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研究成果の概要（和文）： 骨髄幹細胞（MSCs）の基礎研究はウシ血清を用い行われてきたが，
ヒトへ使用を考えると難しい．将来の非自己移植も考えた際，無血清培地で培養することが理
想的である。当該研究はヒト MSCs の無血清培地による細胞培養系の確立と MSCs の特性の
比較および損傷脊髄の治癒・再生への評価を目的とする．無血清培地で培養すると細胞の接着
性は低下したが増殖性は増加した．また，培地による分化能に違いが認められた．ヒト MSCs

を脊髄損傷動物に移植すると損傷の抑制が認められ，細胞の損傷領域への遊走が観察された． 

 

研究成果の概要（英文）：Although basic research of MSCs has been studied using fetal calf 

serum-based medium, it is difficult to apply human therapy. Serum-free medium (SFM) 

might be suitable to use allogenic transplantation of hMSCs in the future. In the present 

study, we compared characteristics of hMSCs in different media and determined effect and 

retention of hMSCs after spinal cord injury (SCI) of mice. although SFM decreased 

adherent, but increased proliferation. Moreover, SFM increased adipocyte differentiation. 

Transplanted hMSCs improved SCI and migrated toward injury site 6 days after injection. 
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１．研究開始当初の背景 

骨髄幹細胞（MSCs）は骨髄に存在する間葉
系幹細胞の総称である．MSCs は組織再生の
ツールとして多く研究されている．この作用
は MSCs が障害に応答，産生する因子の「場
（レシピエントの微小環境）」の誘導・制御
に基づいていると考えられている（Prockop, 

Clin Pharmacol Ther 2007）．さらに，近年，

MSCsが再生のツールだけでなく虚血後の神
経保護や急性腎不全の抑制，腎移植後の免疫
抑制など免疫調節に関わることが指摘され，
免疫抑制剤や抗炎症剤に変わるべきツール
としての可能性がある (Nauta & Fibbe, 

Blood 2007; Uccelli ら Nat Rev Immunol 

2008，Ohtaki ら PNAS 2008)． 

MSCsの作用や機構の評価はウシ血清を含む

機関番号：32622 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21659356 

研究課題名（和文） 骨髄幹細胞の無血清培地を用いた培養系の確立と脊髄再生の評価 

                     

研究課題名（英文） Establishment of human bone marrow mesenchymal stem cells (hMSCs) 

culture with serum free medium and evaluation of spinal cord regeneration 

研究代表者 

平泉 裕（HIRAIZUMI YUTAKA） 

昭和大学・医学部・准教授 

   研究者番号：10255870 

 

 



 

 

培養液（クラシカル培地）を用いて行われて
きたが，MSCs の様々な機能が明らかになる
に従い，ヒトへの臨床応用の要求が高まって
きている．しかし，ヒトへの応用を考えた場
合，ウシ血清の使用は免疫・感染などの問題
より不可能である．現在のヒトトランスレー
ショナルリサーチは自己の血清をプールし
て培養に用いている．MSCs を大量に培養し
増加させ，患者本人に移植する臨床研究計画
は本国では承認されていない．おそらく，血
清を用いない培養の確立が十分でないため
であることも原因のひとつであると考えら
れる．さらに，MSCs が免疫的な有用性，急
性期への応用が期待されるようになってき
ており，将来の非自己移植も視野に入れて行
う必要性が出てきている．このような場合は
無血清培地で培養することが理想的である
と考えられる．現在、数種類の会社より，栄
養因子を補充した無血清培地や低血清培地
（合成培地）が市販されている．しかし，無
血清培地で培養した MSCs とクラシカル培
地で培養した MSCs の性質が同様のものか
どうかは不明である． 

２．研究の目的 

 当該研究はヒト骨髄幹細胞（MSCs）の無
血清培地による細胞培養系の確立と MSCs

プロフィールの比較および損傷脊髄の治
癒・再生への評価を目的とする． 

３．研究の方法 

（１）培地の違いによる MSCs プロフィール
の違いを知る． 
①本試験に用いる培養液は，StemPro® 
MSC-SFM（Invitrogen，無血清培地 A；SFMA）， 
MesenPRO RS Medium（Invitrogen，低血清培
地；LSM），10%もしくは 20%ウシ血清含む α-MEM
（クラシカル培地；CCM10 or 20）の 4 種類
を用いた． 
①細胞増殖：各培養液中に低密度(100 個
/cm2)に MSCs を分散させ、3 日に一度培養液
を交換し，経時的（14 日）に細胞数を計測
（Cyquant 細胞計測システムを使用）した． 
③形態（サイズ）：経時的に細胞を写真撮影
し，形態の相違を比較した． 
④コロニー形成：12 日間の培養した後，MSCs
は固定およびトルイジンブルー染色を行い
プレートのコロニー数を計測した。 
⑤細胞表面プロフィール：経時的に細胞を取
り出し， CD34，CD117，CD45，CD44，CD49ｄ，
CD49f，CD90，CD166，ケモカインレセプター
（CXCR4）などの造血幹細胞マーカーもしく
は MSCs マーカーを FACS 分析にて調べた。 
⑥分化試験：細胞を 7日培養した後，骨分化
培地，軟骨分化培地および脂肪細胞分化培地
に変える．7－14 日後，アルカリンフォスフ
ァターゼ（骨），サフラニン O（軟骨），ナイ
ルレッド(脂肪)で染色した。 
（２）脊髄への MSCs の移植および定量． 

