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第1部

グルコースポリマー透析液の生体適合性研究



1.緒言

毎年､増加している末期の腎不全患者に対する対症療法である透析療法には､

血液透析と腹膜透析の2種類があるo全世界の末期腎不全患者170万人の内､透

析患者は約S割(130万人)を占める｡そして､世界中の透析患者130万人のうちの

約9割が血液透析の治療を受けているのに対して,腹膜透析を受けているのはわ

ずか1割にすぎないo本邦では全世界の透析患者の約2割を占め,その中で腹膜

透析患者は5%のみである1)o血液の溶質組成の改善,体液除去に対する1日あ

たりの効率に大きな差はないが､腹膜透析は持続的に行われるため､血液中の溶

質や体液量の変化も緩やかであり､水分除去による循環器系-の負担が軽減され

るoまた､在宅治療が可能でありかつ機械に拘束されないことから社会復帰の可能

性の高さが評価されている273)｡社会全体の高齢化に伴い,医療経済やQuality of

Life(生活の質)の向上が問われるこれからの透析医療において血液透析と相補し

あう対症医療としての重要な位置を占めるものと思われるo透析患者数の年次推移

を図1-1Aに示した｡

図l-1A.透析患者数の年次推移4)
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1-1.腎臓の機能と腎不全
腎臓は主に以下のような働きをしている5)o

①体内に溜まった代謝産物や老廃物を尿として体外に排出o

②体内の水分量を尿の量によって調整c

③体液中のナトリウム､カリウム､カルシウムなどの電解質濃度を調整｡

④血液の酸塩基平衡を維持｡

⑤エリスロボェテンを産出｡

腎孟､ 1
図1_2A.腎臓の構造6)

腎機能が低下すると尿毒症状を呈し､さらに症状が悪化すると脳症を引き起こす｡

また､血液中のカリウムが上昇すると高カリウム血症となり､心臓に不整脈が生じ､

重篤な場合は心停止を起こすo尿の量が減少すると循環血手夜量が上昇し､心臓に

負荷がかかり,肺に水分が貯留し呼吸困難を起こすDいずれの場合も､そのまま放

置すると､死に至るc

腎不全の治療としては腎臓移植が最良の治療法の一つであるが,ドナー臓器不

足の問題から､移植療法は普及していないo

二Irt:人て:ノく-/･jエ:j;./ニー2≠--.芋百,;r･J推J,･-i



1
-2.腹膜透析(cAI'D)
透析の種類には大きく分けて､ダイアライザ-を用いる血液透析と､自分自身の

腹膜を用いる腹膜透析とに分類できる｡どちらの療法も拡散と限外漉過という原理

には変わりないo血液透析は､ダイアライザ-の中で血液と透析液が拡散と限外櫨

過を行うo一方､腹膜透析でダイアライザ-の膜に該当するのは､毛細血管内皮お

よび毛細血管基底膜と粗結合組織により成り立つ5)｡

<腹膜透析>

腹膜とは小腸､大腸､肝臓などの臓器の周囲を被っている薄い膜で､腹腔という

袋を形成しているo腹腔内に透析液を注入し､一定時間貯留している間に腹膜を

介して血液中の不要な老廃物は透析液中の濃度との濃度勾配に従って移動する｡

血液中の過剰な水分は透析液と体液との間に生じる浸透圧によって移動する｡腹

膜透析は､腹膜が半透膜として機能すると想定した血液浄化法で､透析液中に含

まれる浸透圧剤によって生じる浸透圧差を利用して体内の余分な水分や老廃物を

除去する治療法である7~9)｡特徴として,透析は24時間継続的に続けることができ､

患者が自分で毎日の体重･血圧を管理でき､社会復帰に適していることが挙げられ

る｡図ト3Aに透析の原理図を示した｡

●赤血球

○白血球(炎症時には

孔を出入りする)

◎ 蛋白質1日5-10g

罪責棄 電解質

●尿窒素 E' N∃

▲クレアチニン
△･ K

★尿日金
′-:1 Ga

申分子景物貰

水

図1-3A.腹膜透析の原理6)
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1-3.グルコースポリマー透析液
グルコースポリマー透析液は90年代より開発が進み､米国Baxter社から

Extranealとして市販されている｡本邦では2003年に厚生省により使用許可された｡

原料はトウモロコシデンプンで､平均分子量16000 Daの多糖である10)｡この透析液

はグルコースポリマーを7.5%含み､ pH-5.0-5.7で､総浸透圧は282 mOsm凡であ

る｡含まれるその他電解質濃度はD-グルコース透析液とほぼ等しい｡このグルコー

スポリマー透析液の特徴としては従来のD-グルコース透析液と比較し長時間貯留

した際の高い除水効果が挙げられる11~13)｡これはグルコースポリマーの分子量が大

きいため､謬質浸透圧物質として作用すると考えられるが､長時間に亘り浸透圧勾

配を維持している明確な機序は未だはっきりはとわかっていない14,15)0

グルコースポリマー透析液は長時間体内に貯留されるため､細胞に対して継続

的な影響を与えてしまう｡その結果､細胞核の肥大や多核化などの細胞障害発生

の報告などもあり､安全面に対する早急な検討が必要とされる16･17)o

≪グルコースポリマーの構造≫

こ
0

=こ
_｡ー 1

Branch polnt

α (1-6)linkage

こ=∴=こ=∴
Main α (ト→4)chain

図ト4A.グルコースポリマーの構造式10,22)

1 -4. D-グルコース透析液
従来の腹膜透析液は全て浸透圧物質としてD-グルコースが使用されており､そ

の他に電解質として塩化ナトリウム､乳酸ナトリウム,塩化カルシウム､塩化マグネシ

ウムを含む｡しかし､D-グルコースは分子量180と小さく､透析液として使用した場

合､腹腔からD-グルコースが急速に吸収されてしまい､持続的な限外漉過が得ら

れない､更には数時間で除水量がマイナスになってしまうという問題点があり､その

ため1日に何回ものパックの交換を要求され透析に費やす労力の点で患者の負担

･4･
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を大きくしてしまう｡そこで､ 1日の除水量が不足する場合は高濃度D-グルコース含

有腹膜透析液が処方されるが､この場合､長期的な使用により､肥満や高脂血症

を起こしやすくするなどの代謝-の影響や腹膜組織の糖化､さらには組織化,硬化

を引き起こすと報告されている｡更にD-グルコースは高圧蒸気滅菌の際に分解さ

れ,主に3-DG (31deoxyglucosone)や51IiMF (5-hydroxymethylfurfural)といったグ

ルコース分解産物(glucosedegradation products､以下GDP)を産生する1耳)｡これら

のGDPは細胞傷害性があることが知られており､更に透析液中のD-グルコースや

GDPは生体内で糖化反応によって種々のAGE(Advanced glycation end-products)

を産出する｡ AGEの形成はタンパク質の性質における劇的な変化をもたらして生

体に有害な影響を与えることが危倶されている19'21)o

D-グルコース透析液とグルコースポリマー透析液の除水量の違いについて図

I-5Aに示した｡

≪透析液使用による除水量の推移≫

2.27%D-グルコース､ 3.$6%D-グルコース､ 7.5%グルコースポリマー透析液

2t使用した場合の除水量

育
⊂
0
ID

B
琶
q

皇
:⊃

-500

-1
000

0 2 4 6 8 10 12 14

dweH time(時間)

図1-5A.透析液の除水曲線23)
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2.目的

グルコースポリマー透析液の生体適合性の検証｡

本研究では､従来のD-グルコース透析液とグルコースポリマー透析液を比較しな

がら､透析液が腹膜中皮細胞に与える影響を測定し､グルコースポリマー透析液の

生体適合性を評価した｡

具体的には､生体外において

>細胞活性能

>細胞増殖能

>死細胞率

>細胞障害性 の測定を行った｡

グルコースポリマー透析

I

>細胞増殖 - 細胞周期と関連

>細胞障害 - 細胞膜への影響

･6･
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3.方法

3-1.中皮細胞同定(免疫組織化学法)
体網組織とは腹腔臓器を腹側面から覆っている構造物であり､この組織からは

中皮細胞と繊維芽細胞が採取できる.中皮細胞はVlmentin, Cytokeratin18,

Desminに陽性で､ FactorⅧ,α-smooth muscle actinに陰性であり､繊維芽細胞は

Ⅵme山inに陽性､ Cytokeratin1 8, FactorⅧ,α-smooth muscle actin,Desminに陰性で

あることから､免疫組織化学法によって同定を行った｡

(※免疫組織化学法の詳細についてはAppendix9-1 1を参照)

3-2.細胞活性の測定(MTT試験)

MTT試験は生存細胞数や細胞-の毒性傷害効果を定量することができる簡便

な測定法である｡本研究では､生体外で培養した中皮細胞に対して透析液(D-グ

ルコース､グルコースポリマー)と中皮細胞培養用培地M199を10:0､ 8:2､ 6:4､ 4:

6､ 2:8､ 0:10の割合で調整した溶液を細胞に対してそれぞれ30分､ 3時間､ 6時

間曝露したときの細胞活性の変化を測定した｡

(※MTT試験の詳細についてはAppendix9-5を参照)

3-3.細胞増殖能の測定(BrdU試験)

BrdUは､細胞周期のS期で新たに合成されるDNA中に特異的に取り込まれる

ため､その取り込み量は細胞の増殖速度に比例する｡本研究では､生体外で培養

した中皮細胞に対して透析液(D-グルコース､グルコースポリマー)と中皮細胞培養

用培地M199を10:0､8:2､6:4､4:6､2:8､0:10の割合で調整した溶液を細胞に

対してそれぞれ30分､ 3時間､ 6時間曝露したときの細胞増殖能の変化を測定した｡

(※BrdU試験の詳細についてはAppendix9-6を参照)

3-4.細胞障害性の測定(LDH試験)
LDH (1actatedehydrogenase :乳酸脱水素酵素)は全ての晴乳類細胞に含まれる

細胞質酵素である｡通常LDHは細胞膜を透過しないが､細胞膜がダメージを受け

ると､細胞膜の透過性が変化し､細胞外-LDHが漏出するため､ LDHの漏出は細

胞死や細胞膜ダメージと相関関係がある｡本研究では､透析液(D-グルコース､グ

ルコースポリマー)と中皮細胞培養用培地M199を10:0､ 8:2, 6:4､4:6､ 2:8､ 0:10

の割合で調整した溶液を細胞に対してそれぞれ24時間曝露したときの細胞障害

性の変化を測定した｡ (※LDH試験の詳細についてはAppendix9-7を参照)

･7･
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3-5.細胞周期の測定(flow cytometry解析)
細胞は増殖する過程において､細胞周期に従って増殖しており､それと共に細

胞内の核に存在するDNA畳も増加する｡よって､ DNA量を測定することでその細

胞が細胞周期のどの状態にあるかを推測可能となる｡本研究では､透析液(D-グル

コース､グルコースポリマー)の影響による中皮細胞の細胞周期の変化を測定し､さ

らに平均重量分子量16000 Daのグルコースポリマー中のどの分子量範囲が最も影

響が強いのかを測定するために､グルコースポリマーを分子量で5分画し､それぞ

れについて細胞周期に与える影響を測定した｡

(※flow cytometry解析の詳細についてはAppendix9-8を参照)

3-5-1.透析液の影響による細胞周期の変化

透析液(D-グルコース､グルコースポリマー)を細胞に対してそれぞれ曝露したと

きの細胞周期の変化をflow cytomeryを用いて測定した.細胞を培地で培養し､
48

時間growth-a汀eStした後に､透析液による24時間の曝露を行った｡

3-5-2.グルコースポリマーの影響による細胞周期の変化

平均重量分子量16000 Daのグルコースポリマーを分子量範囲によって5つに分

画し､それぞれを浸透圧剤とする透析液で24時間曝露したときの細胞周期の変化

mow cytomeryを用いて測定した.

まず､ゲル漉過クロマトグラフィーを用いて､グルコースポリマー透析液中のグル

コースポリマーとその他の電解質を分離した｡その後､グルコースポリマーの画分分

子量1-5をそれぞれ15 gAと､塩化ナトリウム5.35 g瓜､乳酸ナトリウム4.48 g瓜､

塩化カルシウム0.257 g瓜､塩化マグネシウム0.051 g凡を含む溶液を5 mlずつ調

整し､分画分子量1-5を浸透圧剤とする透析液を作成した｡ (以下､分画溶液1-

5) (※グルコースポリマーの分子量分画の詳細はAppendix9-9を参照)

3-6.細胞死の測定(frow cytometry解析)
アポトーシスは細胞死の一つの形態であり､透析液の影響によるアポトーシス細

胞数の変化から細胞障害性を測定した｡本研究では､中皮細胞に透析液(D-グル

コース､グルコースポリマー)を30分, 6､ 12､ 24､ 36, 48時間曝露したときのアポト

ーシス細胞数の変化量を細胞膜上のホスファリジルセリン量で示した｡ホスファチジ

ルセリンは通常細胞内に局在化しており､アポトーシスが起こるときは細胞膜上に

局在することが知られている｡これをnow cytometryを用いて測定し､アポトーシス

細胞の指標とした｡ (※鮎w cytometry解析の詳細はAppendix9-8を参照)

･8･
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4.結果

4-1.中皮細胞の同定結果(免疫組織化学法)
体網組織から採取される中皮細胞と繊維芽細胞についての同定のための免疫

化学染色の測定結果を以下に示した｡

これらの結果から､本研究で使用した大網由来細胞が腹膜中皮細胞であること

が同定できた｡

≪中皮細胞 anti-HumanDesminnITC≫

mesothe[iaI

cvtokeratin18
+

FactorⅧ

desmin +

α-SMA

vimentin
+

≪線維芽細胞 anti-Human ⅥmentinnITC ≫

fibroblast

cvtokeratin18

Fact()rⅧ

desmin

α-SMA

vimentin
+

図4-1A.中皮細胞､繊維芽細胞の同定
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4-2.細胞活性の測定結果(MTT試験)

MTT試験を用いた細胞活性の測定結果を以下に示した｡

透析液(D-グルコース,グルコースポリマー)と中皮細胞培養用培地M199を10:0､

8:2､ 6:4､ 4:6､ 2:8､ 0:10の割合で調整した溶液を細胞に対してそれぞれ30分､ 3

時間､ 6時間曝露したときの細胞活性を測定した｡

グラフの横軸は､透析液とM199培地の混合割合を示しており､縦軸はM199培

地のみの影響(透析液:M199培地- o:10)のときの吸光度の値を1としたときの

相対値として示した｡

≪グルコースポリマー透析液≫

グルコースポリマー透析液を曝露した結果,コントロール(M199培地のみ)と比

較して､細胞活性の増加が確認できた｡

-o 2
L
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⊂:

○
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京
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く
o.51

LO

留
5

10:0 8:2 6:4 4:6 2:8

グルコースポリマ-透析液: M199培地

日 30分incubation 囲 3時間incubation T 6時間incubation

(*P < 0. 05
vs.control)

図4-2A.グルコースポリマー透析液の影響による細胞活性の変化
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≪D-グルコース透析液≫

D-グルコース透析液を曝露した結果､コントロール(M199培地のみ)と比較して

ほとんど変化がなく､細胞活性に影響しないことが確認できた｡
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図4-3A. D-グルコース透析液の影響による細胞活性の変化
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4-3.細胞増殖能の測定結果(BrdU試験)

BrdU試験を用いた細胞増殖能の測定結果を以下に示した｡

透析液(D-グルコース､グルコースポリマー)と中皮細胞培養用培地M199を10:0､

8:2､ 6:4､ 4:6､ 2:8､ 0:10の割合で調整した溶液を細胞に対してそれぞれo.5､ 3､

6時間曝露したときの細胞活性を測定した｡

グラフの横軸は､透析液とM199培地の混合割合を示しており､縦軸はM199培

地のみの影響(透析液:M199培地- o:10)のときの吸光度の値を1としたときの

相対値として示した｡

この結果から､グルコースポリマー透析液の影響によって細胞増殖能は抑制され

ることが確認できた｡
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4-4.細胞障害性の測定結果(LDH試験)

LDH試験を用いた細胞障害性の測定結果を以下に示した｡

透析液(D-グルコース､グルコースポリマー)と中皮細胞培養用培地M199を10:0､

S:2､ 6:4､ 4:6､ 2:S､ 0: 10の割合で調整した溶液を細胞に対してそれぞれ24時間

曝露したときの細胞障害性を測定した｡

グラフの横軸は､透析液とM199培地の混合割合を示しており､縦軸はM199培

地のみの影響(透析液:M199培地- o:10)のときのLDH放出量を100としたと

きの相対値として示した｡

この結果から､透析液が強く影響する程､D-グルコース透析液ではLDH放出量

の増加が､グルコースポリマー透析液ではLDH放出量の減少傾向が確認できた｡

† D-グルコース透析液

･ +
･グルコースポリマ-透析液
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図4-5A.透析液の影響によるLDH放出量の変化
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4- 5.細胞周期の測定結果(flow cytometry解析)
now

cytometry解析を用いた細胞周期の測定結果を以下に示した｡

測定は､透析液そのものの影響と､透析液中からグルコースポリマー(多糖)を分離

し分子量で5分画した後､それぞれを浸透圧剤とする透析液を作成し､その分画分

子量それぞれを含む透析液の影響を確認したD

4-5- 1.透析液の影響による細胞周期の測定結果

グルコースポリマー透析液､ D-グルコース透析液､をそれぞれ腹膜中皮細胞に

24時間曝露したときの細胞周期の変化を測定した｡グラフの横軸はDNA含有量を

蛍光強度として表しており､縦軸は細胞数(個)を示している｡細胞は合計20000個

測定した｡コントロールとして､ M199培地溶液で24時間培養したときの結果は､全

細胞中の74.3%がGO/Gl期に､ 9.74%がS期に､ 15.96%がG2/M期に含まれて

いた｡

この結果から､特にグルコースポリマー透析液の影響によって,増殖期の細胞数

が減少することが確認できたo

D･グルコース

透析液

グルコース

ポリマー透析液

コントロール

(M199培地)

