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研究成果の概要（和文）： 我々は本研究によって、FBSをはじめとする各種動物血清中の血球

細胞接着・増殖阻害因子の同定や増殖力価の評価を行い、以下のような結果を得た。 

1. 各種ほ乳動物の非働化血清に浮遊血球系細胞に対する接着阻害活性があり、主な接着阻害

因子が、補体成分 C４bp、H 因子及びリポ蛋白質 LDL/VLDL であることが分かった。血清タ

ンパクの中で C4bp、H因子や LDL/VLDL は優先的に培養フラスコ・シャーレの疎水性表面を

覆い、浮遊血球細胞が非特異的に接着しないよう阻害しているものと推測された。 

2. 血清中の血球細胞増殖阻害因子の同定を進め、その一つが IgM であり、LDL を加熱（血清

の非働化条件 56℃、30 分）して生じる酸化 LDL にも強い細胞毒性を見出した。一方、IgG

には顕著な阻害活性は見いだせなかった。 

3. T 細胞株の中で Jurkat は LDL 要求性が強く、一方、Molt-4は LDL要求性が低く、インスリ

ン、トランスフェリン、亜セレン酸（ITS）のみでも増殖することが分かった。また、Jurkat

の完全な増殖には増殖因子や脂質以外の低分子成分が必要なことも分かった。Jurkatの増

殖を指標に、IgM を除去して LDL 量をコントロールできれば FBS に匹敵する代替培地の開

発が可能となることが考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：By this research, we performed identification of the blood cell cell 

adherence and the inhibitory growth factors in various animal sera including FBS, and 

evaluation of proliferation potential value, and obtained the following results.  

1.  The inactivation serum of various mammals has adhesion inhibitory activity over a 

floating blood cell system cell, and it turned out that the main adhesion prevention factors 

are complement C4bp, H factor, and lipoprotein LDL/VLDL.  

C4bp, and H factor and LDL/VLDL covered the hydrophobic surface of the cultivation flask 

laboratory dish preferentially in serum protein, and what is checked so that a floating 

blood cell cell may not paste up nonspecific was conjectured.  

2.  Identification of the blood cell cell-growth inhibition factor in serum was advanced, and 

one of them is IgM and it found out cytotoxicity strong also against the oxidization LDL 

which heats LDL (56 ℃ of inactivation conditions of serum, 30 minutes), and arises.  

On the other hand, inhibitory activity remarkable in IgG was not able to be found out.  

3.  LDL demand nature of Jurkat was strong in the T-lymph cell stock, and on the other 

hand, Molt-4 had low LDL demand nature and it turned out an insulin, transferrin, and 

that only selenious acid (ITS) is increased.  

Moreover, perfect multiplication of Jurkat found low molecular components other than a 

growth factor or lipid also for the required thing.  

If IgM is removed for multiplication of Jurkat against an index and the amount of LDL(s) 

can be controlled, it is possible that development of the alternative culture medium which 
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is equal to FBS is attained. 
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１． 研究開始当初の背景 

 これまで我々は、レクチンに分類されるガ

レクチンファミリー、中でも galectin-9 の構

造特性と生理活性（Ｔ細胞の遊走、接着、ア

ポトーシスなど）の相関を明らかにしてきた

（N.Matsushita , T.Nakamura, et al.: J 

Biol Chem, 275:8355-60 (2000), M.Sato, 

T.Nakamura, et al.: Glycobiology, 

12:191-97 (2002)）。また、別種の galectin-8

から強い好中球接着誘導作用と活性酸素産

生誘導作用を見出し、好中球の細胞応答がイ

ンテグリンαM と結合することから開始す

る こ と を 明 ら か に し た （ N.Nishi, 

T.Nakamura, et al.: Glycobiology, 

13:755-63 (2003)）。さらに、各種血球系培養

細胞の接着誘導についても、好中球と同様に

インテグリンファミリーが関与することを

明らかにした（L.-H.Lu, T.Nakamura, et al.: 

