104 cells/cm2 となるよ

うに 100φディッシュに継代し、必要な細胞数に到達するまで継代培養した。 

2-2-4-2.不織布増殖培養 

 不織布培養には、浮遊培養用 24 ウェルプレート (MS-8024R, 住友ベークライ

ト) を用いた。2-2-4-1 にてディッシュ内で前培養した細胞がプレコンフルエン

トに到達した後、トリプシンで回収し、細胞懸濁液を調整した。次に、あらか

じめ 2-2-3-2 で用意しておいた増殖用培地 (Table 2-1) を用いて、規定の細胞密

度となるように所定の液量の細胞懸濁液を不織布に播種した後、37℃、5％

CO2雰囲気下で培養した。播種 8 h 後、24 ウェルプレートのウェル内に増殖用

培地を 1 ml 加えた。培地を 7 日ごとに新しいものと交換した。 
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2-2-5. 分析方法 

2-2-5-1. 細胞数計数 

 ディッシュ前培養における接着細胞数は、トリプシンでディッシュから剥離

して得られた細胞をトリパンブルー染色し、血球計算盤で計数して求めた。不

織布に接着している細胞数は、24 ウェルプレートのウェル内の不織布をピンセ

ットで取り出し、エッペンチューブ(616201, Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Oberösterreich, Austria)内の 500 µlの脱核染色液 (クリスタルバイオレット 1.0 

g/l, クエン酸 21 g/l) に室温で 24 h 浸漬した後、染色された細胞核を血球計算盤

で計数して求めた(86)。 

2-2-5-2. 蛍光顕微鏡観察 

 不織布ディスク中の細胞を可視化するために、2-2-4-2.に従い、GFP-MSCを

所定条件で不織布に播種し、培養した後、蛍光顕微鏡 (IX 70, OLYMPUS、東

京、日本)で観察した。具体的には、培養後の不織布を蛍光顕微鏡のステージに

載せ、40 倍で蛍光観察し (励起波長 395 nm) 、必要に応じて観察画像を記録し

た。不織布ディスクの中央 (A)と外周付近の 2 つの領域 (B、 C)の 3 視野につい

て、時間経過に従い蛍光写真を撮った。そして、各時間における視野 A, B, C

のそれぞれの細胞数 (蛍光ドット)を計数した。さらに、細胞密度のばらつきの

指標として標準偏差を算出した。 
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2-2-5-3. SEM 

 細胞を培養した不織布ディスク 1 枚をエッペンチューブ  (616201, 

Greiner Bio-One) に入れた後、2.5%グルタルアルデヒド溶液  (072-02262, 

Wako) を 1 ml 加え、室温で 1 h、その後 4℃で 1 h 処理した。次に、上清を除

いた後、4℃の PBS(－) 1 ml を用いて、15 min 間隔で 4 回洗浄した。その間、

99.5%エタノール (17065-0382, 純正化学、東京、日本) を用いて、50%、70%、

80%、90%、95%まで段階希釈したエタノール溶液を作成した。洗浄終了後、

上清を除いた。次に、段階希釈したエタノールを 50%から 95%まで順に 1 ml

加え置換し、それぞれ 15 min間ずつ処理した。その後、99.5%エタノール 1 ml

を加え、3 回、15 min 間の置換を繰り返した。次に、酢酸イソペンチル (016-

03646, Wako)  1 ml を用いて、15 min 間隔で 2 回処理を行った。次に、不織布

を電子顕微鏡用ステージに固定した後、臨界点乾燥装置 (HCP-2, HITACHI、

東京、日本) を用いて乾燥を行った。次に、イオンスパッタリング蒸着装置 (E-

1010, HITACHI)  を用いて不織布表面に白金の蒸着処理を行った。蒸着処理し

た不織布の表面を走査型電子顕微鏡 (JSM-6510LA , JEOL、東京、日本) を用

いて観察した。 
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2-3. 結果と考察 

2-3-1. 細胞懸濁液量が細胞接着に与える影響 

細胞の不織布への接着効率を向上させるため、2-2-3-1.で算出した不織布の空

隙体積 (11.57µl)を参考にして、播種時の細胞懸濁液量が細胞接着に与える影響

について検討した。24 ウェルプレートのウェルに加えた不織布ディスクに、播

種細胞密度が 1.23 ×103 cells/ cm2 -NWF となるように、細胞懸濁液 (MSC, ド

ナーA、4.7〜15 ×104 cells/ ml)10〜320 µl を播種し。37℃、5% CO2下で静置 

 

図. 2-2 播種液量が接着細胞数に与える影響 同じ播種密度（ドナーA、1.23 

×103 cells/ cm2 -NWF）で不織布に細胞を接種し、24 時間インキュベートし

た後、不織布に接着した細胞数（白）および浮遊細胞数（黒）を数え、接着率

を算出した。(n=3) 
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培養を開始した。播種から 8 h 後に培地を 1 ml 加え、さらに 16 h 培養を行っ

た。その後、不織布に接着した細胞と浮遊細胞を各々脱核染色法とトリパンブ

ルー法により計数し、播種細胞数に対する接着効率を算出した。各条件におけ

る不織布上への接着細胞数と播種 24 h 後の培地中の浮遊細胞数を図 2-2 に示し

た。 

播種細胞液量が増えると、浮遊細胞の数が増加し、不織布ディスクに接着し

た細胞の数が減少した (図 2-2)。播種細胞液量が小さいほど接着効率が高く、

播種細胞液量 10 µl で、接着効率は試験した中で最大 64％に達した。 

不織布ディスクの空隙体積の計算値は 11.57 µl であった。つまり、播種細胞

液量は不織布ディスクの空隙体積に近い時、最大の接着効率が得られた。この

原因は、播種液量が空隙体積より小さい時、播種した細胞懸濁液が全て毛細管

作用により不織布繊維間の隙間に吸い込まれたからだと考えられた。細胞懸濁

液は 10 µl を超えると、過剰な細胞懸濁液が不織布ディスク中に入れず、不織

布ディスクに接着できないが、過剰な懸濁液中の細胞はウェルが非接着性のた

め、ウェル底面にも接着できなかったと考えられた。 

したがって、播種細胞懸濁液量 10 µl をその後の実験に用いることとした。 

 

2-3-2. 播種細胞密度が増殖倍率に与える影響 

次に、播種時の細胞密度が細胞の増殖倍率に与える影響について検討した。

播種細胞液量を 2-3-1 で得られた 10 µl と一定にし、播種液中細胞濃度を変える

ことにより、播種細胞密度 (MSC ドナーA)を 0.15、0.31、0.61、1.22、2.45、

4.9 × 103 cells/ cm2-NWF と種々に変えて約 40 日間培養し、得られる増殖倍率
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を調べた。培地交換は 7 日毎に行った。脱核染色法により求めた不織布への接

着細胞密度を図 2-3 に示した。 

 

図 2-3 MSC の播種細胞密度が増殖倍率に与える影響 播種細胞密度 (MSC ド

ナーA)を 0.15（白丸）、0.31（白四角）、0.61（白三角）、1.22（白逆三角形）、

2.45（黒丸）、4.9（黒逆三角形）× 103 cells/ cm2-NWF と種々に変えて細胞を

播種し、約 40 日間培養した。それぞれの増殖倍率も計算した。（n = 3、平均値

±SD） 

 

 

図 2-3 より播種細胞密度を 4.9×103 cells/cm2-NWF から 2.45、1.22×

103cells/cm2-NWF と下げても、増殖の結果、ほぼ同一な細胞密度(約 3.3×103 



26 

cells/cm2-NWF)に到達し、最大増殖倍率は 2.7 倍だった。さらに、播種細胞密

度をそれぞれ 0.61、0.31、0.15×103 cells/cm2-NWF と下げた場合は、到達細

胞密度は 2.43、1.93、1.18×103 cells/cm2-NWF に下がった。しかし、増殖倍

率は3.9、6.2、7.7倍と上がった。これら6条件の中では、播種細胞密度が0.15

×103 cells/cm2-NWF の条件で、最も高い増殖倍率(約 7.7 倍)を示した (図 2-3)。 

全ての条件で到達細胞密度が3.3×103 cells/ cm2-NWFを越えなかったので、

3.3×103 cells/ cm2 -NWF が接触阻害を示しているコンフルエント細胞密度と

考えた(図 2-3)。播種密度が 1.22 ×103cells/ cm2 -NWF 以下の場合は到達細胞

密度も下がり、最大の増殖倍率は 7.7 倍しかなかった。この倍率は大量培養の

観点から非常に低い値である。その原因として、10 µl の細胞懸濁液を不織布に

播種する播種法では、液量が少ないことから不織布内での細胞の分散が不均一

なことが推測された (図 2-4)。 

 

図 2-4 不織布ディスク内の細胞分布の推測 
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すなわち、細胞が不均一的に播種されると、不織布上の全ての繊維表面にお

いて細胞増殖することができないからである。言いかえると、不織布繊維表面

の一部でのみしかコンフルエントに達しなかったから、不織布全体として到達

細胞密度が高くならなかったと考えた。 

次にこの考えを確かめるために、不織布において播種した細胞の分布を調べ

てみた。 

 

2-3-3. 不織布に播種した細胞の分布 

 不織布全体として到達細胞密度が高くならず、増殖倍率が低かった要因のひ

とつが不織布に播種した細胞の不均一分布であることを明らかにするために、

GFP を発現しているラットの MSC (GFP-MSC)を利用して不織布内の細胞分布

を調べた。 

24 ウェルプレートに不織布を 1 枚入れた後、播種密度が 0.61×103 cells/cm2-

NWF となるように不織布ディスクの中心に 10 µl の細胞懸濁液を滴下した。そ

の直後、蛍光顕微鏡で不織布の中心部 (A)と周辺部(B, C)3 ヶ所の蛍光写真を撮

った (図 2-5)。その結果、3 ヶ所とも蛍光ドットは一定密度認められたが、明ら

かに、B と C に比べて A のドットの密度が高かった。すなわち、細胞が不織布

の中心部 (A)に高密度に集まり、周辺部の密度が低いと考えられた。このこと

から、不織布において播種し、接着した細胞の分布は不均一であることが確認

された。この原因は、10 µl の細胞懸濁液を不織布ディスクの中心に播種すると、

その液が毛細管作用により移動するが、不織布の空隙構造は曲がる多岐の毛細

管のように見えるので、形がある細胞は不織布内を移動することに抵抗があり、
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細胞の動く速度は培地液より遅く、不織布内での細胞の分布が不均一になった

ためであると考えられた。 

そこで、次は細胞を均一的に播種可能な工夫をすることにより、増殖倍率を

上げることを検討した。 

 