20 40 60 80 100

細胞存在率(%)

図4-6A.透析液の影響による増殖細胞存在率の変化
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4-5-2.グルコースポリマーの影響による細胞周期の測定結果

中皮細胞に対して分画溶液1-5を24時間曝露したときの細胞周期の変化を測

定した結果を以下に示したo

グラフの横軸はDNA含有量を蛍光強度として表しており､縦軸は細胞数(個)を

示している｡細胞は合計20000個測定した｡コントロールとして中皮細胞培養用培

地であるM199溶液を用いたときは､全細胞中の74.3%がGO/Gl.期に､ 9.74%がs

期に､ 15.96%がG2/M期に含まれていた｡分画溶液1-5の全細胞中の細胞の割

合はそれぞれ､以下のようになった｡

1)分画溶液1 :80.17%がGO/GI湖, 7.71%がS期､ 12.12%がG2/M期o

2)分画溶液2:81.06%がGO/Gl期､ 6.93%がS期, 12.55%がG2/M期｡

3)分画溶液3:78.65%がGO/Gl期､ 5.29%がS期, 16.06%がG2/M期｡

4)分画溶液4:79.41%がGO/Gl期､ 4.34%がs期, 16.25%がG2/M期｡

5)分画溶液5:85.90%がGO/Gl期､ 2.48%がs期､ ll.62%がG2/M期c

M199培地に細胞増殖因子PDGFを50ng/ml加えたときの結果は､ 66.9%が

GO/Gl期､ 19.47%がs期, 13.62%がG2/M期に存在しており､この値をポジティブ

コントロールとした｡

この結果から､分画溶幸夜1-5それぞれにおいて細胞増殖能を抑制させる傾向

が確認された｡特に､分画溶液5は増殖能抑制効呆が大きかった｡

4

0 20 40 60

細胞存在率(%)

100

図4-7A,分画溶液1-5の影響による増殖細胞存在率の変化
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416.細胞死の測定(frow cytometry解析)
now cytometryを用いたアポトーシスの測定結果を以下に示した｡

透析液(D-グルコース､グルコースポリマー)を細胞に対してそれぞれ30分､ o.5, 6､

12､ 24､ 36､ 48時間曝露したときのアポトーシス細胞数を測定したo図4-8Aは以下

の図4-9A,4-10Aから得られた結果をまとめたもので､グラフの横軸は曝露時間(時

間)
､縦軸は細胞全体に対する死細胞の割合(%)で示している｡

また,図4-9A,10AはD-グルコース､グルコースポリマー透析液それぞれの結果

を示しており､グラフの横軸は細胞膜上のホスファチジルセリン量を､縦軸は死細胞

数をそれぞれ蛍光強度として表しているoつまり､グラフの左下にドット表示されて

いる細胞集団は生細胞であり､右上にドット表示された細胞集団は死細胞を示して

いるo細胞は計10000個を測定したD

この結果から､グルコースポリマー透析液で曝露した中皮細胞はD-グルコース透

析液の場合と比べて,死細胞率が高いことが確認できた｡

+ contro一

十グルコースポl)マ-透析液

･ I

-▲=
･

D-グルコ-ス透析液

s20

蘇
璽15
層
鮮10

0.5 6 1 2 24 36 48

暴露時間･ (時間)

図4-8A.透析液の影響による死細胞率の変化
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≪D一グルコース透析液≫

培養30分後

培養6時間後

培養12時間後

培養24時間後

培養36時間後

培養48時間後

図4-9A. D-グルコース透析液の影響による死細胞率の変化
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≪グルコースポリマー透析液≫

培養30分後

培養6時間後

培養12時間後

培養24時間後

培養36時間後

培養48時間後

図4-10A.グルコースポリマー透析液の影響による死細胞率の変化
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5.考察

5-1.細胞活性の評価

MTT試験での測定結果から,グルコースポリマー透析液の影響による明らかな細

胞活性の増加が確認された｡ 30分の曝露時間で大きな変化がなかったのは､単純

に時間が短すぎたため影響がほとんどでなかったからであると考えられるo事実,

曝露時間が長くなるのに対応して細胞活性の上昇も､より顕著に観測された｡この

ことから､グルコースポリマー透析液が腹膜内に貯留されている間､除々に細胞に

影響を与えており,細胞活性が上昇していくことが示唆される｡しかし逆に､ 100%グ

ルコースポリマー透析液を曝露した場合のみ細胞活性に減少が確認された｡その

減少は曝露時間が長いほど大きく､特に6時間の曝露後では､有意な減少傾向が

見られたQ

細胞活性の上昇

5

10:0 8:2 6:4 4:6 2:8 (I:10

グルコースポリマ｣甜#: N I9絹地

富1月

言l

=o5

二5

10:0 I):2 6:4 4:6 2:8 (I:lO

D一如ose透析液:MT 99培地

図5-1A.細胞活性の比較

この結果から､透析液自体は細胞に対して､細胞活性を抑制する作用があると

考えられる.しかし,実際に透析液を使用した場合､ 100%の状態で透析被が注入

され,その後除水により透析液の濃度は除々に減少していくcつまり､ 100%の透析

液が6時間もの間体内に存在し続けることはないため､この透析液によって腹膜中

皮細胞の細胞活性はまず減少し､その後､透析享夜の濃度が薄まるにつれて活性が

増加していくことが予想される｡生体適合性の維持という観念から考えると､このよう

な急激な活性の上昇･減少の変化は生体組織に対してもマイナスに働く可能性は

否定できないと言える｡

比較として同社が発売しているD-グルコースを用いた透析液についても同様の

実験を行った.これは､その他に含まれる電解質濃度がグルコースポリマー透析液

とほぼ等しい透析液であり､浸透圧剤としてグルコースポリマーではなくD-グルコ-
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スを使用した透析液である｡結果としては､細胞活性に大きな変化は見られなかっ

た｡このことから､グルコースポリマー透析液による細胞活性-の影響にはグルコー

スポリマーのみが関与していると考えられ､D-グルコースと大きく異なる分子量の大

きさに注目したo

512.細胞増殖能の評価

MTT試験の結果から細胞活性の増加を確認したが,この活性の上昇の原因とし

て細胞が増殖したのか､ミトコンドリアに関連した酵素が活性化されたのかを測定す

る目的で細胞増殖能の変化を､ BrdU試験とnow cytometryによる細胞周期の評価

によって調べた.結果､グルコースポリマー透析手夜でもD-グルコース透析液でも細

胞の増殖能の増加は確認されず､むしろ減少傾向であったc

増殖能の抑制

16

b o.8
⊂
0

3 o18

>

0:10 2:1 4:6 6:4 8:2 10:0

グルコースポリマー透析液: M1 99培地

図5-2A.グルコースポリマー透析掛こよる細胞増殖能の変化

ここで腹膜透析における除水に関して､これには浸透圧が関与する｡この浸透圧

はフアントホッフの式よりモル濃度に依存する｡
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モル濃度は分子量に反比例するため分子量が大きいと除水能は低下する｡しか

し､分子量が小さいとD-グルコースのように腹膜を通過しやすいため体内に拡散さ

れてしまい長時間の除水ができないoこのことからも,腹腔内ではグルコースポリマ

ーが分解され､高いモル濃度を維持することで長期的な除水能を持つと考えられる｡

そこで､平均重量分子量16000 Daのグルコースポリマーの中でも､除水だけでなく

細胞活性や細胞増殖能に大きく影響している分子量範囲がある可能性を考慮し､

グルコースポリマーを分子量で5分画し､それぞれの分子量範囲に対する細胞増

殖能の変化をflow cytometryで測定したoそれぞれの分画分子量の値について､

標準試料としてプルランを用いて測定した結果､ほぼ文献値と等しい値を得た｡

それぞれの分画分子量範囲での細胞増殖に与える影響を測定した結果､分画1

-5をそれぞれで細胞増殖を抑制させるような変化が確認されたo特に分画5 (重

量平均分子量約2000 Da)において細胞増殖抑制が大きかったことから､分子量範

囲で細胞-の影響に違いがあることが示唆された｡

E2)GO/Gl期 ロS期+G2/M期

0 20 40 80 80 1 00

細鹿存在串(%) l
･

I

.I

細胞増殖に関わる細胞の存在率

-分画1 -5のそれぞれで減少している

分画1 分画2 分画3 分画4 分画5

重量平均分子量 40943 19223 8415 3856 1987

数平均分子量 46894 18731 7505 3441 1287

図5-3A.分画1-5の影響による細胞増殖能の変化

この結果から,MTT試験で得られた細胞活性の上昇は細胞増殖能が増加したこ

とによるものではなく､ミトコンドリアでの酵素活性によるものではないかと考えられ

る｡
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4-3.細胞死､細胞障害性の評価
透析液の影響による死細胞数の変化をnow cytometryを用いて測定した結果､

D-グルコース透析液､グルコースポリマー透析液のどちらの場合でも死細胞の割合

が曝露時間に比例して増加した.特に､グルコースポリマー透析軌こよる影響では

大きな死細胞を示したo

30
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早
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図5-4A.透析液の影響による死細胞率の変化

このときの細胞死がアポトーシス､ネクローシスのどちらに起因するのかを測定す

る目的でLDH試験を行った結果､ D-グルコース透析液ではLDH量の増加を､グ

ルコースポリマー透析液ではLDH量の減少を確認した｡

+ D-グルコース透析液
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図5-5A.透析液の影響によるLDH放出量の変化
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これらの結果から､D-グルコース透析液の影響ではネクローシスに起因する細胞

死が誘導されると考えられる｡また､グルコースポリマー透析液の場合は､細胞障害

を受けていないにも関わらず死細胞の割合が増加していることから､グルコースポリ

マーの影響によってアポトーシスが誘導されていることが示唆される0

アポトーシス-の伝達経路にはミトコンドリアが関与することが知られているo

MTT試験によるミトコンドリアの活性能の上昇が生体にどのような影響を与えるもの

であるかの詳細は不明だが､本研究結果から､アポトーシス誘導に関連している可

能性が考えられる｡つまり､過剰なグルコースポリマーの存在がストレスとして働き､

細胞内のミトコンドリアにシグナルを伝達する｡その結果,ミトコンドリアの活性能が

上昇し,アポトーシスを引き起こすのではないかと考えられる｡それに対して､ D-グ

ルコースの場合は､ LDH放出量の増加が確認されたことから､ D-グルコースが過剰

に存在することで､細胞膜が障害を受ける｡その結果､死細胞の割合が増加するこ

とが考えられる｡いずれの場合も､細胞に対して障害的な影響を与えており､透析

液の生体適合性の低さが証明された｡しかし､グルコースポリマーの場合は､細胞

膜が直接障害を受けるわけではなく､ミトコンドリアを介したシグナル伝達によってア

ポトーシスを引き起こす可能性が高いので,この伝達経路を阻害し､なおかつ生体

に対して無害な物質を透析液中に加えることで､生休適合性の上昇が期待できる

のではないかと考えられる｡

D･グルコース

グルコースポリマー

(ストレス刺激)
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図5-5A.D-グルコース,グルコースポリマーの細胞-の影響

･23･
:人 j 1;;i I

･LErFFIJ/･L-iI71･㌢



6.結論

本研究結果から､グルコースポリマーが腹膜中皮細胞に与える影響については､

以下のことが確認できた｡

1.細胞活性の上昇

2.細胞増殖は減少傾向

3.死細胞率の増加

以上より､グルコースポリマーによる刺激はミトコンドリアに影響してアポトーシスを

誘導すると同時に､核内にシグナルを伝達し細胞増殖を抑制することが示唆された｡

この結果､腹膜中皮細胞の数が減少していき､腹膜障害-と繋がっていく可能性

は否定できない｡これらの増殖抑制､細胞死誘導経路を阻害できれば(例えば､カ

スバ-ゼー9の活性を阻害するなど)
､グルコースポリマー透析液は､より生体適合性

の高い透析液として使用できると考えられる｡

l 富
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死細胞の増加
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図6･1A.グルコースポリマーの細胞内-の影響
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第2部.

間菓系幹細胞の分化･増殖の制御技術の開発



1.緒言

Ill.腫性幹細胞と体性幹細胞
幹細胞には大きく分けて､腔性幹細胞(embryonic stem cell:ES細胞)と体性幹

細胞(somatic stem cell)とがある24)｡腫性幹細胞は､受精卵が分化して胎児に発展

するまでの状態である腔の初期段階から採り出されるもので､身体のどのような細

胞にも成長できる性質を持っているため多能性幹細胞(pluripotent cell)とも呼ばれ

ている25)｡このような多分化能はLIF/STm､ Wn岬-catenin､ BMP/GDFなどの転写

因子や伝達因子が協調することで維持されている26)0 (図ト1B)

図1-1B. ES細胞の自己複製を調節するシグナル伝達経路26)

ES細胞を通常培養しただけでは､無秩序に様々な細胞-と分化してしまうので､

ES細胞を目的細胞-と分化誘導する技術が重要となる｡表ト1Bに既報のES細

胞の分化誘導法を示した｡

･25･
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表1-1B. ES細胞の分化制御方法25)

分化先 由来 分化誘導方法 文献

神経系細胞 rTtOUSe FGF-2′PDGF 73

神経系細胞 mOLJSe レチノイン酸 74,75

神経系細胞 human 無血清.bFGF′EGF 7¢.77

血球系細胞 rnOuSe op9細胞上で培養 78

血球系細胞 m○∪S○ sT2細胞と共培養.ビタミンD/デキサメタゾン 丁9

肝細胞 m○∪S○ HNF-3βプラスミド遺伝子導入 80

心筋細胞 mouse 心筋特異的プロモーター′GFP遺伝子導入 8ー

膝臓細鹿 mOLJSe FGF-2′ニコチンアミド 82

一方､体性幹細胞は組織幹細胞(tissu stem cell)とも呼ばれ､旺性幹細胞よりは

分化能は限定される｡体性幹細胞は､比較的未分化な状態の組織に存在する幹

細胞なので,腫性幹細胞の子孫ととらえることができる｡これまでに骨髄､筋肉､神

経､皮膚､肝臓､障臓,小腸など多くの組織から体性幹細胞が発見されており､そ

れらの性質も､組織によって異なる｡体性幹細胞とは､これらの各組織に存在して

いる幹細胞の総称である27~30)o神経細胞に分化する細胞は神経幹細胞､白血球

や赤血球に分化する細胞は造血幹細胞､軟骨･脂肪･骨芽細胞などに分化する細

胞は間葉系幹細胞と呼ばれ､図ト2Bのように分類されている25)｡

@ .一

柳胞/
開業系幹- ♂

t匹性幹細胞

iiI

造血幹細胞

図ト2B.腫性幹細胞と体性幹細胞27)
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1-2.骨髄幹細胞
図ト3Bに骨の断面と骨髄問質部を示した｡このように骨髄問質には間菓系幹細

胞､造血幹細胞,中匪英系幹細胞の他にも､骨芽細胞や脂肪前駆細胞､マクロフ

ァージ､樹状細胞などが存在しているo例えば､骨髄から取得して培養した繊維芽

様細胞から骨､軟骨､脂肪などの細胞分化が観察されたとしても多分化能の閉業

系幹細胞が存在することの証明にはならない｡閉業系幹細胞が骨髄に存在するこ

とを実証するには､単一細胞分離(single cell isolation)
､単一細胞標識(single

cell

marking) ､特異的な表面マーカーの解析が必要になる27)c

破骨細胞

図1-3B.骨髄問質の構造27)

1
-

2- 1

,造血幹細胞(hematopoietic
stem cell)

造血幹細胞は自己複製能を持ち､全ての血球の母細胞である｡造血幹細胞は最

も研究の進んでいる組織幹細胞であり､この細胞の持つ自己複製能を応用して､

骨髄移植･末梢血幹細胞移植･頗帯血移植などの造血幹細胞移植が可能となり､

さまざまな難治性疾患に応用されている｡造血幹細胞の分化制御に関する研究も

進み最近では､組織幹細胞の分化方向はそれほど固定的なものではなく､かなり

可塑性があるのではないかという報告が相次いでいる31)o

造血幹細胞は,最初に骨髄系幹細胞とリンパ球形幹細胞に分かれるoその後､

r?; )(17r:/= !J′亡･
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骨髄系幹細胞は赤血球､血小板､好中球やマクロファージなどに分化し､リンパ球

系幹細胞はT細胞やB細胞に分化する｡造血細胞の発生と維持にはSCL､ c-myb､

GjuA2などの転写因子が働き､血球の成熟過程ではPax5､ PU.5､ C侶BPなどが

関わっている27)｡造血細胞と転写因子について図1-4Bにまとめた｡

∴､･･･

･

骨髄球系幹細胞

pu･1

半球/

マクロファージ

[二ニコ:特異的に発現する遺伝子

リンパ球系幹細胞

図114B.造血幹細胞の分化と転写因子26)

1
12-2.間菓系幹細胞(mesenchymal stem cell)

間葉系幹細胞は繊維芽細胞､骨芽､軟骨､脂肪､骨格筋細胞などの間菓系細

胞-の多分化能を有し､自己複製能を保持している細胞と定義されている｡間英

系幹細胞は生体組織においては骨髄問質ならびに真皮･骨格筋･脂肪組織などの

結合組織に存在し,生体の結合組織(間英系組織)の恒常性の維持や修復に機能

している27)｡骨髄中に存在する間英系幹細胞の割合は､成人では骨髄に含まれる

細胞の数十万分の-と考えられており､年齢とともに減少していく30,31)｡

間菓系幹細胞に関する研究は､表面マーカー解析(sH2, SH3, CD29, CD44,

cD90,CDIO6などに陽性で､ CD14,CD34,CD45などに陰性)
,凍結保存･解凍によ

る影響､液性因子や足場材料などの環境因子による分化･増殖制御に関してなど､

多くの報告が成されている33)0

･28･
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1
-2-3,中腰菓系幹細胞(mesodermal stem ce)1)

間英系組織(骨･軟骨･脂肪･骨格筋･靭帯など)に加えて,心筋･平滑筋･血管内

皮などの臓側中経葉系にも分化する中腰英系幹細胞が成体の骨髄ならびに骨格

筋､真皮に存在することが明らかになった27).これらの細胞は通常の間菓系幹細胞

よりも小型の形態をもち､cD13,CD49b,CD90に陽性で,CD34,CD45,CDl 17に陰性

の表面マーカーのパターンを持つと考えられている｡

血管内皮■胞

平,5広l可l抱

iZ5

⊂] =特異的に発現する遺伝子

中EE集系幹■胞

◆---･･■一■

旺性幹細胞

PPAR r2

t･

'垂車:-
＼

tl1313)

軸脚
~.