J Biochem,141:157-72 (2007)、H.Yamamoto, 

T.Nakamura, et al.: J Biochem, 143:311-24 

(2008)）。 

 ガレクチンファミリーはβガラクトシド

構造を持つ糖鎖を特異的に認識する動物レ

クチンで、細胞増殖、アポトーシスや細胞接

着・遊走など基本的な生物活性に関わる。ま

た、Ｔ細胞分化、炎症反応や癌の発症・転移・

進行など免疫系や病態との関連性も深い。一

方で、ガレクチンによるアポトーシスや細胞

接着誘導実験では、使用している FBS/血清

中に含まれる糖タンパク質による非特異的

な阻害効果も心配された。そこで、我々は無

血清培地中で浮遊血球細胞を播き、細胞接着

に及ぼすガレクチンの作用を調べた。その結

果、無血清下では調べた全ての血球細胞がガ

レクチンの有無に関わらず培養プレートに

接着し、増殖抑制あるいはアポトーシス・ネ

クローシスを生じることが分かった。つまり、

血清には血球系細胞の非特異的接着を抑制

する因子が存在し、これらはアルブミン、IgG

など血清中の主要な蛋白質でないことも分

かった。FBS などの血清中に多くの細胞増殖

因子が含まれていることは広く知られてい

るが、接着阻害因子やアポトーシス抑制因子

については全く注目されていない。 

 本研究では、血球系細胞の非特異的接着や

アポトーシスを抑制する血清蛋白質を同定

するとともに、細胞増殖に必須の増殖因子群

や逆に増殖を抑制する因子群を同時に同

定・プロファイリングして、FBS を代替し得

る新たな基礎培地の開発を目指す。平成 23

年度に接着阻害因子（主な因子は同定済み：

投稿準備中）と増殖抑制/促進因子群を同定す

る。平成 24 年度は同定した接着阻害因子や

増殖因子群を組み合わせた細胞培養用カク

テルの構築を行う。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、浮遊血球系細胞の増殖を指標に、

動物血清に含まれる細胞増殖促進/抑制や細



 

 

胞接着の制御に関わるタンパク因子及び脂

質を同定・プロファイリングし、100％輸入

牛胎児血清(FBS)に頼る現在の細胞培養研究

システムの改善を図るものである。そのため

に、既に同定した接着阻害因子の血球系細胞

の細胞接着・増殖・アポトーシスに及ぼす効

果を調べ、増殖に必須の新規因子群を動物血

清中より同定する。次に、増殖抑制因子にも

注目して、その同定と測定系の確立を通じて、

FBS を代替しうる安定で安価な細胞培養用

カクテル（新規基礎培地）の構築を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）C4bp、H 因子及び

LDL の血球細胞接着と増殖・アポトーシスへ

の効果 

血清タンパク質である C4bp、H 因子及び

LDL の接着阻害活性を定量的に測定するた

めに、リコンビナント C4bp、H 因子、

LDL/VLDL を用いて各種血球系細胞：T 細

胞（Jurkat，Molt-4）；B 細胞（U937）；単

球・マクロファージ（THP-1）；赤芽球（K562）

を使って、無血清下における細胞接着数を比

較する。また、FBS に含まれる接着阻害因子

が浮遊血球系細胞の増殖性にどの程度影響

しているか、細胞増殖活性やアポトーシス活

性を比較検討する。 

（2）ブタ血清中の細胞増殖抑制因子の精製 

ブタ血清では強い細胞増殖抑制活性が見出

されたため、Jurkat、Molt-4 細胞の増殖を

指標に、ブタ血清を硫安分画した後、ゲル濾

過、各種クロマトグラフィーなどを組み合わ

せて細胞増殖抑制因子の精製を行い細胞増

殖抑制因子の実体を明らかにする 

（3）FBS、ブタ及びヒト血清中細胞増殖因子

群の精製 

FBS やブタ及びヒト血清の硫安 60-75％画

分からゲル濾過、各種クロマトグラフィーな

どを組み合わせて細胞増殖因子群の精製を

行う。増殖因子群が精製できればそのまま精

製蛋白質を用い、また増殖因子が精製できな

い場合も粗精製品を用いて、質量分析計にて

細胞増殖因子の実体を明らかにする。我々は

既に LDL とインスリン、トランスフェリン、

亜セレン酸（ITS と略す）を必須の増殖因子

群として同定している。 

 

平成 24年度以降 

・FBS、ヒト血清中の細胞増殖抑制因子の同

定と濃度測定 

（1）ブタ血清中の増殖抑制因子と同じ精製方

法や抑制因子に対する抗体を使って FBS

やヒト血清中の抑制因子を分析する。さ

らに、その RIA あるいは ELISA 法によ

る既製の測定系が使える場合は、FBS の

ロット毎の増殖抑制因子を測定／比較し

て、細胞増殖活性（力価）と増殖抑制因

子の相関関係を明らかにする。既製測定

系がなければ年度内に測定系を自前で開

発する。 

（2）我々は思いがけず、ヒト血清が実は FBS

以上に血球系の細胞培養に適しているこ

とを見出した（研究の斬新性・チャレン

ジ性の項 下図左）。従って、iPS 細胞の

増殖・分化による再生医療などに患者自

身の自家血が有効に利用できると考えて

いる。自家血の有効性を検証するために

も、ヒト血清中の阻害因子については特

にその測定系の確立を急ぐ。 

・FBS を代替する低タンパク細胞培養用カク

テルの構築（下図右） 

（1）細胞培養用リポタンパク質 LDL の至適

濃度を各種血球系細胞：T 細胞（Jurkat，

Molt-4）；B 細胞（U937）；単球・マクロ

ファージ（THP-1）；赤芽球（K562）を

使って調べる。我々は、LDL が高濃度

（平成２３年度） 



 

