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研究成果の概要（和文）：フローサイトメーター(FACS)や磁気ビーズ法（MACS）より簡便で、
かつ、特異細胞表面マーカーの「密度」に依存した連続的な分離が可能で、さらに、従来
法のように幹細胞を抗体などで標識する必要のない新たな幹細胞分離用細胞ローリングカ
ラムを開発した。白血球はその表面糖鎖と血管内腔のセレクチン分子との連続的な相互作
用により、血管内壁をローリングすることで炎症部位へと集積する。本研究では、この細
胞ローリング現象を応用して、幹細胞表面マーカーに対する特異抗体を内腔面に固定化し
たチューブ状カラムを作製し、単離間葉系幹細胞（MSC）を表面マーカー密度で分離し、各
分画に存在する幹細胞の分化能特性を詳細に検討することで、従来よりさらに純度の増し
た幹細胞画分の分離を可能にした。また、非特異的相互作用を強く抑制するベタイン構造
を表面抗体固定化部位に導入する事で、非特異的な強い細胞の相互作用が抑制され安定な
細胞ローリングを再現することが可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）：We successfully developed a stem cell rolling column with a soft-interface 

bearing anti cell surface marker molecules antibody.  A clued mesenchymal stem cell suspension 

was separated using these column and two different subpopulation of MSC was discovered in 

CD34 low and high franctions.  We came up with a big problem about the non-specific cell 

entrapment on the antibody-immobilized column, and it reduces the efficiency of specific cell 

purification based on cell-rolling. To overcome this problem, newly modified surfaces were 

designed and evaluated for the cell-rolling surface. Hydrophilic polymer grafting, silane coupling 

reagents, and SAM on Au were selected and evaluated for the cell-rolling surfaces. As the results, 

zwitterionic telomer brush containing 2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC) efficiency 

suppressed the non-specific interaction between cells and antibody-immobilized surface. Finally, 

poly[MPC-co-n-butyl mechacrylate (nBMA)-co-N-vinylformamide (NVF)] copolymers were 

found to be very effective to suppress the interaction and achieved the very stable cell rolling and 

excellent cell separation property.  
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療の発展と時を同じくして、ES 細
胞や間葉系幹細胞などが見いだされ、さらに、
人工多能性幹細胞（iPS）が報告されると、
細胞を利用した新たな医療が急激に進歩し
た。2010年 11月、ヒト幹細胞を用いる臨床
研究に関する指針が改訂され、虚血改善など
の優れた臨床研究の成果が報告されている。
骨髄などから採取した幹細胞を同じ患者に
注入する自家細胞移植が主流であるが、基材
への接着挙動や磁気ビーズ法などで単利さ
れた幹細胞の純度の低さが問題となってい
る。この点は、iPS 細胞などから分化誘導さ
れた有用細胞でも問題となる。 
 
２．研究の目的 
 幹細胞は、細胞の表面マーカーの種類やそ
の発現量の変化をともなって成熟細胞へと
分化する。従って、磁気ビーズのように細胞
表面マーカーの有無による単離するだけで
なく、目的マーカー分子の発現量も細胞純化
のための指標として有望である。我々は、フ
ローサイトメーター(FACS)より簡便に、かつ、
連続的な幹細胞分離が可能であり、さらに、
FACSのように細胞を標識する必要のない新
たな細胞ローリングカラムを開発した。細胞
ローリングは、ソフト界面で起こるダイナミ
ックな現象の１つである。たとえば、白血球
は糖鎖とセレクチンとの連続的な相互作用
により、血管内壁をローリングすることで炎
症部位へと集積する。本研究では、幹細胞表
面マーカーに対する特異抗体を内腔面に固
定化したチューブ状カラムを作製し、単離間
葉系幹細胞（MSC）をローリングさせること
で分離し、各分画の細胞の分化能特性などを
詳細に検討した。 
 
３．研究の方法 
３３３３....１．１．１．１．    抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での    MSCMSCMSCMSC 分離分離分離分離        
 内径 0.5mm、長さ 10cm のチューブ状カラム
内腔にポリアクリル酸をグラフト重合し、
CID活性化法にて抗CD34抗体を固定化して細
胞ローリングカラムを作製した。マウス骨髄
由来 MSC を従来法で採取し、2×104 個をカラ
ムに注入してリン酸緩衝液の液流により細
胞をローリングさせ、15 秒ごとにフラクショ
ンを分取することで、サブポピュレーション
を分離した。原理的には、CD34 陰性細胞は抗
体固定化表面と相互作用せず、また、CD34 高
発現細胞ほど、ゆっくりとローリングするた
めに溶出時間が遅延する。 
 
