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研究成果の概要（和文）：本研究では、動物血清に含まれる細胞増殖促進/阻害に関わるタンパク因子、脂質、有機酸
を、血球系細胞をモデルに同定・プロファイリングし、100％輸入血清（FBS）に頼る細胞培養法の改善を図ることを目
的とした。その結果、LDLなどのリポ蛋白質が細胞の増殖制御に有効なことが考えられた。また、クエン酸やピルビン
酸など有機酸に増殖促進効果が認められ、組替えアルブミンも重要な増殖促進因子であることが確認できた。さらに、
解析したところコレステロールが最も重要な脂質であることがわかり、インスイン、トランスフェリン、亜セレン酸と
組換えアルブミンを加えることで、低タンパク質無血清培地の試作品を調製できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was an objective to identify and profile the protein factors, 
lipids and organic acids included in the animal serum, participating in the cell proliferation and/or 
growth inhibition by using T-cell lines. In addition, we planned the improvement of the cell culture 
method to rely on in 100% import serum (FBS). As a result, it was thought that lipoprotein such as the 
LDL was effective for the cell proliferation. In addition, the promotional effect was accepted by organic 
acids including citric acid and pyruvic acid and was able to confirm that the recombinant albumin was 
also an important promotional factor in the cell culture. Furthermore, after analyzing it, we understood 
that cholesterol was the most important lipid and was able to prepare a trial product of the low protein 
serum-free medium by adding in, transferrin, selenious acid and recombinant albumin.

研究分野：細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 我々は、これまで既知のケモカインとは異
なるガレクチン、galectin-9 の構造特性と生
理活性の相関性を明らかにしてきた。また、
galectin-9 の比較対象として使用した
galectin-8 に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 と結合することで開
始することを明らかにした（N. Nishi et al. 
Glycobiology, 13, 755-63 (2003)）。さらに、
各種血球由来培養細胞に対する細胞応答（細
胞接着とアポトーシスを指標）を調べ、細胞
接着については細胞毎に発現しているイン
テグリンファミリーが、ガレクチン受容体で
あることを明らかにした（L.-H.Lu et al. 
J.Biochem.,141, 157-172 (2007) 、
H.Yamamoto et al. J. Biochem., 143, 
311-324 (2008)）。最近、ガレクチン-9の構造
改変や立体構造解析を通じて、臨床応用に向
けた改変ガレクチン-9 の開発にも取り組ん
でいる（A.Ito et al. Glycobiology,23, 920-925 
(2013)、Y.Nonaka et al. J. Biochem., 153, 
463-471 (2013)）。 
 ガレクチンファミリーはβ-ガラクトシド
を持った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、炎症反応やがんの発症・転移・進行など
病態との関連性も深く、新たな免疫抑制剤、
がんの治療薬としての利用も検討されてい
る。 一方、ガレクチンによるアポトーシス
や細胞接着誘導実験中に、無血清下で各種血
球細胞が、ガレクチンの有無に関わらず培養
プレートに強く接着し、増殖抑制あるいはア
ポトーシス・ネクローシスを誘導することも
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
質でないことが分かった。また、動物血清に
含まれる血球細胞の増殖阻害因子の一つが
IgM であることも見出した。こうした、ガレ
クチンの研究を通して、本来浮遊性の血球系
細胞の非特異的接着を抑制したり、増殖促進
/阻害する因子群を同定・プロファイリングを
して、FBSを代替し得る新たな無血清培地を
開発し、同時に血清に依存しないで増殖する
細胞株の簡便な樹立法を確立することを着
想するに至った。 
 我々研究者は、比較的多くの細胞種に対し
て共通して高い増殖活性を有する血清を選
抜・購入している。一般的には増殖因子の含
有量が高いものが血清として優れた性質を
持つと信じられているが、我々は血清中の接
着及び増殖抑制因子や、他のタンパク質、脂
質、有機酸の存在にも目を向ける必要がある
と考え、血清の力価に大きな影響を及ぼして

いる増殖促進/抑制因子の実体解明を急いで
きた。その結果、コレステロールの供給源と
なる LDL は重要なものの、加熱などで生じる
酸化LDLが一転して強い細胞毒性を示すこと
も分かった。しかしながら、血清の力価を決
定しているその他の各種因子のプロファイ
リング・評価は全体としてまだ十分になされ
ていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、動物血清に含まれる細胞増殖
促進/阻害や細胞接着制御に関わるタンパク
因子群および脂質,有機酸を、浮遊血球系細胞
をモデルに同定・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
養法の改善を図る（細胞培養用カクテルの調
製）。さらに、同定した増殖因子・接着制御
因子群の添加や、脂質合成酵素群の遺伝子導
入による血清に依存しない細胞株の簡便な
樹立法を確立する。新しい無血清培地は iPS
細胞を利用した各種分化細胞の樹立・大量生
産に寄与し、無血清下で増殖する樹立株を用
いれば、有用なタンパク製剤やワクチン用ウ
イルスの生産にも役立つことが期待できる。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
平成 26年度は、（1）Jurkat, Molt-4などの T
細胞系の株細胞の増殖活性を指標に、血球接
着阻害因子(補体成分 C4bp, H因子及びリポ
蛋白質 LDL/VLDL)の細胞接着・増殖に及ぼ
す効果を詳しく調べた。（2）FBSやブタ血清
から増殖に必須のタンパク因子群の同定・プ
ロファイリング、脂肪酸や有機酸の効果など
を調べた。（3）我々はこれまでに、高い LDL
要求性を有する Jurkat細胞から、LDL低依
存性の Jurkat 細胞亜株を樹立することがで
き、この樹立株ではコレステロールの生合成
関連酵素群と LDL 受容体遺伝子の発現が亢
進していることが分かった。そこで、今回見
出した、LDL低依存性株の樹立法が、他の細
胞系でも可能かどうか、コレステロールの生
合成関連酵素群と LDL 受容体遺伝子の発現
を指標に比較・検討することとした。 
 



