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［Objective］The 　ou 且tur¢ d　cartilage 　should 　ideally　have　a　spaLiatly 　uniferm じcll 　distribu−
tion ．　Cultured　Gartilage 　wi 【h　bw 　cell　seeding 　density　is　attractive 　due　to　thじ 1imited

amount 　ofchondrooytes 　ob 虻ained 　fヒom 　patient．　HQweve］’，　this 　causedheterogeneous
’cell

distribution　due　to　ce ［l　migration 」 n　this　study 　wo 　attemp 匸edto 　improve 　th巳spatial 　cell

distribution　by　regulating 　the 　cellmigra τion　by　medium 　supplementation ．

［Experimental 　and 　results ］Co且1agen　gel　embedded 　wi 出 ohondrocytes 　at 　seeding 　den−
sity　＝2．D　x　105　cells／cm ｝

was 　cu 】m τed 　in　DMIiM （containing 　IO％ FBS 　and 　ascorbic

acid）with 　or 　without 　IGF−1，　The　spatial 　cell 　distribution　of 　CeUTracker　green 　stained

cells　was 　observed 　at　s　and 　7　d．　The　supplementation 　oflGF −I　resulted 　in　fe　sver 　aggre ・

gates　ofspind ］e　shaped 　ce1Ls　compared 　to　the　IGF−t−free　cul しure 、　Furthermore　collagcn

匸ype　I　and 　MT レ MMP 　mRNA 　expressions 　in　the　IGF−I　supplemented 　culture 　wcre 　1、6
and　rnore 　than 　100　times 　lower，　r∈spectively ，山 an 　dla匸wi 匸hout　IGF．I　supp 且emcnLation ．
It　is　we11 −known　that　MTI ・MMP 　plays　a　pivQtal　role 　ln　cell 　migration 　and 　invasien，
匸hus　Ehe　results 　demQnstrat¢ the　suppression 　of 　chondrocy 匸e　migration 　by 　IG 卜 nha 匸

improves　the 　c巳ll　spatial 　distribution．

【凵的】ヒ ト人 工 多能性幹細胞 （iPS細胞 ）を 用い た確実 で 安 全 な 治療 法 を確立 す

る ため に．LPS細胞 の 未分化維持培養方法 と して の 培 養環境 の改 良や 評 価 予法 の

確立が 不可 欠で ある，こ れ まで ．iPS細胞 の 継代培 養に お い て，研 究 者 の 経験 や

操作条件に よ り細 胞コ ロ ニ
ー

の サ イズ や未分化能 などが 異な る不均 一性 が確認

さ れ た ．本研究で は．ヒ トiPS細胞の 培養中 に発生 す る細胞分化現象 に着 目 し、
コ ロ ニ ー内の未分 化および分化細胞 の 挙動解析 を行った．
【方法 ・結果】ReproStem培地 を用 い ，ヒ トiPS 細胞お よ び SNL フ ィ

ーダー細 胞

の 継代培養を行 っ た．培養細胞観察装 置を用 い て継 時的 に コ ロ ニ ー内 の 個別 細

胞挙動を観察した とこ ろ ，培 養 1 日目に小 さな細胞質 と丸 い 核 を有す る小 細 胞

が 密集した コ ロ ニ
ー

を形成 し，培養経 過と と もに コ ロ ニ ーが 大 き くな る こ とが

観察さ れ た ．しか し，培養 3 日 目か らコ ロ ニ ー
の 中心か ら細胞面積 の 大 き い 分

化細胞が 生 じ，中心か ら外側 に増殖 しなが ら未分化細胞 を押 し出 し ，そ の領域

が徐々 に広 が る 様子が観察 された ．そ こ で 培養 3 口目か ら 17h 、コ ロ ニ ー内 の

未分化 と分化細胞 領域 の 面積 およ び増 殖速 度を指標 とす る コ ロ ニ ーの分 化性 評

価を行 っ た結果，17h後 の 未 分化細胞領域の 面積 は 15 倍に ，分化細 胞 領域 の 面

積は 4倍に増加 し，分化細胞 の 比増殖速度 は未分 化細胞 の 比 増殖 速 度 の 3．7倍 と

な っ た ．以 上 の 結果 よ り、分化細胞は 未分化細胞 と比 較 して 増殖性が 高い ため ，
継 代培養を繰 り返すこ とで そ の 分化 細胞の 発 生 頻度が 高 くな る こ とが 示唆 さ

れ ，iPS細胞の 未分化維持継代培養 を行 うため に は，播種 時に分 化細胞 を全 く含

まない こ とが重 要で ある と考え られ た．
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骨組織形成の 機構解明・制御は骨発生 ・骨修復の みな らず、骨疾患 ・再 牛 医 療