①脊髄損傷モデルの作成：C57/BL6 マウスは
吸入麻酔下において第 9胸椎と第 10 胸椎を
露出させた。それらの椎間を解剖用ハサミに
より切断した。止血後、4-0 シルク糸にて縫
合した。 
②MSCs の投与：hMSCs は HBSS に懸濁させ，
損傷部位の一椎体尾側に損傷 1日後に 5x105
個/0.5μL を 1 分間で投与した。マウスはを使
用した。 
③運動機能に与える影響：マウスの下肢運動
機能は Basso mouse scale（BMS)を用い 0-10
の 11 段階で評価した。 
④ヒト Alu 遺伝子による MSCs の定量：MSCs
移植後経時的に脊髄を取り出し，ゲノム DNA
を抽出した。ヒト Alu 遺伝子の定量的 PCR を
行い脊髄内に存在する MSCs 数を定量した。
②MSCs のラベル化：MSCs は投与前に蛍光色
素 PKH26（赤）で定法に基づき染色した。 
②標識細胞の検出：PKH ラベルした MSCs は凍
結組織切片を作成し，矢状断で薄切した。蛍
光色素タグに MSCs を検出した。 
４．研究成果 
（１）培地の違いによる MSCs プロフィール
の違い 
①細胞増殖に及ぼす影響 
まずはじめに、培地の違いによる MSCs の特
性の違いを検討した。hMSCs の特徴のひとつ
に非コーティングプレートへの易接着性が
ある。無血清(SFM)および低血清培地（LSM)
は、コーティング剤の使用が推奨されている
が本研究においても非コーティングプレー
トへの接着性は極めて悪くほとんど接着し
なかった。そこで、Invitrogen 社より推奨さ
れているコーティング剤（Cell Start）を使
用したところ hMSCs の接着性は改善された。
そこで、無血清、低血清培地、および CCM10
で比較した(図１）。 

LSM は初期の接着が悪く培養数時間において
はほかの培地に比べ細胞数が少なかったが
時間を追うごとに細胞数は逆転し、良好な細
胞増殖を認めた。 
②細胞分化能に及ぼす影響 
次に骨、脂肪細胞に対する増殖能を検討した。
それぞれの分化用培地にて培養したところ、
SFM で培養した hMSCs は骨に対する分化能の
低下を認めた。しかし、脂肪細胞への分化能
は CCM10 に比べ良好であった（図 2）。 



 

 

（２）脊髄への MSCs の移植効果 
①hMSCs の移植による脊髄損傷救済効果 
 hMSCs は移植により脊髄損傷を改善するこ
とがヒト患者および動物実験モデルにより
明らかにされている。当該研究においても同
様に脊髄損傷にに対する効果を検討した。脊
髄損傷後 1 日目に損傷部位の一椎体尾側に
5x105個の hMSC を移植した。その後、運動機
能と脊髄損傷領域の定量を行った。それらの
結果、脊髄損傷後 7 日までに hMSCs 投与群は
有意に脊髄損傷の改善が認められた。 
②hMSCs の脊髄内での推移 
 そこで脊髄内での MSCs の動態を hAlu の定
量的 PCRおよび組織染色により明らかにした。
移植直後に脊髄を取り出し、hAlu にて移植細
胞数を定量すると、約 350,000 個の細胞が移
植領域に検出された。hAlu のシグナルは経時
的に減少し、7日ごとに 0.1％と減少した（図
３）。 

③hMSCs の組織染色 
 次に蛍光ラベルした hMSCs を用い組織内の
変動を観察した。移植直後 hMSCs は移植部位
にクラスターとなり検出された。しかし、移
植 6日後（脊髄損傷 7日後）には hMSCs の蛍
光シグナルは脊髄損傷部位へ拡散していた
（図４）。さらにこれらの切片をヒト
α2-macrogloblin の抗体で多重染色したとこ
ろ、赤色蛍光色素と重なって観察された。こ
れは、移植 6 日後においても hMSCs が生存し
損傷領域へ遊走している可能性を示唆する。 
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