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研究成果の概要（和文）：光増感色素(PS)の可視光照射で生じた活性酸素種(ROS)がラット骨髄由来の間葉系幹細胞(MS
C)の増殖と分化に与える影響を調べた。増殖培地で培養したMSC、骨分化誘導培地で培養した細胞の両者にPSを添加し
、LED光源の白色光にて細胞が死滅しない程度のROSを発生させ、両条件で培養したMSCの分化関連遺伝子の発現の変化
を定量的RT-PCR法で調べた。骨分化、軟骨分化、脂肪分化、に関わる遺伝子の発現がROS負荷でやや上昇した。従って
、細胞を死滅させない程度の適度な酸化ストレスはMSCの分化促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied about effect of reactive oxygen species (ROS) evolved by visible 
light-activated photosensitizer (PS) on the cultured mesenchymal stem cells (MSCs) derived from rat bone 
marrow. White light from light emitting diode (LED) was used for activation of PS in the experiments. 
MSCs proliferated well in the growth medium and differentiated into osteoblasts in the osteogenic culture 
medium. Gene expression levels were measured by quantitative RT-PCR method after the MSCs cultured in 
both media were exposed to moderate level of ROS. Genes concerning osteogenic, condrogenic and adipogenic 
differentiation in MSCs were up-regulated. Then we considered that moderate oxidative stress not strong 
enough to kill the cultured MSCs promoted the differentiation of MSCs.

研究分野：生物工学

キーワード： mesenchymal stem cell　bone　photosensitizer　hematorporphyrin　rhodamine　reative oxygen spe
cies
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、再生医療技術や薬物・毒物評価系
への応用を目指して多能性幹細胞や体性幹
細胞を培養し、分化誘導する培養技術が盛
んに開発されている。未分化な状態で増殖
させる技術と分化誘導により目的の分化細
胞を均一な集団として得るための技術が重
要である。 
活性酸素種（ROS: reactive oxygen 

species）などの酸化ストレスは細胞に損傷
を及ぼす場合が多く、細胞周期の停止、遺
伝子 DNA の損傷と修復など、従来は細胞
傷害機構の研究が主流であった。最近、温
和な条件の酸化ストレスは、むしろ細胞の
分化や増殖を調節する刺激として、生理的
役割を演じているとの知見が多く蓄積しつ
つある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光増感反応を利用した時空
間制御が可能な酸化ストレス刺激装置を開
発して、間葉系幹細胞に対する酸化ストレ
ス刺激の負荷を行った。この刺激が間葉系
幹細胞の増殖・分化能に与える影響を解析
し、将来的には幹細胞の増殖・分化制御を
可能とすることを目的として研究を行なっ
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では光増感反応を利用した酸化ス
トレス刺激装置を開発し、白色 LED光源の
励起光で誘起される適度な強さの酸化スト
レスを間葉系幹細胞に負荷した。その際に
間葉系幹細胞の増殖能、分化能などにどの
様な影響が及ぶか否かを解析した。 
以下の様に装置や実験系作りと細胞への
影響評価の２項目の実験計画を立てて研究
を開始した。 
平成２６年度：酸化ストレス刺激のための
光照射制御部と光増感色素固定化フィルム
の開発 
 ①光照射部と制御プログラムの作製  
 ②光増感色素固定化フィルムの作製  
平成２７年度：間葉系幹細胞および iPS 細
胞の増殖特性と分化能の評価 
 ③間葉系幹細胞の増殖、分化特性評価  
④iPS細胞の増殖、分化特性評価  
 実験系の確立における技術的な問題解決
に当初の予定よりも多くの時間がかかった
ので、主に間葉系幹細胞についての実験結
果を得たが、iPS 細胞については期間中に
は準備と予備的な検討に留まった。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、光増感色素の可視光照射に
より生じる活性酸素種を利用して、細胞を
死滅させない程度の酸化ストレスが間葉系
幹細胞の増殖や分化に与える影響を調べ、