 

図 2-5 不織布ディスク中の細胞分布 不織布ディスクの中心に 10 µl の細胞懸

濁液を滴下した。その直後、蛍光顕微鏡で不織布の中心部 (A)と周辺部(B, C)3

ヶ所を蛍光顕微鏡で観察し、写真を撮った。 

 

2-3-4. 不織布内での細胞分布をより均一にする試み 

播種直後の不織布中での細胞分布がより均一であれば、MSC 増殖倍率も上

がると仮定して、播種方法の工夫を 3 つ検討した。①不織布ディスクの中心に

MSC (ドナーB)を 0.61×103 cells/cm2-NWF となるように 10 µl 細胞懸濁液を
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播種した。播種 1 h 後、さらに 10 µl の培地を不織布ディスクの中心部に追加

添加し、追加した培地の流動により、中心部に集まる細胞が周辺部に移動さ

れ、より均一化することを期待した。②10 µl の細胞懸濁液を 5 µl×2 に分け、

不織布の異なる 2 箇所 (直径の三等分点)に播種し(播種密度：0.61×103 

cells/cm2-NWF)、細胞の分布を広げることを期待した (分散播種)。③不織布デ

ィスクの中心に MSC を 0.61×103 cells/cm2-NWF となるように 10µl 細胞懸濁

液を播種した。播種後、不織布を入れた 24 ウェルプレートを、37℃、5% CO2

インキュベーターに入れた振動機に設置し、20 min 振動培養した (振動速度：

250 spm、振幅：40 mm) 。振動により、細胞分布が均一化されることを期待

した。また、コントロールとして、播種密度が 1.22×103 cells/cm2-NWF (ポジ

ティブコントロール)と 0.61×103 cells/cm2-NWF (ネガティブコントロール)に

なるように 10 µl の MSC 細胞懸濁液を不織布に播種した。全ての条件で処理

した不織布を 37℃、5％CO2下で培養した。播種から 8 h 後に全ての不織布に

培地を 1 ml 加え、さらに 21 日間培養した。培地交換は 7 日毎に行った。脱核

染色法で求めた不織布接着細胞密度を図 2-6 に示した。 

 その結果、全ての条件で14日以降、細胞増殖が見られなかった。ポジティブ

とネガティブコントロールは 2.3.2 の結果と同じく、播種密度が 1.22×103 

cells/cm2-NWF (図 2-6 open circles)から 0.61×103 cells/cm2-NWF (図 2-6 

closed circles)に下げると、到達細胞密度は 3.34×103 cells/cm2-NWF から

2.96×103 cells/cm2-NWF へ低下した。播種した 1 h 後に培地 10 µl を追加する

と (図  2-6 closed triangles)、到達細胞密度は有意に高くなり、4.25×103 

cells/cm2-NWF になった。それに対して、振動培養 (図 2-6 open squares)の到
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達細胞密度は 3.13×103 cells/cm2-NWF であり、ネガティブコントロールと有

意差がなかった。分散播種 (図 2-6 open triangles)の到達細胞密度は 2.35×103 

cells/cm2-NWF に低下し、ネガティブコントロールと比べても低い値だった。 

 

図 2-6 MSC の播種方法の増殖への影響 MSC（ドナーB）を各播種方法で播

種密度が 0.61×103 cells/cm2-NWF（培地追加添加：黒三角、分散接種：白三角、

振動培養：白四角、ネガティブコントロール：黒丸）および 1.22（ポジティブ

コントロール：白丸）cells/cm2-NWF となるように不織布ディスクの中心に 10 

µl の細胞懸濁液を播種した。（n = 3、平均値±SD、* p <0.05） 

 

 

 このように、振動培養と分散播種では期待した効果は認められなかった。そ

の原因としては、分散播種の場合は、5 µl 細胞懸濁液を 2 箇所に分けて播種す

るので、培地が不織布の全体に移動する時間は逆に半分になり、液流によって

動く細胞の移動範囲が減少することが考えられた。また、GFP-MSC を利用し
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て振動培養の条件での細胞分布を確認すると、振動速度が 250 spm、振幅が 40 

mm の場合は細胞が全く動かないことがわかった (データ示さず)。 

 他方、培地追加添加により、到達細胞密度が上がることが示された。そこで、

培地の追加添加によって細胞の分布が実際に均一化しているのかを確かめてみ

ることにした。 

 

2-3-5.培地追加添加が不織布中の細胞分布に与える影響 

 播種した直後に培地を追加添加することにより、培地の流動によって細胞が

移動したかどうか、また、それにより細胞の不織布中での分布が均一化したか

どうかを、GFP 組み換え MSC (GFP-MSC)を用いて調べてみることにした。 

24 ウェルプレートの 1 ウェルずつに不織布ディスクを 1 枚入れた。不織布

ディスクの中心に GFP-MSC を 0.61×103 cells/cm2-NWF となるように 10 µl

細胞懸濁液播種した。その直後 (2〜3 min 後)、1 h 後のいずれかの時間に、不

織布の中心に培地 10 µl を追加した。そして、各時点で、蛍光顕微鏡で培地追

加前後の ABC [図 2-7 (1)]3 ヶ所の蛍光画像を蛍光顕微鏡で観察し、写真を撮っ

た[図 2-7 (2)]。次に、この写真内の蛍光ドットで示された細胞数及び 3 ヶ所 (A, 

B, C)間の細胞数の標準偏差 (SD)を計算した[図 2-7 (3)]。 
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図 2-7 (1) 

 

図 2-7 (2)  
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図 2-7 (3) 

 

図 2-7 培地追加添加が不織布中の細胞分布に与える影響 不織布ディスクの中

心に GFP-MSC を 0.61×103 cells/cm2-NWF となるように 10 µl の細胞懸濁液

を播種した。その直後 (2〜3 min 後)、1 h 後のいずれかの時間に、不織布の中

心に培地 10 µl を追加した。各時点で、 不織布ディスク（1）の中心部（A）と

周辺部 2 ヶ所（B、C）合計 3 ヶ所の蛍光画像を蛍光顕微鏡で観察し、写真を撮

った。（2-1）は、培地を追加せず、0 時間と 1 時間での A、B、C の写真であ
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る。（2-2）と（2-3）は播種後 0 時間及び 1 時間後、培地を追加添加前後の A、

B、C の 3 ヶ所の写真である。写真内の蛍光ドットで示された細胞数及び 3 ヶ

所 (A, B, C)間の細胞の数の標準偏差 (SD)を計算した（3-1）、（3-2）、（3-3）。 

 

 

 培地を追加添加しない条件において、1 h 後も、ABC の 3 ヶ所の細胞の分布

は変わりなかった[図 2-7 (2-1), (3-1)]。それに対して、播種直後あるいは 1 h 後、

培地追加添加すると、A のところの細胞量が減って、B が増えており、細胞の

分布が広かる様子が観察された[図 2-7 (2-2), (2-3)]。さらに、ABC 3 ヶ所の写

真で蛍光ドットにより細胞数を測定し，ABC 3 ヶ所間の細胞数のばらつきを標

準偏差 SD を指標として示した。培地追加添加しない場合はばらつき (SD)は時

間により変わらなかったが[図 2-7 (3-1)]、0 h 後や 1 h 後に培地添加した場合で

は添加後、SD が減少したことが認められた[図 2-7 (3-2), (3-3)]。これらのこと

から、培地追加添加 により、播種直後に中心に集まった細胞が外周部へ移動し、

不織布内の細胞分布がより均一化された可能性が考えられた。  

 

2-3-6.培地追加添加時間の検討 

 前節の培地追加添加は播種密度が 0.61 cells/cm2-NWF での結果であるので、

播種密度をさらに 0.15×103 cells/cm2-NWF に下げた条件で、細胞分布を均一

化して到達細胞密度が高くなる最適な追加添加の時間を検討した。 

 0.15×103 cells/cm2-NWF になるように 10 µl の MSC 懸濁液 (ドナーB)をウ

ェル中の不織布に播種した。0、1 又は 2 h 後、10 µl の培地を不織布の中心に
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追加し、37℃、5％CO2 下で培養した。さらに、コントロールとして培地を追

加添加せず、1.22×103 cells/cm2-NWF と 0.15×103 cells/cm2-NWF の播種密

度で不織布の中心部に播種した。播種から 8 h 後に全ての不織布に培地を 1 ml

加え、さらに 28 日培養した。培地交換は 7 日毎に行った。7 日毎に脱核染色法

により求めた不織布上の培養細胞密度の経時変化を図 2-8 に示した。 

培地を追加添加せず、播種密度が 1.22×103cells/cm2-NWF(図  2-8 open 

circles)から 0.15×103 cells/cm2-NWF (図 2-8 open squares)に下げると、到達

細胞密度は 5.11×103 cells/cm2-NWF から 2.48×103 cells/cm2-NWF へと低下

してしまった。 

一方、 0 (open triangles)、 1 (open inverted triangles)、 2 h (closed 

triangles)のいずれかの時間後に培地を追加添加すると、どの添加時間でも、

到達細胞密度は 6.03、7.45、4.65×103 cells/cm2-NWF となり、増殖倍率も上

がることが分かった。培養終了時で、この追加添加した 3 条件の中で増殖倍率

が最も高かったのは 1 h 後培地を追加した条件であり、約 48 倍になった。 

播種密度をさらに下げると、培地追加添加の効果はより顕著に表れた。今回

播種密度は 0.15×103 cells/cm2-NWF の場合、増殖倍率は 16 倍から 48 倍まで

上がった。一方、一般的には MSC は播種約 8 h 後までに接着すると言われて

いる。そのため、0, 1, 2 h の追加添加時間では細胞がまだ接着していなくて、

動ける状態なので、増殖倍率に差がなかったと考えられた。 
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図 2-8 培地追加添加時間の MSC 増殖への影響  MSC（ドナーB）を播種密

度が 0.15×103 cells/cm2-NWF（培地追加添加：白三角、黒三角、白逆三角形、

ネガティブコントロール：白四角）および 1.22（ポジティブコントロール：白

丸）cells/cm2-NWF となるように不織布ディスクの中心に 10 µl の細胞懸濁液

を播種した。その後、0時間後（白三角）、1時間後（白逆三角形）、および 2時

間後（黒三角）10 µl の培地を追加添加した。（* p <0.05）。 

 

 

2-3-7. SEM 観察 

 1 h 後培地追加の条件で培養した MSC の分布を観察するために、SEM 観察

した。その条件で不織布に MSC(ドナーB、播種細胞密度：0.15×103 

cells/cm2-NWF)を播種し、21 日培養した後、2-2-5-3 に述べたように臨界点乾
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燥装置を用いて不織布を乾燥し、白金で蒸着処理した。サンプルを電子顕微鏡

