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研究成果の概要： 骨髄間葉系幹細胞をディッシュ底面に接着し分化誘導因子を添加して軟骨

細胞への分化培養を行い、位相差顕微鏡にて観察するとともに、分化度の指標としてアグリカ

ン mRNA の発現率(%)を定量した。その結果、分化誘導培養中のアグリカン mRNA 発現率が、全細

胞数に占める大きい多角形細胞（多角形度（=面積/(長径)2）が 0.3 以上かつ接着面積が 4000μm2

以上である細胞）の数の割合に比例することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
急速に実用化が進められている培養皮膚、培

養軟骨など成熟組織細胞を増殖させて用い

る再生医療で得られる科学的知見や経験を

土台にし、幹細胞を用いたより広範囲な再生

医療へと発展することが期待されていた。こ

こでは細胞の増殖のみならず分化を制御せ

ねばならず、そのためには効率的な分化誘導

培養法の開発は言うまでもないが、細胞の分

化状態を非侵襲的に診断する技術の確立が

不可欠であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非侵襲的に得られる細胞の顕微

鏡観察画像をもとにして細胞の分化状態を

診断する新規診断方法の基礎を確立するこ

とを目的にした。より具体的には、ヒト骨髄
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養系において、顕微鏡観察で得られる細胞の

形態的特長から、軟骨細胞特有な遺伝子の発

現率を、細胞１個単位で診断できることを明

らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞(MSC)を

10％ウシ胎児血清含有 DMEM 培地を用いてデ

ィッシュに播種し(0.75×103 および 1.5×

103 cells/cm2)、37℃、5% CO2 の雰囲気下で

細胞を接着させた後、分化誘導因子としてデ

キサメタゾン、TGF-β3 および IGF-1 を含む

DMEM 培地に交換し、さらに 1～21 日間培養

した。これらの細胞の倒立顕微鏡像を経時的

にデジタル保存すると共に、細胞をトリプシ

ン処理により回収し軟骨細胞の特徴の一つ

であるアグリカンの mRNA 発現率を定量的

RT-PCR 法によりヒト初代軟骨細胞をポシテ

ィブコントロールとして定量した。細胞画像

をプリントアウトし、細胞の長径を測定した。

また、細胞の形に沿って切り取り秤量し細胞

の面積を算出した。面積の値を長径の値で割

った値を便宜的に短径と考え、短径／長径比

を算出した。 

  

(2) 10％ウシ胎児血清のほかに分化誘導因子

としてデキサメタゾン、TGF-β3および IGF-1

を含む DMEM 培地を用いて、ヒト骨髄由来 MSC

を用いて、軟骨細胞への最も一般的な分化誘

導培養法であるペレット培養を行った。ペレ

ット培養後の細胞を播種密度(1.5×103 

cells/cm2)で細胞培養ディッシュ（Corning, 

21 cm2）に播種し 37℃、5% CO2 の雰囲気下で

1 日培養して接着させた後、任意の細胞につ

いて細胞形態を解析した。すなわち、細胞画

像をプリントアウトし、細胞の長径を測定し

た。また、細胞の形に沿って切り取り秤量し

細胞の面積を算出した。面積の値を長径の値

で割った値を便宜的に短径と考え、短径／長

径比を多角形度と定義し算出した。細胞形態

解析と共に、その細胞近傍へフェムト秒レー

ザー（100 Hz, 1/60 sec/ショット）を照射

して細胞 1 個を剥離しプーラー（PC-10, 

NARISHIGE）で回収した。回収した 1 細胞か

ら mRNA を抽出し、1 細胞定量的 RT-PCR によ

りアグリカン発現を定量した。      

 

(3) ヒト MSCから軟骨細胞への分化培養にお

いて、MSC 特有の複数の表面抗原の有無を定

量的に解析することにより、軟骨への分化と

細胞形態との関連性のより直接的な証明に

資することを目的とした。 

 TGF-β3とIGF-1を含む培地を用いて24穴

プレート（1.8 cm2）底面上でヒト骨髄由来

MSC を分化培養し、細胞形態を解析するとと

もに免疫蛍光染色により CD90、CD166 の有無

を調べた。この時、対照として繊維芽細胞と

軟骨細胞を同時に染色し、蛍光輝度値の閾値

を決定した。 

 
 

４．研究成果 

(1) 細胞のアグリカンｍRNA の発現率は培養

中経時的に増加した。一方、培養初期は長細

い形態をした細胞が大部分だったが、円形に

近い形態をした細胞の割合が経時的に増加

した。一方、分化誘導因子を含まない培地で

培養した細胞にも丸い形態をしたものが少

数存在したが、それらは比較的面積の小さい

ものがほとんどであった。 

以上の観察結果を参考にし、丸い細胞は短

径長径比が比較的大きいと考え、面積値と短

径／長径比の組み合わせの中から、アグリカ

ン発現率と相関関係をもつパラメータを検

索した。その結果、［面積＞ 4000 μm2 ］か

つ［短径／長径＞ 0.3 ］の条件を満たす細

胞数が全細胞数に占める割合に対して、アグ

リカンの発現率をプロットした場合に比較

的高い相関関係（ｒ2＝0.98）という高い相関

関係が得られた。以上のことから、細胞形態

の顕微鏡観察画像の解析により間葉系幹細

胞から軟骨細胞への分化度を非破壊的非侵

襲的に診断できる可能性が明らかとなった。 

 

(2) 接着面積が 4,000 μm2以上かつ多角形度

が 0.3 以上の細胞（大きい多角形細胞）は全



 

 

て、ヒト正常軟骨中の軟骨細胞における発現

に比較して 10%以上の高いアグリカン発現率

を示した。このことから、MSC の軟骨細胞へ

の分化培養において、培養中の細胞形態から

軟骨細胞への分化を診断できる可能性が 1細

胞単位で示された。 

 

(3) 分化培養後の MSC において、大きい多角

形細胞に含まれる CD90 陰性または CD166 陰

性の細胞の割合は約 80％と高く、逆に、CD90

陰性または CD166陰性の細胞に含まれる大き

い多角形細胞の割合も 60％以上と高かった。

この結果は主観的に CD90 の有無を判断した

従来の結果とほぼ同じであったが、客観的に

判断したことから、この細胞診断方法の信頼

性は高まったと考えられた。 

 2 重免疫蛍光染色結果の客観的判断と細胞

形態解析に基づき、大きい多角形細胞が高い

割合で CD90、CD166 に陰性であり、軟骨系統

細胞に分化している細胞である可能性がよ

り高くなった。 
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