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研究成果の概要（和文）：温度応答性ポリマーをコーティングしたディッシュを用いてヒト末梢血から採取した
単核球分画を培養することにより、単球・マクロファージ系細胞の継代培養が可能となった。マクロファージコ
ロニー刺激因子を添加することにより、細胞の増殖能が著明に増加した。継代を重ねるにつれて、単球・マクロ
ファージ系細胞（CD11b陽性、CD14陽性）の割合が増え、第３継代目にはほぼ全ての細胞が単球・マクロファー
ジ系細胞となっていた。培養した単球・マクロファージ系細胞は、組織マクロファージのマーカーであるCD206
を発現していること、TNF-alphaやMCP-1など様々なサイトカインを分泌していることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We established a passage culture of monocyte-macrophage lineage cells using 
a temperature-responsive cell culture dish. Macrophage colony-stimulating factor increased 
proliferation of the cells during the passage culture. The rate of monocyte-macrophage lineage cells
 (CD11b+/CD14+) increased by passages, and the cells were mostly purified by three passages. The 
cultured monocyte-macrophage lineage cells were positive for CD206, a marker of tissue-resident 
macrophages, and secreted various cytokines such as TNF-alpha and MCP-1.

研究分野： 創傷治癒
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１．研究開始当初の背景 
近年、単球・マクロファージ系細胞が創傷治

癒に大きく関与していることが知られるよ

うになり、創傷治癒分野での基礎研究に単

球・マクロファージ系細胞を使用する機会が

増えている。しかし、培養した単球・マクロ

ファージ系細胞はディッシュから剥がれに

くいため、継代して多くの細胞数を得ること

や表面マーカーを経時的に解析することは

困難であった。 
 
２．研究の目的 
単球・マクロファージ系細胞の継代培養法を

確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
３２℃を境に可逆的に疎水性となる温度応

答性ポリマーをコーティングした特殊なデ

ィッシュ（商品名 RepCell、CellSeed 社製）

を用いて、ヒト末梢血から採取した単核球分

画を培養することにより、単球・マクロファ

ージ系細胞の継代培養を試みた。その際に各

種サイトカインを添加し、増殖への影響を評

価した。また、各継代において、フローサイ

トメトリーによる表面マーカーの解析や、サ

イトカインアレイによるサイトカイン分泌

の評価も行った。 

 

４．研究成果 

（１）継代培養の確立 

ディッシュを室温に３０分間置くことによ

り、培養した細胞はディシュから容易に剥が

れ、継代が可能となった（下図）。 

 

 

また、マクロファージコロニー刺激因子（以

下 M-CSF）を添加することにより、細胞の増

殖能が著明に増加した（下図）。 

 

 
 
（２）フローサイトメトリーによる解析 

末梢血から採取した単核球分画はリンパ球

と単球・マクロファージ系細胞からなる細胞

集団である。単球・マクロファージ系細胞は

CD11b 陽性、CD14 陽性の細胞として区別され

るが、末梢血中ではその割合は数％であった

（下図）。 

 

 



継代を重ねるにつれて、単球・マクロファー

ジ系細胞（CD11b 陽性、CD14 陽性）の割合が

徐々に増え、第３継代目にはほぼ全ての細胞

が単球・マクロファージ系細胞となった。ま

た、組織マクロファージのマーカーである

CD206 は末梢血ではほとんど発現されていな

かったが、培養の開始に伴い発現が見られる

ようになり、継代後もその発現は維持されて

いた（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）サイトカイン分泌 

サイトカインアレイでは、培養した単球・マ

クロファージ系細胞が TNF-alpha や MCP-1 な

ど様々なサイトカインを分泌していること

が明らかとなった（下図）。 

 

 

 

 

 

今回確立した継代培養法により、単球・マク

ロファージ系細胞の取扱が容易となり、単

球・マクロファージ系細胞に着目した創傷治

癒研究がより発展することが期待される。 
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