３３３３....２２２２．．．．    非特異吸着の抑制非特異吸着の抑制非特異吸着の抑制非特異吸着の抑制        
最大の問題点は、細胞溶出率が 40%程度と低
いことであった。作製した界面における細胞
の動的挙動を超高速カメラ顕微鏡により観

察した結果、液流によりローリングしながら
カラム内腔の界面を進む MSC とともに、界面
状で停止し二度と脱離しない細胞群が多く
観察された。詳細な検討の結果、アクリル酸
分子による非特異的な接着挙動が大きいこ
とが問題であることが判明した。そこで、グ
ラフト鎖のように厚みを有する抗体固定化
ではなく、単層状に配列することおよび、非
特異的吸着を低減させる図３に示したさま
ざまな固定化手法を検討した。 
３３３３....３３３３．．．．    界面との完全な相互作用界面との完全な相互作用界面との完全な相互作用界面との完全な相互作用        
もう一つの問題は、カラム内腔面と接触する
こと無く流される細胞群であった。一部の細
胞は液流に流されてあるポイントからロー
リングする。細胞ローリング速度は細胞表面
情報を正確に反映するが、この現象がカラム
の分離特性を大きく減少させる。そこで、図
4 に示したマイクロチップを開発した。円状
の流路中に MSC 懸濁液を流し、ある時点で所
定時間停止させることで、全細胞が流路下面
の抗体固定化面と接触する。 
 
 
４．研究成果 
４４４４....１．１．１．１．    抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での    MSCMSCMSCMSC 分離分離分離分離        
各フラクション中の細胞の CD34 レベルを
FACS で定量したところ、溶出時間の遅延とと
もに CD34 発現量が上昇することが確認され、
コンセプトが確認された。次に、骨芽細胞分
化培地で各フラクション中の MSC を処理した
結果を図 2に示した。初期のフラクション
#2・#3、または、後期のフラクション#6・#7
において強い骨分化が認められた。この骨分
化は CBFA1 のリアルタイム PCR 解析によって
も裏付けられた。しかし、Osteonectin, 
Osteopontin の発現プロファイルは、CD34 の
発現密度が高いフラクション#6 や#7 で比較

Figure 1 Cell separation  on 

ligand-immobilized surface. 

 



的強く発現していた。骨髄細胞に含まれる培
養基材接着精細胞が MSC とされるが，多くの
細胞郡を含んでいることもよく知られてお
り、CD34 陽性の骨芽前駆細胞の存在も報告さ
れている。骨髄細胞中の CD34 陽性細胞を抗
CD34 抗体固定化カラムにより間葉系幹細胞
を分離することで、多能性を有する本来の
MSC と骨細胞への分化が運命づけられた骨
芽前駆細胞との分離に成功した。すなわち、
同様の手法により、固定化するリガンドを
種々選択することで、神経細胞や、脂肪細胞、
骨格筋細胞、あるいは心筋細胞へ分化する細
胞群を単離することが可能であることを示
している。この手法は、細胞自身に標識する
ことなく分離精製できる手法であり、蛍光標
識する必要があるフローサイトメトリーや
磁気ビーズ法などと比較して、よりイナート
な条件で細胞の分離や回収が可能であり、ソ
フト界面を利用した新たな細胞分離・診断デ
バイスとして期待できる。 
４４４４....２２２２．．．．    抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での抗体固定化界面での    MSCMSCMSCMSC 分離分離分離分離    
最終的には、zwitterionic telomere brush
界面の有用性を見いだした。細胞やタンパク
質の非特異的な吸着を抑制できることが報
告されている上に、原子移動ラジカル重合法

により基材界面へ導入できる為に、グラフト
ポリマー鎖長を精密にコントロールするこ
とができる。Zitterionic telomere brush を
導入した界面を作製し、ラット脂肪組織由来
の間葉系幹細胞（MSC）の分離挙動を検討し
た結果、細胞溶出率は約 90％まで上昇し、ま
た、細胞分画く特性も飛躍的に向上した。 
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