-∫-~ヽ
- ---

-脇3

脂肪

図1
-5B.中腰菓系･間葉系幹細胞の分化と転写因子27)

1-3.間葉系幹細胞の分化
間菓系幹細胞は多種の細胞-の分化能を有するが､軟骨細胞･骨芽細胞･脂肪

細胞-の分化誘導に関しては特に多くの研究報告がされている｡表1-2Bに既報の

間英系幹細胞の分化制御法についてまとめた｡
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表1-2B.間英系幹細胞の分化誘導方法

分化先 由来 分化誘導方法 文献

骨芽細胞 human
血清,デキサメタゾン/β-リン酸グリセロ-ル 34

/アスコルビン酸

骨芽細胞 rat デキサメタゾン/ビタミンD/BMP-2 35

軟骨細胞 human ペレット培養,無血清.TGF-β3 34

脂肪細胞 human

mouse

トメチル-3-イソプチルキサンテン′デキサメタゾン34

′インシュリン′インドメタシン

骨格筋細胞 5-アザスチジン 36

神経細胞 rat/human 無血清.β-メルカプトエタノール 37

1 -3- 1.軟骨細胞(chondrocytic cell)

間英系幹細胞を遠心により細胞塊の状態にし､無血滴下においてTGF-β3で処

理することで軟骨に分化する25,343839).このとき､重力分散装置により微重力状態

で培養すると､より生体に近い軟骨細胞に分化することが実験的に示された40).ま

た､エラスチンやヒアルロン酸などの足場材料を用いて三次元で培養することで分

化を制御できること41叫5)､静水圧を加えることで転写因子の発現と軟骨特異的細胞

外マトリックス(Ⅱ型コラーゲンやアグリカンなど)の発現量が増加するとの報告もあ

る46).

開業系幹細胞から軟骨細胞-の分化を誘導するシグナル伝達経路には､

①smadシグナル伝達経路と､ ②wnt/β-cateninシグナル伝達経路が報告されてお

り､最終的に軟骨細胞に分化するための転写因子としてはSox9が大きく影響して

いると考えられている47,48)o

㊤sp_aすナグナル伝達経路49､
50)

smadは､セリン/スレオニンキナ-ゼ型受容体からのシグナルを核内に伝達する

主要な分子群のことで､そのリガンドはTG叩スーパーファミリーである｡Smadの特

徴は､細胞膜上のセリン/スレオニンキナ-ゼ型受容体により直接リン酸化され､さら

に核内で転写因子として機能する点である｡この受容体にはⅠ型とⅢ型があり､リ

ガンド(軟骨細胞-の分化ではTGF-β3)がこの二つの受容体の両方に結合し-チ

ロ複合体を形成する｡その後､リン酸化されたSmadは転写共因子であるp300や

cBPとDNA上で複合体を形成することで､遺伝子(軟骨細胞-の分化ではSox9)

の転写活性を引き起こす｡

smadは晴乳類には8種類存在しており､受容体からのリン酸化を受けるR-Smad､

R-Smadと結合し核内で転写因子として働くCo-Smad､抑制因子として働くI-Smad

の3種類に分類されている｡ Smadの構造はMHl､リンカー, MH2の3つのドメイ

ンから成っており､MHlドメインはDNA結合部位である｡ MH2ドメインはⅠ型受容

･30･
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体との結合部位をもち､受容体によってリン酸化されるSSXSモチーフが存在して

いる｡

間英系幹細胞の軟骨細胞-の分化の場合､受容体からのリン酸化を受けた

Smad2/3 (良-Smad)がsmad4(Co-Smad)と結合することで核内に移行し､軟骨細胞

-の分化に関連する転写因子であるSox9の転写を活性化する｡

また､軟骨細胞-の分化に伴い､ Ⅱ
･Ⅸ型コラーゲンやアグリカンという軟骨特異

的なプロテオグリカンの発現､Ⅰ型コラーゲンの減少といった特徴が見られる｡

●

●◆ ..､酎垂)
◆

●

●
●

リン散北部位
(SSXSモチーフ)

図1-6B.間英系幹細胞から軟骨細胞-の分化機構-smad経路-47)

②wntシグナル伝達経路49,50)

wntの関与するシグナル伝達経路として､ 1)βカテニンを介したcanonical経路､

2)PCP経路(wnt/JNK経路)､ 3)Wnt/Ca2+経路の3種類が知られているが､

canonical経路が軟骨細胞分化に関与していると考えられる0

βカテニンを介したcanonical経路とは､Wntのシグナルがβカテニンを介して核

に伝達され､標的遺伝子の転写活性化が起こる経路のことである｡つまり､ Wntが

･31･
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受容体であるFz (Frizzled)に結合することによりシグナルが細胞内に伝達されると､

Dsb(Dishevelled)を介してβカテニンのリン酸化が抑制される｡その結果､ βカテニ

ンは安定化して蓄積し､核に移行してTCF瓜EFファミリーの転写因子と複合体を形

成する｡βカテニンーTCF瓜EF複合体によりさまざまな標的遺伝子の転写活性が起

きる. 71,72)wntが作用していない状態では､ β-カテニンはAPC､ Axin､ GSK-3P､

cKI空なる複合体によってN末端領域がリン酸化され､ユビキチン化を受けてプロ

テアソームによって分解される｡また､Wntシグナル経路は､ βカテニンの分解以外

にもさまざまな制御を受けている｡細胞外では,ERP､ WⅣ､ CerbemsのようにWⅡt

に直接結合して機能を阻害する分泌性のインヒビターが負に制御している. DKK

はLRpに結合しLRpとwntおよびFzとの相互作用を阻害する0

図1-7B.間英系幹細胞から軟骨細胞-の分化機構-wnt経路-48)

1
-3-2.骨芽細胞(osteoblastic cell)

間英系幹細胞から骨芽細胞-の分化シグナル伝達経路として､ ①smadシグナ

ル伝達経路と②MAPKシグナル伝達経路が知られており､分化を決定付ける転写

･32･
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因子にはRunx2､ Osterix(Osx)を活性化すると考えられている51,52).

培地中にデキサメタゾン､ビタミンD､BMP-2(bone morphogenetic protein-2)を加

えて開業系幹細胞を培養すると骨芽細胞に分化誘導される25)｡また､デキサメタゾ

ン､ β-リン酸グリセロ-ル､アスコルビン酸､10%の血清でも有効である27).このとき､

静止磁場をかけることにより分化を促進し､無重力条件では分化が抑制されるなど､

環境変化による分化･増殖制御の研究も報告されている53,54)｡足場による分化制御

では､ Ⅰ型コラーゲンやBMP-2､ nHAPにて分化の促進が報告されている43,44,57)｡

また骨芽細胞から分化が進み骨細胞になるにつれて､アルカリフォスファタ-ゼ

(Alp)､骨シアロタンパク(BSP)､オステオカルシン(OC)､ Ⅰ型コラーゲンを発現し､

細胞周辺-のカルシウム沈着が生じる｡

①smadシグナル伝達経路49,50)

閉業系幹細胞の骨芽細胞-の分化は､受容体からのリン酸化を受けたSmadl/5

(R-Smad)がsmad4(Co-Smad)と結合することで核内に移行し､ DIx5を活性化する

ことで促進される｡逆に､TG叩1刺激によるMsx2の活性化では､骨芽細胞-の分

化は抑制される｡

図1-8B.間英系幹細胞から骨芽細胞-の分化機構-Smad経路-51)
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②MAPKシグナル伝達経路49,50)

MAPKシグナル経路は､主に3種類が知られている｡ ①増殖因子や細胞分裂促

進因子によって誘導されるERKを活性化する経路､ ②物理的ストレス(†線､紫外

線､高浸透圧､酸化ストレスなど)によって誘導されるJNKを活性する経路､ ③同じ

くストレス刺激によってp38を活性化する経路｡骨細胞分化の制御にはERK活性

化経路が関わっていると考えられている52)｡

骨細胞分化に関連したMAPK活性化には､インテグリンを介した経路と､ホルモ

ン(デキサメタゾンなど)などの刺激によるGタンパクを介したpKC活性化の経路が

知られている｡

まず､Gタンパク経路に関しては､ Gタンパクを介して活性化されたpLCによって､

pIP2がIP3とDAGに加水分解される.産生されたDAGがpKCを活性化し､

MAPKカスケード-とシグナルが伝達される結果､骨細胞-の分化が促進される.

もう一方は､ECMによる刺激や､ srcの活性化から､インテグリンの裏打ちタンパクで
あるFAKを活性化し､ Sos､ Rasと続き､ MAPKカスケードに繋がる経路である.こ

れらの経路が相互的に活性化されることで,骨細胞-の分化に関する転写因子で

あるRunx2を活性化し骨細胞-の分化が誘導される｡

IP3

図1-9B.間英系幹細胞から骨芽細胞-の分化機構-MAPK経路-52)
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1-3-3.脂肪細胞(adipose cell)

開業系幹細胞を1 -metyl-3-isobutylxanthine､インドメタシン､インシュリン､デキ

サメタゾン存在下で培養すると95%以上の細胞が脂肪細胞に分化する25,27)｡

間英系幹細胞から脂肪細胞-の分化誘導経路として､ ①smadシグナル伝達経

路が知られており､脂肪細胞の分化を決定付ける転写因子にはPPjuy2､ C侶BP

が影響していると考えられている58)｡また､脂肪細胞-の分化抑制には､ ②NF-kB

経路の関与が報告されている59)0

①smadシグナル伝達経路49,50) (分化促進)

間英系幹細胞の脂肪細胞-の分化は､受容体からのリン酸化を受けたSmad2/3

(R-Smad)がsmad4(Co-Smad)と結合することで核内に移行し､ PPARy､ RR､

c侶BPと結合し､脂肪細胞-の分化を誘導する｡

②NF-kBシグナル伝達経路49,50)(分化抑制)

NFIKBは通常自身の抑制因子であるIkBと複合体を形成して細胞質に存在して

いる｡しかし､種々の細胞外刺激により抑制因子から開放され､核に移行することで

核内の遺伝子発現を誘導する｡受容体からのシグナルがIKKまで伝達されると

IKファミリー(IKKdP/y)の複合体が活性化されてkBのN末端の2つのセリンを

リン酸化する｡そのリン酸化を目印としてIKBがポリユビキチン化されプロテアソーム

により分解されるo残されたNF-kBは核内に移行し標的遺伝子の発現を誘導するo

表1 -

10B.開業系幹細胞から脂肪細胞-の分化機構58,59)
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1
-3-4.骨格筋細胞(skeletal muscle cell)

閉業系幹細胞を脱メチル化剤である5-アザシチジンやアンフォテリシンで処理す

ると､骨格筋細胞に分化する25,27)0

閉業系幹細胞から骨格筋細胞-の分化シグナル伝達経路として, PI3K伝達経

路を介したAbの活性化反応が知られており60)､骨格筋細胞の分化を決定付ける

転写因子にはMyoDが影響していると考えられている26,50)o

pI3K-Akt経路は､細胞の生存､増殖､運動､寿命などのさまざまな現象に関与

することが知られているoAktはN末端側からpHドメイン､キナ-ゼドメイン(KD)､

HMドメインを有している. PI3Kは､増殖因子やインテグリンを介した細胞接着など

の種々の刺激により細胞膜上にリクルートされ､活性化される.するとpI3Kは細胞

膜中のリン脂質であるPI(4,5)P3をリン酸化して､PI(3,4,5)P3を産生する｡産生され

たpI(3,4,5)P3とAktのPHドメインが結合し､ Aktのキナ-ゼであるPDKによって

KDドメイン､もしくはIiMドメインがリン酸化されることで活性化される｡活性化A如

から核内-シグナルが伝達され､骨格筋-の分化が誘導されると考えられる｡また､

Aktはグリコーゲンの合成やグルコース取り込みにも関与しており､これらは骨格筋

自身のエネルギー源となる50)0

-;1Gf/

_..`.1.●T:‥._.-､＼
､.､.

/ I

､･..:･.･:il一
L･､･､

I
グリコーゲンの合成

図1_llB.間英系幹細胞から骨格筋細胞-の分化機構60)
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1
-31-5.靭帯細胞(ligament cell)

間英系幹細胞から靭帯細胞に分化させる生理的な外的因子はまだ同定されて

いないが､ヒアルロン酸を基礎とした靭帯細胞足場上で培養することで靭帯細胞に

特徴的なマトリックスタンパク(Ⅰ
,Ⅲ型コラーゲン､ラミニン､フィブロネクチンなど)の

発現を確認したとの報告がある61)0

靭帯の組織形成の分子機構に関して､ほとんど解析がなされてこなかった大きな

原因として､靭帯細胞を特徴付ける分子マーカーが同定されていないことが挙げら

れる｡しかし､近年靭帯に特異的に発現する膜貫通型遺伝子としてTeMが発見さ

れたことで､靭帯の分化形質発現の指標となることが期待されている0

1-4.特殊細胞培養法
細胞を生体外で二次元的に培養する場合､細胞は単層様に増殖する｡このとき

細胞は接着因子の影響は受けるが､ ECMの機能は関与しない｡本来生体内では､

細胞は周辺をその細胞に特異的なECMで三次元的に埋められており､これらの影

響も受けて増殖や分化の制御が成されていると考えられる｡そのため､より生体内

に類似した環境下での細胞培養が必要となる｡表ト3Bに既報の間葉系幹細胞の

特殊培養による分化制御に関する報告をまとめた｡

表1-3B.閉業系幹細胞の分化制御方法

由来 環境因子 分化先 文献

human PLGA-collagen合成網目状足場 軟骨 41

human 多孔性水溶足場 軟骨 42

human ナノファイバー足場 軟骨.脂肪.骨 43

human Ⅰ型collagen足場 軟骨.骨 44

human′mouSe エラステン足場 軟骨 45

human 静水圧 軟骨 46

sheep HTAFF1一足場 靭帯 61

human BMP-2′nHAP足場 骨 62

1-4-I.三次元細胞培養

近年の生命科学の発展により､種々の幹細胞が発見され､生体外で組織再生さ

せる可能性が示されてきた｡一般的に臓器や組織の実質部分を構成する上皮系

細胞は､培養表面に接着して増殖し､二次元の細胞シートを形成する｡これに対し
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て､肝臓や腎臓のような生体内の臓器は複雑な三次元構造を有するため､移植医

療の代替として考える場合には､細胞を二次元で培養するだけでなく､生体内に類

似した三次元構造を生体外で再構築する必要がある｡したがって､近年の組織工

学においては､個々の細胞から三次元構造を再構築する手法の開発が大きな課

題となっている｡ES細胞や骨髄由来幹細胞などのような幹細胞/前駆細胞におい

ても同様で､生体外での三次元環境下で組織を再構築する研究が進んでいる｡

ECM分子は,生体組織の立体的構造を支えているだけではなく､遊走､増殖､

分化等の重要な細胞機能に影響を及ぼすシグナル系に関与していることが知られ

ている｡様々なECMの特徴は､各組織における機能的､構造的特性となって現れ､

In
vitro細胞培養における三次元マトリックスとして物理的な支持体の役割を果た

す｡

1-4-2.微小重力条件細胞培養

宇宙ステーションに長期間滞在した宇宙飛行士が地球に帰還すると､極端な筋

力低下や骨粗紫症から､自力で立つことさえ容易ではなくなる.この原因として､無

重力環境下において筋肉や骨のもととなる筋芽細胞や骨芽細胞の分化が抑制され

たということが考えられる｡間菓系幹細胞を未分化なまま培養させることで､免疫拒

絶反応が軽減されるという知見もあり,重力を調整した条件下での幹細胞培養での

分化･増殖制御が注目を集めている｡

表1-4B.微小重力に対する細胞応答

細胞 由来 重力の影響 文献

白血球培養細胞 human 微小重力下では増殖および分化の抑制 63,64

白血球培養細胞 humaⅠー 微小重力下では増殖抑制､過重力下では促進 65,66,67

上皮癌腫細胞 humaⅠー
微小重力下ではc-fos､s-junの発現が抑制′過
重力下では増大

68

T細胞′Tリンパ球′単球細胞 human PKC量と重力の大きさの関連性 69

骨芽細胞 mouse 微小重力と細胞内シグナルとの関連性 70

骨芽細胞 human 微小重力下では骨細胞-の分化が抑制 54

また､生体外で細胞培養を行う場合､重力の影響を受けた細胞は､シャーレの底

に沈んでしまうため､厳密な三次元培養は難しく二次元的な培養になってしまう｡

特に軟骨細胞などは二次元培養では､繊維芽状細胞に脱分化してしまう｡そのた

め､人工生体材料を用いた三次元培養や､授拝培養などが行われているが､細胞

が高密度に凝集すると培養液の組織内部-の浸透が阻害されたり､擾拝による細
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胞-のストレスで細胞障害を受けたりしてしまうおそれがある｡微小重力環境下で

は細胞が底に沈むことなく､培養液中を浮いた状態での培養が可能なので三次元

的な集合体を形成することができる｡この手法により､従来の重力下での培養よりも

強度の強い軟骨細胞の培養に成功したという報告もある40)0

現在､重力感受と応答の具体的なメカニズムは不明である｡そこで､重力刺激を

一種の細胞-の物理的なストレスと仮定し､重力応答に対する細胞内シグナル伝

達経路を4つの視点から考察した｡

1. PKC

微小重力環境下では､ PKCのシグナル伝達経路が影響を受け､結果としてイン

ターロイキンの生産阻害し､細胞の増殖･分化を抑制することが報告されている67)o

また､ヒトT細胞､リンパ球細胞､単球細胞を用いた細胞あたりのPKC量や局在に

及ぼす微小重力の影響を測定した結果, PKC量と局在は重力に依存して変化す

ることが明らかになった69)｡さらに､細胞内での移動や活性化物質との結合性と重

力の関連性に関する報告もされており71)､これらの研究報告から､細胞内シグナル

伝達で重要な役割を担っているPKCが､重力変化に敏感に応答していることが示

唆される｡

2. MAPキナ-ゼシグナル経路岬RK経路)

環境からの様々なストレス(ずり応力､物理的･化学的刺激など)に応答して

MAPKカスケードが活性化されることが知られている72).また,物理的刺激､特に

膜伸張刺激では､ SAチャンネルが開きCa2+の細胞内流入が促進されることでSrc

が活性化されることと､pKAおよびpKC活性化に関連してGタンパク群によるシグ

ナル伝達系が重力応答に関連していると考えられることから､これら2つの経路から

のMAPKカスケード活性化と物理的刺激との相関性が示唆される.

