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研究成果の概要（和文）：細胞接着変化を活用したより効率的な細胞培養方法を開発することを目的とした。検
討項目は、１）細胞の至適な播種濃度の検討、２）浮遊細胞の発生メカニズムの解明、３）浮遊細胞を用いた効
率的な培養法の検討、４）より効率的な細胞の単離・抽出・培養法の開発とした。結果、１）では、至適な細胞
播種濃度でも浮遊細胞が発生し、浮遊細胞の有用性が示唆された。２）では、細胞周期のパラメータを割り出
し、解析を行い、浮遊細胞が発生するメカニズムを引き続き調査中である。３）では、浮遊細胞の構造変化はな
く、発現している表面抗原に違いないことが示唆された。４）では、浮遊細胞の利用が組織再生においても有用
性であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a more effective cell culture method applying 
changes to cell adhesion behaviors. The sub-topics of investigation were 1) optimal cell seeding 
density, 2) mechanism of appearance of suspended cells, 3) efficient culturing methods using 
suspended cells, and 4) developing more effective methods of isolation, extraction and culture of 
cells. In 1), suspended cells appeared even at optimal cell seeding density, suggesting the 
effectiveness of suspended cells. In 2), we found the parameters of cell cycles and performed 
analysis. We are currently continuing to study the mechanism of suspended cells appearance. Our 
findings in 3) suggested that there were no structural changes to suspended cells nor changes to the
 expressed surface antigens. In 4), we confirmed that the use of suspended cells are effective for 
tissue regeneration as well.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞の細胞源として、脂肪組織由来幹細胞(ASC Adipose-derived Stem Cell)は患者の腹部や大腿部な
どから、余剰脂肪組織を手術にて摘出し、脂肪細胞をコラゲナーゼ処理、および遠心分離をすることなどで単
離・抽出し、単層培地にて培養することで細胞数を確保している。しかしながら、脂肪組織から脂肪細胞を単離
し、ASCを抽出する過程に不確実さがある。またASCを抽出し安全性の高い細胞を確保するためには、安定的な細
胞培養技術が必要不可欠である。本研究では、臨床応用のためのプロトコール作りの一環として、細胞接着変化
を活用したより効率的な細胞の培養方法を検討した.

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
われわれは、間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cells：MSC)の細胞源として、脂肪組織由来幹細
胞(ASC Adipose-derived Stem Cell)に注目している。ASC は、本邦で、細胞付加型脂肪移植（Cell 
Assisted Lipotransfer）として実用化されている。これは主に体の軟組織の増大を目的とした
医療技術であり、現在、口腔・顎・顔面領域の再建においても、一部臨床応用がされている。ASC
は患者の腹部や大腿部などから、余剰脂肪組織を手術にて摘出し、脂肪細胞をコラゲナーゼ処理、
および遠心分離をすることなどで単離・抽出し、単層培地にて培養することで細胞数を確保して
いる。採取の方法は、吸引細管を用いて主に行われており、比較的多くの脂肪組織を確保できる
特徴がある。一方で、そこから単離される脂肪細胞の質は個人差が大きく、組織残屑、粘度、採
取できる脂肪の量、オイル化の程度など一定性がないことを経験している。よって脂肪組織から
脂肪細胞を単離し、ASC を抽出する過程に不確実さがある。また ASC を抽出し安全性の高い細胞
を確保するためには、安定的な細胞培養技術も必要である。 
 
