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研究成果の概要（和文）：細胞培養基板の研究は、バイオロジー以外にも表面物理化学の技術・情報が必要なため、そ
の進歩は遅い。しかしながら細胞培養基板は、細胞が生きていく上での足場となるため、この研究は極めて重要である
。本研究は、細胞の増殖・分化の精密制御を目的とした、ナノオーダーで表面精密制御された化学規定化培養基板の開
発を行い、特に間葉系幹細胞の培養に特化した表面特性およびその増殖向上の原因が幹細胞性の維持によることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：A study of cell culture substrates requires the technology of the surface 
physical chemistry in addition to biology, so these progresses are slow. However this research is very 
important because the scaffold on which cells to live. This study was aimed precise control of 
proliferation and differentiation of cells, we developed a chemically defined culture substrate whose 
surface precisely controlled in nano-order. In particular cause of improvement of proliferation of 
mesenchymal stem cells on well-defined substrate, it has been suggested to be due to the maintenance of 
stemness.

研究分野： 生体材料学

キーワード： 再生医学　表面・界面物性　細胞・組織　ナノ薄膜

  ５版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)多能性幹細胞(iPS)や胚性幹細胞（ES）、
そして幹葉系幹細胞(MSC)をはじめとする幹
細胞を用いた再生医療が注目を集めている。
(2)幹細胞医療において、幹細胞の増殖・分
化を促すための研究が広く行われている。こ
れらの研究の焦点は、分化や増殖を促すサイ
トカインや DNAや RNA など細胞内遺伝子の活
動を制御する核酸導入など、細胞の挙動を直
接制御する方法にかなり集中し、加速的に進
歩している。 
(3)細胞培養基板の研究は、バイオロジー以
外にも表面物理化学の技術・情報が必要なた
め、その進歩は遅い。細胞培養基板は、細胞
が生きていく上での足場となるため、この研
究は前者と同様に極めて重要である。 
(4)販売されている標準的な培養皿表面の化
学特性は公開されておらず、さらに作製会社
や作製ロット間でも変動するため、培養皿自
体も細胞増殖性能に揺らぎを生じる原因と
なる。 
 
２．研究の目的 
(1)細胞培養は、基礎研究、再生医療、バイ
オ医薬品産業で不可欠である。しかし、通常
の培養皿では、培養皿表面の官能基組成や構
造が不定のため、一部の細胞(不死化細胞株
など)には適するものの、大部分の正常細胞
や幹細胞の培養には適さない。また増殖性能
がロットや培養皿製造メーカによって大き
くばらつくこともある。そこで本研究は、細
胞の増殖・分化の精密制御を目的とした、ナ
ノオーダーで表面精密制御された化学規定
化培養基板の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)混合自己組織化単分子膜(mixed-SAM)の
作製･分析 
窒素で脱酸素化したエタノールにアミノ

基(NH2),水酸基(OH), カルボキシル基(COOH), 
メチル基(CH3)を末端に有するアルカンチオ
ールの 1 mM 溶液をそれぞれ調整し、それら
を表 1 の割合で混合した 20 種類のアルカン
チオール溶液を調整した。金基板をこれらの
アルカンチオール溶液に 25℃の環境下で 24
時間浸し、金基板上にmixed-SAMを作製した。 
これらの表面の特性を X 線光電子分光法

(XPS)および濡れ接触角測定法で評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)無血清培地を用いた mixed-SAM 上での幹
葉系幹細胞の培養 
広島大学発ベンチャー企業が開発した無

血清培地(STK1,2)は、MSC の初代培養、継代
培養に最適化されている。しかしながら、培
養は一般の培養皿を用いており、培養基板側
の最適化は行われていなかった。そこで、
mixed-SAM上でのSTK1,2を用いたMSCの培養
を行い、増殖能および分化能の評価を行った。 
 