3.細胞内骨格

細胞内のシグナル伝達に介在すると考えられている細胞内骨格はアクチンマイ

クロフィラメントである｡微小重力環境下ではF-アクチンの量が増加することが報告

されている71)｡このことから､アクチンフィラメント系が重力感受シグナル伝達に関与

することが示唆される｡

4.細胞内カノレシウムイオン量

物理的刺激によって､ SAチャンネルが開き､ Ca2+の細胞内流入が促進されるこ

とによってSrcが活性化される.それに続いてFAK Paxのリン酸化が起こり､F-アク

チンとインテグリンの再構成を促し細胞形態の変化をもたらすことが明らかにされて

いる72･ 93)｡また､骨芽細胞では物理的刺激によってイオンチャンネルを通して細胞

内カルシウムイオンの流入があることや､微小重力環境下において細胞内カルシウ

ムイオン量が上昇することが報告されている72)｡これらの見解から､細胞内のカルシ

ウムイオン量の変化が重力応答に関連する可能性も考えられる｡
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以上の結果から考えられる重力応答シグナル伝達経路の概略図を以下に示し

た｡

G-protein

ca2+

図1-12.重力応答に関するシグナル伝達経路

1-5.細胞外マトリックス(ECM)
細胞外マトリックスとは､細胞の外側にある構造的なものの総称で､主成分は,コ

ラーゲン,エラスチンなどの繊維性蛋白質,ヒアルロン酸,コンドロイチン硫酸などの

グリコサミノグリカンとプロテオグリカン,それにフィブロネクチン,ラミニンなどの細胞

接着性蛋白質である｡細胞外マトリックスは,脊椎動物の身体の構造要素の主体で,

結合組織の主成分なので,皮膚や骨に多く含まれ,脳や脊髄には少ない｡従来は,

組織の充填材として物理的構造を保つだけと思われていたが,最近は,細胞の増

殖･移動･形状･代謝･分化などの細胞活性を細胞の外側から制御する因子群として

重要視されている｡エラスチンとコラーゲンの生体組織中での分布について図1-13

にまとめた｡
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□細胞+その他 因コラーゲン ロエラステン

0%

肝臓 腎臓 皮膚 骨 肺 動脈 靭帯

図1-13B.細胞外マトリックスの分布

1-5-1.エラスチン(Elastin)

エラスチンは分子量が約67 KDaの細胞外マトリックスの一つであり､組織から酸､

アルカリ､アルコール等で処理後に残る不溶性タンパク質と定義される｡組織の伸

縮性･弾性を生み出す繊維状タンパク質で,大動脈･靭帯･肺･皮膚･結合組織に

発現している｡弾力繊維とも呼ばれている｡特に､動脈の中膜に多く含まれ､平滑

筋との相互作用が注目されているoエラスチンは､一次構造に疎水性側鎖を含む

アミノ酸が約92%を占めており､エラスチン凝集体の収縮･弛緩により,立体構造が

容易に復元できる85)o

エラスチンは前躯体タンパク質である水溶性のトロポェラスチンとして合成され､

その後分子中に含まれるリシン側鎖に銅イオンとリシルオキタ-ゼが共に働き､生

体内架橋反応を経て､不溶性エラスチンとして形成される｡架橋構造は､トロポェラ

スチン中の4つのリシン側鋭から導かれた4級ビリジニウム環を含むデスモシン､イ

ソデスモシンと呼ばれる特徴的なもので､複数のポリペプチド鎖を形成し､弾性に

富んでいるoエラスチンに存在する繰り返し配列であるVAVAPG配列は細胞結合

性を示し､これによってエラスチンは他の細胞外マトリックスとは異なったリガンドと

接着し､機能制御に関わっている$6)0
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>分子量67EDa

>疎水性タンパク質

′ (lll稀代

>架橋構造

>不溶性タンパク

> VGVAPG配列

二+ =コ

-11弛緩 地金王

NH2 ･･･ IJy81Ah-Lys~Ala-Al九-LysITyr~Jua ･･･ COOII

HOOC - AIR-Ah-Lys-AIR-Ala-Ser-Lys-Ah-Phe ･･･ N772

図1-14B.エラスチンの構造62)

1-5-2.コラーゲン(Collagem)

コラーゲンは体タンパク質のうち最も量が多く,総タンパク質量の3分の1にのぼ

る｡非常にたくさんのグリシンを含み､プロリン含量も高い｡コラーゲン分子は分子

量約10万のポリペプチド鎖3本がより合わせって三重螺旋構造(triple helix)をとっ

たもので､分子量は約30万になる｡コラーゲンのアミノ酸組成を調べると､グリシン

が約3分の1を占めるが､これはコラーゲン分子が-Gly-Ⅹ-Y-の繰り返し構造

を多数持つポリペプチドからできていることによるoアミノ酸配列が異なっており,

別々の遺伝子の産物と考えられるコラーゲン分子が20種近く知られており､組織特

異的に分布している｡例えば､皮膚･腔･骨などにはⅠ型コラーゲンが多く,軟骨は

ほとんどがII型コラーゲンである85)8

コラーゲンヘリツタス

30Cr]rn

図1115B.コラーゲンの螺旋構造60)
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2.目的

化学的･物理的因子によるヒト骨髄由来開業系幹細胞の分化･増殖制御技術の

開発を目的とした｡

本研究では､足場材料として､細胞外マトリックスであるコラーゲンとエラスチン,ま

た環境因子として重力を制御した培養システムに注目したoこれらの因子を複合し

て間英系幹細胞の分化と増殖をコントロールすることを目指すo

具体的には､生体外実験において

>細胞表面抗原

>細胞の形状

>細胞特異的酵素 の測定を行い､間英系幹細胞の分化･増殖を観察した｡

>足場材料

>重力環境

I

I:;:::.I:･,

I:lil:."I:i:､こ
細胞増殖

ii:.'!.:､丁
細胞分化
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生体外で制御



3.方法

本研究で用いた閉業系幹細胞は広島大学から提供していただいた､ヒト骨髄由

莱(30歳/男性/継代3代目)のものである｡

細胞の培養には､

①未分化維持用培地には3 ng/pl bFGF+ 10%FBS/DMEMを使用し､

②骨細胞分化誘導用培地には100nMデキサメタゾン+ 10 mMβ-リン酸グリセロ

-ル+0.05 mMアスコルビン酸+3 ng小1 bFGF+ 10%FBS/DMEMを使用し

た｡

細胞培養条件は､ 37℃/5%CO2インキエペ-ト､培地交換は3日置き､細胞の

播種数は5000 cells/cm2とした｡

3- 1.閉業系幹細胞同定(flow cytometry解析)
間英系幹細胞は多分化能を有するため､継代を重ねることで徐々にその増殖能､

形質､分化能などが変化していく可能性がある｡そこで､継代何代目までの細胞が

同一条件として研究に用いることができるかを確認するために､間英系幹細胞に特

徴的な細胞表面抗原であるCD29､ CD44､ CD14､ CD34､ CD45をフローサイトメトリ

ーによって測定した｡

(※抗原の詳細､使用器具･試薬,操作法の詳細はAppendix9-8を参照)

3-2.閉業系幹細胞の骨細胞分化誘導実験
間英系幹細胞の分化誘導において､最も研究が進んでいる細胞の一つが骨細

胞であり,分化誘導法や分化機構など､多くのことが解明されている｡そこで､開業

系幹細胞を骨細胞に分化させ､エラスチンやⅠ型コラーゲンといったECMの影響

による分化制御を試みた｡

まず,通常の細胞培養シャーレに間葉系幹細胞を単層培養し､骨細胞分化誘導

用培地を用いて骨細胞に分化させた｡これに対して､エラスチンやⅠ型コラーゲン

を細胞培養シャーレにコーティングしたときの間英系幹細胞の分化能の変化を測

定した｡間菓系幹細胞が骨細胞に分化すると､骨細胞特異的にアルカリフォスファ

タ-ゼ(Alp)という酵素が活性化される｡これを骨細胞分化の指標として､酵素染色

法により測定した｡

(※酵素染色の原理､使用機器･試薬の詳細はAppendix9-10を参照)
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3-3.ゲルコート上細胞培養実験
ゲル培養には包埋培養とコート上培養の2種類がある｡包埋培養はゲル内に細

胞を包埋させる方法で､ゲルは細胞にとって細胞外マトリックスとして機能し､細胞

は三次元的に増殖する｡コート上培養は培養シャーレにゲルをコートし､その上で

細胞を培養する方法で､細胞は単層様(二次元的)に増殖する｡このとき､ゲルは

細胞接着因子として働く｡本研究では､ゲル･コラーゲン上で間英系幹細胞を培養

し､細胞接着因子として骨細胞分化に与える影響について酵素染色法を用いて評

価した｡ (※ゲル･コラーゲン上細胞培養の詳細はAppendix9-13を参照)
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4.結果

4- 1.間英系幹細胞の同定結果(now cytometry解析)
間葉系幹細胞の表面抗原(CD29､ CD44, CD14､ CD34､ CD45)の発現をフロー

サイトメトリーによって測定した結果を示した｡継代2-6代目での表面抗原の変化

を測定した｡ 4代目まではほぼ同一の発現量を示したが､ 5代目以降でCD29と

cD44の発現量が減少した｡

CD14

CD34

CD45

CD29

CD44

CD 14,29,34,44,45

図4-1B.開業系幹細胞の表現抗原測定結果-継代2代目-
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<継代3代目>

間菓系幹細胞の継代3代目での表面抗原を示したo

CD14

CD34

CD45

CD29

CI) 44

CD 14,29,34,44,45

図4-2B.閉業系幹細胞の表現抗原測定結果一継代3代目-

:
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<継代4代目>

間英系幹細胞の継代4代目での表面抗原を示した｡

CD14

CD34

CD45

CD29

CD44

CD 14,29,34,44,45

図4-3B.間葉系幹細胞の表現抗原測定結果一継代4代目-
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<継代5代目>

間英系幹細胞の継代5代目での表面抗原を示した｡

CD14

CD34

CD45

CD29

CD 44

CD 14,29,34,44,45

図4-4B.間菓系幹細胞の表現抗原測定結果一継代5代目-

rri:大子人祁言･
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<継代6代目>

間英系幹細胞の継代6代目での表面抗原を示したo

CD14

CD34

CD45

CD29

CD44

CD 14,29,34,44,45

図4-5B,間菓系幹細胞の表現抗原測定結果一継代6代目-
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4-2.間英系幹細胞の骨細胞分化誘導実験結果
細胞足場として,水,エラスチン､ Ⅰ型コラーゲンを使用したときの〟P活性を酵

素染色法によって評価した結果を示したo測定は､培養3, 7､ 11､ 14､ 18,20 日後

に行った｡未分化維持用培地で培養したときは､AlPの発現は見られなかった｡

<未分化培養>

培養3日後

培養11日後

培養18日後

培養7日後

培養14日後

培養20日後

図316B.未分化維持用培地でのAIP活性測定結果
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<骨細胞分化培養一水- >

水コート上で骨細胞分化誘導用培地を用いて培養したときのAlP活性を測定し

た結果を示したc培養目数に比例して､AlP量の上昇が確認された｡

培養3日後

培養11日後

■

ナ~
l少

IL;1Li
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ド

r
Ll

培養18日後

培養7日後

虹窺

･.′

さ主㌔.
輿

｢
ト

し
■

.:｢

巨--∴脊

培養14日後
●

ヽ-

∫

培養20日後

図317B.骨細胞分化誘導用培地でのAlP活性測定結果
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<骨細胞分化培養- Ⅰ型コラーゲンー>

I型コラーゲン上で骨細胞分化誘導用培地を用いて培養したときのAlP活性を

測定した結果を示したQ培養El数に比例して､AlP量の上昇が確認された.

培養3日後

培養11日後

培養18日後
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図318B.骨細胞分化誘導用培地+ Ⅰ型コラーゲン足場でのAIP活性測定結果
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<骨細胞｣分化培養-エラスチン>

エラスチン上で骨細胞分化誘導用培地を用いて培養したときのAⅣ活性を測定

した結果を示した｡培養日数に比例して､AlP量の上昇が確認されたが､その発現

量は水コートと比べると若干低かった｡

培養3日後

培養11日後

■■

培養18日後
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図3-9B.骨細胞分化誘導用培地+エラスチン足場でのAlP活性測定結果
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<顕微鏡観察結果>

間菓系幹細胞を,未分化維持用培地を用いて培養したときは､特に変化は確認

されなかったo骨細胞分化誘導用培地で培養した場合は､ 14 日後から白い沈殿

(石灰化)が確認された｡

≪未分化維持≫

培養7日後

培養14日後

培養21日後

≪分化誘導≫

培養7日後

培養14日後

培養21日後

図3-lo迫.間英系幹細胞の顕微鏡観察結果(未分化･骨細胞分化)
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<顕微鏡観察>

Ⅰ型コラーゲンやエラスチンで影響を与えた場合は､14日後から白い沈殿(石灰

化)が確認された｡

≪Ⅰ型コラーゲン≫

培養7日後

培養14日後

培養21日後

≪エラスチン≫

培養7日後

培養14日後

培養21日後

図3-llB.間葉系幹細胞の顕微鏡観察結果( Ⅰ型コラーゲン･エラスチン)
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4-3.ゲルコート上細胞培養実験結果

Ⅰ型コラーゲン･ゲル上で細胞を培養したときのAlP活性測定結果を以下に示し

た｡測定は､培養6､ 12, 18 日後に行ったが､通常の骨細胞分化誘導培養に比べ

て､コラーゲン.ゲル上で培養した場合は高いAlP活性が確認できた｡

≪通常培養≫

培養6日後

培養12日後

培養18日後

J'IJ

言-:享き
･<Ll

~･恥

;書･連覇I

.｣ゝ.J
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≪コラーゲン･ゲル上培養≫

培養6日後

培養12日後

培養18日後

図3-12B.コラーゲン･ゲル上培養でのAlP活性測定結果
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5.考察

1.間英系幹細胞の同定

間英系幹細胞の同定には表面抗原CD14, CD29, CD34, CD44, CD45の測定

を行った｡ CD14は骨髄単球系細胞､マクロファージ､ Bリンパ球,好中球などに､

CD29はインテグリンβ1鎖に､ CD34は腫性幹細胞や造血幹細胞に､ CD44は血小

板･肝細胞･心筋など以外のほとんどの細胞に､ CD45は全ての白血球にそれぞれ

発現している抗原であるo間菓系幹細胞はこれらの抗原に対して､ CD14,34,45に

陰性､ cD29,44に陽性の性質を示すことが知られており､これを間菓系幹細胞の描

標としたD

測定の結果,継代2代目-4代目までは表面抗原の発現傾向に大きな差は見ら

れなかったが､ 5代目から陽性発現抗原であるCD29とcD44の発現量が弱くなっ

ていった｡ CD14, CD34, CD45の陰性発現抗原に関しては全く変化しなかったo

≪推代2代目≫

抗原発現量

≪推代6代目≫

■ー

抗原発現量

図5-1B.閤英系幹細胞の表面抗原の変化

このように､陽性･陰性の発現傾向には変化はなかったが発現量の減少が確認

されたことから､間菓系幹細胞を単層培養(3ng/pl bFGF+ 10%FBS/DMEM培地

を使用し､ 37℃/5%CO2インキュベ-ト,播種数5000cells/cm2条件)した場合,継

代4代目までは同一条件として研究に用いることができると考えられる｡

細胞の分化には､培養密度や培地の種類､継代回数なども影響してくると考えら

れる｡今回の結果のようにCD抗原の発現量だけが変化したことについては､培養

が生体外での単層培養であったことが影響している可能性がある｡本来の生体内

での細胞培養と生体外での二次元的な培養では大きく条件が異なるため､本来の

器官や組織の発現が三次元的に構築されるとすると､生体外の培養条件では､そ

の一部分しか再現できていないことが予測される｡今後は､より生体内に近い三次
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元的な培養法を開発し､それと比較しながらの研究が必要とされる｡