 
２．研究の目的 
  
そこで今回、ASC を研究対象とし、臨床応用のためのプロトコール作りの一環として、細胞接着
変化を活用したより効率的な細胞の培養方法を検討することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）至適な細胞播種濃度検討 
細胞の初代培養時の最適な細胞播種密度を評価するため、30,000、10,000、3,000、1,000、300、
100 細胞/cm²の密度で播種した。これを 1 週間培養後、細胞を回収し、最も収量の多い細胞播種
密度がどの濃度であるかを、自動測定器 NucleoCounter® （ChemoMetec, Allerod, Denmark）を
用いて明らかにした。さらにこの時各濃度においてどの程度浮遊細胞が発生しているかを培養
24h 後に測定した。これにより、安定して確実に細胞を確保できる濃度を決定した。 
２）浮遊細胞の発生メカニズムの解明 
浮遊細胞は細胞分裂時に発生していると予想されたため、培養 24h 毎に接着細胞と浮遊細胞を
回収し、1週間に渡って、細胞分裂の細胞周期を、BD社製 ACS Vantage SE フローサイトメトリ
ーを用いて DNA 量分析にて行おこなった。蛍光色素として、生細胞の DNA を染色させることが
できる色素 Hoechst 33342（AdipoGen, MA, USA）を用いた。このフローサイトメータの DNA 量
ヒストグラムから細胞周期の各パラメータを取り出し、解析を行い浮遊細胞が発生するメカニ
ズムを解明した。これにより、効率的な浮遊細胞回収時期を決定した。 
３）浮遊細胞を用いた効率的な培養法の検討 
効率的な浮遊細胞回収時期にあわせて浮遊細胞と接着細胞を回収し、細胞そのものの構造的変
化がないか、発現している表面抗原に有意な違いがないかをフローサイトメトリーを用いて検
証した。また感染症の問題、癌化の問題なども可能性としては考えられるため、回収した浮遊細
胞と接着細胞の癌化・アポトーシス・炎症所見の検証をおこない、各群の P53、KL6、TNFα等の
発現やアポトーシスアッセイなどを調べ、安全性の評価を行なった。さらに、幹細胞のマーカー
として報告されている CD34、Kit、Sca 等の遺伝子発現を realtime RT-PCR 法を用いて評価した。
ここまでで、確立された結果を基に、ASC 培養を実際に行なった。特に接着細胞と浮遊細胞を混
和して培養することに対する安全性確認のため、播種した細胞は、接着細胞のみを培養した場合、
接着細胞および浮遊細胞を同等に混合し培養した場合、浮遊細胞のみを培養した場合とし、3つ
の群に分けた。これらを再播種し、分化誘導後、アルカリフォスファターゼ、von Kossa 染色, 
Oil Red O 染色、TB染色を用いて分化状況を確認後、I型コラーゲンαI鎖、II型コラーゲンα
I鎖の遺伝子発現を評価した。さらに、ペレット培養、RT-PCR 分析、GAG の測定、ELISA 法を用
いた一本鎖 DNA の定量によるアポトーシスの検出を行い、浮遊細胞の有用性を検討した。 
４）より効率的な単離・抽出・培養法の開発 
浮遊細胞が、組織再生において有用性があり、安全であるかの解明へと繋げていくために、浮遊
細胞と接着細胞から骨芽細胞に分化させた細胞塊を 10 ㎜大とし、ヌードマウス(オス)の背部左
右に移植した。移植 4 週間後、8 週間後に移植片を回収し、組織学的(HE 染色)および生化学的
（アルカリホスファターゼ活性、オステオカルシン含有量）に統計的に比較検討した。この実験
系を計 3 回施行した。さらに細胞接着性の減少が生体内での細胞増殖との関連があるのか、癌化
等との関係性がないか等を観察し、その際の細胞分裂周期を確認した。 
 



 
４．研究成果 
 
結果、浮遊細胞は、通常の培養細胞と増殖能や遺伝子発現、及び炎症や腫瘍マーカー等の所見に
違いがない事が明らかとなった。これにより、細胞培養時の浮遊細胞は、接着細胞と同等に扱う
ことができることが示唆された。つまり、この浮遊細胞を有効活用した培養法を行うことができ
る。この浮遊細胞の出現する機序として、１つは至適な播種濃度で培養を開始したとしても、す
べての細胞が培養皿に接着するわけではないことによる。また、細胞増殖の細胞分裂時に一部浮
遊細胞となるものがあることが考えられる。また、細胞分裂は細胞周期によるものであり、特に
M期では、細胞分裂の際に細胞接着性が低下することが、浮遊細胞の出現に関与していると考え
られる。細胞周期には､増殖関連抗原が関与しており、この中でも各期に一致して発現するサイ
クリンは､細胞周期に関係なく存在する Cyclindependent kinase（Cdk）と複合体を形成する事
により､Cdk が活性化されて、細胞周期を開始する｡増殖関連抗原は､細胞周期の過程で一過性に
発現し､その発現は増細胞周期関連抗原である Ki-67､p105､p120、 そして増殖細胞核内抗原
（PCNA）は､いずれも細胞増殖に関連していることが示された。 
本研究を踏まえ、引き続き、再生医療で、安定した培養を提供するためのプロトコール作成の一
環として、各組織から細胞単離におけるコラゲナーゼ処理の濃度・時間、および単離後の播種濃
度の最適化を図り、より効率的な細胞培養の方法を確立することを目指す。 
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