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三次元培養造血系細胞の培養密度が増幅度に及ぼす影響 
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背景・目的 
 造血幹細胞移植は白血病などの重篤な血液疾患に対する有用

な治療法であるものの、ドナー不足や採取できる細胞数が少ない

といった問題から移植を受けられる患者数は限られており、広範

には実施されていない。生体外で造血幹細胞を増幅することがで

きればこれらの問題の解決につながると期待されることから、生

体内の環境を模倣することで造血幹細胞を増幅するための研究

が盛んに行われている。 
 生体内では、造血系細胞は造血支持細胞（ストローマ細胞）と

三次元的に共存することによって造血微小環境を形成している。

この三次元的な環境を模倣するために、医学医療系医工学研究室

ではスポンジ状のpolyvinyl formal（PVF）樹脂多孔質体を担体

とする造血系細胞の三次元培養法について検討してきた1-3)。これ

までに、ストローマ細胞と共培養することや、そのストローマ細

胞を三次元凍結保存処理することによって、造血系細胞を効率的

に増幅できることを明らかにした2,3)。しかし、これらの研究は特

定の培養密度条件下で行われたものであり、培養密度が造血系細

胞の増幅度に及ぼす影響については検討されていない。 
 そこで本研究では、多孔質樹脂を用いた三次元培養系において

異なる密度で造血系細胞を播種して培養することで、培養密度が

増幅度におよぼす影響について検討した。 
 
方法 
 造血系細胞として、胎生14日目のマウスより採取した胎仔肝

臓細胞（FLCs）を用いた。細胞の三次元培養担体として、PVF
樹脂多孔質体を 2×2×2 mm の立方体状に細切したものにコ

ラーゲンコートして使用した。造血系細胞の培養には Hava 培

地を用いた3)。 
 培養では、FLCsを1×107、2×107、または1×108 cells/cm3

の 3 通りの密度で播種して2 週間培養を行った（それぞれD1、
D2、またはD10とする）。各条件において、担体内部の総細胞

数はMTT法を用いて測定した1-3)。 
 培養細胞中の各造血系細胞の比率は、フローサイトメーター

（FACS）を用いた解析から求めた。抗体には、血芽球系細胞の

指標である抗Ter119抗体（PE標識）、B細胞の指標である抗

CD45R/B220 抗体（FITC 標識）、造血前駆細胞の指標である

抗 c-kit（CD117）抗体（PE 標識）、および造血前駆・幹細胞

の指標である抗 CD34 抗体（FITC 標識）を用いた。死細胞は

propidium iodide（PI）の染色によって除外した。 
 培養細胞中の各lineageの細胞数はMTT法により測定した総

細胞数と、FACS解析の結果から得られたTer119、B220、c-kit、
およびCD34の陽性細胞の比率から求めた。 
 
結果・考察 
 全細胞数および、各造血系細胞数が 2 週間の培養で何倍に増

幅されたのかを表１に示す。全細胞数については、D1とD2の

低密度培養条件下で大幅に減少したのに対して、高密度条件下

（D10）では増加しており高い増幅度が得られた。各造血系細胞

については、Ter119陽性細胞を増幅することはできなかったも

のの、B220、c-kit、およびCD34陽性細胞は一部の条件下で増

幅された。これらの細胞の増幅度を比較すると、低密度条件であ

るD1、D2に比べて、高密度条件であるD10でより高い増幅度

が得られた。高密度条件（D10）においては、特に造血幹細胞移

植に重要である造血前駆細胞と造血前駆・幹細胞が高い割合で増

幅された。 
 これらのことから、FLCs中の造血系細胞を三次元培養する際

には、低密度条件下では効率的に細胞を増幅できないことが示さ

れた。また、今回得られた増幅度の結果を、同様の三次元培養系

において造血幹細胞をストローマ細胞と共培養した結果と比較

すると3)、増幅度は共培養した場合のほうが高かった。したがっ

て、ストローマ細胞を用いることで、より効率的に造血系細胞を

体外で増幅できることが確かめられた。 
 
今後の予定 
 造血系細胞の培養密度が増幅度に及ぼす影響をより詳細に調

べるとともに、ストローマ細胞との共培養実験の結果と比較検討

することで、造血系細胞の増幅に最適な条件を決定する。また、

ヒト由来造血系細胞の増幅についても同様の検討を行う予定で

ある。 
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