のステージに載せて観察した結果を図 2-9 に示した。 

 

図 2-9 不織布で 21 日増殖培養した MSC の SEM 写真 不織布に MSC(ドナ

ーB、播種細胞密度：0.15×103 cells/cm2-NWF、1 時間後培地追加添加)を播種

し、21 日培養した後、電子顕微鏡で観察した。 
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 その結果、不織布の周辺部まで偏りなく細胞が増殖している様子が観察され

た (図 2-9 A)。ディッシュのような平面培養と異なり、不織布においては、繊

維の表面に沿って接着している細胞は少なく、繊維と繊維の間に架橋している

細胞が多いことが観察された (図 2-9B)。 
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2.4. 結言 

本章では、不織布を利用して間葉系幹細胞 (MSC)を大量増殖するための第一

段階として、MSC を不織布に播種する方法の検討を行った。その結果、MSC

の不織布培養において、不織布への播種液量が不織布の空隙体積に近い 10 µL

の時に一番高い接着効率が確認された (図 2-2)。播種細胞密度 4.9、2.45、

1.22×103 cells/cm2-NWF で播種すると、ほぼ同じ細胞密度 (約 3.3×103 

cells/cm2-NWF)に達したことから、3.3×103 cells/cm2-NWF は接触阻害が生じ

るコンフルエント密度と考えた(図 2-3)。一方、播種細胞密度を 0.61、0.31、

0.15×103 cells/cm2-NWF に下げると、到達細胞密度も 2.43、1.94、1.18×103 

cells/cm2-NWF と低下した(図 2-3)。その原因については、GFP-MSC を用い

た実験結果 (図 2-5)より、不織布に播種した細胞の分布が不均一になり、一部

は上記のコンフルエントに達したが、細胞が低い密度のところはコンフルエン

トに達しなかったから、不織布全体として到達細胞密度が低下したと考えられ

た。 

そこで、ヒト MSC を用いて、細胞を均一化することにより、増殖倍率を上

げる検討を行った。0.61×103 cells/cm2- NWF の播種密度で播種し、1 h 後に

培地 10 µl を追加添加すると、到達細胞密度は培地を追加添加しない条件の

2.98×103 cells/cm2 -NWF からポジティブコントロール (播種密度：1.22×103 

cells/cm2 -NWF)のコンフルエント密度(播種密度：3.34×103 cells/cm2 -NWF)

より高い 4.25×103 cells/cm2 -NWF になった (図 2-6)。 

培地を追加添加する効果を確認するために、GFP-MSC を利用して、播種直

後や 1 h 後に不織布中心部に培地 10 µl を追加添加すると、細胞の所在を示す
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蛍光ドットが不織布の中心部 A から外周部 (B や C)へ移動し、細胞分布が均一

化する傾向が観察された(図 2-7)。 

さらに、hMSC を用いて播種密度を 0.15×103 cells/cm2-NWF に下げ、培地

を 0, 1, 2 h 後追加し、最適の追加添加時間を検討した。この結果、21 日後、

培地追加添加時間に関わらず、ほぼ上記の最大細胞密度に到達した。この中

で、1 h 後、培地を 10 µL 追加する条件は最大で約 48 倍の増殖倍率が認められ

た(図 2-8)。また、この時、細胞は不織布の周辺部まで偏りなく、繊維と繊維の

間に架橋しながら、増殖している様子が SEM で観察された(図 2-9)。 

以上、不織布への播種細胞懸濁液量を不織布ディスクの空隙体積に近い 10 

µL とし、播種 1 h 後に培地 10 µL を追加添加して細胞分布を均一化すると共

に、播種密度を 0.15×103 cells/cm2-NWF まで下げることにより、接着効率約

64%及び増殖倍率約 48 倍という成績が得られることを明らかにした。 
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3-1. 緒言 

第 2 章で、細胞播種液量が不織布の空隙体積 (約 10 µL)に近い 10µL の時、一

番高い 64％の接着率が得られた。また、播種 1 h 後に、少量 (10 µL)の培地を

不織布に追加添加すると、不織布中の細胞分布が均一化され、追加添加のない

場合とは異なり、増殖倍率が48倍まで上がった。このようにして、不織布にお

いて高接着効率と高増殖倍率を得られる播種培養法を明らかにした。しかし、

新しい培養法で培養した細胞の品質 (MSC としての特性を維持していること)を

評価することは重要である。 

 そこで、第 3 章では 1-3. で述べた細胞表面抗原マーカーの同定と成熟細胞へ

の分化能を MSC の品質指標として調べることにした。具体的には、不織布を

用いて第 2 章の条件で培養した細胞において、細胞表面抗原マーカーのうち、

CD90 と CD166 の陽性率を確認することにした。また、その細胞の骨芽細胞、

脂肪細胞、軟骨細胞への分化能を確認することにした。そして、その陽性率と

分化能を従来のディッシュ培養した細胞の場合と比較することにした。 
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3-2. 材料と方法 

3-2-1. 細胞 

3-2-1-1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 (MSC) 

 ドナーB (65 歳・女性)から採取した骨髄液から 2-2-1-1.に示した方法で取得

した。 

3-2-1-2. 正常ヒト骨芽細胞 

 Lonza 社 (Basel, Switzerland)から購入した正常ヒト骨芽細胞 (代数 2 代、

CC-3207) を用いた。 

3-2-1-3. 正常ヒト前駆脂肪細胞 

 Lonza 社から購入した正常ヒト前駆脂肪細胞 (皮下脂肪由来、代数 2 代、PT-

5020) を用いた。 

3-2-1-4.  正常ヒト軟骨細胞  

 Lonza 社から購入した正常ヒト軟骨細胞 (代数 2 代、CC-2550) を用いた。 

 

3-2-2. 培地 

3-2-2-1. 増殖培地 

10%FBS 含有 DMEM-LG は 2-2-2.と同様に作製した。 

3-2-2-2. 骨分化培地 

 MSC の骨分化培養には、以下の骨分化培地を用いた。10.0 g/l DMEM-LG  

(31600-034, Invitrogen) 、3.7 g/l NaHCO3  (191-01305, Wako) 、10 ml/l ペニ

シリン・ストレプトマイシン (P7539, Sigma) 、55.6 µM L-アスコルビン酸リン
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酸エステルマグネシウム塩(013-12061, Wako)、11.1 mM グリセロール 2-リン

酸二ナトリウム (G9891，Sigma)、0.11 µM デキサメタゾン (194561, MP 

Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) となるように超純水 (W3500, Sigma) で

900 ml にメスアップした培地を濾過フィルター (595-4520, Nalgene) で減圧濾

過滅菌した。その後、ウシ胎児血清 (FBS) (26140-079, Gibco) を 100 ml 加え

た。培地の組成を Table 3-1 に示した。 

Table 3-1. Composition of osteogenic differentiation medium for MSC 

Component Content 

DMEM-LG (31600-034, Invitrogen) 9 g/l 

NaHCO3 (191-01305, Wako) 3.33 g/l 

Penicillin/Streptomycin (P7539, Sigma) 

L-Ascorbic acid phosphate magnesium salt n-hydrate 

(013-12061, Wako) 

Glycerol 2-phosphate disodium salt hydrate 

(G9891, Sigma) 

Dexamethasone (194561, MP Biomedicals) 

9 ml/l 

 

14.5 mg/l 

 

2.16 g/l 

39 µg/l 

Fetal bovine serum (26140-079, Gibco) 100 ml/l 

 

3-2-2-3. 脂肪分化培地 

 MSC の脂肪分化には、以下の脂肪分化培地を用いた。10.0 g/l DMEM-LG  

(31600-034, Invitrogen) 、3.7 g/l NaHCO3  (191-01305, Wako) 、10 ml/l ペニ

シリン・ストレプトマイシン (P7539, Sigma) 、168 µM インドメタシン (093-

02473, Wako) 、0.55 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン (I5879，Sigma) 、

11 µg/ml インスリン (090-03446，Wako) 、1.1 µM デキサメタゾン (194561，
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MP Biomedicals) となるように超純水 (W3500, Sigma) 900 ml にメスアップし

た培地を濾過フィルターで減圧濾過滅菌した。その後、ウシ胎児血清 (FBS) 

(26140-079, Gibco) を 100 ml 加えた。培地の組成を Table 3-2 に示した。 

 Table 3-2. Composition of adipogenic differentiation medium for MSC 

Component Content 

DMEM-LG (31600-034, Invitrogen) 9 g/l 

NaHCO3 (191-01305, Wako) 3.33 g/l 

Penicillin/Streptomycin (P7539, Sigma) 

Indomethacin (093-02473, Wako) 

3-Isobuthyl-1-methylxanthine (I5879, Sigma) 

Human recombinant insulin (090-03446, Wako) 

Dexamethasone (194561, MP Biomedicals) 

9 ml/l 

54 mg/l 

0.11 mg/l 

10 mg/l 

0.39 mg/l 

Fetal bovine serum (26140-079, Gibco) 100 ml/l 

 

3-2-2-4. 軟骨分化培地 

 MSC の軟骨分化培養には、以下の軟骨分化培地を用いた。9.2 g/l DMEM-

LG (31600-034, Invitrogen) 、1.75 g/l グルコース (041-00595, Wako) 、3.52 

g/l NaHCO3  (191-01305, Wako) 、9 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシン 

(P7539, Sigma) 、25 mg/l アスコルビン酸リン酸マグネシウム塩 (013-12061, 

Wako) 、 50 mg/l ピルビン酸ナトリウム塩 (298-06, ナカライテスク) 、 20 mg/l 

プロリン (194728, MP Biomedicals) 、 19.5 µg/l デキサメタゾン (194561, MP 

Biomedicals) となるように超純水 (W3500, Sigma) 900 ml にメスアップした培

地を濾過フィルター (595-4520, Nalgene) で減圧濾過滅菌した。その後、5 ml/l 

ITSTM+Premix (6.25 µg/ml インスリン, 6.25 µg/ml トランスフェリン, 6.25 
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ng/ml 亜セレン酸, 1.25 mg/ml ウシ血清アルブミン, 5.35 µg/ml リノール酸) 

(354352, BD Biosciencies) 、  5 µg/l TGF- β 3 (243-B3, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) 、 50 µg/l IGF-Ⅰ (100-11, PeproTech, Rocky Hill，