2.間菓系幹細胞の骨細胞分化誘導実験

通常の細胞培養シャーレに間英系幹細胞を単層培養し,培地中に100nMデキ

サメタゾン､ 10mMβ-リン酸グリセロ-ル､ 0.05mMアスコルビン酸､ 10%の血清

(FBS)を加えることで骨芽細胞を経て骨細胞に分化するoこのとき骨細胞に特異的

な特徴として､AlP活性化､オステオカルシンの発現､細胞の石灰化､転写因子

Runx2の発現などが観測されることが知られている｡今回は､骨細胞-の分化指標

として､AlPの活性化を測定した｡

間葉系幹細胞を未分化維持用培地(3ng小I bFGF+ 10%FBS/DMEM)により

約3週間培養した結果､Alpの発現は確認できなかったoそれに対して､骨細胞分

化誘導用培地(100nMデキサメタゾン+10mMβ-リン酸グリセロ-ル+0.05mMア

スコルビン酸+3ng/pl bFGF+ 10%FBS/DMEM)で約3週間培養した場合は､培

養12日後から徐々にAlPが発現し､培養目数が進むにつれてその発現量の増加

が確認されたcまた､培養14日後前後から細胞周辺に白い沈殿物が確認された｡

詳細は不明だが､骨細胞特有の石灰化(カルシウムの沈殿)ではないかと考えられ

る｡これらの結果から､本研究の培養条件においては､約2週間で間葉系幹細胞

が骨細胞に分化することが示唆された｡

≪培養1遵開≫ ≪培養3遺間≫

※白い沈殿物が発生

図5-2B.培養日数による間英系幹細胞の変化

次に､細胞培養シャーレに0.1mg/mlのⅠ型コラーゲン, 0.lmg/mlのエラスチン

をそれぞれコーティングし､その上で間菓系幹細胞を培養したときの分化･増殖変

化の違いを確認した｡細胞培養には骨細胞分化誘導用培地を用いて,コーティン

グ以外の培養条件は上記の場合と同様にして行った｡測定の結果, Ⅰ型コラーゲ

ンコートの場合は,12日後からAlpの発現が見られ,その後は培養日数に従い発

現量は増加した｡エラスチンコートでは､培養11日後からAIPの発現が見られ､そ
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の後も発現量は増加したが､エラスチンコートやコートなしでの骨細胞分化誘導培

養と比較すると,その発現量が少量であったから､骨細胞分化が抑制されているこ

とが示唆された｡

≪培養1遺間≫ ≪培養2旦rn≫ ≪培養3漫間≫

未分化維持培養

分化誘専培養
(水コート)

分化誘専培養

(コラーゲンコート)

分化誘専培養

(エラステンコート)

...～.･,I AIPの発現なし

等∃
過
rpJ勺

頭

図513B.AlPの発現量の変化
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AIPが強発現

AIPが車乗現

AIPが弱発現

閉業系幹細胞からの骨細胞分化に影響するシグナル伝達経路として, cAMPの

上昇からのPKA活性化経路と､ Gタンパクやインテグリンを介したMAPキナ-ゼ

活性化経路などが報告されている｡エラスチンやコラーゲンからの影響がどうような

経路をたどって細胞内に伝達されるかの詳細は明らかではないが､エラスチンから

の伝達に関して､ Gタンパクを刺激してcAMPの増加を抑制するという報告がある

87)Qこのことから,エラスチン刺激により､骨細胞分化の経路の一つと考えられるcA

MPからのシグナル伝達を阻害し､結果として骨細胞分化を抑制したのではないか

と考えられるQしかし､完全に分化が抑制されたわけではないことからも､骨細胞分

化がcAMP経路だけではなくMAPキナ-ゼ伝達経路などと複合的に働いている

ことが予測される｡ Ⅰ型コラーゲンにおいては､インテグリンを介したMAPキナ-ゼ

の活性化が知られており､骨細胞分化誘導-の影響が示唆される｡

今後､ cAMP経路､ MAPキナ-ゼ経路に注目して､これらの経路の阻害剤を用

いた間菓系幹細胞から骨細胞-の分化シグナル伝達経路の確定が必要とされるo

,
_
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3.ゲルコート上細胞培養実験

コラーゲン･ゲル上培養では､細胞はコラーゲンを細胞接着因子として利用して

単層様に増殖するo本実験は､ Ⅰ型コラーゲンから細胞接着因子(インテグリン)を

介した,間英系幹細胞の骨細胞分化を確認する目的で行った｡骨細胞分化誘導

用培地を使用し､コラーゲン･ゲル上で開業系幹細胞を培養した場合､ 6日後には

AIP発現が確認された｡

≪培養6日故≫ ≪培養12 E)徒≫ ≪♯兼18E)故≫

分化舞専培養

(水コート)

分化房専培養
(コラーゲン･ゲル上)

...培#日&[=より
徐々にAIPが尭現

図5-4B.コラーゲン･ゲル上での間英系幹細胞培養

...塘*初期から
AI Pが準発現

このことから､開業系幹細胞に接着因子としてⅠ型コラーゲンが作用した場合,

間英系幹細胞の骨細胞-の分化が促進されることが示唆された｡このとき､分化誘

導のシグナル伝達経路にはインテグリンが関与することが考えられる｡インテグリン

を介したECMからの刺激の伝達には, FAK､ Sosを経由し､ Srkからrasを活性化さ

せる経路が知られているoその後､ raf. MEK､ ERKとMAPキナ-ゼのカスケードを

活性化していく｡このMAPキナ-ゼ経路の活性化が骨細胞分化誘導に関与して

いることが報告されており､この経路の活性化因子の一つとして､ Ⅰ型コラーゲンが

関与するのではないかと考えられる｡また,骨細胞分化の抑制経路として､ Gタンパ

クからのcAMP経路の阻害が報告されている｡つまり､エラスチンの影響によって

骨細胞分化誘導の経路として知られているcAMP活性経路を阻害することで骨細

胞-の分化を抑制したのではないかと考えられる｡

本研究から､間英系幹細胞の骨細胞-の分化に関して､エラスチンとⅠ型コラー

ゲンの影響が確認されたo今後､分化制御に関する詳細な機構を解明するために,

MAPキナ-ゼ･ cAMP活性経路の阻害剤や､三次元培養時の細胞の挙動の変化

を測定することが必要となる｡

図5-5Bに骨細胞分化制御の機構についてまとめた｡

I
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図5-5B.骨細胞分化制御に関するシグナル伝達機構
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6.結論

間菓系幹細胞の骨細胞分化制御について以上のことが確認できた｡

1.エラスチンにより分化制御

2. Ⅰ型コラーゲンにより分化促進

この結果から､骨細胞-の分化にはインテグリンを介したECMからの刺激が関

与することが示唆された｡

この分化制御機構の詳細を確認するために､シグナル伝達の阻害因子を用いた

研究を行っていくと同時に､骨細胞分化の制御に大きく関与することが報告されて

いる微小重力環境下での骨細胞分化制御研究を行っていく｡
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9. Appendix

9-1.各種溶液の調整

1.培地の調整

<使用機器･器具>
･

pH〟ON METER (D-53/HORJBA)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)
･ 10

mlシリンジ(ss-10SZ/TERUMO⑧)

･注射針(NN-243 2R/TERUMO⑧)
･ MmLEX⑧GP (SLGPO3 〕RS/MmLIPORE)
･ STERICUPTM (SCGVUO5RE/MILLIPORE)

･ウオーターバス(BT-15/Yamato)

･5 mlアシストチューブ(70335218019/アシスト)

･30 mlアシストチューブ(71314271019/アシスト)

<使用試薬>

･Medium 199 (M21 54/SIGMA)

･F-12[Dulbecco's Modified Eagle's Mixture F-12 HAM](D6421/SIGMA､

500ml)

･DMEM[Dulbecco's Modified Eagle's Medium] (D6046/SIGMA､ 500
ml)

･FBS【FetalBovine Semm] (KqM25242/MyClone､ 500 ml)

･pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500 ml)
･

TRYPSIN-EDTA SOLUTION (lox)(T41 74/SIGMA､ 100 ml)
･ bFGF[FGF basic](HXW266081/R&D systems､ 25

pg)
･

DTT[Dithiohtreitol](126 1627/Invitrogen､ 500
pl)

･

ps【penicillinStreptomycin](PO78 1/SIGMA)

･

ITS[InsulinTransferin Selenate](13 14615ML/SIGMA､ 5 ml)
･

LG【しGlutamine](G75 13/SIGMA)
･

HC [Hydrocortisone](H-0888/ SIGMA)

･2mol瓜NaOH aq (196105635/WAKO､ 500 ml)

･5mol凡HCl aq(081-05435/WAKO､
500

ml)

<操作>

○中皮細胞培養用培地:M199

o繊維芽細胞培養用培地:F-12
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○閉業系幹細胞培養用培地:DMEM

①ITS､LGそれぞれ5 mlを15 mlチューブにまとめて､HCとITSを50 pl

ずっ加えた｡

②o.22pmフィルターにて滅菌後､培地に加えた.

※細胞培養時は､ 10 %FBSを加えた｡

間菓系幹細胞を培養時は､ 10% FBSと3 ng/ml濃度のbFGFを加えた｡

<pHの調整>

培地のpHが正常値(pH7.35-pH7.40)でない場合､ pHの調整を行った｡

①酸性側の場合はNaOH aq(1N)を､塩基性側の場合はHCl aq(1N)を添加

した｡

②添加後､培地全体をo.22 plフィルターにかけた.

<FBSの不活化･分注･保存>

(ら
-20℃にて凍結保存されているFBSを37℃のウオーターバスに浸し､振り
混ぜながら溶かした｡

②完全に溶かし終えたら､数回振り混ぜた｡

③ 55-56℃のウオーターバスで30分間加熱した｡ (非働化)

④ sTERICUPTMにてフィルター滅菌し､ 30
mlチューブに20-25 mlずつ分

注した｡作業はクリーンベンチ内､滅菌操作で行った｡

⑤
-20℃の冷凍庫にて保存した｡

※血清の非働化について88)

血清は血液を凝固させてその上澄みをとったもので､様々な細胞増殖促

進物質､細胞障害保護因子､栄養因子などがふくまれる｡血清に含まれる

補体成分が活性化されると､細胞に障害を与える場合があるため､血清を

56℃で30分間加熱して補体成分を不活性化させる｡

<各suprementの保存>
･

ITS[InsulinTransferin Selenate]

液体状ITSを分注し, 4℃で保存した｡
･ HC [Hydrocortisone]

HCの粉末2 mgを量り取り､無水EtOHとDEPC処理水をそれぞれ1 ml

ずつ加えて溶解させたものをMmLEX⑧GPにて漉過､分注した｡

･

PS[PenicillinStreptomycin]

5
mlずつ分注し､ -20℃で保存した｡
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･

LG[しGlutamine]

5
mlずつ分注し､ 4℃で保存した｡

･

bFGF【FGF basic]

2.475 mlの0.1%BSAnBS溶液に0.1MDTTを25 plとbFGFを25 pg加え

た後､チューブに分注し､ -20
-

-70℃で保存した｡

2. TRYPSIN-EDTA SOLUTIONの分注､保存

①納品後､凍結(-20℃以下)で保存した｡

②5 mlアシストチューブに4 mlずつ分注し､ -20℃にて保存した｡

3. DEPC処理水の作成

① Milli-Q水を密閉できるガラスビン(500mlメディウムビン)に入れた.
② 500血1のMilli-Q水に対しDEPCを500 pl(0.1%)加え､蓋をきっちり締

めてよく振り混ぜた｡

※DEPCは発癌性があるため､この作業は全てドラフト内で行った｡

③そのまま37℃のオーブン内に入れ､ 2時間加温した｡加温の途中に何回

か振り混ぜた｡ (DEPCが均一に広がり､全体のRNaseが失活する)

④ビンの蓋を十分緩めて, 121℃/40分(1本あたり500 mlの場合)高圧蒸気

滅菌にかけた｡

4.滅菌水の作成

① 脱イオン水を密閉できるガラスビン(赤蓋の1Lメディウムビン)に入れた｡

② 蓋をきっちり締めた後､滅菌テープで封印し121℃/40分にて高圧蒸気

滅菌を行った｡

9-2.初代培養(primary culture)
生体から細胞や組織を分離して体外で培養して､最初の継代を行うまでのものを

初代培養いう｡初代培養の注意点として,元の組織や臓器が多種類の細胞で構成

されているため,得られる細胞集団は均一ではないということが挙げられる88)｡本研

究で使用したヒト腹膜中皮細胞(HPMC)は､予め本学医学部倫理委員会にて採取

についての承認を受けた大網組織に由来し､初代培養によって中皮細胞と繊維芽

細胞が採取できる｡
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<使用機器･器具>
･

co2インキュベーター(10-0212/池本理科工業)
･ FORCED CONVECTION OVEN(DRS620DA/ ADVÅNTEC)
･

KUBOTA2010(RD3132/株式会社久保田製作所)

･撹拝遠心機(2790001/LABⅡ寸CO)

･ウオーターバス(BT-15/Yamato)
･

vortex(s-100/TAlTEC)
･ 25

cm2培養フラスコ(MS-21050/住友ベークライト株式会社)
･ 15 mlチューブ(MS-56150/住友ベークライト株式会社)
･ 50

mlチューブ(MS-56500/住友ベークライト株式会社)
･

10 mlピペット(MS-66100/住友ベークライト株式会社)

<使用試薬>
･

Medium 199(M2154/SIGMA､ 500 ml)
I

FBS[Fetal Bovine Serum] (KQM25242/MyClone､ 500
ml)

I

pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500
ml)

I

TRYPSIN-EDTA SOLUTION (lox)(T4174/SIGMA､ 100 ml)

<準備>

(丑50 mlチューブを､予想される組織の切片の数分用意し､各切片を区

別するためにチューブに系列番号を記入する｡さらに一連の採取操作

を3回線り返すため､それらを3セット分用意し､セットごとに採取操作番

号を記入した｡

② 10% trypsinnBS溶液を必要量作製し,20 mlずつ各チューブに入れた.

③ 25 cm2培養フラスコを､ 10% FCS仙I199溶液を5 mlずつ入れ､

37.0℃/5.0%CO2にてプレインキュベ-トした｡

④ 50%FBS仇4199溶液を必要量作製した｡

<操作>

①滅菌済手術用器具一式の中身(滅菌糸以外)を蓋の上に出し､空いた

金属トレイにPBS溶液を500 ml入れた｡

②すぐさま組織をpBS溶液中に浸し､切断箇所の上下を滅菌糸で固く縛り､

縛った箇所の間を滅菌済ハサミにて切断し､細胞を切り分けた｡

③予め用意した10%trypsinnBS溶液20 ml中に､切断した組織の切片を

浸し､撹拝遠心機を用いて回転させながら37℃/20分インキュべ-卜し

た｡

④ ③の操作を3回線り返した｡
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※全3回の採取操作後､組織の切片は塩素系漂白剤に1時間程度浸し

てから処分した｡

⑤ ③の後､組織の切片を取り出した後のチューブは､ 750
rpmで5分遠心

分離を行った｡

⑥上澄み液を除去した後､ 50%FBS/M199溶液を2 ml加えvortexで撹拝

し､再び750rpmで5分遠心分離を行った｡

⑦上澄み液を除去した後､ 10% FBS爪4199溶液を1 ml加え十分なピペッ

ティングを行い､プレインキュベ-トしたおいた25 cm2培養フラスコにそ

れぞれ播種した｡

9-3.継代培養(passage culture)
細胞培養を開始すると､一般的には以下の4つの期間から成る増殖曲線をたど

って増殖する｡

①遅帯期(lag phase):播種直後の新しい環境-の適応のため増殖しない状態

②対数増殖期(logarithmicgrowth phase):細胞が活発に増殖する状態

③定常期(stationaryphase):接着阻止が起こり､増殖が停止した状態

④死滅期(death phase):死に始めた状態

遅滞期､対数増殖期では細胞数が少なく､定常期に入ると接着阻止のストレスに

より良好な培養状態の維持が困難であるため､対数増殖期後期に継代培養を行う

のが最も適している88).