 

（200g/ml 以上）では毒性を持つが、血

清中にはその毒性 を中和する成 分

（stabilizing factor：SF と仮称）が含

まれていることも見出している（実体は

不明）。 

（2）LDL 以外の接着阻害因子（C4bp,H 因子）

に細胞増殖の促進活性が見出された場合、

細胞培養用カクテルの構成成分に加える。 

（3）平成 23 年度中に FBS、ヒトあるいはブ

タ血清から ITS 以外の増殖因子が同定で

きていれば、増殖因子群と LDL、接着阻

害因子を組み合わせたタンパクカクテル

を試作して、Jurkat を含む各種血球細胞

についてその増殖力価を FBS と比較検討

する。 

（4）FBS から増殖因子群を精製して培養用カ

クテルに加えても価値はあまりない。ブ

タ血清を材料に精製した増殖因子や安価

なリコンビナントタンパクが利用できれ

ば、より安価で高力価の FBS 代替品と

しての価値が高まることから、将来のコ

ストパフォーマンスについても検討を加

える。 

・ 引続き精製と活性測定は研究代表者が技

術補佐員と分担し、さらに技術補佐員は、

接着阻害因子や増殖因子を組み合わせた細

胞培養用カクテルの調製を検討する。 

・ （1）FBS、ヒト血

清中の細胞増殖抑制因子の同定と濃度測定 

・ ブタ血清中の増殖抑制因子と同じ精製方

法や抑制因子に対する抗体を使って FBS や

ヒト血清中の抑制因子を分析する。さらに、

その RIA あるいは ELISA 法による既製の

測定系が使える場合は、FBS のロット毎の

増殖抑制因子を測定／比較して、細胞増殖

活性（力価）と増殖抑制因子の相関関係を

明らかにする。一方、ヒト血清が FBS 以上

に血球系の細胞培養に適していることを見

出しているので、iPS 細胞の増殖・分化によ

る再生医療などに患者自身の自家血が有効

に利用できるかどうか、自家血の有効性を

検証する基礎実験を行う。 

・ （2）FBS を代替する低タンパク細胞培養

用カクテルの構築 

・ まず、細胞培養用リポタンパク質 LDL の

至適濃度について各種血球系細胞を使って

調べる。次に、LDL 以外の接着阻害 因子

（C4bp,H 因子）に細胞増殖の促進活性が見

出された場合、細胞培養用カクテルの構成

成分に加える。さらに、平成 23 年度中に

FBS、ヒトあるいはブタ血清から ITS 以外

の増殖因子が同定できていれば、増殖因子

群と LDL、接着阻害因子を組み合わせたタ

ンパクカクテルを試作して、各種血球細胞

についてその増殖力価を FBS と比較検討す

る。 

 
４．研究成果 

 本研究において、FBS をはじめとする各種

動物血清中の血球細胞接着阻害分子の同定

や、増殖力価の評価を行い、以下のような結

果を得た。 

（1）ウシ、ブタ、ウマ、マウス、ニワトリ、

アフリカツメガエルなど、調べたすべての哺

乳類、鳥類、両生類の非働化血清に浮遊血球

系細胞に対する接着阻害活性があり、主な接

着阻害因子が、補体成分 C４bp、H 因子及び

リポ蛋白質 LDL/VLDL であることが分かっ

た。一方、血清の主要成分であるアルブミン

や IgG には阻害活性はほとんど認められな

かった。血清タンパクの中で C4bp、H 因子

や LDL/VLDL は優先的に培養フラスコ・シ

ャーレの疎水性表面を覆い、浮遊血球細胞が

非特異的に接着しないよう阻害しているも

のと推測された。 

（2） 血清中の増殖阻害因子の同定を進

め、その一つが IgMであり、LDL を加熱（血

・ （平成２４年度） 



 

 

清の非働化条件 56℃、30 分）して生じる酸

化 LDLにも強い細胞毒性を見出した。 

（3） 各種動物血清を硫安や各種クロマ

トグラフィーで分画し、高い増殖力価の FBS

中にさえ、細胞の増殖抑制因子が含まれてい

ることや増殖因子群のみを比較的簡便に分

離できることを見出した。また、ヒトやブタ

血清に FBS以上の増殖活性が存在することを

見出した 。しかし、各種動物血清を硫安沈

殿や各種クロマトグラフィーで分画したと

ころ、高い増殖活性をアルブミン画分に見い

出せたが、最終的にアルブミンと増殖因子と

の分離には至らなかった。 

（4） T細胞株の JurkatはLDL要求性が

強く、一方、Molt-4 は LDL 要求性が低くて

インスリン、トランスフェリン、亜セレン酸

(ITS)のみで増殖することが分かった。  
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