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研究成果の概要（和文）：本研究では、組織培養における自転公転式撹拌技術の利用、および流体環境が血液細
胞の特性に及ぼす影響を明らかにした。軟骨細胞の初代培養では、酵素消化により軟骨組織から軟骨細胞を単離
する際、自転公転式撹拌技術の活用が有効な手段であることが示された。また、血球に対する動的環境の影響を
評価するため、同撹拌技術を用いて単球性細胞株THP-1を培養した結果、静置培養群と比較し、化学走化性因子
で誘導される細胞接着性や遊走活性は、動的培養群で有意に向上し、種々の細胞接着性受容体の遺伝子発現を亢
進させた。これら現象は株化細胞に限らず、ラット骨髄から単離した正常白血球による評価においても同様であ
った。

研究成果の概要（英文）：We investigated the utility of the rotation/revolution-type agitator for 
cell/tissue culture and the effect of the fluid environment on the characteristic of blood cells. In
 the primary culture of chondrocytes, it was shown that the utilization of rotation/revolution 
agitation is an effective method for isolating chondrocytes from cartilage tissue by enzymatic 
digestion.
On the other hand, in order to evaluate the effect of the dynamic environment on blood cells, the 
monocyte cell line THP-1 was cultured using the rotation/revolution agitation. As a result, the cell
 adhesion and migration activity induced by chemotactic factor were significantly activated in the 
dynamic condition group and the gene expression of various cell adhesion receptors was enhanced as 
compared with the static condition group. These results were also confirmed in the evaluation by 
normal leukocytes isolated from rat bone marrow. 

研究分野：生体医工学

キーワード： 自公転式撹拌　流体環境　組織培養　白血球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療では、限られたドナー組織から高効率でより多量の正常細胞を単離する必要がある。本研究では、細胞
単離時の酵素消化において、撹拌技術の違いが細胞回収量の差となるデータを示し、自転公転式撹拌技術が細胞
の調製に有効な撹拌技術であることを証明した。
また、生命科学研究では、細胞機能を解明するため、in vitro培養による特性解析が行なわれる。通常、細胞培
養は静置系で実施されるが、あらゆる細胞は生体内で機械的刺激を受容しており、血球の場合には循環に伴う剪
断応力が伴う。本研究では、細胞への侵襲が少ない自転公転式撹拌技術を活用し、動的環境下における血球の細
胞機能を明らかにした点で意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

申請者は、バイオマテリアルや培養軟骨を活用した関節軟骨の組織再生研究の過程で、培養操

作における撹拌・混合技術の重要性を認識してきた。すなわち、軟骨組織を酵素で消化し正常細

胞を単離する際の効率化や、ゲル内で培養細胞を三次元培養する際の均質な内包化技術が重要

であった。これらを解決する手段の一つとして、自公転式撹拌技術が活用できることを見出した。 

この研究過程において、自公転式撹拌操作が細胞に与えるダメージを検証するため、溶血試験

および浮遊性細胞 HL60 の生存率とマクロファージ分化能を評価（短時間試験）したところ、溶

血（細胞傷害性）は示されず、PMA（phorbol 12-myristate 13-acetate）処理による HL60 のマ

クロファージ分化（接着性の獲得）は亢進された。従って、動的環境下での浮遊性細胞の培養に

おいて、自公転式撹拌操作は細胞膜に対する物理的損傷を与えず、細胞活性には影響を及ぼすこ

とが示唆された。従って、自公転式撹拌技術は細胞に低侵襲な動的培養法として確立することが

可能であると同時に、生体内で循環する浮遊細胞の特性解析に有用であることが示唆された。 

 

