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研究成果の概要（和文）：本研究では、特定の低接着性培養プレートを用いることで自発的スフェロイドを形成
し、24時間後の遺伝子発現を調べた。自発的スフェロイドでは、付着細胞と比べて幹細胞性マーカーとEGF、
IGF1の発現が有意に上昇し、GM-CSFの発現は有意に低下していた。以上から、自発的スフェロイド形成過程で
は、EGFに代表される細胞分裂促進に関するシグナル伝達系が活性化される一方で、と炎症性サイトカインの過
剰活性は抑制されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used a specific low-adhesion culture plate to form 
spontaneous spheroids and investigated the gene expression profile after 24 hours. Spontaneous 
spheroids showed significantly higher expression of stem cell markers, EGF and IGF1, and the 
expression of GM-CSF were suppressed compared with those of adherent cells. Those results suggest 
that the signal transduction relating to cell division was accelerated, while the expression of 
inflammatory cytokines was suppressed during the spontaneous spheroid formation. 

研究分野：口腔再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自発的スフェロイドは、高い幹細胞性を有するとともに、生体に近い細胞－細胞間、細胞－細胞外基質間の相互
作用を再現することが可能である。スフェロイド形成過程における遺伝子発現の解析は、幹細胞科学の発展のみ
ならず、、安定したスフェロイド培養やスフェロイドに関する評価法の確立など幅広い再生医療の臨床応用や、
新たな医薬品開発のためのツールとしての応用も期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

我々は骨髄由来間葉系幹細胞（ Bone Marrow-derived mesenchymal stromal/stem 

cell: BM-MSC）を二次元培養し、骨芽細胞へと分化させることで、優れた骨再生が得ら

れることを報告しているが（Tissue Eng Part B Rev. 20(3):229-232, 2014.）、BM-MSC

では増幅に伴って幹細胞性や骨形成能が失われるために、得られる細胞数や再生骨量に

は限界があった。一方、スフェロイドによる三次元培養法は、幹細胞本来の性質を維持

しやすい優れた培養方法であることが知られている。そこで、間葉系幹細胞のスフェロ

イドを骨再生の細胞源として用いることで、幹細胞性を保った多量の細胞が得られる可

能性があると考えた。 

これまでのスフェロイド培養には、重力による凝集（ハンギングドロップ法や非接着

性の multi well dish）や攪拌などによる機械的スフェロイド形成法が主に使われてきた。

これらの方法は効率的であるものの、スフェロイドは常に浮遊しており、また動的培養

では細胞の位置は一定しないため、スフェロイド形成過程の詳細を観察することは困難

であった。我々は、一定の疎水性を有する培養ディッシュを用いることで、自発的なス

フェロイド形成が効率的に起こることを発見し、さらにスフェロイド形成細胞は高い幹

細胞性を獲得することを報告した（Tissue Eng Part C Methods. 2018 Sep 20. doi: 

10.1089/ten.TEC.2018.0188.）。このモデルを用いることで、播種された細胞が徐々に

集合してスフェロイドを形成する過程の詳細を観察することができる。     

これらの研究や他の多くの研究報告から、スフェロイド形成が優れた幹細胞の培養法

であることは明らかになりつつあるが、スフェロイド形成のメカニズムや、スフェロイ

ド形成による幹細胞性獲得の分子機構については十分に知られていない。また、今後ス

フェロイド培養を用いた臨床応用が進むものと考えられるが、それにはスフェロイドに

ついてより基礎的な理解が不可欠と考えるようになった。 

 

２．研究の目的 

自発的なスフェロイド形成では、培養中に幹細胞とプレートとの接着が失われ、その

一方で他の細胞とは３次元的な接着を起こす。従って細胞のディッシュから剥離による

インテグリン等の接着分子からのシグナルや、細胞同士の接着によっておこる細胞間相

互作用がスフェロイド形成や幹細胞性を新たに獲得する脱分化の過程に重要な役割を

果たしていると考えられるが、その一連の過程を分子レベルで理解することは重要な研

究課題である。そのために本研究では、スフェロイト形成の初期過程の制御機構を時空

間的に理解することで、スフェロイド形成による幹細胞性獲得（脱分化）を支える分子

基盤を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、我々の開発したスフェロイド培養法を用いることで、以下の研究を行った。 

https://www.cosmobio.co.jp/connections/p_ku_view.asp?PrimaryKeyValue=18207345&ServerKey=Primary&selPrice=1
https://www.cosmobio.co.jp/connections/p_ku_view.asp?PrimaryKeyValue=18207345&ServerKey=Primary&selPrice=1


（１）スフェロイド形成過程のバイオイメージングと幹細胞性の解析 

Tomato 陽性細胞（LepR-Cre/Tomato/Col1(2,3)マウスの骨髄由来間葉系間質細胞）を

用いることで、スフェロイド形成過程幹細胞性の獲得についてバイオイメージングによ

り解析した。Time-Lapse 蛍光顕微鏡でスフェロイド形成されるまでのプロセスを連続的

に観察するとともに、SOX2 などの幹細胞マーカーの発現についても解析し、単層培養

細胞と比較した。 

（２）自発的スフェロイド形成初期における遺伝子発現解析 

スフェロイド形成 24 時間後と単層培養細胞から RNA を回収した。RNA-seq 解析によ

り単層培養細胞との遺伝子発現の比較を行った。 

（３）スフェロイド形成による幹細胞性獲得メカニズムの解明 

 単層培養細胞との比較で 2 倍以上の変化を示す遺伝子の中で、特に幹細胞性の維持に

働く重要な細胞内シグナル系との関連を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）Tomato 陽性細胞では、

間葉系幹細胞マーカーであるレ

プチンの発現細胞は赤く標識さ

れる。自発的スフェロイド形成

過程においては、幹細胞（Tomato

陽性細胞）が増殖・凝集して自

発的スフェロイドを形成した。

また、自発的スフェロイド中の

細胞ほぼすべてがレプチン陽性

細胞であった（図１A）。自発的

スフェロイドでは、単層培養細

胞と比較して多能性幹細胞マーカーであるNanog、

Sox2、FUT4（SSEA1） Oct4（図１B）、と、間葉系

間質細胞マーカーである Sca-1（図１C）を高発現

していた。 

 （２）自発的スフェロイドと単層培養細胞との

間で発現量に差がある遺伝子について、volcano 

plot（図２）に示す（ピンクのドットそれぞれが

一つの遺伝子を示す）。現在自発的スフェロイドで

高値であった遺伝子群と低値であった遺伝子群に

ついての解析を行っている。 



 （３）単層培養細胞と比べ、自発的スフェロイドでは上皮成長因子（EGF）とインス

リン様成長因子１（IGF1）の発現が有意に上昇していた（Log2FC＞1.5， p<0.001）。ま

た、炎症サイトカインである GM-

CSF の発現は有意に減少した

(log2FC<-2.5, p<0.0001)。さらに、

自発的スフェロイドでは p38 転写

因子及びその下流の ETS1 が低発現

していたことから、自発的スフェ

ロイドを構成する細胞は細胞増殖

能および抗炎症、抗老化（抗アポト

ーシス）に優れていることが示唆

された（図３）。 
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