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第1章　緒論

近年,多分化能を持つ幹細胞を利用した再生医療についての研究が盛んに行

われており,すでに臨床応用も始まっている.再生医療を成功させるためには

細胞,担体(Scaffold),成長因子が必要であり[1],この3要素を利用して,忠

者から少量の間葉系幹細胞(以下MSC)を採取し,これを培養して大量に増

殖させた後,担体に接着させ,各種成長因子を用いて目的の組織をつくり,再

び生体内に移植する方法がとられることが多い.しかし培養中や移植後におい

て,細胞・担体複合体は,プロテアーゼやメカニカルストレス(機械的刺激)

の影響を受け,一度接着させた細胞が担体から剥離する危険性がある(図1).

成長因子

図1開業系幹細胞(MSC)を用いた再生医療(概略図)

接着性の細胞は足場依存性であり,適切な細胞外基質との接着を失うと,増

殖・分化の停止,またはアポトーシスを引き起こすため[2, 3],担体からの細

胞の剥離は,組織の再生そのものを遅らせることになりかねない.すなわち,



再生医療において,細胞と担体との強固な接着を確立することが必要である.

そこで本研究では,プロテアーゼ存在下あるいはメカニカルストレス下で, MSC

の担体(生体材料)への接着力を強化する方法について検討した.

細胞表面上に存在するインテグリン,カドへリン,セレクチンや細胞外に存

在するフイブロネクチン,ビトロネクチン,ラミニンなど多くの細胞接着性タ

ンパク質が知られているが,これらはタンパク分子間の相互作用で接着機構を

形成している.しかしなかにはセレクチンのように,糖鎖を認識して接着機構

を形成しているものもある[4-8].また細胞膜のリン脂質二重層のマイクロドメ

インにおける糖脂質分子が,接着に関わっているとの報告もあることから[2, 3,

9-25],糖鎖を認識するレクチンが,細胞接着に影響する可能性があり,興味

深い.

レクチンは,糖結合性タンパク質の総称で,自然界の多くの生物中に兄いだ

されているが[26, 27],タチナタマメから抽出されるレクチンである

Concanavalin A (以下ConA)やインゲンマメから抽出されるレクチンである

phaseolus vulgaris agglutinin (以下PHA)は,リンパ球の活性化やがん細胞を識

別するマーカーとして,昔から広く用いられている.また以前の研究でConA

は,軟骨細胞の分化や石灰化を誘導することも報告され[28-32], PHAは,骨

髄移植部における骨形成を促進することが報告されている[33, 34].本研究で

は,担体への細胞接着に及ぼすこれらのレクチンの影響について検討した.
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第2章　再生医療における植物レクチンの有効性の評価

再生医療における植物レクチンの有効性を評価するために,細胞接着への影

響,担体特異性,初期付着・伸展能への影響,および細胞為害性の4つについ

て検討した.

第1節　細胞接着能に対する効果

I.緒言

ほとんどのレクチンは多価の糖結合部位を持つため,細胞を凝集させうる.

また多数のレクチンが高い親和性で異なる種類の炭水化物構造を認識するので,

糖鎖生物学などの分野を発展させるための有用な道具となっている[35].しか

し再生医療の分野でのレクチンの研究は少ない.

一方,生体材料(担体)への細胞の付着を促進させるために,材料の表面を

改質(修飾)をする方法については,これまで多くの研究がある[36-43].早

に細胞接着分子(タンパク)の表面修飾や骨の組成物質(無機物)のコーティ

ングだけではなく,物理的な「表面形状(粗さ) surface topography」の改質に

ついての研究もある.これらの表面改質は,担体に対して行う処理であり,直

接細胞に対して行うわけではない.しかし本研究では,担体にではなく細胞に

対してレクチン処理を行う.そういった意味で,今回のような処理方法でレク

チンが細胞接着能に影響を与えることは,大変興味深い現象であるといえる.

