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1. まえがき 
間葉系幹細胞(mesenchymal stem cells: MSC)
は高い分化能とサイトカイン分泌活性持つた

め細胞再生移植治療の材料として注目されて

いる。脱分化成熟脂肪細胞 DFAT 
(dedifferentiated fat)は MSC と類似した高い
増殖能、多分化能や増殖因子サイトカイン分

泌活性があり、血管新生のための治療に有効

であることが示唆されている。従来の治療法

では細胞の局部注射という手法がとられてい

るが、移植後の細胞の挙動が不明なため、細

胞をキャリアと結合させて移植する方法が効

率的と考えられている。 
本研究では DFAT 細胞を生体適合性および
生分解性のある素材に接着・増殖させ、損傷

局所に移植して、一定期間サイトカイン産生

させた結果について報告する。  
 
2. 実験方法および測定方法 
先行実験ではキャリアとしてデキストラン

ビーズを用いて検討した。このキャリアは細

胞を増やすことには適していたが、そのまま

生体内に移植するモデルとしてコラーゲンゲ

ル内移植を行ったところ、細胞はすぐにゲル

内に移動し、キャリア上に留まる時間が短か

った。そこで本実験ではキャリアをポリ乳

酸・グリコール酸共重合体(poly lactic-co-
glycolic acid: PLGA)プレート(GC社製)に変更
し、ゼラチンやリジンコーティングを行って

から細胞を播種することで、接着性を高め、

滞在時間が長くなるかどうかについて検討し

た。細胞キャリア上で培養した DFAT 細胞に
ついては、キャリアへの接着性の確認や、リ

アルタイム PCR を用いてサイトカイン産生
能などの細胞特性の解析を行った。また、生

体移植後のキャリアからの細胞の脱離の有無

を検討するため、生体内組織をイメージした

コラーゲンゲル内移植にてモデル試験を行っ

た。 
 
3. 実験結果および検討 

Nuc Blue ™を用いた核染色でプレート上の
細胞を観察したところ、各コーティングにお

いて細胞の接着と成長が確認出来た。この際、

成長速度や細胞密度に有意な差はみられず、

接着性の促進効果は得られなかった。 
 
5日間の培養後に Q-PCRによる遺伝子発現
解析を行った結果を Fig.1に示す。 
対象とした遺伝子は Vegfa, Vegfb, Tgfa, Hgf, 

Pdgfa, Tgfb1, Fgf2の 7種で、発現が確認出来
たものが Vegfa, Vegfb, Hgf, Tgfbの 4種類で
あり、Vegfa と Vegfb は血管内皮増殖因子、
Hgf は肝細胞増殖因子、Tgfb1 はトランスフ
ォーミング増殖因子である。 

Vegfa及び Vegfbは PLL及び gelatinのどち
らでもコーティング無しよりも高い発現が得

られた。特に gelatinコーティングについては
両遺伝子の発現量が他より優位であり、Hgf
についても同じことが言える。一方で PLL
コーティングのものは Hgfの発現量が control
よりも低い。この 3 つの遺伝子発現量を比較
する限りでは PLL よりも gelatin コーティン
グの方が細胞の高いサイトカイン生能を促し

ていると言える。Tgfa については PLL で最
も発現が大きいが、他の 3 遺伝子と比較する
とコーティング間での発現量の差が最も少な

くなっている。上述の点より、PLL よりも
gelatin の方がコーティング材として優れてい
ると言える。 

Fig.1 Q-PCRによる遺伝子発現解析の結果 
 

プレートに播種した DFAT を培養皿内で 1
日培養した後、コラーゲンゲル内に移植して

数日間培養した。その時の様子を Fig.2 およ
び Fig.3 に示す。Fig.2 はプレート中央部の細
胞を核染色した様子で、Fig.3 はプレート端
の様子である。Fig.3 に関しては、破線の右
側がプレート、左側がゲルである。 
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どのコーティングに関しても培養期間中は

プレート上の細胞量が大きく変化していない。

また、プレートの中央と端のどちらにおいて

も全ての細胞が同位相内で確認出来ており、

上下方向への移動は確認出来なかった。上述

した点から、コラーゲンゲルへの細胞の脱離

は起こっていないと言える。このことから、

生体内に移植した場合でもプレートから細胞

の脱離が起こらないことが予想される。 

Fig.2 ゲル内のプレート中央の DFATの様子 

Fig.3 ゲル内のプレート端の DFATの様子 
 

4. まとめ 
本研究では細胞移植治療の際に細胞を保持

し、サイトカインを放出する機能を損なわせ

ない細胞キャリアの素材について検討するこ

とを目的とした。その結果として、PLGA プ
レート上での培養が可能であり、サイトカイ

ン放出活性を維持した細胞を保持することが

可能である事を確認した。また、プレートに

施したコーティングによって細胞の接着性に

有意な差があり、かつサイトカイン産生に関

する遺伝子の発現に大きく関わることを確認

した。更に、細胞を生体内移植した際にキャ

リア上から脱離する可能性が低く、長期間の

保持が可能である事を確認した。 
今後はゲル内で長期培養した際のサイトカ

イン関連遺伝子の確認や、別素材での培養を

検討している。 
現在使用している PLGAプレートは 2次元
キャリアであるが、研究が発展し 3 次元キャ
リアでの培養が進展すれば、より効果的な細

胞の保持が実現し、細胞再生移植治療に大き

く貢献できるであろう。 
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