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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞 (MSC) を用いた再生医療の本格的な実用化に向けて，

幹細胞と加工細胞を識別する技術の開発が不可欠である．MSC を分化誘導した細胞の糖鎖は，

分化初期のステージから変化することが明らかとなった．糖鎖プロファイルは，MSC と分化誘

導細胞を区別するための指標として糖鎖プロファイルを利用できる可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：For full-scale practical use of cell therapeutic products from MSCs, 
development of a method for distinguishing MSCs from differentiated cells is needed. We demonstrated 
the glycan profile alterations during early-stage of MSC differentiations. Glycan profiles can be used as 
a molecular index for discrimination of MSCs from differentiated cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 間葉系幹細胞 (MSC) は，iPS 細胞と同様に，
自己の細胞・組織から調製可能な多能性幹細
胞であり，細胞の癌化の可能性が低いこと，
移植時の拒絶反応が無いことから再生医療
に応用されることが期待されている．近年，
MSC 及びその分化誘導後の細胞 (加工細胞) 
を利用した組織・臓器の再生技術等に関する
研究が急速に進展しており，細胞治療薬とし
ての有効性が実証されつつある． 
 一方，MSC の品質評価に関する研究は遅れ
ている．一般に MSC の未分化性及び可塑性 
(分化能) は，形態学的変化，及び免疫化学的

手法によりマーカーの発現を確認すること
で評価されているが，MSC は培養液中の血清
等の有無により増殖性及び可塑性に差が生
じることが示唆されており，従来のマーカー
ではMSCの詳細な細胞特性を評価できない．
また，現在利用されている多くのマーカーは，
神経幹細胞や神経細胞にも発現しており，
MSC を神経分化させたとき，従来のマーカー
で神経分化前後の細胞を識別することは難
しい．MSC を用いた再生医療を実現するため
には，MSC 由来加工細胞が目的とする方向に
分化していることを確認するための手法，即
ち，MSC の細胞特性変化に対して鋭敏に反応
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する指標を用いた細胞識別技術を開発し，
MSC 由来加工細胞の同等性・同質性価法の確
立がすることが急務である． 
 細胞に発現した糖タンパク質糖鎖は，分化
及び増殖等の様々な現象に関与することが
知られている．また，ある種の糖鎖抗原は，
特定の臓器の腫瘍に特異的に発現すること
から，腫瘍マーカーとして臨床応用されてい
る．我々は，これまでの研究で，MSC をウシ
胎仔血清 (FCS) 添加培地で培養すると，本来
ヒトが産生することができない単糖が糖鎖
に付加されることを明らかにしている (J. 
Chromatogr A, 2007, 1160, 263-269)．糖鎖は，
細胞の分化・増殖及び培養条件等の変更に伴
い糖鎖構造及び発現量が変化することから，
MSC 由来加工細胞の特性指標としても利用
できる可能性は高い．しかし，MSC の糖鎖に
関する報告は僅かであり，分化誘導初期の細
胞や神経分化など従来のマーカーでは評価
の難しい分化細胞の糖鎖変化は明らかにさ
れていないのが現状である． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，MSC とその分化誘導細胞を識
別するための指標としての細胞発現糖鎖の
利用可能性を評価することを目的として，① 
MSC 及び MSC の骨，軟骨及び神経様分化誘
導初期の細胞について液体クロマトグラフ
ィー／質量分析(LC/MS) により各細胞の糖
鎖プロファイリングを行った．② 取得され
た MS データを用いて多変量解析を行い，
MSC 及び分化初期細胞を区別するための指
標としての糖鎖プロファイルの有用性につ
いて検証した． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞及び試薬 
ヒ ト 骨 髄 由 来 間 葉 系 幹 細 胞  (MSC, 