<使用機器･器具>
･

co2インキュベーター(10-0212/池本理科工業)
･

KUBOTA2010(RD3132/株式会社久保田製作所)
･ MICROTUBE MIXER (EM136N/TAlTEC)

･ウオーターバス(BT-15/Yamato)
･

vortex(s-100/TAlTEC)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)

･オリンパス倒立型顕微鏡(cK2/OLYMPUS)
I 75 cm2培養フラスコ(MS-21250/住友ベークライト株式会社)
･

q)35 mmシャーレ(MS-80240/住友ベークライト株式会社)
･

6穴プレート(MS-80240/住友ベークライト株式会社)
･

24穴プレート(MS-80240/住友ベークライト株式会社)
･

96穴プレート(MS-80240/住友ベークライト株式会社)
･

8穴チャンバー(nunc/177445)
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15
mlチューブ(MS-56150/住友ベークライト株式会社)

50 mlチューブ(MS-56500/住友ベークライト株式会社)
10 mlピペット(MS-66100/住友ベークライト株式会社)

セルスクレーパー(住友ベークライト株式会社/MS-93 170)

Counting chamber (03-202-1/Ema)

<使用試薬>

･Medium 199(M2154/SIGMA､ 500 ml)

･DMEM[Dulbecco's Modified Eagle's Medium] (D6046/SIGMA､ 500 ml)

･FBS[FetalBovine Serum] (KQM25242/MyClone､ 500 ml)

･pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500
ml)

･ TRYPSIN-EDTA SOLUTION (lox)(T4174/SIGMAJOO ml)
I bFGF[FGF basic](HEW266081/R&D systems､ 25

pg)
･

DTT[Dithiohtreitol](126 1627/Invitrogen､ 500
pl)

<準備>

①10%FBS/培地溶液を作製し､所定量(継代先に応じた所定量は以下の通り)を

継代先の容器に入れ37℃/5.0%CO2にてプレインキュベ-トした｡

(※培地の調整に関してはAppendix9- 1を参照)

表9-1.継代先に応じた培養溶液の必要量

継代先 培養溶手夜必要量

25cm2フラスコ 5m1

75cm2フラスコ 15m1

6穴プレート.q)35mmシャーレ 2m1/well

24穴プレート 500い.I/well

96穴プレート 100pl/well

8穴チャンバー 300〟we11

② 10%trypsinnBS溶液を必要量(25 cm2フラスコに対して5 ml､ 75 cm2フラス

コに対して10 ml)作製した｡

<操作>

①細胞がsub-connuentになったフラスコの培地を吸引し､ PBS溶液によっ

て細胞を洗浄した｡
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②洗浄後pBS溶液を吸引し､ 10%trypsinnBS溶液を所定量入れて､

37.0℃/5.0%CO2にて5分間インキュベ-トした｡

③位相差顕微鏡を用いて細胞の剥離を確認後､ FBSを所定量(25 cm2フ

ラスコに対して1 ml､ 75
cm2フラスコに対して2 ml)添加した｡

※細胞剥離が十分でない場合は､セルスクレーパーを用いた｡

④フラスコ内の細胞懸濁液を15 mlチューブに移し､ 750叩mにて5分間

遠心分離を行った｡

⑤上澄み液を抜き取った後､ Cell Pelletに10%FBS/培地溶液を所定量(25

cm2フラスコに対して1 ml､ 75
cm2フラスコに対して3 ml)入れ､十分なピ

ペッティングを行った｡

⑥培地溶液をプレインキュベ-トしておいた容器に､細胞懸濁液を所定量

播種した｡ (中皮細胞:5,000-10,000 cells/cm2､間英系幹細胞:
5,000

cells/cm2)

9-4.細胞の凍結･解凍方法
培養細胞の凍結保存は､カビなどによるコンタミの防止や細胞株の保存のため

に必要不可欠の操作といえる｡細胞を-80℃で凍結した細胞は長期間の保存が

可能となる｡

<使用機器･器具>

･2 mlクライオ(アシスト)チューブ(72.693S/アシスト)

･エルマ血球計算盤(Erma)

<使用試薬>

･Medium 199(M2154/SIGMA､ 500
ml)

･DMEM[Dulbecco's Modified Eagle's Medium] (D6046/SIGMA､ 500
ml)

･FBS[Fetal Bovine Serum] (KQM25242/MyClone､ 500 ml)

･pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500
ml)

･

TRYPSIN-EDTA SOLUTION (10x)(T4 174/SIGMAJ 00 ml)

･セルバンカー(63710221/WAKO)

<操作>

1.細胞の凍結方法

① 培養液を吸引後､pBS溶液5 ml/25 cm2フラスコ(10 ml/75 cm2フラス

コ)を添加し､若干振動を加えて洗浄した｡
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② 洗浄液を吸引後､ 10%trypsin/培地溶液を加え､ 37℃で5分間インキュ

べ-トした｡

③ 位相差顕微鏡を用いて細胞の剥離を確認後､ FBSを所定量(25 cm2

フラスコに対して1 ml､ 75
cm2フラスコに対して2 ml)添加した｡

※細胞の剥離が十分でない場合は､セルスクレーパーを用いた｡

④ フラスコ内の細胞懸濁液を15 mlチューブに移し, 50(×g)/5分にて遠

心分離を行った｡

⑤ 上澄み液を除去後､ 10%FBS/培地溶液を5 ml加えて50(×g)/5分に

て遠心分離を行った｡

⑥ 上澄み液を除去後, Cell Pelletに細胞凍結保存液を1 ml加えた｡

⑦ 細胞数(5×105-1×107 cells/mlが目安)を測定し､クライオチューブに

分注した後､ -so℃(ディープフリーザー)で凍結させた｡

2.凍結細胞の解凍方法

①細胞培養用フラスコに10%FBS/培地溶液を5 ml加えて､ 37℃/5%co2

インキュベータ内でプレインキュべ-トした｡

② -80℃で凍結保存しておいたクライオチューブのキャップを無菌下で

1/4程度開けて､内部の減圧をし､再度閉めた｡

※開栓前にチューブ表面をエタノール滅菌した｡

③チューブの底から3/4を限度に37℃恒温槽中に浸し､緩やかに揺らし

ながら解凍した｡

※氷片がわずかに残った状態で取り出し､過度の加温は避けた0

④チューブ表面をエタノール滅菌後､無菌下で細胞懸濁液を15 ml遠沈

管に入れ､さらに培地を10 mlを加えた｡

⑤ 50 G(750 rpm､ 5分間､原則4℃)で遠心分離後,上澄み液をアスビレ

ーションした｡

⑥培地I mlを加えて十分なピペッティング後､プレインキュベ-卜してお

いた細胞培養用フラスコに細胞懸濁液を加えた｡

9-5. MTT試験
【原理】

MTT法とは､細胞の活性を測定する簡便な方法のひとつである｡

MTT[3-(4,51dimethylthiazo-2,5-diphenyltetrazoliumbromide);C18H16N5SBr(分子量

414.3)]等のテトラゾリウム塩はミトコンドリアの酸化的リン酸化反応であるTCA回路

の脱水素酵素(コハク酸脱水素酵素)の基質となる｡ミトコンドリアは､真核細胞の細
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胞質中に見られる小器官であり､酸化的リン酸化反応によるエネルギー産出の場と

して重要な役割を担っている｡細胞が活発であれば細胞がより多く分裂するために

酵素活性が高く､ MTTを多く分解する｡このことは､代謝が活発な生細胞の定量に

特に有用であり､テトラゾリウム塩を細胞で処理することによって､その細胞の活性

(viability)が測れる｡特に､MTTは分解されると青紫色のホルマザンに変化するの

で､吸光度を測定すれば生存細胞数や細胞-の毒性傷害効果を定量することが

できる94).細胞数はほぼ一定の条件下では､ MTT法によって得られた値は､細胞

活性を示すものと考えられる｡

<使用機器･器具>
･

co2インキュベーター(10-0212/池本理化工業株式会社)

･浸透機(MICROTUBE MIXER) (TAITEC)

･ Microplate Reader Model 550 (BIO-RAD)

･

96穴プレート(MS-8096F/SUMILON)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)

･エルマ血球計算盤(Erma)

<使用試薬>
･ cell Proliferation Kit I (MTT)(1465007瓜oche) :の冷蔵(-20℃)保存

> 1液(MTT labeling reagent)
> 2液(solubilizationbuffer)

<準備>

1.グルコースポリマー透析液

①M199培地､グルコースポリマー透析液を50 ml遠沈管にとった｡

②それぞれの溶液のpHを7.4に合わせた後､ o.22 pmフィルターで漉過滅菌を

行った｡ (※pHの調整法の詳細はAppendix9-1を参照)

③それぞれの溶液を以下のように調整し､サンプル溶液を作成した0

透析液:M199培地 透析液(m1) M199培地(ml)

10:0 4.0 0

8:2 3.2 0.8

6:4 2.4 1.6

4:6 1.6 2.4

2:8 0.8 3.2

0:10 0 4.0
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2. D-グルコース透析液

①D-グルコース透析液は2液に別れており､それぞれの液を362:638の割合

で混合した溶液を､ o.22 pmフィルターで漉過滅菌を行った. (pHは7.4に

調整される)

②以下､グルコースポリマー透析液の場合と同様にサンプル溶液を調整し

た｡

<操作>

1) 96穴プレート-の播種

① 10%FBS爪4199を100 pl/well添加してプレインキュベ-トしたo

②細胞懸濁液(細胞密度5×105 - 1×106 cells/ml)を10 pl/well播種し

た｡

③ 37℃/5%CO2インキュベーター内で培養した｡

2) growth arrest

① sub-con且uent後､96穴プレートの培地を吸引し､ 0.1%FBS/M199を100

pl添加した.

② 37℃/5%CO2インキュベーター内で24時間培養した｡

3)試験

①細胞を24時間growtb a汀eStした96穴プレートの培地を吸引し､
PBS

溶液で洗浄後,各試料溶液(D-グルコース/グルコースポリマー透析

液)を100 pl/wellずつ曝露したo

② 37℃/5%CO2インキュベーター内で, 0.5､ 3､ 6時間培養した｡

③培養終了後､サンプル溶液を吸引し,PBS 溶液で洗浄後､

10%FCS/M199を100 pl/well添加した｡

④ MTT l液(MTT labeling reagent)を10 pl/well添加した.

⑤ 37℃/5%CO2インキュベーター内で4時間培養した｡

⑥ MTT 2(Solubilizationbuffer)液を100 pl/well添加し､ 10分間静置し

た｡

⑦ 37℃/5%CO2インキュベーター内でovernight静置した｡

⑧ Microplate Readerを用いて､測定波長550 nm,参考波長655 nmの吸

光度を測定した｡

9-6. BrdU試験(細胞増殖解析)
【原理】

チミジン類似体であるBrdUは, S期細胞のDNAに特異的に取り込まれる｡した
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がってこのBrdUを定量化できれば､放射性物質を使用することなくS期細胞が

DNA合成を行っているかを判定できる｡ BrdUが取り込まれなかった部分のDNAを

消化はヌクレア-ゼ処理により行い､その後anti-BrdU-POD抗体でBrdUを認識さ

せる｡そして､水溶性の色素前駆体であるABTSを加えると､結合した標識抗体で

あるperoxidaseがそれを分解し､緑色に可視化する｡

<使用装置･器具>

･co2インキュベーター(池本理化工業株式会社)

･ボルテックス(TAITEC)

･遠心機(KUBOTA2010) (KUBOTA)

･Microplate Reader Model 550 (BIO-RAD)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)

･エルマ血球計算盤(Erma)

･96穴プレート(MS-8096F/住友ベークライト株式会社)

<使用試薬>

･BrdU Labeling&Detection Kit Ⅲ (144461 1/ロシュ)

･Medium 199 (M2154/SIGMA)
･

FBS (10437-028/Invitrogen Corporation)
･

pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA)

<準備>

1.使用試薬の調整

①BrdUラベリング試薬を使用直前にPBS溶液で1:90の割合で希釈した｡ (96

穴プレート1枚につき､12plのBrdUラベリング試薬を1.068 mlで希釈)

②濃縮洗浄緩衝液を再蒸留水で1 :10の割合で希釈し､洗浄緩衝液を調整した｡

(96穴プレート1枚につき､ 6
mlの濃縮洗浄緩衝液を54 mlの再蒸留水で希

釈した｡) :冷蔵(-4℃)保存した｡

③再蒸留水で希釈した50%(w/v)グリセリン1.3 mlをヌクレア-ゼストック液とし､

-20℃で保存した｡
④ヌクレア-ゼストック液を､使用直前に､インキュべ-ション緩衝液で1:100の

割合で希釈したo (96穴プレート1枚につき､ 100
plのヌクレア-ゼストック液を

9.9 mlのインキュベーション緩衝液で希釈)

⑤anti-BrdU-POD抗体を1.25 mlの再蒸留水で希釈(最終濃度20 U/ml)し､

anti-BrdU-POD抗体ストック液を調整した｡
⑥anti-BrdUIPOD抗体ストック液を､使用直前に､ 10

mg/mlのBSA入りの洗浄
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緩衝液で1:100の割合で希釈し､ anti-BrdU-POD抗体使用液を調整したo

(96穴プレート1枚につき､ 100plのanti-BrdU-POD抗体ストック液を9.9 ml

のBSA一洗浄緩衝液で希釈)

⑦基質緩衝液にABTS の粉末を入れ､室温で透明になるまで撹拝し､

peroxidase基質を調整した｡遮光･冷蔵(-4℃)保存｡

⑧固定液を調整した｡ 96穴プレート1枚につき､ 100%エタノール7 mlを2.33 ml

の再蒸留水で希釈し､ 25%の塩酸を670 pl加え､冷凍(-20℃)保存したo

2.サンプルの調整(グルコースポリマー透析液)

M199培地､グルコースポリマー透析液をそれぞれ50 ml遠沈管にとり､溶液

のpHを7.4に合わせた後､ o.22
pmフィルターで漉過滅菌を行った｡

(※pHの調整法の詳細はAppendix9-1を参照)

<操作>

①96穴プレートに細胞を播種し､ 37℃､ 5%co2インキュベーター内でコンフル

エントになるまで培養した｡

②培養液を吸引後､ o.1%FBS/M199溶液で､ 48時間growtb-arrestした｡

③新しいプレートに0:10､ 2:8､ 4:6､ 6:4､ 8:2､ 10:0の割合になるように,グルコー

スポリマー透析液:M199の溶液を50 plずつ調整した.

④②のプレートの溶液を吸引後､ ③のプレートの検体を移し､30分間､ 3時間､

6時間37℃､ 5%co2でインキエペ-トした｡

⑤各ウェルに10 plのBrdUラベリング溶液を加え､ 37℃､ 5%CO2インキュベ

ーター内で2時間培養した｡

⑥ラベリング溶液含有培地を吸引し､ 10%FBS/M199溶液で2回洗浄した｡

⑦培地を吸引後､予め冷やしておいた固定液を各ウェルに200 plずつ加え､

-20℃で30分間細胞を固定した｡

⑧固定手夜を吸引後､10%FBS/M199溶液で3回洗浄した.

⑨培地を吸引後､各ウェルに100plのヌクレア-ゼ使用液を加え､ 37℃で30

分間インキュベ-トした｡

⑩ヌクレア-ゼ使用液を吸引後､ 10%FBS′M199溶液で3回洗浄した｡

⑪洗浄液を吸引し､ anti-BrdU-POD抗体使用液を100 plずつ加え､ 37℃で30

分間インキュべ-トした後､抗体を除き洗浄緩衝液で3回洗浄した｡

⑫洗浄緩衝液を吸引し､ 100ドlのperoxidase基質を加え,室温でpositiveサ

ンプルが緑色を呈するまで37℃､ 5%co2インキュべ-トした｡

⑬490 nmをリファレンスにして､ 405
nmでのサンプルの吸光度をマイクロプレー

トリーダーにて測定した｡
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9-7. LDⅢ試験(細胞障害性解析)
【原理】

LDH (1actate debydrogenase :乳酸脱水素酵素)は全ての晴乳類細胞に含まれる

細胞質酵素である｡通常LDHは細胞膜を透過しないが､細胞膜がダメージを受け

ると､細胞膜の透過性が変化し､細胞外- LDHが漏出する｡細胞外､つまり培養

液上澄み-のLDHの漏出は､細胞死や細胞膜ダメージと相関関係がある｡よって､

LDH活性の測定が､細胞毒性試験として用いられる｡ LDHの作用により乳酸がピ

ルビン酸に酸化されるのと同時に､補酵素NAD+はNADHに還元される｡サンプ

ル中のLDH活性に比例して生成されるNADHはジアホラーゼの酵素作用でニト

ロブルーテトラゾリウムを還元して青紫色のジホルマザンを生成する｡この呈色液の

560nm(土10nm)の吸光度を測定し､どのくらいLDⅢが漏出しているか､つまり､どの

くらい細胞が障害を受けているかを測定する｡

測定可能な項目は､生理活性物質や細胞性免疫による細胞障害､補体依存性･

抗体依存性細胞障害となる｡

ジホルマザン

ピルビン酸

ホラーゼ

ニトロブルーテトラゾリウム

図9-1. LDH試験測定原理-ジホルマザン生成機構

<使用装置･器具>

･co2インキュベーター(10-0212/池本理化工業株式会社)

･恒温槽(BT1 15/Yamato)

･ボルテックス(S-100/TAlTEC)

･96穴用遠心機(マイクロプレート用ローター)(遺伝子研究施設)

･ Microplate Reader Model 550 (BIO-RAD)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)

･96穴プレート(MS-8096F/住友ベークライト株式会社)

<使用試薬>

･LDH一細胞毒性テストキット(299-50601/WAKO､ 10テスト)

ト発色試薬(ニトロブルーテトラゾリウム3.7mg/vial､ゾアホラーゼ､ NAD)

ト緩衝液(DL一乳酸リチウム50 mg/ml)
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ト反応停止液(塩酸1 mouL)

･細胞培養用培地(M199:中皮細胞)

･FBS[Fetal
Bovine Serum] (KQM25242/MyClone､ 500

ml)

･pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500 ml)

･TritonX-100 (T8787/SIGMA､ 50
ml)

<準備>

①発色試薬1バイアルに緩衝液5 mlを加えて溶解した｡

※発色試薬1バイアルで96穴プレート1枚分

②反応停止液をpBS溶液で2倍希釈した｡

<操作>

1)細胞プレートの作製

①細胞を15 ml遠心管にとり､ 1000叩mで5分間遠心分離した｡

②上澄みを除き､ 10%FBS/培地溶液を加えて細胞懸濁液を作り､ 1000叩mで5

分間遠心分離した｡

③上澄みを除き､ 1×105 cells/mlになるように10%FBS/培地溶液で細胞懸濁液

を作り､96穴プレートの各ウェルに50 plずつ分注した(5000 cells/well)o

④一晩､ 37℃, 5%co2インキュベーター内で保温した｡

⑤培養液を吸引後､ pBS溶液にて洗浄した｡

2)検体プレートの作製

①o:10, 2:8､ 4:6､ 6:4､ 8:2､ 10:0の割合になるようにグルコースポリマー透析液:

M199溶液を100 plずつ調整した.

