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研究成果の概要（和文）：我々は、間葉系幹細胞（MSC）の無血清培養に至適な培養皿官能基組成をもつ自己組織化分
子膜（SAM）を作製した。OH基とCOOH基とを60:40の比でもつSAM-1は、接着斑の形成、接着、増殖を促進した。また骨
分化関連遺伝子の発現と基質の石灰化を支持した。すなわち、SAM-1と無血清培地を組み合わせることにより、世界で
初めて培養環境全体を化学的に規定化できた。この新培養系は、基礎研究のみならず将来の臨床研究でも有用であると
期待される。さらにSAM－１は、ミトコンドリア関連遺伝子の多くを下方制御して、嫌気的解糖系を促進し、TCAサイク
ル系を抑制した。

研究成果の概要（英文）：To improve adhesion in serum-free media, we developed self-assembled monolayer exp
ressing OH and COOH at 60:40 (SAM-1). SAM-1 enhanced reorganization of adhesion plaques, adhesion and prol
iferation of human mesenchymal stem cells (MSC) in a serum-free medium. Furthermore, the expression of bon
e-related genes, along with calcium accumulation, was markedly enhanced in MSC cultures on SAM-1 after exp
osure to a serum-free osteogenesis-induction medium. In addition, SAM-1 enhanced anaerobic glycolysis and 
suppressed TCA cycle activity in MSC by down-regulating mitochondria-related-genes, which may be related t
o MSC stemness. These findings indicate that a combination of a serum-free medium and SAM is useful in bas
ic studies on cell-substrate interactions and clinical studies towards MSC-based cell therapy.
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１．研究開始当初の背景 
 （幹細胞治療） ウサギ抜歯部位に MSC
と BMP２を移植すると歯が萌出するなど
(Biomaterials 2011)、歯科再生医療の機運は
高まってきた。しかし移植用 MSC の品質が
一定しないため、臨床研究の比較や評価が困
難である。（無血清培養液） 無血清培養液
は、成分が一定しているため、増幅性能と細
胞品質にバラツキが少ない。そこで申請者は、
MSC の分離用、増幅用、骨分化用、脂肪分
化用の無血清培養液 STK1,2,3,4 を開発した
（発明人：加藤幸夫ら、特許番号：特許第
4385076 号／  PCT/JP2007/050232、発明
人：加藤幸夫ら、出願番号：特願 2008-289146
号）。意外にも、これらの性能は 10%血清含
有培地より顕著に高かった。STK1,2,3 は市
販され、研究用として用いられているのみな
らず、東京や福岡の病院で臨床にも使用され
ている。また STK2 は歯髄幹細胞の増殖をも
促進した。（培養皿）STK 開発中に、通常培
養皿には大きな問題があることがわかった。
プラズマ照射でイオン化した通常培養皿の
官能基組成は一定せず、ロット毎に、無血清
での MSC 培養に影響した。（官能基配合
SAM 培養皿）官能基アルカンチオールは、
チオール基で金基板と結合し、またアルキル
基は隣接する分子間で疎水結合する。したが
って、金蒸着基板上(16mm)に、官能基のみ
が表層に露出した自己組織化分子膜(SAM)
を作成できる。 
 
２．研究の目的 
無血清培養液は、間葉系幹細胞（MSC）の

安定増幅に役立つものの、通常のプラズマ処
置培養皿（表面化学組成不定）を使用すると、
とくに初代培養系で増殖速度が低下するこ
とが多く、移植治療に障害がでる。そこで本
研究では、表面の官能基配合を規定化した培
養皿と無血清培養液を組み合わせる。そして
培養環境全体を化学的に規定化／至適化し
て、幹細胞の分離、増幅、分化を促進する。
この世界初の完全化学規定化培養法は今後
の世界標準になると期待される。 

 
３．研究の方法 
(1)SAM 培養皿に配合する官能基の種類を増
やし、かつ官能基２種混合(N1-28)以外に
３種混合 SAM および RGD ヘプチド配合
官能基 SAM も作製して、培養皿の増殖性
能をより高める。 

(2)直径 16 mm 以外に 35mm、90mm の金蒸
着基板を作製し（大阪金属工業に依頼）、
大量に MSC を無血清培養する。そしてマ
ウスに移植して骨形成能を評価する。 