MSC-R36) は理化学研究所バイオリソースセ
ンター (RIKEN BRC CELL BANK) より供与
された．  

 
(2) 細胞培養及び分化誘導 
①MSC の培養  

MSCはL-グルタミンを添加したMSCGM培
地で培養 (5%CO2, 37C) した．セミコンフル
エントまで培養し，0.02% EDTA を添加した
PBS で洗浄を行い， 0.25% Trypsin-EDTA 
(GIBCO) により細胞を剥離した後，約 2×105

の細胞を播種して継代培養を行った． 
 

②神経様分化誘導 
神経誘導培地は HyClone AdvanceSTEM 

Neural Differentiation Kit (Thermo Fisher 
Scientific) を用いた．神経誘導基礎培地 
(HyClone AdvanceSTEM Mesenchymal Stem 
Cell Expansion Kit，) を用いて，2×105個の MSC

を 24 時間培養 (5%CO2, 37C) した後，神経誘
導 培 地  (HyClone AdvanceSTEM Neural 
Differentiation Kit, Thermo Fisher Scientific，10 
ml/10 cm ディッシュ)で 2 日間神経誘導した．  
 
③軟骨様分化誘導 

 D-MEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium:Nutrient Mixture F-12，1:1 Mixture， 
Invitrogen) に 1% ITS Liquid Media Supplement 
(Sigma-Aldrich) ， 1% Penicillin- 
Streptmycin-Glutamine ，  及 び StemXVivo 
Chondrogenic Supplement (R&D Systems) を添
加して，軟骨分化誘導培地とした．軟骨分化
誘導培地を用いて 2.5×105 個の MSC を 2 日間
培養 (5%CO2, 37C)した． 

 
④骨様分化誘導 
骨分化誘導基礎培地 (α-MEM, 10% FCS, 1% 

Penicillin-Streptmycin-Glutamine, Invitrogen) を
用いて MSC をセミコンフルエントに達する
まで培養した (5%CO2, 37C)後，骨分化誘導培
地  (5% StemXVivo Osteogenic Supplement 
(R&D Systems)を含む骨分化誘導基礎培地) で
2 日間培養した． 

 
(3) 細胞由来タンパク質の調製 

細胞を回収した後，RIPA バッファー
(50mM Tris，150mM NaCl，0.25% Sodium 
Deoxycholate ， 1% NP-40 ， 1% protease 
Inhibitor) で溶解した．不溶性物質を除去し
た後，上清をタンパク質試料溶液とした．  
 
(4) 糖鎖の切り出し 

タンパク質を還元カルボキシメチル化し
た後， 50 μgのタンパク質を 200 μlの 100 mM 
EDTA を含む 50 mM リン酸緩衝液 (pH 8.0) 
に溶解した．5 unit の PNGase F を加えて、
37C で 2 日間反応させて N 結合型糖鎖を切
り出した．反応溶液に，冷エタノール (終末 
60%) を加えて，－20C で 2 時間インキュ
ベートした後，遠心分離によりタンパク質を
除去した．上清を Speed Vac により乾燥し，
遊離した N 結合型糖鎖を回収した． 
 
(5) 還元化糖鎖の調製 
乾燥糖鎖試料を 500 μl の 0.5 M NaBH4 溶

液を加えて，糖鎖を溶解させた後，室温で 16 
時間還元した．酢酸を用いて反応溶液を中和
した後，グラファイトカーボン樹脂を固定相
としたカートリッジ (ENVI Carb C，Supelco) 
を用いて還元化糖鎖を回収した．  
 
6. LC/MS 

nanoLC は UltiMate 3000 RSLCnano LC 
systems (Dionex) を使用した．溶離液は 2% 
アセトニトリルを含む 5mM 重炭酸アンモ
ニウム溶液 (A 溶媒) 及び 80% アセトニト



 

 

