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2Kp12 　ヒ ト間葉系幹細胞の 骨格形成変化に伴う分化現象
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2Kp13 　軟 骨細 胞に おける ア グ リカ ン 遺伝子 発現度 の 培養
　上清分析 に よ る非侵襲的 推定 法 検討
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【目的】Rho フ ァ ミ リ
ータン パ ク （RhoA 　 Racl、　 Cdc42） は，　 aCti 一形 成 に

作用 する こ とで細胞の 遊走や 骨格 を制御 し，さ ら に様 々 な 細 胞機能発堤 の

シ グナル を仲 介す る．本研 究 グル
ー

プが考 案 し たD ・グル コ ース 提 示 型 デ ン

ドリマ
ー

面で は，デ ン ド リ マ
…

世 代数 に よる 細 胞 形 態の 差 異 が 見 ら れ た．
そこ で、世代数の 異 なる 面 を用 い た ヒ ト骨 髄 山 来 間 葉 系 幹 細胞 （hMSC ）

の Rho フ ァ ミ リ
ー

タ ン パ ク生成 お よび分 化 誘導 の 囗「能性 を検討 した ．
【実験 ・結果 】D 一グル コ

ー
ス を 提 示 した 世代 数 Sお よ び5の デ ン ド リマ

ー
面

〔G3 、　 G5面） を用 い てhMS （：を培 養 し た、培養 3日 目の 蛍 光 染色 で は ，　 G3

面で 見 られ る Stress　fibcrが G5 面 で 1ま形 成 され な い こ と を確認 した 、ま たG5
面の 細胞で は RheA の 細胞 中心 部 へ の 局在化 ，　 Raclの 細胞先端部 へ の 局在

化が 見 られ た ，さ らに タン パ ク発 現 解 析 か ら，G3 面 に 対 して G5 面の 細胞

で は RhoA の 生成 景が 顕 著 に 低下 す る こ とが 明 ら か に な っ た．培養7 日 目に

は ，G3 面上で 細胞 が 紡 錘形 を 示 し，筋系 の分 化マ
ーカ ーdesminに 対 し陽

性 を示 した 、　 ・
方 G5 面 で は 球 状 の 細 胞集 塊が 観察 され ，　 dcsmin陽性だ け

で は な く軟骨細 胞 マ
ー

カ
ー

collagcn 　t｝
，
pe　II　va性細胞 の発現が 確認 された ，

以 上の こ とか ら，G5面 で は RhoA の 生成 が抑制 さ れ、集塊形成が 促進 され，
一

部 軟骨 へ の 分 化 誘導 が 引 き起 こ され て い る こ とが わ か っ た．

【目的】閭葉系幹細胞 〔MSC ）か ら軟骨 細胞へ の 分化度、並び に 脱分化 し

た 軟骨細胞の 再分化度 を、培養上清の 分析に より非侵襲的に 評価する 方法

を検討 し た．
【方 法】 ヒ ト骨髄 MSC とヒ ト膝関節 軟骨細胞 を．軟骨分 化用 培地 （Lonza
社） を用 い て 3 週間ペ レ ッ ト培養 を行い 、培地交 換の 際に 得 られ る培養 上

清中 の メ ラノ
ー

マ 阻害活性 （MIA ） タ ン パ ク質濃度 （ELISA 法 ） を測定 す

る と共 に、細胞数 G・リパ ン ブル
ー

法）、ア グ リカ ン 遺伝子 発現率 〔R
’
ll

PGR 法） を測定 した。
【結 果と 考察】MSC か ら軟骨細胞 へ の 分化培養及び、脱分 化 した 軟骨細胞

の 再分化培養で は、それ ぞれ アグ リカ ン 遺伝子 発現率が ID％以 ド及 び5〔既
以 下の 範囲で 、ア グ リカ ン 遺伝 子 発現 率とMIA 比生 産速度 との 間 に 良 好 な

正 の 相関関係が得 られた。従って 、培 薔 ヒ清中のMIA 定 量 か ら 、非 侵襲 的

に 軟骨細胞 へ の 分化度を推定で きる m」
．
能性 が 示 さ れ た 。
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【目的 】再 生医 療な ど 自冢 細胞 シ ス テ ム で 培養 され た 細 胞集団の 不均
一さ

を非 侵 襲 的 に品 質 評 価 す る 必 要が あ るが 、その た め に 細胞 を破壊 する こ と

は で きな い 。そ こで 、非 侵 襲 的 な 細胞品 質評 価法の 開発が 必要 と考 え られ

る ．今回 、骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞 〔MS 〔／）の 細胞沽」期お よ び増 殖速度の 位相シ フ

トレ
ー

ザ
ー

顕 微鏡 （PLM ）を 用 い た 非侵襲 的推 定を 検討 した。
【方法 】DMEM −LG 培 地 を1．IJい て、ヒ ト MSG を 37 ℃ 、腺 GOg 雰 囲気下

で 二 次 元同 調 ま た は 非 同 調 培養 した 。BrdU と DAPI で 染色 し各細 胞の 細

胞 周 期を 決 定 す る と共 に 、PLM で 各 細 胞の 位 相差 を定量 した 。
【結果 と考 察】同調 培 養 、非 同 調培 養 と もに、G 舜 M 期細 胞の 位相差 は他 の

周期 の 細胞の 位相差 に 比 べ て 有 意 に 高か っ た 。ま た 、平 均位相差 と 平均 世

代時間の 間 に は 明 確な 負の 相 関 が認 め られた 。以 上 か ら、MSC の 細 胞周 期

お よび増 殖速 度 を PLM を 用 い て 非 侵 襲 的 に 推定 で き る 可能性 が 示 さ れ

た．

【目的】 再生 医療 に 用 い る細 胞の 均
一

性 を非侵襲 的 に評 価 す る必 要 が あ る。
今回 は 、軟骨 細胞 と線維芽細胞 の ラ マ ン 分 光 に よる 識別 法 を 検 討 した。
【方法】軟骨細胞 と線維芽 細胞 を 二 次 元培 養 し 、ラ マ ン顕 微鏡 を 用 い て そ れ

ぞ れ の 細 胞 質 中央 部 分 お よ び細 胞 質外 周 付 近 の ラ マ ン ス ペ ク トル

（41S
−S87ecnl ．＋

）を測定 した。
【結果】各細胞 に 固 有の ラ マ ン 散乱 は認 め られ なか っ た が 、細 胞 質 外 周付 近

の ス ペ ク ］）v 同 士を 主成 分 分 析す る と、細胞 種 の 明確 な違 い が 認 め られ た 。
こ れよ り、細胞種 間の 何 らか の細胞成 分 の 違い を ラ マ ン スペ ク ］ル に よ り

検 出で きた と推 測された。したが っ て、ラ マ ン ス ペ ク トル を 主 成 分 分析 す

る こ とに よ り、軟骨細 胞 と線維芽細胞 を識 別 で きる 叮能性が 示 さ れ た．
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