２．研究の目的 

生命科学研究や再生医療研究では、組織培養過程において、対象とする細胞の選択的な増殖や

分化の制御が重要である。接着性の動物細胞では、適切な添加因子や三次元担体を含む培養基材

の選択等により細胞の表現型は大きく変わる。さらに生体内環境を模倣した様々な動的培養モ

デル（伸展/圧縮、重力等の機械的刺激）が構築され、細胞研究に役立っている。それにも関わ

らず、白血球などの浮遊細胞では、従来の静置培養系によるデータ取得がほとんどであり、生理

的条件（血液循環）に近い動的環境が反映された細胞特性の挙動に関する研究は進歩していない。

本研究は、in vivo の生理的環境（血液循環）で受ける細胞と媒体との剪断応力が白血球の刺激

応答性や遊走性の促進に作用するとの仮説を立て、自公転式撹拌装置を活用した浮遊細胞の撹

拌培養法を構築すると同時に、撹拌培養された白血球の分化特性や遊走能の変化の検証を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 組織培養における自公転式撹拌技術の活用（軟骨細胞の初代培養への適用） 

ラット肋軟骨を約 1mm 片に細断後、37℃条件下にて約 0.4g 相当量の軟骨組織を 0.1 mg/mL リ

ベラーゼ TH 10mL で 4時間消化した。このとき、酵素消化のプロセスは 2群の 50mL 遠沈管で行

い（各 n=3）、一方は自公転式遊星式撹拌機にて、他方は通常の旋回振とう機にて行った（各 120 

rpm）。組織の消化効率は、消化前後の軟骨組織の質重量測定から算出し、単離された生細胞数を

比較した。また、それら細胞を初代培養し、細胞の特性を増殖性（DNA 定量）と遺伝子発現解析

（RT-PCR 法）にて評価した。 

 

(2) 自公転式撹拌技術を活用した流体環境における白血球機能の解析 

血液細胞の動的環境（撹拌刺激）は、自公転式撹拌装置を活用して作りだした。ヒト前骨髄性

白血病細胞株 HL-60 およびヒト急性単球性白血病細胞株 THP-1 の両細胞に対し、それぞれ動的

環境および静置環境で予備培養を行った後、PMA で刺激を行った。これら各細胞をマイクロプレ

ートのウェル内へ播種し、接着性細胞数やトランズウェルを用いた遊走活性等を比較した。さら



に動的環境と静的環境の違いにおける接着特性の変化を解明するため、THP-1 細胞を用いて RT-

PCR 法による接着性分子の遺伝子発現の比較解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 組織培養における自公転式撹拌技術の活用（軟骨細胞の初代培養への適用） 

軟骨組織の消化効率および細胞回収効率は、図 1 に示すように自公転遊星式撹拌群の方がい

ずれも優れていた。また、自公転式撹拌装置で単離された軟骨細胞は、増殖性やマーカー分子の

発現レベルにおいて旋回振とう法と同等以上であり、一般的手法で単離された細胞の特性との

違いは全く確認されなかった。以上の結果より、自公転式撹拌技術は細胞に与える物理的ダメー

ジを抑えることが示された。言い換えれば、自公転式撹拌装置は細胞に対するダメージが少ない

撹拌装置であり、浮遊細胞の動的培養法に活用できる可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 自公転式撹拌技術を活用した流体環境における白血球機能の解析 

HL-60 および THP-1 ともに、動的刺激を受けた細胞群において PMA 依存的な接着細胞数の増加

が認められた。また、初期接着の差に基づく遊走細胞数の変化も確認された。 

より詳細な検討を行うため、動的環境による THP-1 細胞の接着分子の発現変化を解析したと

ころ、特にローリング現象に関与する L-セレクチンや PSGL-1 に加えて、強固な接着に関与する

VLA（インテグリンβ1）の mRNA 発現が亢進された。この現象は株化細胞に限定された挙動では

なく、ラット骨髄より単離した正常な単核性白血球集団においても同様の傾向を示した。 

これら結果は、末梢血循環中に受ける流体刺激が血液細胞の刺激感受性の向上に寄与する内

在的要因となる可能性を示唆した。 

 

 

 

 

 

図 1．異なる撹拌方式で酵素消化された(A)軟骨組織の消化率および(B)単離された生細
胞数の比較. データは平均値±標準誤差（各 n=3）で示した. *p<0.01, **p<0.05.  
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