※positive controlとして0.2%TritonX1100/M199溶液を､ negative controlとし

てPBS溶液を使用した｡

3)検体処理

①細胞プレートのPBS溶液を吸引後､ 8連マイクロピペッタ-を用いて､検体プ

レートから細胞プレート-loo
plずつ分注したo

②実験系によって適切な時間(15分間)､ 37℃､ 5%cO2インキュべ-トした｡

③軽くプレートを撹拝し､1000叩mで3分間遠心分離した｡

④検体処理したプレートの各ウェルから上澄みだけを50 plとり､新しい96穴

プレート(反応プレート)に移した｡※細胞を吸い込まないように注意

4)発色開始･停止

①反応プレートに調整した発色液を50 pl分注し､室温で45分間静置した｡

※反応時間を変えることで､検出感度を調整可能

②2倍希釈した反応停止液を100 pl分注し､発色反応を停止したo
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③反応停止後90分以内に､マイクロプレートリーダーで､ 560nm(土10nm)の

吸光度を測定した｡ ※吸光度が1,4以下になるように調整

918. frow cytometry解析
【原理】

フローサイトメトリー(Row cytometry)とは,細胞を整流(シース液と呼ばれる)中に

流し込み､整然と列を成して流れている状態にしたところにレーザーを当てることで

細胞から発生する前方散乱光､側方散乱光､蛍光を測定する｡この光の強さを電

気信号に置き換えて定量化し､細胞一つ一つの情報をサンプリングすると共に､そ

の情報をもとに細胞を生きたまま回収することができる｡前方散乱光はレーザー光

軸対して前方で検出され､細胞の表面積に比例し,側方散乱光はレーザー光軸に

対して90度の角度で検出され､細胞の頼粒や構造の状態に比例する｡また､細胞

に標識した蛍光色素はレーザー光を吸収し分子振動や熱を放出することで吸収し

た光より長い波長を持つ蛍光を発する｡

そのプロセスは水流系(測定対象とする試料一つずつを一列に並べる),光学系(読

料にレーザーを当てて､発生した散乱光と蛍光を測定する)
,電気系(発生した光

を検知し､電気的信号に置き換える)､分取系(目的とする試料を回収する)の4つ

に分類できる95･96)｡

.
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図9_2.フローサイトメトリー原理図96)
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≪細胞周期解析≫

【原理】

細胞は増殖する過程において､細胞周期に従って増殖しており,それと共に細

胞内の核に存在する染色体も増加する｡染色体は二重螺旋DNAより構成されて

おり細胞のDNA量測定によって､その細胞が細胞周期のどの状態にあるかを推測

可能となるoフローサイトメーターでは､ヨウ化プロビジウム等のDNAに特異的に結

合する蛍光色素で細胞を染色し､測定された蛍光量よりDNA量を推測する｡ 89･90)

細胞周期 DNA量 細胞の状態

GO湖 2C 細胞休止状態

GI湖 2C 細胞増殖開始

S期 2C-4C DNA合成期

G2期 4C 細胞分裂直前

M期 2C 細胞分裂

図9-3.細胞周期モデル89)

生体におけるほとんどの細胞は細胞周期のある点で止まっている｡この点はGl

中後期にあり､制御点と呼ばれる｡これらの細胞はGO期に存在しており細胞周期

には入っていない休止状態である｡この制御点を越えた細胞はS期､ G2期､ M期

と進み､細胞分裂する｡

<使用機器･器具>

･パスツール

･ピペット
I

15ml遠沈管(373687､ NtmC)

･セルスクレーパー(MS-93
170､ SUMmON)

･セル･ストレーナー(352235､ FAl.CON)

<使用試薬>

･trypsin-EDTA(T4174､
SIGMA, 100 ml)

･FCS[fetal calfserum] (181024､ Roche､ 50 ml)

･PBS[Phosphate Buffered Saline]P-8537, SIGMA､ 500 ml)
･

tritonX-1 00 (Ⅹ100RS
-CG, SIGMA)

I
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･pI[propidiumiodide](P4170､
SIGMA､ 10 mg)

･RNase[ribonuclease]
(109142､ Boebringer､ 25 mg)

<準備>

1. 25cm2フラスコ内に細胞を培養し､ sub-confluent後48時間のgrowth arrestを

行った｡

2.培養液を吸引後､ pBS溶液5 mlを添加し､若干の振動を加えて洗浄した｡

3.洗浄液を吸引し､ 25
cm2フラスコにサンプル溶液(グルコースポリマー透析液､

D-グルコース透析液､分画溶液1-5)をそれぞれ5 mlずつ添加し､

37℃/5%CO2にて24時間曝露した｡

(※分画溶液l-5の詳細はAppendix9-9を参照)

<操作>

1.培養液を吸引後､ 25 cm2フラスコ内の細胞を5 mlのPBS溶液で洗浄した｡

2.洗浄液を吸引後､ 10%trypsin仲BS溶液5 mlを加えてCO2インキュべ-ト内に

て5分間静置した｡

3.顕微鏡で細胞が剥がれたことを確認後､ FBSをI ml加えた｡

※細胞の薄利が十分でない場合はセルスクレーパーを使用

4.細胞懸濁液を15 ml遠沈管にいれ､ 750叩mで5分間遠心分離した｡

5.上澄み液を吸引後､ 2%FBS仲BS溶液5 mlを加え､ 750rpmで5分間遠心分

離した｡ (洗浄)

6.上澄み液を吸引後､ o.2%tritonX-100/pBS溶液500 plを加えてピペッティング

後､ 5
mg/mlのRnase溶液を5 pl添加し､室温にて10分間反応させたo

7. 100
pg/mlのPI溶液を500 pl添加後､ -4℃/遮光条件で10分間反応させ､

全液をセル･ストレーナーに移し即座に測定した｡

※･pIの調整

1. 1
mg/mlの濃度になるようにPBS溶液に溶解させた.

2.褐色瓶にて4℃で保存した｡ (保障期限:1年)

･RNaseの調整
1. 5

mg/mlの濃度になるようにPBS溶液に溶解した｡

2.一回沸騰させ､冷ましてから小分けした｡

3.
-20℃で保存し､使用の度に解凍を行った｡ (※冷凍･解凍を繰り返さない)
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≪アポトーシス解析≫

【原理】

細胞死は､ネクローシス(壊死)とアポトーシスに大別される｡ネクローシスは､圧

迫や火傷など物理的要因による細胞破壊などにみられ､このときまず細胞膜が破

壊され､細胞外液が細胞内に侵入して細胞膨張が起こり､さらに細胞内容が流出し

て周囲に炎症を引き起こす｡これに対してアポトーシスでは､細胞膜破壊やこれに

伴う細胞内容の流出は見られず､細胞はむしろ縮小し､染色体は凝縮し､核と細胞

の断片化がおこり､アポトーシス小体(apoptoticbody)が観察される｡断片化された

細胞はマクロファージなどにより食食されるため周囲に炎症反応は少ない｡すなわ

ち､ネクローシスは事故死であり､一方アポトーシスは､その過程がすでに遺伝子

情報の中にプログラムされていて､状況に応じて作動される｡アポトーシスが起こる

ときの特徴として､ミトコンドリアの膜電位の変化､DNAの断片化､細胞膜構造変化

(ホスファチジルセリンの局在化など)､カスバ-ゼの活性などがある｡

アポトーシスの主な経路として､細胞膜外の細胞死伝達リガンドからカスバ-ゼ8

を活性化してカスバ-ゼ3が活性化する経路と､ミトコンドリアを経由してカスバ-ゼ

9を活性し､カスバ-ゼ3に達する経路の2種が存在している49)｡

l
カスバーゼー8

＼
アポトーシス く+ カスバーゼ_3

!弓i

図9-4.アポトーシスの伝達経路49)
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<使用機器･器具>
･

15ml遠沈管(373687､ NUNC)

･セルスクレーパー(MS-93
170､ SUMILON)

･セル･ストレーナー(352235､FALCON)

<使用試薬>

･FCS[fetalcafe serum] (181024､ Roche､ 50 ml)

･PBS[Phosphate Buffered Saline](D-8537､SIGMA､ 500
ml)

･

1×Binding buffer(1035-100､ B-Bridge､ 100 ml)

･Annexin V-.F汀C (K10ト100､ B-Bridge､ 100assays)

･pI【propidiumiodide】(P4170､ SIGMA､ 10
mg)

<準備>

1. 6穴プレート内に細胞を培養し､ sub-con且uent後48時間のgrowth arrestを行

った｡

2.培養液を吸引後､ pBS溶液2 ml/wellにより洗浄した｡

3.洗浄液を吸引し､ 6穴プレートにそれぞれD-グルコース,グルコース透析液を

2 ml/wellずつ添加し､ 37℃/5%CO2にて30分､ 6､ 12､ 24､ 36､ 48時間曝露し

た｡

<操作>

1.あらかじめFACSを起動させておいた｡

2.培養液を吸引後､ 25 cm2フラスコ内の細胞を冷5mlのPBS溶液で洗浄した｡

3.洗浄液を吸引後､ 10%trypsis/pBS溶液5 mlを加えてCO2インキュベ-ト内に

て5分間静置した｡

4.顕微鏡で細胞が剥がれたことを確認後､ 1 mlのFBSを加えた｡

※細胞の剥離が十分でない場合はセルスクレーパーを使用

5.細胞懸濁液を15 ml遠沈管にいれ､
750

rpmで5分間遠心分離した｡

6.上澄み液を吸引後､ o.2%FCS/pBS溶液5mlを加え､ 750叩mで5分間遠心

分離した｡ (洗浄×2回)

7.細胞懸濁液100 pl(1×105個)に対してAnnexin V-FITCIOplと1 mg/mlのPI

溶液10 plを添加し､静かに摸拝した｡

8.遮光して､室温にて15分間放置した後､即座に1×Binding Bufferを400 pl

加え､セル･ストレーナーに移した｡

9.速やかにFACSにて解析した｡
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≪細胞表面抗原解析≫

【原理】

フローサイトメトT)一による解析では､特定の分子を特異的に認識して結合する物

質に適当な蛍光物質を結合させたプローブで細胞を粂色するQここにレーザーを

照射して細胞が発する蛍光を検出し､測定したい分子の量を蛍光強度に置き換え

て測定するoしかし､細胞には細胞自体が持っている自家蛍光がある｡これは非特

異的蛍光と呼ばれ､抗体が本来認識する抗原以外の場所で細胞に捕獲､あるいは

接着するため､測定時は必ずコントロールが必要となる｡

<自家蛍光と目的抗原>

l 表面抗原

目的抗原への結合

lノ1次抗体

o 自家蛍光/接着 せ) 2次抗体(FITCラベル)

図9-5.細胞の自家蛍光と目的抗原-の結合

細胞表面上にはその細胞特異的な抗原が存在しており､これらを洲定することで

細胞を同定することが可能となる｡例えば､同じ骨髄中に存在する造血幹細胞と間

菓系幹細胞であるが､造血幹細胞ではCD34抗原陽性であるが間英系幹細胞で

は陰性となる｡

<使用機器･器具>
･

15ml遠沈管(373687､ 7WC)

･セルスクレーパー(MS-93 170､ SUmON)
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･セル･ストレーナー(352235､FALCON)

<使用試薬>

･trypsin-EDTA(T4174､ SIGMA､ 100
ml)

･FCS[fetalcalfserum](181024､
Roche､ 50

ml)

･PBS[Phosphate Buffered Saline](D-8537､ SIGMA､ 500 ml)

･ネガティブコントロールーFITC(6603864､
BECKMAN COULTER､ 1

ml)
･

cD14[negativeマーカー】(IMO645､ BECKMAN COULTER､ 2 ml, )

I

CD34[negativeマーカー】(IM1870､ BECKMAN COULTER､ 2 ml)
･

CD45[negativeマーカー】(AO7776､ BECKMAN COULTER､ 2
ml)

･

CD29[positiveマーカー】(IMO791､
BECKMAN COULTER､ 2

ml)
I

CD44[positiveマーカー](IM1219､ BECKMAN COULTER､ 2 ml)

<操作>

①6穴プレートに細胞をsub-con且uentまで培養した｡

②培養液を吸引後､ 6穴プレート内の細胞をpBS溶手夜で洗浄した.

③洗浄液を吸引後､ 10%trypsin仲BS溶液を2 ml/wellずつ加えて､ 37℃/5%

CO2で5分間インキエペ-トした｡

④顕微鏡で細胞が剥がれたことを確認後､ FBSを400 pl/we11ずつ加えた.

※細胞の剥離が十分でない場合はセルスクレーパーを用いた｡

⑤細胞懸濁液を15 ml遠沈管にいれて､
1000 rpmで5分間遠心分離し､上

澄みをアスビレーションした｡

⑥2%FBS/PBS溶液を2 mlずつ加えて､ 1000叩mで5分間遠心分離し､上

澄みをアスビレーションした｡ (洗浄)

⑦2%FBS/pBS溶液を1 mlずつ加えて､抗体を各10 pl加えて4℃で20分
間インキュベ-トした｡ (遮光保存)

⑧1000叩mで5分間遠心分離し､上澄みをアスビレーションした0

⑨2%FCS仲BS溶液を2 mlずつ加えて懸濁し､
1000

rpmで5分間遠心分離

し､上澄みをアスビレーションした｡

⑩2%FBS/PBS溶液を500 plずつ(計3 ml)加えて､ FACSで測定したo

<cD抗体>

･Cp14

CD14抗原は分子量53-55 kDaの､グリコシルホスファチジルイノシトール結合型単

鎖膜糖タンパク｡骨髄単球系細胞にみられ､単球やマクロファージに強く発現し,

好中球に弱く発現する.またBリンパ球にも弱く発現するが, Tリンパ球､ NE細胞,
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赤血球および血/ト板にはみられない｡

止:⊇呈2

CD29抗原郎ま､ 130 kDaのインテグリンβ1鎖で､インテグリンα1-α8とαvサブユ

ニットと非共有結合的に結合した-テロダイマ-として発現する｡幅広い細胞反応

性を示すが､赤血球には発現しない｡正常末梢血では､ CD4+ Tリンパ球､ cD8+ T

リンパ球のサブセットに発現し､少数のBリンパ球にもみられる｡

⊆墓室塑

cD34抗原は､分子量約110 kDaの単鎖膜貫通型リン酸化糖タンパク｡ CD34抗原

は､最も未分化な多能性幹細胞と全細胞系統の造血前駆細胞に発現し､最も未分

化の幹細胞で最も高く,各細胞系統に分化するに従って徐々に失われていく｡また､

毛細血管内皮細胞や骨髄ストローマ細胞にも検出されている｡

遡担

CD44分子群は､ hyaluronan結合タンパクであるbyaladherinファミリーに属する膜

貫通タンパク｡多数のCD44アイソフォームが報告されているが､主要なアイソフォ

ームは､分子量が85 kDaのCD44Sである｡ CD44分子は､ほとんどの細胞と組織

に発現しないが､血小板､肝細胞､心筋､腎尿細管上皮､精巣､皮膚には発現して

いない｡

遡担

CD45分子は単鎖膜タンパクで､少なくとも5つのアイソフォームがあり､分子量は

180から220 kDao非限定cD45エピトープはすべてのヒト白血球,すなわちリンパ

球､好酸球､単球､好塩基球､好中球表面に発現し､この順に弱くなる｡ CD45はリ

ンパ球の膜の主要成分のひとつであり､赤血球および血/ト板には存在せず､骨髄

中の赤芽球系細胞が成熟する過程で失われていく｡

9-9.ゲル浪過クロマトグラフィー

【原理】

溶質がクロマトグラフィーベッドを通り抜ける際の動きは､移動相の大きな流れと､

固定相-のあるいは固定相からの拡散を引き起こす溶質自身のブラウン運動とに

依存している｡ゲル漉過法では様々な試料分子を固定相の網目に入り込む程度の

違いによって分離する｡固定相の網目に入らない大きな分子は最も速くクロマトグラ

フィーベッドを通り抜ける｡ゲルの網目に入れる小さな分子は溶出してくるまでの時

間のいくらかを固定相で過ごすため､よりゆっくりとカラム中を移動する｡その結果､

分子は大きいものから順に溶出される99)0

ゲルの特性としては､ Sephadexはデキストランとエビクロロヒドリンで三次元的に

架橋して得られたビーズ状ゲルである｡内部に存在する多数の水酸基の為､強い
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親水性を示し､水または電解質溶液中で容易に膨潤する｡ G-25とG-75では架橋

が異なり､従って膨潤度･分画範囲が異なる｡また､化学的に分解を受けない限りあ

らゆる溶媒に不溶であり､水､塩類溶液､有機溶媒､アルカリおよび酸に対して安

定である99).