本節では,細胞にレクチン処理を行うことで,担体への接着力強化が得られ

る条件および,その効果の持続性について検討した.
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Ⅱ.材料ならびに方法

1.使用植物レクチンの種類

タチナタマメレクチンであるConcanavalinATypeIV (ConA),インゲンマメレ

クチンPhaseolus vulgaris agglutinin (PHA)で,赤血球に結合性を持つE-サブユ

ニットから成る4量体のErythroagglutinin (PHA-E),白血球に結合性を持つL-

サブユニットから成る4量体イソレクチンであるLeucoagglutinin (PHA-L),コ

ムギ胚芽レクチンであるTriticum vulgaris (WGA),エンドウマメレクチンであ

るPisum sativum (PSA),バリエニシダレクチンであるUlex europaeus UEA 1+ UEA

II (UEA),ピーナッツレクチンであるArachis hypogaea (PNA), ConAの2量体

である　Succinyl-Concanavalin A (s-ConA), ConA　をビオチンで標識した

Concanavalin A Type IV Biotin Labeled (biotin-labeled ConA) (以上はいずれも

SIGMA),およびPHA-Eをビオチンで標識したBiotin-PHA-E4 (biotin-labeled

PHA-E) (HONEN)を用いた.

2.使用培養細胞

ウサギ間葉系幹細胞(rabbit MSC)は, ManiatopoulosやDaviesらの方法に準

じて[44, 45],生後4週齢の雄性日本白色ウサギ(北山ラベス株式会社)の大

腿骨骨髄をフラッシュアウトし, 10%ウシ胎仔血清(以下FBS)及び抗生物質

(以下Antibiotic-Antimycotic) (GIBCO BRL), 200U/ml heparin (Nakalai Tesque)令

有Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (SIGMA)にて, 100mmプラス

チックティッシュカルチャーディッシュ(Corning Coster)上に播種し, 37℃,

5%CCh気相下にて培養し,初代培養細胞とした.継代数は3-5までのものを

実験に用い,以後,特に言及しない限りrabbitMSCの実験データを示す.

ヒト間菓系幹細胞(human MSC) (広島大学倫理委員会の許可を得て,腸骨よ

り採取) ,ヒト歯肉線維芽細胞(human gingival fibroblasts) (広島大学倫理委員会

の許可を得て,歯肉より採取),ウサギ軟骨細胞(rabbit chondrocytes),ラット

線維芽細胞(rat丘broblasts),ラット歯髄細胞(rat pulp cells),ラット歯根膜細胞

(rat periosteum cells),ウシ角膜内皮細胞(bovine corneal endothelial cells)は,加

藤らの報告などに準じて培養した[46-52].
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ヒト上皮細胞様細胞(HeLa, HBL-100),サル上皮細胞様細胞(COS-7),マ

ウス多分化能間葉系細胞(10Tl/2),マウス骨芽細胞様細胞(MC3T3-El),マウ

ス間質細胞(MC3T3-G2/由6),マウス軟骨形成細胞(ATDC5),マウス筋芽細

胞様細胞(C2C12)は理研細胞バンクより入手し,適切な培養液にて培養して

用いた.

3.使用プロテアーゼの種類と細胞残存率の求め方

主に実験に用いたプロテアーゼは, lmM EDTAを含有する0.25% trypsin溶

液(以下Trypsin-EDTA) (GIBCO)で,その細胞剥離能を検討するため, rabbit

MSCをAntibiotic-Antimycoticおよび1 HO/ T7T3C含有Minimum Essential Medium

Alpha Medium (以下α-MEM) (GIBCO)にて12穴プラスチックティッシュカル

チャープレート(以下カルチャープレート) (Falcon)上に1×105 cells/穴で

播種し　90%コンフルエントになった時点でphosphate buffered saline (以下

PBS)で秩浄後, Trypsin-EDTAで0-20分間, 37℃　5% CCfc気相下にて処置

し,剥離した細胞数をCoulter counter (ZI Coulter : Beckman Coulter K.K.)にて計

測し,以下の式で細胞残存率を求めた.

細胞残存率　　- (総細胞数一剥がれた細胞数)/総細胞数×100

Trypsin-EDTAで処置した細胞は, 3分以内にカルチャープレート上より完全

に剥離した(図2).以後実験データは,この濃度で15分間の処置を行ったも

のを示す.