リルを含む 5mM 重炭酸アンモニウム溶液 
(B 溶媒) を使用した．流速は 500 nl/min に
設 定 し た ． 質 量 分 析 (MS) 装 置 は
Fourier-transform ion cyclotron resonance mass 
spectrometer (FT-ICR-MS, LTQ-FT, Thermo 
Fisher Scientific) を使用した．尚、分析に使
用したカラム、グラジュエント条件等は、
以下の通りであった。 
カラム：グラファイトカーボンカラム 

(HyperCarb, 0.1×150 mm, 粒 子 径 5μm, 
Thermo Fisher Scientific) 

グラジュエント条件：5－60%B 溶媒 (リ
ニアグラジュエント, 60 分間) 
シングル MS スキャンモード：FT-MS 
MS/MS～MS/MS/MS/MS スキャンモー

ド：IT-MS 
スキャン範囲：m/z 700-2,000 
キャピラリー温度：200C 
スプレー電圧：2.5ekV 
MS/MS～MS/MS/MS/MS の衝突エネルギ

ー (コリジョンエネルギー)：25% 
 

7. 多変量解析 
 LC/MS により取得したスペクトルデータ
の保持時間のずれを，データアラインメント
ソフト (SIEVE ver1.2)を用いて補正した後，
検出された各糖鎖のピーク強度をリスト化
した．作成されたリストについて，多変量解
析ソフト Simca-P+ (Umetrics) により，スコア
プロット及び S-plot 解析を行った．尚，ポジ
ティブイオンモードで測定した LC/MS では
シアル酸が付加した高分岐複合型糖鎖の検
出が困難であったことから，多変量解析には
ネガティブイオンモードで取得されたスペ
クトルデータを用いた． 
 
４．研究成果 
（１）分化誘導による形態学的変化の確認 
MSC (図 1A) を 2 日間の神経，骨及び軟骨様
分化誘導後，各細胞の形態学的変化を観察し
た．図 1B は神経様分化細胞である．細胞質
部分の球状化，及び突起の伸長が観察され，
神経細胞様の形態学的変化が生じているこ
とが確認された．一方，2 日間の骨及び軟骨
様分化細胞では，顕著な形態学的変化は観察
されなかった(図 1C, 1D)． 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 MSC 及び分化誘導細胞 (2 日目) の光学

顕微鏡像．(A), MSC; (B), 神経様分化細胞; (C), 

軟骨様分化細胞; (D), 骨様分化細胞． 

（２）MSC 及び神経，骨及び軟骨様分化細胞
由来 N 結合型糖鎖の解析 
 タンパク質量に換算して 8 g 相当の還元
化糖鎖を分析した．図 2 に，LC/MS により取
得された MSC 由来還元化糖鎖のベースピー
ククロマトグラム (ネガティブイオンモー
ド) を示した．検出された糖鎖の構造は，
FTMS により測定された精密質量と多段階
MS/MS (MS/MS～MS/MS/MS/MS)により生じ
たフラグメントの帰属により推定した．解析
の結果，高マンノース型糖鎖 (M5～M9, 19～
31 分)，パウチマンノース型糖鎖(28～37 分)，
及び複合型 2～4 本鎖糖鎖 (24～50 分) が主
要糖鎖として溶出されていることが明らか
となった．複合型糖鎖については，興味深い
糖鎖として，3 本鎖 (又はラクトサミン付加 2
本鎖) 糖鎖に 4 分子の N-アセチルノイラミン
酸 (NeuNAc) が付加した糖鎖が検出された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 LC/MS により得られた MSC の糖鎖プロファイル 

(basepeak chromatogram, negative ion mode) 

 
 
骨及び軟骨様分化細胞から調製した還元

化糖鎖についても同様に解析した結果，MSC
と比較して検出された糖鎖の種類に違いは
認められなかったが，ベースピーククロマト
グラムの形状に違いがみられたことから，各
糖鎖の結合量に差がみられる可能性が示唆
された(図 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 糖鎖プロファイルの比較 

 
 

 

 

 



 

 