な ど幅広 い 分野で 重要で ある 。そ もそ も骨の 研 究は 古 くか ら なされ て お り、そ

の 形成 も微小 な石 灰化形成や ．マ ク ロ な骨形成な ど静的な メ カ ニ ズ ム に つ い て

明 らかに され て きた 。 そ の
一
方で ，微小 な石灰化か ら骨組織が どの よ うに 形 成

されるの か、また 静的な メ カ ニ ズム に よ っ て 実際 に動的な現象が 生 じ うる の か

不 明瞭 な 部分 も多い 。
本研究 で は 石灰 化．さ らに は 骨組織形成過程に つ い て 、すで に知 られ て い る静

的 な形 成メ カ ニ ズ ム で どこ まで 再現 叮能で あ るの か 、逆 に ど うい っ た 部 分 が 不

足 して い る の か を明 らか に する た め ，石灰 化形成 過 程 の モ デ リ ン グ と そ の シ

ミュレ
ー

シ ョ ン を行った 。
石灰化形成 過程 は 、問葉系幹細胞の 骨芽 細 胞 への 分 化 ・石灰 化 ・骨組織形成過

程 を利 用 した 。間葉系 幹細 胞が 生 体外で 形 成 する 骨 組 織 は 生 体内 に類似 して お

り、生 体 内骨組織形 成現 象の in　vitrD 再 現系 に 適 して い る ．シ ミュレ ーシ ョ ン は、
細胞 の 移動

・
増殖、骨芽 細胞への 分化、石 灰 化組 織 の形成 の 各過程 に つ い て、

細胞 の 動 態を コ ン ピ ュ
ーターヒで 再 現 で きる よ うな シ ミュレーターを新規 に作

成 した。こ う した細胞 の 動態 は 、実際 に invitr。で 問 葉 系幹細胞の 骨芽細胞誘導

に よ って 得 られ る 結果に フ ィ ッ トする よ う、そ の 条 件 お よび 数値パ ラメ ーター
の 設定 を行った 。本発表で は 実験 で 得 られ る 骨 組 織 過 程を 再 現 す るの に どの よ

うな条件 が 必 要で あ り、そ れ ぞ れ の 条件 が シ ミ ュ レーシ ョ ン 結果 に どの よ うに

影響 を与 え うる か に つ い て 報告 す る。

【目 的】単 層培養 中の ヒ ト網膜 色素．ヒ皮（RPE ）細胞 は、紡錘 形態で は 脱 分化 を引

き起こ す こ とが 知 られて お り、コ ン フ ル エ ン トに て 高密 度の 多角形細 胞 を維 持

させ る こ とが 重要で ある 。しか し、RPE 細 胞の 分化能 を維持 させ る 方法 と して

の 培養環境の 改良や コ ン フ ル エ ン トに て 細 胞評価 手法は 存在 しな い 。そ こで 本

研 究 で は 、グ ル コ ース 提示型デ ン ドリマ
ー

面 ヒに おける コ ン フ ル エ ン ト培養状

態で の RPE 細胞の 分化特性 を解析 した 。

【実験お よ び 結果1RPE 細胞 を用い 、　 D・グル コ ース 提示 型 デ ン ドリ マ ー培 養 面

〔G1 面）お よ び デ ン ドリマ
ーを提示 しない 通 常の 培養面 （PS 面 ）に て 、20 ％ FBS

含有Hamns．　Fle を用い 培養 を行った。さ ら に、基底 膜 成 分 で あ る ラ ミ ニ ン を コ ー
トした 培養面 を用い て RPE 細胞の 細 胞形 態 を評価 した 。そ の結 果 、培 養 14日後

の G1 面 で は ラ ミ ニ ン 面 と同様の 単層の 多角形 細 胞 が 敷 石 状 に配 列 して い る こ

とが確認 され た 。しか し、PS 面 上 で RPE 細 胞は 多角 形 の 形態は 存在せ ず通常の

分化が維持で きない こ とが 分か った 。そ こ で細胞 核 密度 と ダイ トジ ャ ン ク シ ョ

ン の マ
ーカ ー

で あ る ZO −1 の 発 現を 指標 と する RPE 形 態評 価 を行 っ た とこ ろ、
ZO ・1発現 した 細胞の 割 合が 細胞密 度の 傾 向同 様 に 多角 形 の 細 胞で 高 い こ とが

示 され、コ ン フ ル エ ン ト培 養状態で の 分化細胞 を 判別可 能で あ る こ とが 示 峻 さ

れた 。また 、G1 面で は ZO −1 発現 した 細胞 の 割合 と細 胞 密度 の 傾 向が ラ ミ ニ ン

面 と同様 に高い こ とか ら、〔」1面は RP ゼ 細胞 の 培 養面 と して 有 効で あ る こ とが 示

唆 された 。
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