その他のプロテアーゼとしては, rabbit MSCを15分間のインキュベ-トに

よって完全に剥離する濃度を求めた上で　0.5% trypsin (EDTAを含まない),

50U/ml dispase, lmg/ml pronase E (Protease type XIV) (全てSIGMA)を用いた.
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図2　0.25% Trypsin-EDTA処理時間による細胞残存率

4. Trypsin-EDTA抵抗性を与えるレクチンとその濃度および処理時間の検討法

Rabbit MSCを)% FBS含有α-MEMにて12穴カルチャープレート上に播

種し, 90%コンフルエントになった時点でPBSで洗浄, 0.5-30ng/mlの各種

レクチンと1%FBS含有α-MEMにて20分間, 37℃　5%CO2気相下にてイ

ンキュベ-トしたあと,余剰なレクチンをpBSで洗浄した.その後Trypsin-

EDTAで15分間, 37℃　5%CO2気相下にてインキュベ-トし,剥離した細胞

数をCoultercounterにて計測し,細胞残存率を求めた.

処理時間については上記の方法で, rabbit MSCを, 20[xg/ml ConAあるいは

10[xg/ml PHA-Eと1% FBS含有α-MEM中でl-60分間インキュベ-トした

後　Trypsin-EDTAで処置し, 15分後に剥離した細胞数を計測して,細胞残存

率を求めた.

5.メカニカルストレス(機械的刺激)の加え方

接着力が弱く振動によって比較的容易に剥離するratpulp cellsを12穴カルチ
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ヤープレートに90%コンフルエントまで培養し, 5^ig/ml ConAあるいはPHA-

Eで20分間処理した後,余剰なレクチンを洗浄し, PBS 500[xlを入れ, Bio Shaker

(BR-15LF, TAITEC)にて, 37℃で10分間メカニカルストレス(振幅距離3cm,

振幅120rpm)を加えた.

6.レクチン処理後の効果持続時間の検討法

90%コンフルエントまで培養したrabbit MSCに20汁g/ml ConAあるいは

10ng/mlPHA-Eで20分間処理した後, PBSで余剰なレクチンを洗浄し1%FBS

含有α-MEMにて0-36時間培養した.その後Trypsin-EDTAで15分間イン

キュベ-トした.

7.細胞表面上の残存レクチン量の定量方法

96穴カルチャープレート(Corning Coster)にて, 90%コンフルエントまで

培養したrabbit MSCに10l↓g/ml biotin-labeled ConAあるいはIO^g/ml biotin-

labeled PHA-E存在下で20分間インキュベ-トした後, PBSで余剰なレクチン

を洗浄し1% FBS含有α-MEMにて培養した.レクチン処理後0-120時間

で培養液を抜きPBSで洗浄後,ビオチンに特異的に結合する0.5mU/nl

Streptavidin (β-Galactosidase標識) (SIGMA)含有50^1 PBSにて37℃で10分間

インキュべ-トした. PBSにて洗浄後, β-Galactosidaseにて分解され発色する

1.33mg/ml o-Nitrophenyl β-D-galactopyranoside (ONPG) (SIGMA)含有　2mM

MgCh (片山化学)およびIOOmM β-mercaptoethanol (和光純薬)含有200mM

sodiumphosphatebuffer(pH 7.3) (片山化学)を50|il, PBSを50^1加えて, 37℃

で30分間インキュベ-トした.その後1M SodiumCarbonate(片山化学)を150pi

加えて反応を止め　Multiwell Spectrophotometer (ImmunoMini NJ-2300 : Nalge

Nunc International)にて吸光度(O.D. 420nm)を測定した.なおカルチャープ

レートや細胞表面上に直接付着したストレプトアピジンによる発色は数値より

差し引いて補正した(図3).
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Ⅲ.結果

1. Trypsin-EDTA抵抗性を与えるレクチンの同定とその濃度および処理時間の

影響

はじめに実験に用いた多くの植物レクチンのうち,プロテアーゼに抵抗性を

与えるレクチンと,その濃度依存性を検討した.その結果, PHA-Eが最も低い

濃度で,続いてConA, WGAが,濃度依存的にTrypsin-EDTAに対して抵抗性

を与えた(図4). PHA-Eは2|xg/ml, ConAはIOfxg/ml, WGAは20ng/mlでそ

の効果が最大に達した.実験に用いた他のレクチンは,検討した全ての濃度で

Trypsin-EDTAへの抵抗性をほとんど与えなかった.なお以後の実験では,

Trypsin-EDTA耐性作用の最も大きいPHA-EとConAを用いた.