(3) Mixed-SAM でのタンパク質吸着量測定 
培養細胞の初期において、培養液に含まれ

る様々なタンパク質が基板へ吸着し、この吸
着層が初期の細胞接着に影響を及ぼす。そこ
で、まず Albumin 単体と STK2 含有成分の
Mixed-SAM への吸着量を表面プラズモン共鳴
法(SPR)で測定した。 
 
(4)SAM 上での MSC の網羅的遺伝子発現解析 
MSC 培養において、最適化された SAM と一

般培養皿増殖過程における遺伝子発現の差
異の確認を、DNA マイクロアレイを用いた網
羅的遺伝子発現解析法を用いて行い、得られ
た結果を遺伝子オントロジー(GO)解析を行
った。解析後、発現差違が確認できた遺伝子
をリアルタイム PCR で測定した。 
 
(5)SAM 上での MSC のメタボローム解析 
MSC 培養において、最適化された SAM と一

般培養皿で網羅的メタボローム解析を行い、
代謝系マップを作製した。 
 
４．研究成果 
(1)Mixed-SAM(①～⑳)の表面特性 
Mixed-SAM(①～⑳)を XPS での表面組成測

定と濡れ性を測定したところ、これら 20 種
類の mixed-SAM (①～⑳)は、親水性や疎水性
の性質に加えて表面にアミノ基やカルボキ
シル基が加わった正や負の電荷を有する図 1
の特性を有することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 無血清培地下におけるmixed-SAM上での
MSC の初代培養 
骨髄および骨髄から分離した骨髄単核球、

そして歯根膜からの MSC の初代培養を、初代

① NH2 = 100
② NH2 : OH = 80: 20
③ NH2 : OH = 60: 40
④ NH2 : OH = 40: 60
⑤ NH2 : OH = 20: 80
⑥ OH = 100
⑦ OH  : COOH = 80: 20
⑧ OH  : COOH = 60: 40
⑨ OH    : COOH = 40: 60
⑩ OH    : COOH = 20: 80
⑪ COOH = 100
⑫ COOH : CH3 = 80: 20
⑬ COOH : CH3 = 60: 40
⑭ COOH : CH3 = 40: 60
⑮ COOH : CH3 = 20: 80
⑯ CH3 = 100
⑰ CH3     : NH2 = 20: 80
⑱ CH3     : NH2 = 40: 60
⑲ CH3     : NH2 = 60: 40
⑳ CH3     : NH2 = 80: 20表 1.アルカンチオールの溶液混合比 

図 1. 最外表面層の NH2, OH, COOH,CH3を 
調整した SAM の表面状態の概略 



培養用無血清培地(STK1)を用いて mixed-SAM
および一般培養皿上で 14 日間行った。骨髄
は MSC 以外にも様々な細胞が混在しており、
そのまま初代培養を行っても、MSC を増殖さ
せることはできない。そのため、取り出した
骨髄は単核球分離を行い、骨髄単核球を培養
して MSC を増殖させる。図 2(a)に骨髄単核球
から増殖した MSCを mixed-SAM および一般培
養皿上で増殖した結果を示す。⑥から⑨の
mixed-SAM は、MSC 初代培養において一般培
養皿と同様もしくは優れた増殖能を示した。
また、取り出した骨髄をそのまま初代培養し
たところ(図 2(b))、一般培養皿では MSC の増
殖はほとんど見られないのに対し、⑦⑧の
mixed-SAM では高い増殖能を有することが示
された。これは、骨髄から MSC の初代培養に
おいて、mixed-SAM を用いると単核球分離操
作を行わなくても良いことを示している。ま
た、歯根膜からMSCを初代培養したところ(図
2(c))、⑥から⑧の mixed-SAM において、一
般培養皿よりも優れた結果を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 無血清培地下におけるmixed-SAM上での
MSC の継代培養 
骨髄、歯根膜、歯髄由来の MSC の継代培養