(3)細胞接着、伸展、増殖に及ぼす官能基配合
の影響の分子機構は、接着分子との相互作

用、接着斑、細胞骨格、インテグリンの分
布や、MAP キナーゼ活性などを測定して
追究する。 

 
４．研究成果 
（1）24 年度 
 我々は、すでに間葉系幹細胞用の無血清培
養液 STK1（分離、初代用）、STK2（増殖用、
継代培養用）、STK3（骨分化用）を開発した。
しかし、間葉系幹細胞を化学的に規定化した
培養システムで培養するためには、無血清培
養液に加えて、培養皿表層の化学組成を規定
化する必要がある。従来のプラズマ処置プラ
スチック培養皿は化学的に規定化されてい
ない。そこで我々は、アミノ基、カルボキシ
ル基、水酸基、メチル基のうち、2 種類の官
能基をさまざまな割合で組み合わせた、混合
自己組織化単層分子膜(SAM)を作製して、カ
ルボキシル基、水酸基の組み合わせ(No 8 
SAM)が、無血清での間葉系幹細胞の増殖を促
進することを見いだした。 
 24 年度は、(No 8 SAM で培養した間葉系幹
細胞が、脂肪分化能、軟骨分化能、骨分化能
を示すことをさらに確証した。次いで、カル
ボキシル基のかわりの陰イオンとしてリン
酸基を SAM に導入した。リン酸基と水酸基の
混合 SAM はカルボキシル基と水酸基の混合
SAM(No 8)より少し活性が弱いもののほとん
ど同等の増殖促進作用を示した。つまり水酸
基と陰イオンの組み合わせが、間葉系幹細胞
の増殖に至適であることが判明した。 
 また、カルボキシル基と水酸基の混合
SAM(No 8)に加えて、フィブロネクチンの細
胞結合ドメインであるRGDペプチドをもつア
ルカンチオールを配合した 3種 SAM を作製し
た。RGD ペプチドの導入は細胞接着を促進し
たものの、増殖を抑制した。強力すぎる接着
は、増殖を抑制的に作用することが示唆され
た。 
（2）25 年度 
（SAM アルキル鎖長の影響）特定の官能

基のアルキル基部分の鎖長を延長すること
により、その官能基を表面から突き出る形と
なる混合自己組織化単層分子膜（SAM）を作
成して、MSCの接着と増殖の促進を試みた。
しかし、表面の凸凹は MSC の接着と増殖を
抑制した。 
 （表面官能基の接着促進の分子機構）安定
的な細胞接着と増殖には、接着斑とストレス
ファイバー形成が必須である。これを追求す
るため、NH2, OH, COOH, CH3 single SAM
上に MSC を播種して２４時間後に接着斑を
抗 vinculin抗体とmicrofilamentに結合する
rhodamine phalloidin で、ストレスファイ
バーを rhodamine phalloidin で染色した。
表面 OH 基はこれらの形成に必須であった。



他の官能基はこれらの形成を支持しなかっ
た。ただしOH：COOH混合SAMはOH SAM
と同様に形成を支持した。 
 （再生医療での MSC の増幅）化学的に規
定化された培養皿と培養液にて MSC を大量
増幅するためには、無血清での細胞の剥離と
播種による継代が必要であるが、現在のとこ
ろ SAM 上での継代は困難である。原因を調
査中。 
 （完全化学規定化培養法の他細胞への応
用） ラット骨髄 MSC, ラット骨芽細胞、ヒ
ト線維芽細胞を無血清培地と SAM を使用し
て培養することに成功した。 
 （糖鎖の影響）北海道大学の篠原教授との
共同で、化学規定化無血清培地が、MSC の
糖脂質合成系酵素の遺伝子発現を介して、糖
脂質の組成を変化させることを見いだした。 
 （遺伝子発現に及ぼす SAM の影響）マイ
クロアレー解析にて、SAM は MSC でのミト
コンドリアの酸化的リン酸化経路の遺伝子
発現を選択的に抑制した。したがって、SAM
培養では、解糖系が亢進するとともに TCA
サイクルが低下した。すなわちミトコンドリ
アでの ROS 産生が抑制され、幹細胞の
stemness の維持に有利であった。 
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