次に　Trypsin-EDTA耐性効果が発現するまでに必要なレクチン処理時間につ

いて検討した.その結果, PHA-E, ConAとのインキュベ-トの時間依存的に

Trypsin-EDTAに対する抵抗性が増大して,約20分間のレクチン処理により,

効果が最大に達した(図5).そこで以後の実験では,レクチン処理時間を20

分間とした.

2.細胞特異性の検討

Trypsin-EDTAに対する抵抗性が他の細胞でも観察されるかを検討した.その

結果, rabbit MSC以外の様々な初代培養細胞と,樹立細胞株(cell lines)に対

してConAとPHA-EはTrypsin-EDTA耐性能を誘導した(表1). MSCをはじ

め,線維芽細胞,軟骨細胞,骨芽細胞様細胞など,さらにヒト,ウサギ,ラッ

トなど由来動物の違いに関わりなく,実験した全ての細胞に対してConAある

いはPHA-EはTrypsin-EDTAに対する抵抗性を誘導した.
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3.各種のプロテアーゼに対する耐性

生体内に移植した後,様々なプロテアーゼが付着細胞を傷害する可能性があ

る.そこでTrypsin-EDTA以外のプロテアーゼに対するレクチン処理の影響を

検討した.その結果, ConAとPHA-Eは,高濃度のtrypsinやdispase, pronaseE

あるいは,細菌性の未精製collagenase (35units/ml, Sigma type IA) (データは

示さず)に対しても抵抗性を与えた(図6).

4.メカニカルストレス(機械的刺激)に対する耐性

メカニカルストレスによる細胞剥離に対するレクチン処理の影響を検討した.

その結果,レクチン処理をしていない細胞は,振動を加えて10分後には完全

に剥離したが, ConAあるいはPHA-Eにて処理した細胞はほとんど剥離する

ことはなく,メカニカルストレスに対しても抵抗性を獲得した(図7).

5.レクチン処理後の効果持続時間

レクチン作用の持続時間について検討した.その結果, ConAは18時間,PHA-E

は34時間Trypsin-EDTA耐性効果が持続することが判明した(図8).

6.細胞表面上の残存レクチン量の経時的変化

細胞表面上のレクチン量の経時的変化を検討した.その結果,レクチン処理

により細胞表面上に付着したbiotin-labeled PHA-Eは120時間で完全に細胞表

面上より消失した(図9).一方biotin-labeled ConAは120時間後でも細胞表

面上より完全には消失しなかったが　MeMan (詳細は第3章,仮説2.を参照)

を添加することによって残存ConAを取り除くことができた.
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Ⅳ.考察

実験に用いた植物レクチンのうち, 4価(4量体)のConA (天然型)は

Trypsin-EDTAに対する抵抗性を与えたが, 2価(2量体)のs-ConAは,抵抗

性を与えなかった.これまでの報告によると,マメ科レクチンの個々の糖結合

部位単独ではリガンドに対する結合定数は非常に低いが,多価になるとリガン

ドに対する結合定数が,数桁増大する[26, 53-56].結果として,細胞表面の多

価のリガンドに対して,多価のレクチンによる多数の弱い結合が集まり強い結

合となる.このことから価数の違いが抵抗性の有無に大きな影響を与え,抵抗

性を与えるには,多価である必要があると考えられる.また, ConA作用の発

現には, ConA分子がその複数の糖結合価により,細胞表面レセプターと複数

の架橋を形成することも必要条件である.

また, E-サブユニットからなるPHA-EはTrypsin-EDTAに対する抵抗性を与

えたが,そのイソレクチンであるL-サブユニットからなるPHA-Lは,細胞の

抵抗性に影響しなかった. PHA-LとPHA-Eのハブテン糖は異なることから認

識する糖構造が違うことが作用の有無を決定していた.

他のレクチンに作用がなかったことから, ConAおよびPHA-Eの立体構造や

糖特異性,および糖結合部位の糖結合親和性がプロテアーゼ抵抗性と関係して

いることが示唆された.平林によるとConAは,他のマンノース結合性レクチ

ンと比べ,構造の違うマンノースとも結合できるという特殊性が示されている

[57].

