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【目的】再 生 医療 に お ける培 養細胞 の 品質管埋 に は、非破壊 的 ・非侵 襲的か

つ 短時闘 で行 え る接着細胞の 質的測定法が必要で あ る。この 測 定 手 段 とし

て従 来の 顕微鏡 観 察 が ある が 平面的形状 しか得 られ な い ．これ に対 し て、
新規 な原 理に基 づ く位 相 シ フ トレ ーザー顕微鏡 （PLM ）で は観察対象 点 と

その 周囲を通過す る各 々 の光 の間 の位相差 を定量 で きる こ とか ら、我 々 は

接 着細胞の 立 体形状測 定 へ の PLM の 応用 を試 み て きた。今回は 、位梱 差

か ら細胞の 厚みを算出する の に必 要な細 胞 の屈折 率定量法 及び レ
ーザ ーの

細胞 へ の 影響に つ い て報 告す る。【方法】浸透1二e．を調 節 した培地 （SOO 　，400
mOsm ！L） を用い て 、　 CHO 細胞 1−155（）0 株 を S7℃、5％ GO2 雰 囲気下 で 4

日間静置培養 した ．PLM （エ フケ ー光学研究所）に よ り培 養器視 野内の位

相差分布 を測定 した 後、種 々 の 濃度 の BSA 溶液 （生埋的浸透圧〉を用い て

細胞 の屈折率 を求め 、屈折率データ を用 い て 細胞の 位相差分布を細胞の 厚

み分布 に 換算 した 。
【結果】浸透圧30e 　mOsmiL で 培 養した 細胞 の 厚み （最大部分）は400 　mOsm ／

Lで 培養 した細胞 よ りも大き か っ た 。これ は 原チ 間力顕微鋺 （AFM ）に よ

る報告 （グル タル ア ル デヒ ド固定 網胞 使 用 ） と同 じ傾 向で あり、両測定法

に よ る 厚み 絶対値 もほ ぼ等 しか っ た 。また 、未 固 定 の接着細胞 を PLM 下

に放置しレ ーザ
ー

を照射 し続 けた と ころ 、調 べ た 範囲 内 （O−−le分） で は

細胞の 形状に 変化は認められ なか った。
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【目的】 間葉 系 幹 細 胞 （MSC ）か ら軟骨細胞 へ の 分化培養 に お い て 、細胞

形態パ ラ メータ ーと遺伝子 発現率 との 対応 を細胞 1個単位 で調 べ るこ とを

目指 し、培養 中の接着細胞 の近傍 に フ ェ ム ト秒 レ
ーザーを照射し、その レ

ー

ザ
ー

アブ レ
ーシ ョ ン に よ り発生 し伝搬す る力 を利用 した 、任意の接着細胞

1個の 非破壊的な回収法を 検討する こ と と した。また、回収 した 1細胞 を対

象 とした定量的RT ．PCR 分析 も試み た。【方法】分化誘導因 子を添加 した培

地 を用 い て、ヒ ト骨髄 由来MSC を接着培 養 した。接着細胞の 近傍 ヘ フ ェム

ト秒 レ
ー

ザ
ー

（顕微鏡 ： オ リン パ スIX70，対物 レ ン ズ ：20倍，照射 ： 底面，
lOO　Hz ，　F60　sed シ ョ ッ ト） を照射 し細 胞 1個 を 剥離する と共に 、プープー

（PC−10，　NARISHIGE ）を用い て 圓 収 した 。
【結果】分化誘導 因子無添加 の 培養で は細 胞 は線維芽状の ままで 、ア グ リカ

ン の 発現はほ とん ど確認さ れ な か っ た の に対 し、分化誘導 因子存在下 で は

細胞形態が 多角形様の もの が 多 く認め られ た 。ま た、レ
ー

ザ
ーW，JJ及び照

射位置 として は、2 μ」〆パ ル ス 、細胞か ら40 μ m 上方が細胞剥離に適 して

い た 。
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IKIO−1 　継代培養 後の軟骨細胞群 に お け る分化特性の 解析
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【H的】近年移植 医療の ドナ ー不 足 の解決策 として 工学的手法 に よ り組織を

構 築、再生させ る テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グが注 目され てい る。生体外

