
東京農工大学・農学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０５

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

イヌ間葉系幹細胞の品質管理に関する基盤的研究

Basic reserch for quality management of canine mesenchymal stem cells

６０１７５９４０研究者番号：

新井　克彦（ARAI, Katsuhiko）

研究期間：

１８Ｋ０５９９０

年 月 日現在  ３   ５ ２６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：イヌCD73/CD90/CD105に対応する組換え蛋白質を抗原としてマウスへ免役した。これ
らのマウスの脾臓細胞とミエローマを融合し、モノクローナル抗体を作製した。その結果、CD73（3クロー
ン）、CD90（3クローン）およびCD105（4クローン）を樹立し、得られたモノクローナル抗体はウェスタンブロ
ッティングによりイヌCD73/CD90/CD105を特異的に認識し、イヌMSCを用いたフローサイトメーター解析により有
意な右方シフトを示した。さらに、CD105については血管内皮細胞も認識し、フィブロネクチン上でその発現が
上昇することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To produce monoclonal antibodies against canine CD73, CD90 and CD105, their 
fusion protein was immunized to mice and spleen cells were fused with myeloma cells. As results, 
monoclonal antibodies to CD73 (3 clones), CD90 (3 clones) and CD105 (4 clones) were successfully 
established. These antibodies specifically reacted canine CD73, CD90 and CD105 by western blotting, 
and were recognized as useful tools for identification of canine mesenchymal stem cells. 
Furthermore, anti-CD105 antibody reacted wit cultured aortic endothelial cells and protein level 
corresponding to CD105 was upregulated on fibronectin.

研究分野：獣医生化学、再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト再生医療領域においては、国際細胞療法学会（ISCT）により再生医療に用いるための間葉系幹細胞（MSC）
の品質を保証する条件の1つとして、「CD73, CD90およびCD105を発現すること」が掲げられている。獣医療にお
いてもイヌにおけるMSCを用いた再生医療が開始されているが、獣医療におけるMSCの品質管理技術は不十分であ
り、その整備は急を要する。本研究において作製したイヌCD73, CD90並びにCD105に対するモノクローナル抗体
は、イヌMSCの同定に有用なツールとなり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 間葉系幹細胞（MSC）移植を基盤とした再生医療では、用いる MSCの品質を管理することが
重要であり、ヒト再生医療領域においては、①培養シャーレへの接着性を有する、②骨、軟
骨、脂肪への分化能を有するおよび③CD73、CD90、CD105を発現すること、が必須条件とさ
れている。一方、イヌにおいてはこれら３種の CDが MSCの細胞表面マーカーとなるかどうか
は明らかになっておらず、また市販抗体の多くはヒトやマウスに対するもので、イヌ CDに対
する反応性も明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
イヌ CD73、CD90および CD105に反応するモノクローナル抗体（MAb）を作製し、イヌ脂肪

由来 MSCに対する反応性を検索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 イヌ cDNAデータベースより得たイヌ CD73/CD90/CD105に対応する細胞外領域の 5’末端
を、イヌ脳 cDNAを鋳型として RT-PCRにより増幅した。以下、使用した PCRプライマーを示
す。なお、下線部は pETite N-His SUMO Kan Vectorへ導入するためのリンカー配列、波
線は転写開始点を示す。 
 
イヌ CD73 
Upper Primer: 5' CGCGAACAGATTGGAGGTATGGGGCCCCGAGCCGCC 3’ 
Lower Primer: 5' GTGGCGGCCGCTCTATTAGGCATCGTAGCGCAGGGC 3’ 
 
イヌ CD90 
Upper Primer: 5' CGCGAACAGATTGGAGGTCTCGGCACCATGAACCCC 3’ 
Lower Primer: 5' GTGGCGGCCGCTCTATTAGGTGATGGGAGGCTGGCC 3’ 
 
イヌ CD105 
Upper Primer: 5’ CGCGAACAGATTGGAGGTATGGACCGCACCGCGCTTCCC 3‘ 
Lower Primer: 5’ GTGGCGGCCGCTCTATTACGCCCAGGCGAGGAGCTGGCT 3‘ 
 
上記のプライマーにより増幅された各 CDに対応する cDNAを pETite N-His SUMO Kan 
Vectorにクローニングし、大腸菌 BL21(DE3)にトランスフォームした後に IPTG存在下で融
合タンパク質を誘導した。モノクローナル抗体（MAb）は His SUMO-tagを SUMOプロテアー
ゼで切断・除去した組換えタンパク質を抗原としマウスに免疫することで樹立した。 
各 CDを認識する MAbを用いたフローサイトメトリーを、培養脂肪由来イヌ MSCに供した。

さらに CD105については培養イヌ血管内皮細胞を用いて詳細な検討を実施した。 
 
４．研究成果 
各 CDに対して得られた Mabは表 1に示すように、抗イヌ CD73抗体が 3クローン、抗イヌ
CD90抗体が 3クローン、抗イヌ CD105抗体が 4クローン樹立できた。 
 
表 1 

canine CD73 

subclone isotype 
 

canine CD90 

subclone isotype 

1B5 IgM(k) 
 

1B4 IgG1(k) 

2B3 IgG2b(l) 
 

1F3 IgG2a(k) 

3C10 IgG2b(l) 
 

2F12 IgG2a(k) 

 

canine CD105 

subclone isotype 

1G1 IgG2a(k) 

2E5 IgG1(k) 

3E3 IgG1(l) 

3G2 IgG1(k) 

 
 



各 CDに対する Mabを用いてイヌ MSCについてフローサイトメーター解析を行ったところ、図
1に示すように CD73（図 1a）、CD90（図 1b）および CD105（図 1c）について、明確な右方
変位が見られた。このことから本研究課題で作製したモノクローナル抗体は、イヌ MSCの同定
に有用な抗体であることが示された。 
 
図 1a 

 
 
 
 
図 1b 

 
 
 
 
図 1c 

 
 
また、培養イヌ血管内皮細胞における CD105の発現をウェスタンブロットにより確認したとこ

ろ、図 2に示すように還元前で 170 kDa、還元後で 85 kDa単一バンドを示したことから、

ホモ二量体として存在していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 



図 2 

            
 
 
 
さらに、培養イヌ血管内皮細胞における CD105の発現を蛍光抗体法により確認したところ、陽

性像が得られ（図 3a）、細胞接着分子の種類によりその発現に変化が見られることが示され、

ウェスタンブロッティング（図 3b）ならびにその画像解析（図 3c）の結果、フィブロネクチ

ン上で CD105の蛋白質量の増加が見られた。 
 
図 3a 

 
 
 
図 3b     図 3c 
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