再生医療においては, MSC以外の細胞を細胞・担体複合体に用いることや担

体に付着させたMSCを目的の細胞に分化させてから使用することもある[58-

63].よってTrypsin-EDTAに対する抵抗性がMSC以外の細胞でも観察される

かを検討することは重要である.その結果,実験した全ての細胞においてConA

とPHA-EはTrypsin-EDTAに対する抵抗性を誘導した.これによりレクチン

処理を再生医療に応用する際に使用できる細胞が制限されることもなく, MSC

を目的の細胞へ分化させたあとでも,レクチン処理が有効であることが確認さ

れた.

植物レクチン自体は,プロテアーゼに対して非常に安定であることが報告さ

れているが[35],今回の実験結果からレクチン処理を行った細胞も,プロテア

ーゼに対して安定となることが認められた.しかも,プロテアーゼだけではな
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く,メカニカルストレスに対しても抵抗性を示したことから,レクチン処理は,

耐プロテアーゼ能の元進のみではなく,広く接着力を強化させていることが示

された.

ただし,レクチン処理による接着力強化作用は永続的ではなく有限であった

ので,有効時間を把握しておくことが必要である.さらにレクチンの生体に対

する為害性が報告されていることから[64, 65],`レクチンが細胞表面上より自

然消失するか否か,また自然消失するにせよどのくらいの時間残存し続けるの

か,あるいは必要であれば強制的に除去できるか否かは,大きな問題点となる.

実験結果より細胞表面上に付着したレクチンは,約120時間で完全にあるいは

ほぼ消失することが示されたが,これはエンドサイト-シスによって細胞内に

取り込まれたか,細胞表面よりはずれて培養液中に遊離したと考えられる[26].
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図4　Trypsin-EDTA抵抗性を与えるレクチンとその濃度の影響(MSC培養系)

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

最小濃度を示す. PHA-Eは1l▲g/ml以上, ConAは2.5ng/ml以上, WGAは5jxg/ml

以上, PSAは30ng/ml以上より有意差(p<0.01)が認められた.
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図5　レクチン処理時間の影響(MSC培養系)

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す. PHA-Eは1分以上, ConAは2分以上から有意差(p < 0.01)が

認められた.

表1細胞特異性の検討

細胞残存率(%)

Cell type Cell name None ConA PHA-E

Primary cells

Human MSC

Human gingival fibr°blasts

Rabbit MSC

Rabbit chondrocytes

Rat fibr°b asts

Rat pulp cells

Rat periosteum cells

βovine corneal end°thelial cells

0

0

0

0

0

0

0

0

67士5　　　87 ±2

92ノ土2　　　96 ±1

86土1　　　91土1

64 ±7　　　83土3

m賀t^^mv:蔓軍

96 :た3　　　97土0

96 ±1　　　97 ±2

75土4　　　84 ±3

Cell lin°s

Human HeLa

Human HBL-100

Monkey COS-7

Mouse lOTl12

Mouse MC3T3-EI

Mouse MC3T3-G2/PA6

Mouse ATDC5

Mouse C2C12

0

0

0

0

0

0

0

0

86土2　　　85土0

87 ±5　　　94 ±1

95土0　　　97土0

85 ±4　　　97 ±1

92 ±　　　　98 ±0

81土1　　　93 ±1

99 ±0　　　98土1

93 ±2　　　92土3
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図6　各種プロテアーゼに対する効果(MSC培養系)

**は,各プロテアーゼ処理におけるレクチン非処理の細胞残存率との間に

有意差(p<0.01)が認められたものを示す.
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図7　メカニカルストレスに対する耐性(ratpulpcells培養系)

**は,振幅120rpmにおけるレクチン非処理の細胞残存率との間に有意差

(p<0.01)が認められたものを示す.
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図8　レクチン処理後の効果持続時間(MSC培養系)

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す. PHA-Eは34時間, ConAは18時間まで有意差(p < 0.01)が認

められた.
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芭80
掛
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監40
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24　48　72　96　120

レクチン前処理後の培養時間(h)

図9　残存レクチン量の経時的変化(MSC培養系)

**は,培養前(0時間)のレクチン残存率との間に有意差(p<0.01)が認めら

れたものを示す. biotin-labeled PHA-Eは12時間, biotin-labeled ConAは24時

間から有意差(p<0.01)が認められた.
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第2節　各種担体上でのレクチン作用の検討

I.緒言

ここまでの実験で,プラスチックカルチャープレート上でレクチンは

Trypsin-EDTA耐性誘導作用を示したが,実際の再生医療用の担体に対して,同

様なレクチン作用が認められるかを検討した.