で 複雑 な組織を 講築するた め に は 凵的 とする位置へ三 次元 的に細胞 を配置

す る こ とが 重要 で あ る 。こ の ため、複数種類 の細胞 を効 率よ くパ タ ー．・ニ ン

グする 方法が 必 要で ある。当研究室では以前よ りPEG 一オ レイル エ ス テ ル （

以下BAM と示す ）を用い た 細胞固定 化法を報告 してい る。そ こ で 本研究で

は、BAM の パ ター一ン 上に 細胞 を固定化 した後に 細胞 外 マ トリッ ク ス の シ ー

トに 細胞 を転写す る こ とに よ り、効率的に パ タ
ーニン グす る方法に つ い て

検討 を行 っ た 。【方法 及び結 果】 BSA コ
ー

トデ ィ ッ シ ュ上 に BAM 溶液の パ

タ
ー

ン を作製 した 。ヒ i・止 常角化細胞を この デ ィ ッ シ ュ 上に 3、O　x　1　O°cells 〜

cm2 となる ように添加 して 細胞 を固定化 した。固定化 されなか っ た 細胞 を

除 去 した後、10％ ゼ ラチ ン シ
ートをか ぶ せ、約3時 問後 にデ ィ ッ シ ュ よ 0剥

離 した。そ の 結果、細胞が ゼラチン シ
ー

ト上にBAM バ タ
ー

ン と同 じ形で転

写 される こ とが確認 さ れた 。また、培地 中で 2 凵間培 養し、細胞の 増殖を

確 認 した。こ の 結 果、本手法よ り細胞 を 目的 とする位 置に配置す る こ とが

可能で あ る こ とが 示さ れた 。また、ヒ i・正常 繊維 芽細 胞、NIH3TS 、　MDGK
も1司様に 転写が可能で ある こ とを確認 した。さ らに、同

一ゼ ラチ ン シ ー一卜

上に 複数種類の 細胞 を転写 で きる こ とも確認 した c

【目的】軟骨組織培養 に お い て は ，初代 もしくは単層継代培養 後の 細 胞の 不

均質性 を許容 しな けれ ばな らない ．こ の 不均質性は 主 に 3 種 類 の 表現型つ

ま り，分化細胞 （dif
’
ferentiated　celt　），脱分化 綿胞（dediilbrentiated　celD ，

肥 大化細胞 （hypcrtrophic　cell ＞か ら成る が，培 養過 程で これ ら3 種類の 比

率 を非襲撃 的に評価す る方法 は存在せ ず、製晶 の 品質 を保証す る う えで 細

胞群 の 不均 質性の 評価法 の 確立が 不可 欠で ある．これ まで ，コ ラ
ー

ゲ ン 面

（CI、頂r）上 に て、軟骨 細 胞 の形態評価 は、分化 細胞
・脱 分化 細 胞 の判 定 に

有効で あ る こ とを 示 した．そ こ で本研究で は，CL 面 上 に お け る肥 大 化細胞

の 分化判定 へ の 応 用を 試 み た ．【実験お よび結果】T−fiask（PS面 ）を 用 い ，
ウサ ギ関節軟骨細胞 を 単 層 培 養 し、累積分裂回数の 異な る 不均 質な細胞群

を得た，こ れ ら細胞群を ，本 研 究室で 作成 した高密度 コ ラ ーゲ ン 塗 布面 に

播種 して 培養 を行 っ た と こ ろ．分 裂回 数の 増加 と と もに 肥大化 細 胞 の マ
ー

カ
ーで ある アル カ リフ ォ ス フ ァ ターゼ （A上 P ）活性を有す る細 胞 の 頻度が

上昇 し た．また ALP 活 性 を 有す る細胞は偏平化 して い た ．．一方 PS 面上で

は同
一．』

の 細胞群 を用 い て も ALP 活性を示す こ とが 少な く，　 CL 面 が 肥 大化

細胞 の ポ テ ン シ ャ ル を引 き 出 して い る こ とが 考え られ た ．そ こで 細胞面積

と円形度を 指標 とす る形 態評 価を行 っ た とこ ろ，分化，脱分化、肥 大化細

胞 を判別可 能で あ る こと が示 唆さ れた，
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