<使用機器･器具>

･試験管
･

1mlシリンジ(TERUMO社)
･

o.45pmフィルター(MILLIPORE社)

･カラム

･示差屈折率検出器(Shodex)
･

VOLTAGE LOGGER(EIOKI)
･ COMMUNICATION UTILITY (HIOKI)
･ Fraction Collector(Pbamacia社)
･

PUMP P-500(Pharmacia社)
･

FREEZE DRY SYSTEM/FREEZONE 4.5

<使用試薬>

･プルランSTANDARD P-82(Shodex)
･

SephadexG-25ゲル(Pbarmacia社)
･

SephadexG-75ゲル(pbarmacia社)

<操作･結果>

1.標準試料による較正曲線の作成

①濃度1 mg/mlで調整したサンプルを試料が膨潤するまで冷蔵庫内に放置後
0.45

pmのフィルターで漉過した｡
②流速60 ml/時間であらかじめ脱イオン水で平衡化しておいたカラムに標準

試料を流した｡

③得られたデータから較正曲線を作成した｡

≪標準試料のクロマトグラム≫

グラフの横軸は溶出体積(ml)で､縦軸は屈折率を示す｡ピークトップ分子

量は左から47300､ 22800､ 11800､ 5900でありそのときの溶出体積は57.3､

68.0､ 80.7, 93.3(ml)であった｡

≪較正曲線≫

ピークトップ分子量47300,22800､ 11800､ 5900の対数値を縦軸に､その

ときの溶出体積の値を横軸にとった｡
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図9-6.標準試料プルランのクロマトグラム,較正曲線

2.平均分子量測定

(丑未知使用の流出体積データを較正曲線に当てはめ各流出体積における分

子量を計算した｡

②求めた分子量を使い､各面分の数平均分子量(Mn)と重量平均分子量

(Mw)
､分子量分布の幅(Mw/Mn)を以下の式を用いて計算した｡

数平均分子量: Mn=
≡∫(ト･lJ

∑〟

重量平均分子量: A如=

∑RIxM

③較正曲線より各分画分子量の平均分子量以下のように求めた｡

較正曲線の式

y=6.5eー8･0059x より

分子量- 10 6.5e~0･0059×(狩出体柵

(5900く分子量く47300)

求めた分子量を使い､グルコースポリマーの各画分の数平均分子量(Mn)と重

量平均分子量(Mw)
,分子量分布の幅(Mw/Mn)を計算した｡結果を以下にまとめ

たQ

･94･
ri:人.､;::ノこ`L;A;:r二;己 I i;:();二.先手lPF



表9-2.グルコースポリマーの分画分子量

分画1 分画2 分画3 分画4 分画5

重量平均分子量 40943 19223 8415 3856 l987

数平均分子量 46894 l873l 7505 3441 1287

3.グルコースポリマーの分離

ゲル漉過クロマトグラフィーを用いて透析液中の高分子量物質であるグルコー

スポリマーと電解質(塩化ナトリウム,塩化マグネシウム､乳酸ナトリウム,塩化カ

ルシウム)を含む低分子量物質を分離したc以下のグラフはグルコースポリマー

透析液の分子量分布を示している｡グラフの横軸は溶出体積(ml)
､縦軸は屈折

率で､グルコースポリマーは溶出体積165-330(ml)で､電解質は溶出体積330

-420 (ml)にて検出されたc

×

4)
｢【〉

⊂

q〉

.≧+■
O
(O

Lt
4)

l=

18
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図9-7.グルコースポリマー透析液の分子量分布

4.グルコースポリマーの分画･分取

分離したグルコースポリマーを以下に示すように溶出体積(分子量)で5分画したo

グラフの横軸は溶出体積(血)､縦軸は屈折率を示している｡

分画1-5の溶出体積はそれぞれ､分画1は50-65mi､分画2は65-80 ml､分画

3は80-95 ml､分画4は95-110 ml,分画5はI10-125 mlとしたo
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図9-8.グルコースポリマーの分子量分布

9-10.酵素染色法
【原理】

アルカリフォスファクーゼ(Al一)はアルカリ領域で種々のリン酸エステルを加水分

解する酵素の総称で､通常､リン酸モノエステル分解酵素を指すo酵素の基質とな

るナフトールまたはその誘導体のリン酸エステルがAlpで分解され､生じたナフトー

ル(または誘導体)が反応液中のジアゾニウム塩とジアゾ結合し､酵素の局在部に

不溶性のアゾ色素を生じる91･92)o

<使用機器･器具>

･co2インキュベーター(1010212/池本理科工業)

･ウオーターバス(BTJ
15/Yamato)

･ vortex (s-100/TAlTEC)

･吸引ポンプ(BR-21B/日機装)

･オリンパス倒立型顕微鏡(cK2/OLYMPUS)

･光学顕微鏡DIAPHOT
300 (SRM- 100/Nikon)

･中35mmシャーレ(MS-80240/住友ベークライト株式会社)

<使用試薬>
･

DMEM[Dulbecco's Modified Eagle'sMedium] (D6046/SIGMA､ 500 ml)
･

FBS[FetalBovine Serum] (KQM25242/MyClone､ 500 ml)

･96･
下)(′ゝ)7:八`■j院 1

,印1L=i宇.1F



･pBS[Phosphate Buffered Saline](D8537/SIGMA､ 500
ml)

･ bFGF[FGF basic](HKW266081/R&D systems､ 25 pg)
･

DTT[Dithiohtreitol](126 1627/Invitrogen､ 500 pl)
･

2-amino-2-hydroxymethyl- 1
,31PrOPanediol

(207-06275/Wako､ 500 g)

･NaphthoI ASIMX phosphate Na salt (142-03591/Wako､ 100
mg)

･N,N-Dimethylformamide (047-29191/Wako､ 1 00 ml)

･Fast red violet LB salt(158029/Wako､ 50
mg)

･5N塩酸(o81105435/Wako､
500 ml)

･ Acetone (012-00343/Wako)

･

Methanol(1 34-0 1833/Wako)

<準備>

1.緩衝液(o.2 moIA､ pH8.6ト:冷蔵(4℃)保存
･

2-a血no,2metbyll,3propanediol
- ･

2･ 1 g

･1N塩酸-14.0血(5N塩酸:2.8ml)

･蒸留水･-86.Om1

2.基質原液:冷蔵(4℃)保存

･NaphthoI AS-MX phosphate Na salt･
･ ･

10 mg

･N,N-Dimethylformamide･
･ ･ 4. 0mi

･蒸留水･ -120.Oml

･緩衝液･ -76.0 m1

3.反応液:冷蔵(4℃)保存

･基質原液-･10 ml

･Fast redviolet LB salt･
･ I 10 mg

4.固定液:冷凍(-20℃)保存

･アセトン:メタノール-1
: 1で混合する

5. Ⅰ型卵/ :冷蔵(4℃)保存

①pBS溶液に1N塩酸を加えてpH3に調整し､ 0.22
pmフィルターで滅菌した.

(※pHの調整法に関してはAppendix9-1を参照)

②3 mg/mlのI型コラーゲン掛こ①で作成したPBS溶液を加えて30倍に希釈

した｡ (最終濃度o.1 mg/ml)

6.エラスチン: 冷蔵(4℃)保存

･最終濃度o.1 mg/mlになるようにPBS溶液中にエラスチンを加えて､
0･22 pm

フィルターで滅菌した｡

7.滅菌水(※詳細についてはAppendix9-1を参照)
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<操作>

①細胞浮遊用q)35 mmシャーレに滅菌水､
o.1

mg/mlのⅠ型コラーゲン､
0.1 mg/ml

のエラスチンCをそれぞれコーティングした｡

(※コーティング方法の詳細についてはAppendix9-12を参照)

②コーティング溶液吸引後､骨細胞分化誘導用培地を2 mlずつ加えて､

37℃/5%CO2インキュベーター内で15分以上プレインキュベ-トした｡

③甲35mmシャーレに間英系幹細胞を播種し(5×
104 cells/well)､それぞれ必要培養

日数分培養した｡

④培養液吸引後､ pBS溶液2 mlを添加し洗浄した｡

⑤洗浄液吸引後､ 1 : 1アセトン/メタノール溶液を添加し5分間細胞を固定した｡

⑥固定液吸引後､反応液を2 ml添加し30分間室温で反応させた｡
⑦反応液吸引後､ pBS溶液2 mlを添加し洗浄した｡ (×4回)

⑧光学顕微鏡を用いて細胞を観察した｡

9-ll.免疫組織化学法
【原理】

免疫組織化学法は抗原一抗体反応という特異的な結合反応を利用して､目的

とする蛋白質の細胞内および組織内の局在を検出する手法である｡方法として

は抗原に対する特異的抗体である一次抗体に酵素や蛍光物質を直接結合させ

て検出する直接法と一次抗体に対する抗体である二次抗体を用いて可視化する

間接法がある｡間接法ではシグナルを増強した高感度の検出が可能であり､か

つ一次抗体にそのつど標識する手間がかからないという利点で現在広く利用さ

れている｡免疫染色の出来は用いる抗体の抗体価に依存しており､どの抗体を

用いるかが成功の鍵を握っているといって過言ではない91).

<使用機器･器具>

･蛍光顕微鏡(ダイアフォトTMD300/Nikon)

･一眼レフカメラ(FM2/Nikon)
･ chamber Slide 8Chamber (117745mC)

<使用試薬>

･Monoclonal MouseAnti-Human Desmin Clone D33 (MO760Dako)
･

Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin Clone lA4

(MO85 1/Dako)

･Monoclonal MouseAnti-Human Cytokeratin Clone DC 10 (M7010/Dako)
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･ Monoclonal Mouse Anti-Human Won Willebrand Factor Clone F8/8

(MO石 16/Dako)

･ダコPAPキット(ビメンチン,モノ(V9))(L1863/Dako)

･Anti-Igq
Mouse, Goat-Poly, FITC (AP308F/WAKO)

<操作>

1) Swells Chamber -の播種

① collagen Iで1時間コーティングした｡

② 8wells ChamberにCS-C培地を300 pl/well添加し､ 37℃/5%CO2イン

キュベーター内で培養した｡ (プレインキュべ-ト)

③プレインキュベ-ト後,継代培養により作成した細胞懸濁液を30

pl/well添加したo

④ 37℃/5%CO2インキュベーター内で培養し､ 3日に1度培地交換を行っ

た｡

2)細胞の免疫染色

A)固定

①培地を吸引し､ ice-cold (-ュo℃) 95% ethanolで30分間浸透させ

た｡

B)洗浄(非特異的吸着を防ぐため)

(丑o.9%BSAnBS溶液で3回洗浄した.

C)一次抗体

①適当な一次抗体(調整はTable. 10-1を参照)を200 pl加え､ 4℃､

飽和湿度でovemight浸透させた｡

②抗体を吸引除去した｡

D)洗浄

(丑o.9%BSAnBS溶液で4回洗浄した.

E)二次抗体

①適当な二次抗体(調整は表. 9-3を参照)を200 pl加え､室温で1

時間遮光して浸透させた｡

②抗体を吸引除去した｡

F)洗浄

① o.9%BSA仲BS溶液で4回洗浄したo

② Swells Chamberのwell wallをはがした｡

G)観察､撮影

①蛍光顕微鏡を用いて観察および撮影を行った｡
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表9-3.各抗体の調整量

抗体名 濃度 希釈率

一次抗体
(8Dti.Eum8n)

DeSmin 230mg〟 1:50-100

cL-Smoothmuscleactin 70mgn 1:50-100

Cytokeratin18 305mg/1 1:25-50

FacterⅧ 240mg/m1 1:25-50

vimentin 原液

二次抗体 Goatanti-MouseⅠgGFⅠTC 1:200-250

9-12.コーティング方法

生体細胞は､接着するための足場を必要とする接着細胞と,接着なしに浮遊し

たまま培養可能な浮遊細胞に分類される.接着細胞は細胞外マトリックスPCM)に

接着することではじめて接着･分化･増殖といった機能を果たすため,接着細胞の

ECM上での詳しい解析を行う必要がある｡そこで､細胞接着もタンパクの吸着もで

きない浮遊細胞培養用のシャーレを表面処理した後にECMをコーティングすること

でECMのみの表面を持つシャーレを作成した｡

【原理】

コロナ放電処理では放電自体の物理的な表面改質と極性官能基生成による化

学的な表面改質の相乗効果により著しい濡れ性の向上が得られる｡化学的表面

改質は高エネルギーの電子やイオンが衝突してプラスチック表面にラジカルやイ

オンが生成し､これらに周囲のオゾン､酸素､窒素､水分などが反応して､カルポ

ニル基､カルポキシル基､ヒドロキシル基､シアノ基などの極性官能基が導入され

て起こる｡

<Before> <A斤cLl･>

図9-9.コロナ放電前後でのプラスチック表面の様子の違い
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<使用機器･器具>

･35 (pシャーレ(MS-80240/住友ベークライト株式会社)
･ Corona Fit(CFG-500/信光電気計装株式会社)

･0.22 pmフィルター(SVGSBIOIO/ステリペックス)
･ 50

ml遠沈管(MS-56500/SUMmON)

<使用試薬>

･エラスチン
･ Ⅰ型コラーゲン(050518/新田ゼラチン株式会社､ 20

ml)

･5 mol凡HCl aq(081-05435/WAKO､ 500 ml)

<準備>

1.エラスチン溶液の調整

①水溶性エラスチンを滅菌水中に1 mg/mlで溶解させた｡
②o.22 pmフィルターを用いて滅菌し､

50
ml遠沈管に入れたo (4℃保存)

③作成した1 mg/mlエラスチン溶液を滅菌水で10倍希釈し､ 0.1
mg/mlエラスチ

ン溶液を作成した｡

2.コラーゲン溶事夜の調整

①滅菌水を塩酸によりpH3に調整した後､ o.22
pmフィルターを用いて滅菌し､

50
ml遠沈管に入れた｡ (4℃保存)

(※pHの調整法に関してはAppendix9-1を参照)

②3 mg/mlのⅠ型コラーゲン溶液を①で作成した滅菌水で30倍に希釈すること

で最終濃度o.1 mg/mlのコラーゲン溶液を作成した.

<操作>

①浮遊用35甲シャーレの表面を1分間コロナ放電した｡

②作成しておいたエラスチン溶液､コラーゲン溶液をそれぞれ2 ml/35甲シヤー添

加し､ 4℃で一晩静置した｡

③コーティング溶液を吸引後､細胞培養液を2 ml添加し､ 37 ℃/5%CO2条件で

15分間以上プレインキュべ-トした｡

④細胞懸濁液を5000
cells/cm2の割合で添加し37 ℃/5%CO2条件で培養した｡
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9-13.コラーゲン･ゲル培養法
【原理】

コラーゲン･ゲル包埋培養法は､コラーゲン･ゲル内に細胞を包埋し細胞培養を

行う方法であり､コラーゲンを細胞外マトリックスとして利用した三次元培養法となる｡

コラーゲン･ゲル上培養法は､培養皿にコラーゲンを薄くコートし､その上で細胞を

培養する方法で､細胞は単層様に増殖していくため､細胞接着因子を利用した二

次元培養法(単層培養法)となる｡

<使用機器･器具>

･35甲シャーレ(MS- 1135R/住友ベークライト株式会社)

･o.22pmフィルター(SVGSBIOIO/ステリペックス)
･ 50

ml遠沈管(MS-56500/住友ベークライト株式会社)

<使用試薬>
･

Ⅰ型コラーゲン(050518/新田ゼラチン株式会社､ 100 ml)
･

HEPES[2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl】ethanesulfonic aci ( 340101371 /

Dojindo､ 250
g)

･重炭酸ナトリウム(191-01305/Wako､
500

g)

･2 mol/1水酸化ナトリウム(196-05635/Wako､ 500 ml)

<準備>

A.0.3%Cellmatrix Type I
-A

B.間英系幹細胞の骨細胞分化誘導培養用培地DMEM

(※培地の詳細はAppendix9-1参照)

c.再構成用緩衝液

0.05 N水酸化ナトリウム水溶液100 mlに対し､重炭酸ナトリウムPaHCO3)2.2 g､

HEPES4.77
gを溶解させ､

0.22
pmフィルターで漉過滅菌した.再構成後の

HEPESの濃度は20 mMとなる｡

1.コラーゲン･ゲル上培養法

<操作-α一>

①冷却しながらA液とB液を7:2の割合で50 ml遠沈管中で泡立てないように按

拝混合した｡ ※冷却が不十分な場合､ゲル化することがあるので注意(4℃が適

温)

②〟B混合溶液にC液を捜拝混合した｡ (A:B:C-7:2:1)
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※混合時には泡立たないように注意

③A侶/C混合溶液を浮遊用35甲シャーレに1 mlずつ分注し､ 37℃で30分間イン

キュベ-トし､コラーゲン･ゲルを作成した｡

④細胞懸濁液をゲル上に播種し､通常の単層細胞培養法と同様に培養した｡

(5,000cells/cm2)

2.コラーゲン･ゲル包埋培養法

<操作-β->

①<操作-α->に従い浮遊用35q)シャーレにコラーゲン･ゲル層を作った｡

②別に用意したA侶/C混合溶掛こ細胞懸濁液を冷却しながら加えた.

③細胞/コラーゲン混合溶液をコラーゲン･ゲル層上に播種し､ 37℃で30分間イン

キュベ-トした｡

④ゲルが形成した後､細胞培養液2 mlを重層し､通常の単層細胞培養法と同様

に培養した｡ (5,000cells/cm2)

ー103･