再生医療において多用されている,チタン,ハイドロキシアパタイト,およ

び生分解性合成高分子についてレクチン作用を検討した.チタンは,従来の金

属合金に比べ,軽く,優れた生体親和性を持ち,常温で瞬時に,金属表面に強

固で安定した不動態皮膜を形成し,耐食性がよく,金属アレルギーを生じにく

いなどの特徴を持つため,医科,歯科を問わず,幅広く応用されている金属材

料である[36-43].また,細胞接着力の強化を求めた表面改質法の開発研究が

多くなされている.ハイドロキシアパタイトは,生体の骨や歯の成分として知

られ,人工骨や骨補填剤として用いられている.またその六方晶系結晶の表面

の帯電による静電気的相互作用によって,タンパクを高親和性に吸着させる性

質を持つので,タンパク精製クロマトグラフィーのカラムとして頻用されてい

る[66-68].生分解性合成高分子　poly-DL-lactic-c0-glycolic acid (PLGA)は,生

体内で分解される生分解性基板材料として,再生医工学による軟骨,骨,リガ

メント,臆,皮膚などの再構築に用いられたり,縫合糸や徐放性製剤の薬物送

達システム(drag delivery system, DDS)基剤として応用されている[72-76].

また,これまで実験に用いてきたプラスチックカルチャープレートは,製造メ

ーカーによって処理方法は異なるが,メーカー独自のプラズマ処理,硫酸処理

などによって,表面の親水化(親水性官能基の導入)が行われている[69-71】.

これにより帯電しているタンパクが静電気的相互作用により表面に吸着し,そ

のタンパクを介して細胞が付着する.本研究では,以上の生体材料について,

レクチンによる細胞のTrypsin-EDTA耐性誘導作用を検討した.
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Ⅱ.材料ならびに方法

1.使用担体の種類

チタンプレート(直径約15mm,厚さ約Imm,純度>99.9%, Nippon Steel

Corporation)は, ♯600の耐水ペーパーの使用に至るまで研磨し・ 5分間の蒸留

水による超音波洗浄, 5分間の100%アセトン(片山化学)による超音波洗浄,

15分間の蒸留水による超音波洗浄, 30分間の30%硝酸(SIGMA)による酸処

哩, 20分間の蒸留水による超音波洗浄, 10分間の100%エタノール(SIGMA)

による超音波洗浄の順に処理を行い,自然乾燥させたものを用いた・

ハイドロキシアパタイトプレート(1辺が10mmの正方形,厚さ2mm,PENTAX

Co.APP-101)は,オートクレーブにて滅菌したものを用いた.

PLGAメンブレン(75:25, 1辺が7.5mmの正方形,厚さ0.25mm,孔径20

± lOiun, GC. Co.)は,エタノールに浸漬したあと, α-MEMに浸潰したもの

を用いた.

2.各担体上への細胞の準備

チタンプレートおよびハイドロキシアパタイトプレートについては,超低接

着の24穴プラスチックプレート(Corning Coster)の底面に担体を設置し,そ

の上でrabbitMSCを6×104cells/穴で播種して)% FBS含有α-MEM中で培

養した.その際,同条件で細胞密度の確認用のプレートも別に用意した・細胞

密度の確認用プレート上の細胞を4%ホルムアルデヒド含有PBS (Sigma)にて

10分間固定し　0.25% triton X-100含有PBS (Sigma)・で10分間処理し,

2units/ml rhodamine phalloidin含有PBS (Molecular Probes, Inc.)にて30分間ア

クチン線経を染色したものを, Conforcal Laser Scanning Microscope (LSM 410,

Carl Zeiss Co.,Ltd)にて観察し, 90%コンフルエントになったことを確認した

上で,細胞培養したチタンプレートおよびハイドロキシアパタイトプレートを

新たな超低接着の24穴プレートに移して実験に用いた.

PLGAメンブレンについては,そのままでは培養液中に浮き上がってしまう

ため,表面未処理の48穴プラスチックプレート上にPLGAを設置し,その上

に内径7.0mmのクローニングリングを重しとして載せた.クローニングリン
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グの内外の液面が同じになるように培養液を添加したあとリング内にrabbit

MSC (2.5×104 cells)を播種し培養した.チタンあるいはハイドロキシアパタ

イトプレートのときと同様の方法で90%　コンフルエントに達したことを確認

した上で,新たな表面未処理の48穴プラスチックプレートに移し,実験に用

いた.すなわち,各担体上の細胞を20ng/ml ConAあるいはIO^g/ml PHA-E含

有α-MEM中で20分間インキュベ-トした.その後Trypsin-EDTAと15分間

インキュベ-トして剥離した細胞数を計測した.