平成27年度は、（1）LDLを代替する脂質の
スクリーニングを行った。対象とする脂質に
ついてはすでに検討中であったもので、LDL
には及ばないものの一定の増殖促進効果を示
す候補を見出していた。（2）この脂質と血清
量を低減できることがよく知られている、イ
ンスリン,トランスフェリン,亜セレン酸（合わ
せてITSと略す）の混合物、組換えアルブミ
ン、微量元素、抗酸化物質などを組み合わせ
た低タンパク質無血清培地の試作品を調製し
た。この低タンパク質無血清培地を調製する
上で、必須の要件である組換えトランスフェ
リンは植物細胞で発現されたものが市販され
ていて、天然のトランスフェリンに匹敵する
細胞増殖促進効果を持つことを確認していた。
（3）Jurkatで実施したLDL除去血清中で馴
化するLDL低依存性細胞株の樹立法から、組
換えアルブミン、組換えトランスフェリンを
利用した新しい馴化培地の開発に転換するた
めに再検討を開始することとした。（4）LDL
低依存性Jurkat細胞株の樹立によって、コレ
ステロール生合成関連酵素群の遺伝子を細胞
に人工的に導入すれば、LDL非依存性株の簡
便な樹立が期待できるようになった。そこで、
遺伝子を高効率で導入できるHEK293、CHO
細胞などタンパク発現系にも広く利用される
細胞株について、コレステロール合成関連遺
伝子を導入すれば実際に血清非依存性細胞株
が樹立できるかどうか検討することとした。 
 
４．研究成果 

平成26年度 
（1） C4bp, H因子は補体系の制御因子と
知られていているが、一方でその疎水性の性
質のためか、浮遊系血球細胞が培養ディッシ
ュに非特異的に接着することを効果的に阻害
し得ることがわかった。ただし、補体系因子
に増殖効果そのものが認められなかったこと
から、総括として、今後の研究において補体
系因子のさらなる解析は中止することとした。
（2）一方、LDLなどリポタンパク質の増殖に
対する効果がさらに確認できたが、リポタン
パク質は血液由来成分であり酸化されやすく
て細胞毒性を表すこともあるので実際の細胞
培養には不向きである。リポタンパク質に代
わる代替の脂質成分のスクリーニングが必要
とされることが分かった。（3）必須脂肪酸で
あるリノレン酸,リノール酸に増殖促進効果
はみられないものの、クエン酸やピルビン酸
など有機酸に増殖促進効果が認められた。（4）
FBSやブタ血清から増殖に必須のタンパク因
子群の同定を進めたが、血清の主要タンパク
質であるフェツインやアルブミンの画分から
増殖活性をうまく分離できなかった。そこで、
血清の影響を受けていない植物細胞で発現し
た組換えアルブミンの増殖活性を調べたとこ
ろ、明らかな増殖促進効果が認められた。こ
のように、脂肪酸や脂溶性ホルモンの影響を
除去した組換えアルブミンが、血清に依存し
ない細胞培養系のコンポーネントとして利用

できることが分かった。（5）LDL除去血清中
で馴化するLDL低依存性細胞株の確立に関し
て検討ができなかったが、これは充分な量の
LDL除去血清が調製できなかったことによる。
血清を低減する従来の馴化方法や、組換えア
ルブミンを利用した新しい馴化培地の開発な
ど再検討する必要があることが分かった。 

 

平成27年度 
（1） LDL を代替する脂質のスクリーニ
ングを急ぎ、市販のコレステロール含有脂質
混合物が一定の増殖促進効果を持つこと。さ
らに解析したところコレステロールが最も
重要な増殖促進効果を示す脂質であること
が分かった。（2）コレステロールとインス
リン,トランスフェリン,亜セレン酸（合わせ
て ITSと略す）の混合物、組換えアルブミン
を加えることで、低タンパク質無血清培地
（最少無血清培地用カクテル）の試作品を調
製できた。この低タンパク質無血清培地を調
製する上で、必須の要件である組換えトラン
スフェリンは植物細胞で発現されたものが
市販されていて、天然のトランスフェリンに
匹敵する細胞増殖促進効果を持つことが再
度確認できた。しかしながら、さらに計画し
ていた（3）この無血清培地の試作品を利用
した、新しい LDL 非依存性細胞株樹立のた
めの馴化法の確立や（4）コレステロール生
合成関連酵素群の遺伝子を細胞に人工的に
導入して、LDL非依存性株が簡便に樹立でき
るかどうか検討する実験計画も着手できな
かった。一方で、（5）メタボロミクス解析
から、細胞増殖に影響を与える可能性のある
低分子性の候補分子を血清中に見出すこと
ができた。 
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