NJ, USA) を加えた。培地の組成を Table 3-3 に示した。 

Table 3-3. Composition of chondrogenic differentiation medium for MSC 

Component Content 

DMEM-LG (31600-034, Invitrogen) 9.2 g/l 

Glucose (041-00595, Wako) 1.75 g/l 

NaHCO3 (191-01305, Wako) 3.52 g/l 

Penicillin/Streptomycin (P7539, Sigma) 9 ml/l 

L-Ascorbic acid phosphate magnesium salt n-hydrate  

(013-12061, Wako) 

 

25 mg/l 

Pyruvic acid sodium salt (298-06, Nacalai tesgue) 50 mg/l 

L-Proline (194728, MP Biomedicals) 20 mg/l 

Dexamethasone (194561, MP Biomedicals) 19.5 µg/l 

ITSTM + Premix (354352, BD Biosciences) 5 ml/l 

Transforming growth factor -β3 (243-B3, R&D Systems) 5 µg/l 

Insuline-like growth factor - I (100-11, Peprotech) 50 µg/l 

 

3-2-2-5. 正常ヒト骨芽細胞用培地 

  正常ヒト骨芽細胞培養には、Lonza 社から購入したブレットキット OGM 

(CC-3207) を用いた。 

 

3-2-2-6. 正常ヒト前駆脂肪細胞用培地 

  正常ヒト前駆脂肪細胞培養には、以下の正常ヒト前駆脂肪細胞用培地を用い
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た。Lonza 社から購入したブレットキット PBM-2 (PT-8202) に 10％ウシ胎児

血清  (FBS) (26140-079, Gibco)、9 ml/l ペニシリン・ストレプトマイシン 

(P7539, Sigma) 、584 g/l L-グルタミン (194678, MP Biomedicals Inc) となる

ように添加した。培地の組成を Table 3-4 に示した。 

Table 3-4. Composition of chondrogenic growth medium 

Component Content 

PBM-2 (PT-8202) 891 ml/l 

Glutamine (194678, MP Biomedicals Inc)  584 g/l 

Penicillin/Streptomycin (P7539, Sigma) 9 ml/l 

Fetal bovine serum (26140-079, Gibco) 100 ml/l 

 

3-2-2-7. 正常ヒト軟骨細胞用培地 

 正常ヒト軟骨細胞には Lonza 社から購入したブレットキット CGM (CC-3216) 

を用いた。 

 

3-2-3. 培養方法 

3-2-3-1. MSC ディッシュ増殖培養 

 MSC 増殖用培地 10 ml を用いてアンプル内の保存細胞を、播種細胞密度が

1.5×103 cells/cm2となるように 100φディッシュ (430167, Corning) に播種し、

37℃、5%CO2雰囲気下でプレコンフルエントになるまで前培養を行った。 

前培養した 100φディッシュの細胞がプレコンフルエント到達後、トリプシ

ン-EDTA (T3924, Sigma) を用いて細胞を剥がし、播種細胞密度が 0.1×103 

cells/cm2となるように 100φディッシュに播種し、培養した。 
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3-2-3-2. MSC 不織布増殖培養 

 不織布培養には、浮遊培養用 24 ウェルプレート (MS-8024R, 住友ベークライ

ト) を用いた。3-2-3-1 にて前培養した 100φディッシュ内の細胞がプレコンフ

ルエントに到達した後、あらかじめ 2-2-3-2.で用意しておいた不織布に増殖用

培地を用いて 0.15×103 cells/cm2-NWF となるように不織布に 10 µl の細胞懸濁

液不織布で播種し、37℃、5％CO2雰囲気下で培養した。播種 1 h 後に NWF 中

心に培地 10 µl を追加添加し、さらに 7 h 後、浮遊培養用プレートのウェル内に

増殖用培地を 1 ml 加え 21 日培養した。培地を 7 日ごとに新しいものと交換し

た。 

3-2-3-3. MSC の剥離 

ディッシュに接着した細胞の剥離についても同じトリプシン-EDTA を使用し

た。プレコンフルエントに到達したことを確認後、PBS(－) 10 ml を用いて洗

浄し、トリプシン-EDTAを 1 ml 加え、5%CO2、37℃インキュベーター内で 10 

min 間静置した。その後、MSC 増殖用培地 3 ml を加えてトリプシンを失活さ

せた後、5 ml ピペットを用いて細胞を懸濁させ、最後に細胞懸濁液を全量回収

した。  

不織布に接着した細胞の剥離にもトリプシン-EDTA を用いた。細胞を増殖さ

せた不織布を火炎滅菌したピンセットを用いて、同条件で培養した24ウェルプ

レート 1 枚分の不織布 24 枚を 100φディッシュに移し、さらに 20 ml の

PBS(－)を加え、合計 3 回洗浄した。その後 PBS(－)を全量抜き取り、トリプ

シン-EDTA を 5 ml 加えて、5%CO2、37℃インキュベーター内で 10 min 間静

置した。その後、100φディッシュ内に MSC 増殖用培地 (Table 2-1) 15 ml を
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加えてトリプシン反応を失活させた後、5 ml ピペットを用いて細胞を懸濁させ、

最後に細胞懸濁液を全量回収した。 

 

3-2-4. フローサイトメーターによる MSC 表面抗原解析 

 CD90 と CD166 陽性率は、フローサイトメトリーで測定した。抗体は 1％

BSA が含む PBS を用いて希釈した。不織布とディッシュのそれぞれから回収

した細胞懸濁液を細胞濃度 1×106 cells/ml、液量約 1 ml になるように調整した

後、1.5 ml エッペンチューブ 2 本に分けた。NWF とディッシュから回収した

細胞懸濁液に各々に対して、1 次抗体としてマウス抗ヒト CD90 IgG1 抗体 

(CBL415, Sigma) 、2次抗体としてFITC標識ヤギ抗マウス IgG1抗体 (AP124F, 

Sigma) を用いて、0℃で 45 min 間反応させ、細胞を染色した。さらに、各細

胞懸濁液にマウス IgG1 (0107-01, Beckman Coulter)を加えて 0℃で 45 min 間

ブロックした。次は、PE 標識マウス抗ヒト CD166 IgG1 抗体  (A22361, 

Beckman Coulter) を用いて細胞に 0℃で 45 min 間二重染色した。免疫染色し

た細胞をフローサイトメーター (EPICS XL, Beckman Coulter) を用いて、

FITC と PE の励起波長である 488 nm のレーザー光で分析した。ここでは、

CD90 用のアイソタイプコントロールとしてマウス IgG1 (IM0571, Beckman 

Coulter) 、及び CD166 用のアイソタイプコントロールとして PE 標識マウス

IgG1 (A07796, Beckman Coulter) を使用した。 
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3-2-5. 間葉系幹細胞の多分化能評価 

3-2-5-1.骨分化誘導と評価 

3-2-5-1-1.骨分化誘導 

 不織布又はディッシュから剥離した細胞を 24 ウェルプレートに播種密度 1.5

×103 cells/cm2になるように細胞懸濁液を播種した後、5%CO2、37℃インキュ

ベーターで培養し、コンフルエントまで増殖させた。この時、MSC 増殖用培

地 (Table 2-1) を使用した。コンフルエントまで増殖したら、骨分化培地 (Table 

3-1) に交換し 14 日間培養した。この間、3 日毎に軟骨分化培地を培地交換した。

コントロールとして正常ヒト骨芽細胞 (CC-2538, Lonza) を用いた。この細胞の

アンプルを開封し、24 ウェルプレートに播種密度 1.5×103 cells/cm2 になるよ

うに播種し、5% CO2、37℃インキュベーターで培養し、コンフルエントまで

増殖させた。この時、ブレットキット OGM (CC-3207, Lonza) 培地 を使用し

た。コンフルエントまで増殖したら、骨分化培地 (Table 3-1) に交換し 14 日間

培養した。この間、3 日毎に骨分化培地を培地交換した。 

3-2-5-1-2.アリザリンレッド S 染色 

 1％アリザリンレッド S (011-01192, Wako) 溶液を調製し、0.025％水酸化ア

ンモニウムを用いて pH を 5.1 に調整した。5.6.2.1 のサンプルの培地を除去し、

PBS(－)で 3 回洗浄した。95%エタノール (17065-0382, JUNSEI) を加え、室

温で 30 min 固定した。エタノールを除去し、PBS(－)で 2 回洗浄した。1％ア

リザリンレッド S 溶液で 5 min 染色させた。次に、1％アリザリンレッド S を

吸引除去した、蒸留水で水が完全に透明になるまで洗浄した後、顕微鏡で観察

した。 
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3-2-5-2. 脂肪分化誘導と評価 

3-2-5-2-1.脂肪分化誘導 

 不織布又はディッシュから剥離した細胞を 24 ウェルプレートに播種密度 1.5

×103 cells/cm2になるように細胞懸濁液を加え、5%CO2、37℃インキュベータ

ーに入れ、コンフルエントまで増殖させた。この時、MSC 増殖用培地 (Table 

2-1) を使用した。 

 コンフルエントまで増殖したら、脂肪分化培地 (Table 3-2) に交換し 14 日間

培養した。この間、3 日毎に軟骨分化培地を培地交換した。 

  コントロールとして正常ヒト前駆脂肪細胞 (PT-5020, Lonza) を用いた。この

細胞のアンプルを開封し、24 ウェルプレートに播種密度 1.5×103 cells/cm2 に

なるように播種し、5%CO2、37℃インキュベーターに入れ、コンフルエントま

で増殖させた。この時、正常ヒト前駆脂肪細胞用培地 (Table 3-4) を使用した。

コンフルエントまで増殖したら、脂肪分化培地 (Table 3-2) に交換し 14 日間培

養した。3 日毎に脂肪分化培地を培地交換した。 

3-2-5-2-2.Oil red O 染色 

 Oil red O (154-02072, Wako) 原液を 6：4 の割合で蒸留水とよく混合し、室

温で 1 h 静置した後、シリンジフィルター (SLGP033RS, Sigma) で濾過した。

5.6.3.1 のサンプルの培地を除去し、PBS(－)で 3 回洗浄した。4%PFA/PBS を

加え、室温で 30 min 固定した。PFA を除去し、PBS(－)で 2 回洗浄した。濾過

した Oil red O を加えた後、室温で 15 min 静置して染色させた。次に、Oil red 

O を吸引除去した、蒸留水で水が完全に透明になるまで洗浄した後、顕微鏡で

観察した。 
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3-2-5-3.軟骨分化誘導と評価 

3-2-5-3-1.軟骨分化誘導 

 不織布又はディッシュから剥離した細胞を 24 ウェルプレートに播種密度

0.15×104 cells/cm2になるように細胞懸濁液を加え、5%CO2、37℃インキュベ

ーターに入れ、コンフルエントまで増殖させた。この時、MSC 増殖用培地 

(Table 2-1) を使用した。コンフルエントまで増殖したら、トリプシン処理によ

って細胞を回収した。次に、遠心機 (H-30R、コクサン、東京、日本) で 1000 

rpm、5 min遠心した後、上清を捨てた。軟骨分化培地 (Table 3-3) を用いて5.0

×104 cells/ml の細胞懸濁液 0.5 ml を調製した後、 遠心器 (H-30R, コクサン) 