（３）多変量解析による糖鎖プロファイルの
比較 
①OPLS 解析 
MSC 及び分化誘導細胞 (各 n=3) から調製し
た N-結合型糖鎖の LC/MS 分析を行った後，
取得したスペクトルデータ (ネガティブイオ
ンも－津) を用いて，Orthogonal partial least 
squares  (OPLS) 法による多変量解析を行っ
た．図 4 にスコアプロットを示した．神経様
分化細胞及び軟骨様分化細胞は，MSC と離れ
た位置にプロットされており，糖鎖プロファ
イルが異なることが確認された．一方，骨分
化細胞は，MSC と近接した位置にプロットさ
れており，両者の糖鎖プロファイルは比較的
類似していることが明らかとなった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 多変量解析(OPLS，スコアプロット)による糖鎖プ

ロファイルの比較． 

 
② S-plot 解析 

MSC と分化誘導細胞間の分離に寄与する
変数，すなわち分化誘導により結合量に変化
が生じた糖鎖を特定するために，S-plot 解析
を行った．まず，神経様分化誘導により結合
量が変化した糖鎖を確認した結果，シアル酸
付加複合型糖鎖が増加し，高マンノース型糖
鎖，パウチマンノース型糖鎖及びアシアロ複
合型糖鎖が減少することが明らかとなった
(図 5A)．骨分化誘導により発現量が変化した
糖鎖を確認した結果，フコシル化複合型鎖糖
鎖及びシアロ複合型糖鎖が増加し，高マンノ
ース型糖鎖及びパウチマンノース型糖鎖が
減少する傾向がみられた(図 5B)．軟骨分化誘
導により発現量が変化した糖鎖を確認した
結果，フコースが付加したシアロ複合型糖鎖
が増加し，フコースが付加していない複合型
糖鎖が減少するこが明らかとなった(図 5C)． 
 S-plot 解析結果の妥当性を検証するために，
発現量に変化のみられた糖鎖について
LC/MS のピーク面積に基づき差異解析を行
った．その結果，神経様分化細胞では，フコ
シル化トリシアロ 3 本鎖，フコシル化ジシ
アロ 2 本鎖及びジシアロ 2 本鎖複合型糖
鎖がそれぞれ増加し (3.8，1.6 及び 3.5 倍)，
高マンノース型糖鎖 (M9 及び M8) がそれぞ
れ減少していること (0.5 及び 0.7 倍) が明ら
かとなった．骨様分化細胞についても同様に

検討した結果，フコシル化ジシアロ 2 本鎖複
合型糖鎖が僅かに増加し (1.2 倍) ，高マンノ
ース型糖鎖 (M9，M8 及び M7) がそれぞれ著
しく減少 (0.3, 0.5 及び 0.5 倍) していた．ま
た，軟骨様分化細胞では，フコシル化ジシア
ロ複合型 2 本鎖糖鎖，ジシアロ複合型 2 本鎖
糖鎖及びトリシアロ複合型 3 本鎖糖鎖が，そ
れぞれ 2.7，3.5 及び 2.8 倍に増加し，フコシ
ル化トリシアロ複合型 3 本鎖糖鎖及びフコシ
ル化モノシアロ 2 本鎖糖鎖は，0.2 及び 0.8 倍
に減少していることが確認された．これらの
結果は，S-plot 解析の結果を反映するもので
あった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 S-plot解析．(A) MSC及び神経様分化細胞; (B), 

MSC 及び骨様分化細胞; (C), MSC 及び軟骨様分化

細胞間の比較．  

 
 



 

 

 
以上の結果，本研究により MSC を分化誘

導した細胞の糖鎖は，分化初期のステージか
ら変化することが明らかとなった．また，
MSC は分化誘導の方向により特徴的な糖鎖
プロファイルの変化を生じることから，MSC
が目的とする方向に分化していることを確
認するための指標として糖鎖プロファイル
を利用できる可能性が示唆された． 
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