を、継代培養用無血清培地(STK2)を用いて、
mixed-SAM 上で 4 日間行った結果を図 3 に示
す。全ての MSC において⑦もしくは⑧の
mixed-SAM において、増殖能が最大となった。
そこで、⑥から⑪の mixed-SAM の混合比を細
かくして、MSC の増殖が最適な条件を詳細に
測定したところ(データ非掲示)、骨髄由来の
MSC の増殖能は OH:COOH=65:35 の時に最大と
なったが、OH:COOH=60:40 の⑧の mixed-SAM
と比べ、OH:COOH=70:30 の方が増殖能の落ち
込みが強く現れた。これは、MSC の取得組織
の由来及び取得したヒトの違いにより、⑦か
ら⑧の mixed-SAM の混合比の間で MSCの増殖
能が最大となるが、⑧付近よりも⑦付近の方
がMSCの増殖能に大きな揺らぎを生じること
を示唆している。 
 MSC の初代培養及び継代培養の結果より、
⑧の mixed-SAM（以下、SAM⑧）を MSC の安定
した増殖に最適な状態と判断した。 
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図 2. STK1 培地における mixed-SAM 上での 
MSC の初代培養パターン 
(a) 単核球分離したヒト骨髄 
(b) ヒト骨髄, (c) ヒト歯根膜 

(a) Human primary MSC(mononuclear fraction) 

(b) Human primary MSC(bone marrow aspirate) 

(c) Human primary MSC(synovium) 
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(a) Human bone marrow MSC 

(b) Human synovium MSC 

(c) Human dental pulp MSC 

図 3. STK2 培地における mixed-SAM 上での MSC の増殖 
(a)ヒト骨髄由来 MSC, (b) ヒト歯根膜由来 MSC 
(c)ヒト歯髄由来 MSC 



(4) SAM⑧上での MSC の軟骨細胞及び脂肪細
胞への分化誘導 
MSC の軟骨細胞分化及び脂肪細胞分化を、

分化誘導因子を添加した STK2 を用いて、通
常培養皿及び SAM⑧で行った。一般培養皿で
は基板平面に広がっていたMSCが軟骨細胞に
分化するにつれ、細胞が凝集塊を作ったが、
SAM⑧では細胞はシートの状態を維持してい
た。SAM⑧の細胞シートは、トルイジンブル
ー染色を施すと紫色に強く染まった。トルイ
ジンブルーは軟骨のマトリックスと結合す
ることより、この細胞シートは軟骨細胞に分
化していることを示唆した。また、脂肪細胞
分化において、SAM⑧は一般培養皿よりも分
化能が高いことが示唆された。 
 
(5) Mixed-SAM でのタンパク質吸着量測定 
Mixed-SAM上でのAlbuminおよびSTK2含有

タンパク質の吸着過程の結果を図 4 に示す。 
Albumin は血清中に最も多いタンパク質であ
り、表面吸着量も親水性表面で少なく、疎水
性表面で多いことが知られており、Albumin
単体での結果も同様であった。 
 だが STK2 においては、⑧で吸着物質量が
著しく少なかった。このことから、STK2 にお
いて Albumin 以外の物質が Mixed-SAM 上に吸
着し、これが MSC の初期接着に影響を及ぼし
ていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) MSC の網羅的遺伝子発現解析 
STK2 を用いた場合、一般培養皿と比較して

SAM⑧は MSC の増殖が優れている結果を示し
たが、未分化能の維持については確認してい
なかった。そこで、増殖過程における遺伝子
発現の差異の確認を、DNA マイクロアレイを
用いた網羅的遺伝子発現解析法を用いて行