で 1000 rpm、5 min 遠心した。遠心後、5% CO2、37℃インキュベーターに入

れ、14 日間培養した。この間、3 日毎に軟骨分化培地を培地交換した。 

  コントロールとして正常ヒト前駆脂肪細胞 (PT-5020, Lonza) を用いた。この

細胞のアンプルを開封し、100φディッシュに播種密度 0.15×104 cells/cm2 に

なるように播種し、5%CO2、37℃インキュベーターに入れ、コンフルエントま

で増殖させた。この時、ブレットキット OGM (CC-3216, Lonza) を使用した。

コンフルエントまで増殖したら、遠心分離によりペレット化し、軟骨分化培地 

(Table 3-3) に交換し 14 日間培養した。この間、3 日毎に軟骨分化培地を培地交

換した。 

3-2-5-3-2. パラフィン包埋 

3-2-5-4-1 でペレット培養した細胞、培地を吸引除去し、PBS(－)0.5 ml で 1

回洗浄した。4%PFA/PBS を加え、4℃で 24 h 固定した。切片 (厚さ 4 µm) の作

製を GLab 病理解析センター (札幌、日本)に依頼した。 
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3-2-5-3-3.脱パラフィン操作 

 パラフィンによって包埋されている切片の載ったプレパラートをガラスシャ

ーレに入れ、プレパラート全体が浸る程度の量のキシレン (244-00086, Wako) 

を加えて、10 min 間浸した後、プレパラートを新しい容器に入れ、15 ml キシ

レンを加え、これらの操作を 3 回繰り返した。次に新しいガラスシャーレに無

水エタノール (321-00025, Wako) を 15 ml 入れ、プレパラートを 10 min 浸し、

この操作を 2 回繰り返した。99.5％エタノールを 15 ml 入れ、プレパラートを

10 min 浸し、この操作を 2 回繰り返した。最後に、流水で 3 min 間洗浄した。 

3-2-5-3-4. アルシアンブルー染色 

 プレパラートをガラスシャーレに入れ、3％酢酸水溶液 (014-0261, Wako) を 

20 ml 加え、3 min 間浸した後、蒸留水で洗浄した。酢酸を除き、アルシアン

ブルー染色液 (015-13805, Wako) を数滴滴下し、室温で 30 min 静置した。新

しいガラスシャーレに適量の 3％酢酸水溶液を入れ、プレパラートを 3 min 洗

浄し、この操作を 3 回繰り返した。最後、流水で 3 min 間洗浄した後、顕微鏡

で観察した。 

3-2-5-3-5. Ⅱ型コラーゲン染色 

 切片に 0.2％Triton X-100 (DOU6302, Wako)/PBS 50 µl 滴下し、室温で 5 

min 待った。PBS 50 µl で洗浄し、1％BSA/PBS 溶液を加え、室温で 30 min ブ

ロッキングした。PBS 50 µl で 3 回洗浄し、抗Ⅱ型コラーゲン 1 次抗体として

のマウス抗ブタ (MAB1330, Sigma) を 30 µl 入れ、室温で 1 h 反応させた。50 

µl PBS(－)で 3回洗浄し、FITC標識ヤギ抗マウス二次抗体 (F0257, Sigma) を 30 

µl 入れ、室温で 30 min 遮光反応させた。50 µl PBS で 3 回洗浄し、50 µl Elix
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水 1 回洗浄し、遮光し風乾させた後、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

3-2-6. 細胞サイズの比較 

 不織布とディッシュのそれぞれから回収した細胞懸濁液を細胞濃度 1×106 

cells/ml に調整した後、血球計算板に載せて位相差顕微鏡で観察し、画像を記

録した。取得した画像から ImageJ (U.S. National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA)を利用して、各細胞の面積を測定した。 
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3-3. 結果と考察 

3-3-1. 不織布培養した細胞の表面抗原解析 

まず、MSC の品質項目のうち細胞表面抗原 (CD90、CD166)の陽性率を分析

した。比較のために、ディッシュでの前培養終了時、不織布本培養終了時、及

びディッシュ本培養終了時で測定した。このうち、不織布本培養とディッシュ

本培養では、各々0.15×103 cells/cm2-NWF、0.15×103 cells/cm2の細胞密度で

播種し、21 日間培養を行い、本培養終了時  (5.75×103 cells/cm2-NWF、

23.1×103 cells/cm2)に細胞を回収し、フローサイトメトリーで分析した。その

結果を図 3-1 及び表 3-5 に示した。 

表 3-5  CD90 と CD166 の陽性率 

 CD90(+) CD166(+) CD90/CD166(+) 
前培養 Dish 98.2% 99.6% 98.3% 

本培養 Dish 67.9% 98.1% 67.9% 
NWF 97.9% 98.3% 97.2% 

 

  



56 

 

 

図 3-1 不織布培養した細胞の CD90 と CD166 陽性率の解析 ディッシュで前

培養した細胞（A）、ディッシュで本培養した細胞（B）、不織布で本培養した

細胞（C）の CD90 および CD166 の陽性率をフローサイトメトリーにより解析

した。 
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 その結果、ディッシュでの前培養では、CD90、CD166 の単発現が 98.2%、

99.6%、CD90・166 共発現が 98.3%であった (図 3-1A)。次に、ディッシュで

21 日間培養すると、培養した細胞の CD90、CD166 陽性率が 67.9%、98.1%、

CD90・166の共発現が 67.9%だった。ここでは特にCD90の陽性率が前培養の

値より顕著に下がった (図 3-1B)。それに対して、不織布で 21 日間培養した細

胞の、CD90 (+)、CD166 (+)、CD90 / CD166 (+)の値はディッシュ本培養の場

合より全て高く (それぞれ 97.9、98.3、97.2％)、ほぼ前培養の細胞と同じであ

った。すなわち、不織布培養において MSC の CD90 陽性率は高レベルに維持

されたが、ディッシュで培養した細胞の CD90 陽性率は著しく減少した。 

 

図 3-2 細胞分裂回数（PDL）の経時変化 ディッシュで前培養（白四角）した

細胞を、ディッシュ（黒四角）や不織布（白丸）に継代し、培養した。矢印は

フローサイトメトリーのサンプルリング時点である。 
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図 3-2 に示すように、培養中にディッシュでは細胞が 9.1 回分裂したが、不

織布の場合も 7.8 回とほぼ同じだったので、分裂回数の違いが CD90 陽性率の

差の原因とは考えられなかった。MSC にとって CD90 は重要なマーカーであ

り、CD90 の陽性率が低下すると、MSC の幹細胞性が低下する傾向がある報告

がある (90)。 

したがって、不織布担体で培養した場合は CD90 陽性率が高いことから、

MSC の幹細胞性が維持されていて品質はほとんど低下していないと考えられ

た。 

 

3-3-2 不織布で培養した細胞の多分化能評価 

次に、MSC の品質項目として MSC の多分化能を調べた。ここでは、ディッ

シュと不織布で増殖した MSC の各成熟細胞への分化能を比較した。すなわち、

ディッシュと不織布で21日間培養した細胞をトリプシン処理によって回収し、

骨分化、脂肪分化、軟骨分化誘導培地を用いて分化誘導を試みた。ネガティブ

コントロールとポジティブコントロールとして分化誘導しなかった MSC と分

化済みの各成熟細胞 (骨芽細胞、脂肪前駆細胞、軟骨細胞)を用いて培養した。

14 日間分化誘導した後、骨分化誘導した細胞をアリザリンレッド S (図 3-3A-

D)で染色し、脂肪分化誘導した細胞を Oil red O (図 3-3 E-H)で染色した。ペレ

ット培養して軟骨分化誘導したペレットの切片をアルシアンブルー (図 3-3 I-K)

によって染色した。または、2 型コラーゲン抗体を用いて免疫組織化学染色 (図 

3-3L-N)した。染色結果は ImageJを使用して染色された面積の割合を求め、骨

分化誘導を図 3-3O に、脂肪分化誘導を図 3-3P に示した。 
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不織布で増殖した MSC (図 3-3C)は、ディッシュで増殖した MSC (図 3-3B)

に比べて、アリザリンレッド S で染色された部分、すなわち、骨分化の特徴で

ある石灰化マトリックスの面積が広いことが観察された。これらの不織布培養

とディッシュ培養の染色面積の間に有意差があることが分かった (図 3-3 O)。

一方、ディッシュ (図 3-3F)と不織布 (図 3-3G)で培養した細胞の Oil red O 染色

の程度は同じくらいであるように観察された。オイルレッド O 染色された両者

の細胞の割合も有意差がなかったので、脂肪分化能は類似していた。しかし、

両者の細胞ともポジティブコントロール (図 3-3H)よりも染色細胞数がはるかに

低いことがわかった。 

次に、不織布で増殖した細胞のアルシアンブルー染色の濃度 (図 3-3J)は、デ

ィッシュで増殖した細胞 (図 3-3I)よりも高いように観察された。しかし、両方

の II 型コラーゲンの免疫組織化学染色の間には差が観察されなかった (図 3-3L

と M)。したがって、両方の軟骨分化能は同様であると考えられた。 
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図 3-3 ディッシュと不織布で 21 日培養した細胞の多分化能評価 ディッシュ

と不織布で 21 日間培養した細胞を骨細胞（B, C）、脂肪細胞（F, G）、軟骨細胞

（I, J, L, M）に分化誘導した。ネガティブコントロールとポジティブコントロ

ールとして分化誘導しなかった MSC（A, E）と分化済みの各成熟細胞 (骨芽細

胞：D、脂肪前駆細胞：H、軟骨細胞：K, N)を用いて培養した。アリザリンレ

ッド、オイルレッド O、アルシアンブルー、II 型コラーゲン免疫組織化学染色

により、各条件のサンプルを染色した。ImageJを利用して染色された面積（O）

と染色された細胞の割合（P）を測定した。（n = 3、平均値±SD、* p <0.05） 
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以上をまとめると、不織布で増殖した細胞は、ディッシュで増殖した細胞と