細胞の増殖や分化の制御方法に役立てよう
という興味に基づいて研究を行った。 
研究の初年度にあたる平成２６年度は、
研究提案書に記載の「酸化ストレス刺激の
ための光照射制御部と光増感色素固定化フ
ィルムの開発」に関して、①光照射部と制
御プログラムの作製および、②光増感色素
固定化フィルムの作製、に関する基礎的な
検討を行なった。 
光増感反応(photodynamic reaction)を利
用して、Hematoporphyrin や Rhodamine な
どの光増感色素(PS: photosensitizer)に
可視光を照射した際に、照射部位に局所的
に 活 性 酸 素 (ROS: reactive oxygen 
species)を生じる為の条件の検討を行った。
これらの色素は、可視光の照射により細胞
培養用の倍地中で ROS を生じる事を、p- 
Nitrodimethylaniline 法（比色法）などの
測定方法で確認・定量する実験を様々な条
件で行い、光照射時間や PS 濃度への依存性
を検討した。 
間葉系幹細胞（MSC: mesenchymal stem 
cell）は骨髄中などに多く含まれ、骨、軟
骨、脂肪組織、などに分化可能な体性幹細
胞である。本研究ではラット大腿骨の骨髄
から分離した MSC を培養して、細胞への ROS
の効果を確かめる実験に用いた。細胞の採
取、培養については、以前より我々の研究
室で行ってきた方法（Takitoh, et. al., 
(2014) J. Biosci. Bioeng., 119, 217-225.）
に準拠して行った。 
間葉系幹細胞（MSC）に ROS 刺激を与え、細
胞数の変化や qRT-PCR で測定した遺伝子発
現の変化をもとにして、ROS 刺激に対する
MSC の生死や分化能、増殖能に関する応答
反応を解析した。これらの実験より MSC が
生存できる光増感色素濃度および照射条件
等を求めることができた。光照射装置の材
料の調達と制御部の作製に時間を要したた
め、予定より実験が予定より遅れた部分も
有るが、次年度に実験を進める予定である。 
２年目で終了年度に当たる H27 年度は、
研究提案書に記載の「間葉系幹細胞および
iPS 細胞の増殖特性と分化能の評価」に関
して、③間葉系幹細胞の増殖、分化特性評
価 、ならびに ④iPS 細胞の増殖、分化
特性評価について検討を行なった。なお、
研究の開始当初には予想していなかった事
として、培養の途中で細胞が死滅する場合
もあり、細胞が死滅しない程度の酸化スト
レスを再現性良く付与する事には実験の技
術的な改良と習熟が必要であった。 
 ラットの大腿骨より分離した間葉系幹細
胞（MSC）を増殖培地で培養し数回継代した
ものを実験に用いた。MSC を増殖培地で引
き続き培養したもの、および骨分化誘導培
地にて培養したもの、の両者について、光
増感色素の存在下で LED 光源の白色光を照
射して細胞が死滅しない程度の活性酸素種
（ROS）を発生させた際に、両条件で培養し



た MSC
が変化するかど
より調べた。骨分化、軟骨分化、脂肪分化、
に関わる遺伝子の発現が
昇する傾向が見られた。従って、細胞を死
滅させない程度の適度な酸化ストレスは
MSC の分化を正の方向に制御する可能性が
示唆された。
上記の実験結果は、
制御技術を確立する上で多くの示唆を与え
るものであると思うが、まだ詳しいメカニ
ズムは解らない部分も多く、また光の
on/off
スについても試作段階なのでより改良した
実験系を構築して今後の研究を進めてゆき
たいと考えている。
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Hideki Mori, 
Symposium平成

, Norway）

多孔質ケラチンハイドロゲルの研究、村
森英樹、原

日本バイオマテリアル学会第１０回
月 5 日

間葉系幹細胞への光増感反応の影響評価、
回日本生



物工学会大会 (2014) 平成 26年 9月 10日
（札幌市、札幌コンベンションセンター） 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
研究室のホームページ（大阪府立大学 大

学院理学系研究科 生物科学専攻 細胞組

織工学分野） 

http://www.b.s.osakafu-u.ac.jp/~hara/ 

 

Research Gate 

https://www.researchgate.net/profile/Mas

ayuki_Hara3/citations 
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