い、得られた結果を遺伝子オントロジー(GO)
解析を行った。SAM⑧は一般培養皿と比較し
て 158 種類のタグ(GO term)において遺伝子
発現抑制が生じていた。これらのうち、上位
20 までの GO term を表 2に示す。この表には
ミトコンドリアおよびミトコンドリアの膜
に関係する項目が多く含まれていることよ
り、SAM⑧上での MSC はミトコンドリア活性
が抑制されていることが示された。また、遺
伝子のパスウェイ解析を行うと、ミトコンド
リア内でのATPの産生に重要な役割を持って
いる電子伝達系と酸化的リン酸化が抑制さ
れていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、網羅的遺伝子解析の確認のため、以下
の 5種類の遺伝子発現をリアルタイム PCRで
測定した(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
リアルタイム PCR の結果も、網羅的遺伝子

解析と一致したことより、これらの遺伝子を
解析することで、基板上の MSC の状態を確認
できることが示唆された。 
ミトコンドリア活性が低いことを意味し、細
胞の代謝能の低下を示唆する。ミトコンドリ
ア活性が低いにもかかわらず、SAM⑧は細胞
増殖能が高いことより、他の代謝系が活性化
していると予想された。 
 
(7) SAM⑧上での MSC のメタボローム解析 
SAM⑧での MSC の増殖能は一般培養皿よりも
高いにもかかわらず、細胞活動のエネルギー
であるATPを産生するミトコンドリアの活性
が低く、他の代謝系を利用していると考えら
れた。そこで、一般培養皿と SAM⑧で網羅的
メタボローム解析を行い、代謝系マップを作
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図 4 Mixed-SAM 上へのタンパク質の吸着過程の SPR 測定 
(a)アルブミン (b)STK2 含有タンパク質 

表 2. 遺伝子オントロジー解析による、 
SAM⑧で発現が抑制されている GO Term のリスト 
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図 5. 一般培養皿と SAM⑧での MSC の遺伝子発現差違 
左より、COX7B,COX7C,UQCRB,NDUFB3,NDUFS4 



製した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このマップから、解糖系とクエン酸回路系

で合成される代謝物の一部に明確な差異が
あることが確認された。解糖系においては、
乳酸/ピルビン酸の比率が SAM⑧で高くなる
ことが示された(図 7)。この結果は SAM⑧上
の MSCは解糖系に依存した代謝特性を有する
ことを示唆している。また、解糖系が活性化
すると副経路であるペントースリン酸経路
も同時に活性化する。この副経路は核酸の合
成に不可欠な糖を産生するため、結果として
細胞増殖能が向上すると考えられる。 
クエン酸回路系においては、2-オキソグルタ
ル酸の量が SAM⑧で高くなることが示された
(図 8)。2-オキソグルタル酸はクエン酸回路
の中間体として合成されるが、ロイシン、イ
ソロイシン、バリンの 3種の分枝鎖アミノ酸
の代謝にも使われており、アミノ酸代謝が抑
制されている分 2-オキソグルタル酸の消費
量が減少し、2-オキソグルタル酸の量が高く
なると考えられた。これは、タンパク質合成
に必要なアミノ酸が代謝で消費されない分、
細胞増殖能が向上すると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(8)まとめ 
iPS や ES、MSC 等の幹細胞の幹細胞性の維

持において、解糖系の活性化とミトコンドリ
ア活性の抑制は重要であると多くの研究で
報告されている。STK2 と SAM⑧を用いた MSC
の培養系は、MSC の増殖能の向上だけでなく、

幹細胞性の維持においても一般培養皿より
優れていると期待される。 
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図 7. 一般培養皿と SAM⑧上での、MSC 内の 
乳酸/ピルビン酸比。3種の MSC で測定。 

0

50

100

150

200

250

300

TCP Mixed SAM

C
on

c.
 (p

m
ol

/1
0⁶

ce
lls

)

R44

0

50

100

150

200

250

TCP Mixed SAM

C
on

c.
 (p

m
ol

/1
0⁶

ce
lls

)

R51

0

50

100

150

200

250

300

350

TCP Mixed SAM

C
on

c.
 (p

m
ol

/1
0⁶

ce
lls

)

0F3453

図 8. 一般培養皿と SAM⑧上での、MSC 内の 
2-オキソグルタル酸比。3種の MSC で測定。 
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