比べて高い骨分化能があるが、脂肪分化能と軟骨分化能に顕著な差はほとんど

ないと考えられた。この原因については第 4 章で詳しく検討する。 

 

3-3-3. 不織布とディッシュで増殖した細胞サイズの比較 

MSCの老化と共に、細胞が大きくなるという報告がある (87)。そこで、ディ

ッシュと不織布で増殖した MSC のサイズを比較した。ディッシュと不織布で

21 日間培養した細胞をトリプシン処理によって回収し、血球計算盤に載せて画

像を記録した。取得した画像は図 3-4 A と B で示した。画像解析から求めた細

胞面積を用いて面積別の細胞数を図 3-4C に示した。また、求めた各細胞の平

均面積と p 値を表 3-6 に示した。  

図 3-4 に示すように、不織布で増殖した MSC はディッシュで増殖した MSC

に比べて、面積が小さいことが分かった。また面積の違いに有意差があった 

(表 3-6)。したがって、不織布で増殖された細胞において、より老化が進んでい

る可能性は低いと考えられた。 
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図 3-4 不織布とディッシュで 21 日増殖した細胞サイズの比較 ディッシュ（A）

と不織布（B）で増殖した細胞を顕微鏡で観察し、写真を撮った。ディッシュ

（黒丸）と不織布（白四角）で増殖した細胞の面積分布を C で示した。（n = 

122） 

 

表 3-6 Dish と NWF で培養した MSC のサイズ 

 平均面積 (µm2) p 値 

Dish 297.1 
p<0.05 

NWF 204.6 
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3-4. 結言 

第 2 章では、不織布を用いた MSC の培養において高接着効率、高増殖倍率

を得るための培養法を明らかにした。しかし、新しく不織布で培養した MSC

の品質を維持することは重要である。そこで、本章では不織布で培養した

MSC において品質をディッシュ培養した MSC の品質と比較した。その結果、

MSCの細胞表面抗原マーカーであるCD90の陽性率と骨分化能について、不織

布を用いて培養した MSC の方がディッシュの場合より明らかに高く、品質が

高いことがわかった。また、ディッシュと不織布で増殖した MSC のサイズを

比較したところ、不織布で増殖した細胞の方が有意に小さいことから、老化が

進んでいる可能性は低いと考えられた。 

したがって、不織布で増殖した MSC は培養後も品質を維持していると考え

られた。 

 



 
 

 

 

 

第 4 章 

 

不織布担体で増殖した 

間葉系幹細胞が高い骨分化能を 

有する要因 
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4-1. 緒言 

 第 3章で、不織布で増殖したMSCの品質を細胞表面抗原マーカーのCD90、

CD166 の陽性率及び骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分化能に関して、ディ

ッシュ底面で増殖した MSC と比較して評価した。その結果、不織布で培養し

た MSC はより高い CD90 陽性率と高い骨分化能を持っていることを明らかに

した。ここで、CD90 はインテグリンと細胞外マトリックス (ECM)との結合に

関連する膜タンパク質であり、CD90はRGD配列と似た構造を持ち、これを介

してインテグリンと ECM の結合に影響しているといる報告がある (89)。一方、

1-4 で述べたように細胞周囲の ECM が MSC の未分化状態を維持することが考

えられている。そこで、不織布で培養した MSC が高い CD90 陽性率と骨分化

能を持っていて、幹細胞性を維持している要因として、ECM の量が関係して

いるのではないかと考えた。また、MSC の ECM はほとんどタンパク質だから、

ECM タンパク質量を比較することにより、ECM 量を比較した。 

そこで、第 4 章では ECM タンパク質定量法を検討し、不織布で増殖した

MSC とディッシュで増殖した MSC について ECM 量（ECM タンパク質）を

比較することを目的とした。 
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4-2. 材料と方法 

4-2-1. 細胞 

4-2-1-1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞 (MSC) 

 ドナーB (65 歳・女性)から採取した骨髄液から 2-2-1-1.に示した方法で行っ

た。 

4-2-1-2. GFP 組み換えラット脂肪由来間葉系幹細胞 (GFP-MSC) 

自治医科大学分子病態治療研究センターから購入したGFP組換えルイス系ラ

ット (NBRP Rat No.0297, LEW-Tg (CAG-EGFP)1Ys、雌、体重：342 g ) の脂

肪組織由来の間葉系幹細胞(MSC)を用いた。 

 

4-2-2. 培地 

4-2-2-1. 増殖培地 

10%FBS 含有 DMEM-LG は 2-2-2 と同様に作製した。 

4-2-2-2. 骨分化培地 

骨分化培地用の培地は 3-2-2-2 と同様の培地を使用した。 

 

4-2-3. 培養方法 

4-2-3-1. MSC ディッシュ増殖培養 

 MSC 増殖用培地 10 ml を用いてアンプル内の保存細胞を、播種細胞密度が

1.5×103 cells/cm2となるように 100φディッシュ (430167, Corning) に播種し、

37℃、5%CO2雰囲気下でプレコンフルエントになるまで前培養を行った。 

前培養した 100φディッシュの細胞がプレコンフルエント到達後、トリプシ
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ン-EDTA (T3924, Sigma) を用いて細胞を剥がし、所定の細胞密度となるよう

に接着性 6 ウェルプレート(表面積：9.5 cm2)に播種し、培養した。 

4-2-3-2. MSC 不織布増殖培養 

 不織布培養には、浮遊培養用 24 ウェルプレート (MS-8024R, 住友ベークライ

ト) を用いた。3-2-3-1 にて前培養した 100φディッシュの細胞がプレコンフル

エントに到達した後、あらかじめ 2-2-3-2.で用意しておいた不織布に増殖用培

地を用いて所定の細胞密度となるように 10 µl の細胞懸濁液を播種し、37℃、

5％CO2で培養した。播種 1 h 後に不織布中心に培地 10 µl を追加添加し、さら

に 7 h 後、浮遊培養用 24 ウェルプレートのウェル内に増殖用培地を 1 ml 加え

21 日間培養した。培地交換は 7 日ごとに行った。 

4-2-3-3. MSC の剥離 

3-2-3-3 と同様の方法で行った。 

 

4-2-4. ECM タンパク質量の定量法 

4-2-3-1. カルシウムなしの PBS (K +－) 

10×PBS(K +－)を以下のように調整した。50ml 遠沈管に Elix 水 16ml を入

れ、1.7 g NaCl、0.87 g Na2HPO4・12H2O、0.24 g NaH2PO4・2H2O 粉末を加

えて、よく攪拌した。5N NaOH を加えて pH が 6.1～6.3 になるように調整し

た後、20ml にメスアップし、室温で保存した。使用する時、水で 10 倍希釈し

た。10×PBS (K +－)の組成を Table 4-1 に示した。 

 

 



68 

Table 4-1. Composition of 10×PBS (K +－) 

Component Content 

Na2HPO4・12H2O (84125-0301, JUNSEI) 43.7 g/L 

NaH2PO4・2H2O  (192-02815, Wako) 12.2 g/L 

NaCl (191-01665, Wako) 85 g/L 

5N NaOH (192-15985, Wako) 適量  

 

4-2-4-2. 細胞の除去 

 6ウェルプレートと不織布を用いてMSCを所定時間培養した後、培地を吸引

して細胞が接着している 6 ウェルプレートと不織布を PBS (K+－)で 2 回洗浄し

た。次に、PBS (K+－)を用いて 20 mM NH4OH を含む 0.5％ Triton X-100 溶

液を調製した。6 ウェルプレートと不織布を上記の 0.5％ Triton X-100 で 30 s

処理し、6 ウェルプレートと不織布から細胞成分を除去した (83, 93)。さらに、

細胞除去した (脱細胞) 6 ウェルプレートと不織布を PBS (K+－)で 2 回洗浄し、

－30 ℃で保存した。 

4-2-4-3. ECM タンパク質の抽出 

 PBS (K+－)を使用して粉末トリプシン (T4799-5G, Sigma)を溶解し、

0.001％トリプシン溶液を調整した。凍結保存していた脱細胞 6ウェルプレート

と不織布を解凍し、それぞれに 0.3 ml 0.001％トリプシン (6 ウェルプレート：

0.3 ml/well と不織布：0.3 ml/枚)を加え、37℃、5％CO2環境で 40 min 間 ECM

を消化した。その後、の 4％SDS 0.1 ml を加え、撹拌しながら分解した ECM

とトリプシンを含む溶液をエッペンチューブに回収した。次に、Micro BCA 

Protein アッセイキット (Thermo Fisher Scientific)を用いて回収した溶液のタ
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ンパク質濃度を測定した。最後に、測定したタンパク質総量からトリプシン量

を差し引いて ECM タンパク質量を算出した。 

 

4-2-5. ECM が MSC の骨分化能へ与える影響 

4-2-5-1. 天然 ECM が MSC の骨分化能へ与える影響 

4-2-5-1-1. 脱細胞 6 ウェルプレートの作成 

 MSC を 0、0.25、0.5、1×104cells/ cm2の細胞密度で 2 グループの 6 ウェル

プレートに播種した。ECM を大量分泌させるために、50 mM アスコルビン酸

を含む増殖培地を用いて 3 日間培養した (94)。その後、0.5％ Triton X-100 を

使用して細胞を除去し、PBS (K +－)で 2 回洗浄した。2 グループの 6 ウェルプ

レートそれぞれの ECM 量を 4-2-3-3. の方法で測定した。残りの 1 グループの

脱細胞 6 ウェルプレートを－30 ℃で保存した。 

4-2-5-1-2. 脱細胞 6 ウェルプレートに MSC の播種 

 上記の脱細胞 6 ウェルプレートを解凍し、異なる ECM 量設定の各ウェルに

0.01×104 cells/ cm2の細胞密度で MSC を播種し、増殖培地を用いて 21 日間培

養した。培地交換は 7 日ごとに行った。21 日後、トリプシンを利用して細胞を

回収し、0.8×104cells/ cm2 の密度で新しい 6 ウェルプレートに播種し、1 日培

養して細胞を接着させた。 

4-2-5-1-3. 脱細胞 6 ウェルプレートに播種した MSC の骨分化評価 

 4-2-5-1-2 で 1 日培養して細胞を接着させた後、骨分化培地に交換し、14 日

間培養した。この間、3 日毎に骨分化培地を交換した。 

 1％アリザリンレッド S (011-01192, Wako) 溶液を調製し、0.025％水酸化ア
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ンモニウムを用いて pH を 5.1 に調製した。14 日間培養したサンプルの培地を

除去し、PBS(－)で 3 回洗浄した。95%エタノール (17065-0382, JUNSEI) を

加え、室温で 30 min 固定した。エタノールを除去し、PBS(－)で 2 回洗浄した。

1％アリザリンレッド S 溶液で 5 min 染色させた。次に、1％アリザリンレッド

S を吸引除去し、蒸留水で水が完全に透明になるまで洗浄し、染色面積を観察

した。 

4-2-5-2. Ⅰ型コラーゲンが MSC の骨分化能へ与える影響 

4-2-5-1-1.Ⅰ型コラーゲンコーティング 6 ウェルプレートの作成 

 0.3 ml のⅠ型コラーゲン (IPC-05, 高研、東京、日本)溶液 (0、 17、34、170 

µg/ ml)を 6 ウェルプレートに加え、プレートをクリーンベンチで一晩乾燥させ

た。そして、6ウェルプレートにそれぞれ 0、0.53、1.06、5.3 µg/ cm2コラーゲ

ンをコーティングした。 

4-2-5-2-2. Ⅰ型コラーゲンコーティング 6 ウェルプレートに MSC の播種 

 MSC を上記のⅠ型コラーゲンコーティング 6 ウェルプレートの各ウェルに

0.01×104 cells/ cm2の細胞密度で播種し、増殖培地を用いて 21日間培養した。

培地交換は 7 日ごとに行った。21 日後、トリプシンを利用して細胞を回収し、

0.8×104 cells/ cm2の密度で新しい 6 ウェルプレートに播種した。1 日培養して

細胞を接着させた。 
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4-2-5-2-3. Ⅰ型コラーゲンコーティング 6 ウェルプレートに播種した MSC の骨

分化評価 

4-2-5-1-3. と同様の方法で行った。 

 

4-2-6. 細胞数計数 

 ディッシュ培養における細胞数は、細胞懸濁液中の細胞をトリパンブルー染

色し、血球計算盤を用いて計数した。不織布に接着している細胞数は、24 ウェ

ル内の不織布をエッペンチューブ内の 500 µl の脱核染色液 (クリスタルバイオ

レット 1.0 g/l, クエン酸 21 g/l) に浸漬し、室温で 24 h 放置した後、血球計算盤

を用いて染色された細胞核を計数して求めた。 

4-2-7. 蛍光顕微鏡観察 

 不織布ディスク中の細胞を可視化するために、2-2-4-2 に従い、GFP-MSC を

所定条件で不織布に播種し、培養した後、蛍光顕微鏡 (IX 70, OLYMPUS)のス

テージに載せ、40 倍で蛍光観察した (励起波長 395 nm) 。必要に応じて観察画

像を記録した。 
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4-3. 結果と考察 

4-3-1. ECM タンパク質定量法の検討 

 第 3 章で、ディッシュと不織布で培養した MSC の両者について、CD90 陽

性率と骨分化能について比較すると、いずれも後者の方が高かった。その理由

として、ディッシュと不織布で培養したMSC周辺のECM量の違いである可能

性が考えられた。また、MSC の ECM はほとんどタンパク質だから、ECM タ

ンパク質量を比較することにより、ECM 量を比較した。そこで、まずは ECM

タンパク質定量法の有効性を検討した。 

 

4-3-1-1. 細胞を除去する方法の検討 

 20 mM NH4OH を含む 0.5％ Triton X-100 を用いてディッシュや不織布から

細胞を除去できるかを検討した。GFP-MSC を 0.15 あるいは 0.123× 104 

cells/cm2 の播種密度でディッシュと不織布に播種し、3 日間培養した。ネガテ

ィブコントロールとして、播種せず、培地のみを入れたディッシュと不織布を

用意した。3 日後、培地を吸引し、0.5％ Triton X-100 をディッシュと不織布に

加え、30 s 後、PBS で 2 回洗浄した。処理前後のディッシュと不織布を蛍光顕

微鏡で観察した。観察した結果を図 4-1 に示した。0.5％ Triton X-100 処理前

のディッシュ (図 4-1A) と不織布 (図 4-1D)には大量の緑色蛍光細胞が観察され

た。しかし、培養後、0.5％ Triton X-100 処理したディッシュ (図 4-1B)と不織

布 (図 4-1E)には未播種のネガティブコントロール (図 4-1C, E)と同じく、緑色

の蛍光がほとんど観察されなかった。したがって、0.5％ Triton X-100 処理に

より、ディッシュと不織布から細胞をほぼ除去できることが確認された。これ
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は、0.5％ Triton X-100 を用いて細胞を溶解させ、PBS(－)で細胞破片も洗い流

すことができたとの報告と一致した (93)。 

 

図4-1 TritonX-100を利用してディッシュ及び不織布から細胞を除去する方法

の検討 ディッシュ（A、B）及び不織布（D、E）に GFP-MSC を播種して 3

日間培養した後、TritonX-100 処理前（A、D）と処理後（B、E）の様子を蛍

光顕微鏡で観察した。細胞を接種していないディッシュ（C）と不織布（F）が

コントロールとして観察された。 

 

4-3-1-2. ECM タンパク質抽出方法の検討 

次に、細胞を取り除いた後のディッシュ底面や不織布繊維表面などに残っ

ている ECM タンパク質を定量する方法を検討した。通常のタンパク質抽出法

では、DDT など強力な還元剤を含むタンパク質抽出バッファーを利用して

ECM 抽出する(95)。しかし、強い還元剤を含むため、通常のタンパク質アッセ

イキットを用いた ECM タンパク質定量には通用できないと考えた。そこで、
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本実験ではトリプシンと SDS を用いてタンパク質を抽出して、BCA 法により

定量する ECM 定量法を検討した。I 型コラーゲン水溶液を 6 ウェルプレート 

(9.9 µg/ウェル、0.3 ml)と不織布 (8.2 µg/NWF、0.01 ml)に加え、クリーンベン

チ内で一晩乾燥させた。6ウェルプレートと不織布に 0.001％トリプシン 0.3 ml

を入れて 40 min インキュベートし、分解された I 型コラーゲンを SDS 溶液を

加えて回収した。回収された溶液中のタンパク質量を BCA 法で測定した。そ

の結果を図 4-2 に示した。6 ウェルプレートと不織布から回収した溶液のタン

パク質量は各々11.8 および 9.3 µg であり、回収率 (測定したタンパク質の量－ 

添加したトリプシンの量 / コーティングした I 型コラーゲンの量×100％)は

90.6 および 102.1％だった。 

 

図 4-2 ディッシュと不織布にコーティングした I 型コラーゲンの回収 ディ

ッシュや不織布にコーティングした I 型コラーゲン、及び添加したトリプシン

の量をそれぞれ測定し、添加量として左側の白棒と黒棒で示した。回収したタ

ンパク質の総量は右側の白棒と黒棒で示した。 
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したがって、6 ウェルプレートと不織布にコーティングされた I 型コラーゲ

ンはトリプシンと SDSにより、ほぼ完全に回収できたと考えられた。そこで、

以降の実験ではこの方法で ECM タンパク質を定量することとした。 

 

4-3-2. ディッシュと不織布で培養した MSC の ECM 量の経時変化 

 MSC を不織布  (0.0245×104 cells/cm2)と 6 ウェルプレート  (0.01×104 

cells/cm2)各播種密度で播種し、21 日間培養した。細胞密度測定及び培地交換

は 7 日ごとに行った。その間、培地交換直前に、6 ウェルプレートと不織布を

サンプリングして、0.5％ Triton X-100 により細胞を除去し、測定まで－30℃

で保存した。同時にこの時点の細胞数を計数した(図 4-3A)。 

その結果、図 4-3A に示すように培養初期 (0〜7 日)では不織布での細胞増殖

速度は 6 ウェルプレートと比べて遅かったが、対数増殖期 (7〜14 日)では両方

がほぼ同じ速度で増殖していた。一方、衰退期 (14〜21 日)において、6 ウェル

プレートと不織布で培養した細胞の増殖速度は両方とも対数期と比較して低下

した。 

 21 日後、凍結保存していた全てのプレートと不織布を解凍し、トリプシンと

SDS を使用して ECM タンパク質を抽出し、BCA 法で定量した。ECM タンパ

ク質量の定量結果は 2 つの形で表示した。1 つ目は単位面積あたりの ECM タ

ンパク質量 (ECM タンパク質量/ウェルの底面積あるいは、ECM タンパク質量/

不織布繊維の表面積) を図 4-3B に示した。2 つ目は細胞数あたりの ECM タン

パク質量 (ECM タンパク質量/この時点の各細胞数) を 図 4-3C に示した。 
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図 4-3 ディッシュと不織布で培

養した MSC の ECM タンパク質

量の経時変化 MSC を 6 ウェル

プレートと不織布で 21 日間培養

した。Aは 6ウェルプレート（白）

と不織布（黒）で培養した細胞

の細胞密度の経時変化である。7

日毎に 6 ウェルプレートと不織布

での ECM タンパク質を測定した。

6 ウェルプレートの底面積あたり

あるいは不織布繊維面積あたりの

ECM タンパク質量を B で示した。

各時点細胞あたりの ECM タンパ

ク質量を C で示した。（n = 3、平

均値±SD、 

* p <0.05） 
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図 4-2 B, C に示すように、播種初期 (0～7 日) に、不織布での ECM タンパク

質量は細胞あたりでも面積あたりでも、6 ウェルプレートより高かった。対数

増殖期 (7～14 日) において、6 ウェルプレートと不織布で ECM タンパク質の

蓄積量が増えたが、依然として不織布の方が面積あたりでも細胞あたりでも

ECM タンパク質量が有意に高かった。一方、衰退期 (14～21 日) になると、不

織布での ECM タンパク質の蓄積量が対数期と変わらなかったが、6 ウェルプ

レートの方ではさらに蓄積量が増えたので、不織布より面積あたりの ECM タ

ンパク質量が高くなった (図 4-3 B)。同時に、細胞あたりの ECM タンパク質量

は 6 ウェルプレートと不織布両方がほぼ同じになった (図 4-3C)。すなわち、細

胞が盛んに増殖して代謝も活発と考えられる対数増殖期及び培養初期では、細

胞及び接着面積あたりの ECM 量がディッシュより不織布の方が大きかった。

4.1.で述べたように ECM が MSC の幹細胞性の維持と関係することが知られて

いるので、このことが MSC の CD90 陽性率 (未分化性の維持)及び骨分化能の

高さの要因となった可能性が考えられた。 

 

4-3-3. 培地由来のタンパク質のディッシュと不織布への吸着 

不織布で培養した MSC がディッシュで培養するより未分化性が高く維持さ

れる要因の一つは、前節では蓄積した ECM タンパク質量が不織布の方が多い

ことであると考えられた。ただし、蓄積 ECM の由来は細胞からの分泌量と、

培地からの吸着量という 2 つの由来があると考えた。次に、この 2 つのうちタ

ンパク質吸着量の差について検討した。 

6 ウェルプレートと不織布に吸着する培地由来のタンパク質を定量するため
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に、増殖培地だけを 6 ウェルプレート(2 ml/well; 面積: 9.6cm2)と、不織布を入

れた浮遊培養用 24 ウェルプレート(1 ml/well; 繊維の表面積: 12.24 cm2), に加

え、5％CO2で 37℃の雰囲気で 21 日間インキュベートした。培地交換は 7 日ご

とに行った。その結果を図 4-4 に示した。 

 

図 4-4 MSC を播種せず、ディッシュと不織布に吸着した培地由来のタンパク

質 6 ウェルプレートと不織布に培地だけを加え、21 日間インキュベートした。

6 ウェルプレートの底面積あたりあるいは不織布繊維面積あたりタンパク質量

を 7 日毎に測定した。（n = 3、平均値±SD、* P <0.05）。 

 

 

7 日目に 6 ウェルプレートと不織布の両方には、少量のタンパク質しか吸着

しなかった。 14 日目に、不織布に吸着したタンパク質の量は、6 ウェルプレー

トに吸着したタンパク質の量より有意に高いことが分かった。21 日目に、不織

布でのタンパク質の蓄積が 14 日目とほとんど変わらなかったが、6 ウェルプレ

ートの方はタンパク質がさらに蓄積し続け、不織布でのタンパク質量より高く
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なった。この傾向はMSCを培養した場合の面積あたりのECMタンパク質量の

経時変化 (図 4-3B) と同様だった。 

細胞が存在する条件の ECM タンパク質量 (図 4-3B)から 細胞がない条件のタ

ンパク質 (図 4-4)を引くと、その差は細胞の活動により産生したタンパク質量

を示す可能性が考えられた。計算した結果、その差は不織布の方が 6 ウェルプ

レートより多かった (データ示さず)。この原因として、不織布の 3D 多孔質構

造は本来 MSC が存在している骨髄中の環境に類似していることと関係してい

る可能性が考えられた(96-97)。 

以上、21 日間のディッシュと不織布培養において、培地からの吸着に由来す

るタンパク質量が、培養後期 (21 日)を除くと、不織布の方がディッシュに比べ

て有意に高い可能性が考えられた。 

 

4-3-4. ECM 量の MSC 骨分化能への影響 

ECM 量の MSC 骨分化能への影響を調べるために、異なる細胞密度(0, 0.25, 

0.5, 1×104 cells/cm2) の MSC を 50 mM アスコルビン酸を含む増殖培地で 3 日

間培養し、TritonX-100 で細胞を除去し、異なる濃度(A, 0; B, 1.48; C, 3.41; D, 

4.89 µg/cm2 以上、実測値)で天然 ECM コーティングされた 6 ウェルプレート

を得た。平行実験として、異なる濃度のⅠ型コラーゲンをコートした 6 ウェル

プレート(E, 0; F, 0.53; G, 1.06; H, 5.3 µg/cm2以上、計算値)も用意した。 MSC

をこれらの 6 ウェルプレートに播種し、21 日間培養した。 21 日後、細胞を剥

離して骨分化能を調べた。その結果を図 4-5 に示した。 

コーティングされた ECM (図 4-5A-D) とコラーゲン (図 4-5E-H) のタンパク
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質量が高いほど、アリザリンレッド S 染色面積が広い傾向が認められた (図 4-

5I, J)。つまり、ECM 量と骨分化能との間に正の相関関係があることが示唆さ

れた (図 4-5)。 

 

 

図 4-5  MSC 由来 ECM タンパク質と I 型コラーゲンの量が MSC の骨分化能

へ与える影響 MSC 由来 ECM タンパク質（A～D、0、1.48、3.41、4.89 µg / 

cm2）及び I 型コラーゲン（E～H、0、0.53、1.06、5.3 µg / cm2）でコーティ

ングした 6 ウェルプレートで MSC を 21 日間培養した後、骨細胞に誘導し、染

色した。ImageJ を利用して染色された面積（I, J）を測定した。 
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したがって、図 4-3B に示した培養において、培養初期と対数増殖期 (0〜14

日)の ECM 量がディッシュより不織布で多いことが、ディッシュの MSC より

不織布の MSC の方が MSC の骨分化能が高い要因であると考えられた。 
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4.4. 結言 

近年、ECM は幹細胞の幹細胞性維持に強く関係することが報告されている 

(76-81)。そこで、4 章では、不織布で培養した MSC がディッシュで培養した

MSC より高い骨分化能と CD90 陽性率を持つ要因について細胞周囲の ECM 量

（ECM タンパク質量）に注目し、検討した。 

初めに不織布とディッシュの ECM タンパク質量を比較するために、ECM タ

ンパク質定量方法を検討した。その結果 Triton X-100 による細胞溶解して、

PBS(－)で洗浄後 (図 4-1)、ECM のトリプシン分解、SDS 抽出と BCA 法によ

る定量をすることによって可能であることを示した。 

以上の ECM タンパク質定量法を利用してディッシュと不織布で培養した

MSC 周囲の ECM タンパク質量を定量した。その結果、培養初期と対数増殖期 

(0〜14 日)では、不織布での面積あたりの ECM タンパク質量 (図 4-3B)も、細

胞あたりの ECM タンパク質量 (図 4-3C)も、ディッシュの場合より多かった。

それに対して、衰退期 (14〜21 日)では、ディッシュで培養した細胞周囲の

ECM タンパク質量は更に増加し、不織布より高くなった。この傾向は、細胞

を播種しないディッシュと不織布へ培地から吸着したタンパク質の量の経時変

化 (図 4-4)と一致した。  

ECM 量が骨分化能へ与える影響を調べた結果、接着面に天然 ECM あるいは

Ⅰ型コラーゲンの量が多いほど、MSC の骨分化能が高くなることが強く示唆

された (図 4-5I、J)。 

以上の結果より、不織布で増殖した MSCが、ディッシュで増殖した MSCと

比べて著しく高い骨分化能を持っている要因の一つとして、不織布での細胞周
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囲の ECM 量がディッシュより高いことが考えられた。
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近年、人工多能性幹細胞 (iPS 細胞)、胚性幹細胞 (ES 細胞)、間葉系幹細胞 

(MSC)などの幹細胞を利用した再生医療、すなわち、幹細胞を増殖、分化、三

次元化して得られた組織や臓器を用いた治療方法が期待されている。これら幹

細胞の中で、MSCは採取しやすく、高い増殖能と多分化能を持つことから、有

望な再生医療用の細胞源として考えられている。また、MSCは免疫拒絶を受け

にくいため、自家細胞とは異なり、同じロットの同種細胞を多数の患者に移植

し、大幅に治療期間を短縮する大量生産型の同種移植システムが可能であると

考えられている。しかし、MSC を用いた同種移植では同一ロットの 1×1010 個

以上の大量の MSC が必要と考えられた。そこで、MSC の同種移植を実現する

ためには、MSC の品質を維持しながら、MSC を大量培養することが重要にな

る。そして、MSC を大量培養するには MSC を高密度に培養可能な培養方法が

必要となる。 

そこで我々は通常のディッシュ様の平面担体ではなく、3 次元担体である不

織布に注目した。不織布とは、1 本ごとに分散した繊維が熱による接着によっ

て形成された 3 次元の繊維集合体である。不織布は体積当たりに高い表面積を

有するため、不織布内で MSC は高密度に増殖できると考えた。 

本研究では、高い培養成績に必須な高い接着効率と高い増殖倍率を得るため

の不織布担体への MSC の播種方法を検討すると共に、本培養方法で得られた

細胞の MSC としての品質及びそれが得られた要因を明らかにすることを目的

とした。 

 本論文は序論および総括を含む 5 章から構成されている。 
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 第 1 章は序論であり、本研究の背景および目的を明らかにした。 

 

 第 2 章では、不織布ディスクへの MSC の播種方法を検討した。不織布への

播種細胞懸濁液量を不織布ディスク (直径：15.1 mm、厚さ：0.1 mm)の空隙体

積に近い 10 µL とし、播種 1 h 後に培地 10 µL を追加添加して不織布内の細胞

分布を均一化することにより、播種密度を 0.15×103 cells/cm2-NWF まで下げ

ても、接着効率約 64%及び増殖倍率約 48 倍が得られることを明らかにした。 

 

 第 3 章では、不織布を用いて培養した細胞の品質を CD90 陽性率と分化能の

点から評価した。その結果、不織布で培養した MSC の CD90 陽性率と骨分化

能が、いずれもディッシュ培養した MSC より有意に高いことを明らかにした。 

 

第 4 章では、不織布で培養した MSC が高い CD90 陽性率と骨分化能を持つ

要因について細胞周囲の ECM 量（ECM タンパク質量）に注目し、検討した。

ディッシュと不織布各々で培養した MSC を用いて、Triton X-100 による細胞

融解、PBS 洗浄後、ECM タンパク質のトリプシン分解、SDS 抽出と BCA 法

によるタンパク質定量という一連の操作により、MSC 周辺の ECM タンパク質

量を定量できることを明らかにした。この方法を用いて、21 日間のディッシュ

と不織布の培養におけるタンパク質量を測定し、培養後期 (21 日)を除くと、不

織布のタンパク質密度の方がディッシュ上の密度に比べて有意に高いことを明

らかにした。さらに、接着面にコーティングした ECM あるいはⅠ型コラーゲ

ンの量が多いほど、MSCの骨分化能が高くなることも明らかにした。以上から、

不織布で増殖した MSCが、ディッシュで増殖した MSCと比べて著しく高い骨

分化能を持っている要因の一つとして、不織布で培養した細胞周囲の ECM 量
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がディッシュより高いことが考えられた。 

 

 第 5 章では、総括として本研究で得られた成果についてのまとめおよび今後

の展望を述べた。 

 

 本論文では、細胞接着担体として不織布を利用して MSC を大量培養する

際に、高接着効率、高増殖倍率を得るに適した、不織布への細胞播種法を提案

した。さらに、本方法では CD90 陽性率と骨分化能が比較的高い高品質な細胞

が得られ、その要因の 1 つが細胞周辺に高密度となった ECM であることも示

された。今後、不織布を用いて、高品質の MSC を大量に生産する技術として

期待される。 

 したがって、本研究は MSC の大量生産による同種移植システムの実現の可

能性を高め、再生医療の進歩に貢献できると考える。 
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