Ⅲ.結果

チタンプレート,ハイドロキシアパタイトプレート, PLGAメンブレン上で

ち, rabbitMSCに対してレクチンはTrypsin-EDTA耐性誘導作用を示した(図10).

r^^^HI
LこqTこl

箆60
蝶

40

Plastic Titanium Hydroxy PLGA

apatite

図10　各種担体上でのレクチン処理効果(MSC培養系)

**は,各種担体上におけるレクチン非処理の細胞残存率との間に有意差

(p<0.01)が認められたものを示す.
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第3節　初期付着・伸展能に対するレクチンの作用

I.緒言

生体材料(担体)に細胞を付着させやすくすることの重要性は,接着性細胞

が足場依存性であることのほかに[2, 3],その後の増殖・分化を促進すること

にある.つまり再生医療において早期治癒につながる.これまで接着機構に関

して多くの研究がなされてきたが[4-8],多くの細胞接着分子が,細胞の初期付

着・伸展の促進に利用されている.

前節までは担体上に細胞を播種した後にレクチン処理したが,本節では担体

表面性状の改質の観点から,担体に前もってレクチン処理した後に細胞を播種

した.

Ⅱ.材料ならびに方法

1.各種担体のレクチン処理方法と初期付着細胞数の求め方

表面未処理の24穴プラスチックプレート(Falcon)に, 20ng/ml ConAある

いはIOjxg/ml PHA-E含有pBSを加えて20分間インキュベ-トした.余剰な

レクチンはPBSにて洗い流した.またI型コラーゲンあるいはフイブロネクチ

ンでコートされた24穴プラスチックプレート(Falcon)も用いた.これらのプ

レートを1% bovine serum albumin (BSA) (GIBCO)にてブロッキングした後,

rabbit MSCを6×104 cells/穴で播種し, 0.8mlのFBS無添加のα-MEMにて20

分間培養した.初期付着しなかった細胞をα-MEMで2回洗い流した後,位相

差顕微鏡にてデジタル撮影を行い　0.34 mm2あたりの付着細胞数をNIH Image

program (developed at U.S. National Institutes of Health and available on the Intbmet at

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/)を用いて計測した.

同様な方法で,チタンプレート,ハイドロキシアパタイトプレート, PLGAメ

ンブレンにレクチンをコートして,これらを超低接着の24穴プラスチックプ

レートあるいは表面未処理の48穴プラスチックプレートの底面に設置した.

これら担体上の細胞を4%ホルムアルデヒド含有pBSにて10分間固定し,
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0.25%tritonX-100含有pBSで10分間インキュベ-トし, 2units/mlrhodamine

phalloidin含有pBSにて30分間アクチン線経を染色したものを, Conforcal Laser

Scanning Microscopeにてデジタル撮影を行い1.64 mm2あたりの付着細胞数を

計測した.

2.細胞伸展状態の評価方法

表面未処理の6穴プラスチックプレート(Falcon)にレクチンコートした後,

rabbit MSCを3×105 cells/穴で播種し　3mlの無血清のα-MEMにて0.5-2.5

時間培養し,位相差顕微鏡にてデジタル撮影を行い,形態を観察することで評

価した.

3.縦置きチタン表面への細胞付着に及ぼすレクチンの影響の検討方法

レクチンコートしたチタンプレートを,培養容器中に重力に対して平行にな

るように(縦置きして)設置し,細胞懸濁液を播種して90分間培養した.チ

タンプレート表面に付着した細胞を4%ホルムアルデヒド含有pBSにて10分

間固定し　0.25% triton X-100含有pBSで10分間処理し, l¥ig/ml Propidium

Iodide (PI)含有PBS (同仁化学)にて20分間核染色したものを, Fluorescence

Microscope (1X71, OLYMPUS)にてデジタル撮影した.

4.各種コート担体上での細胞のTrypsin-EDTA耐性能の検討方法

レクチンコートした表面未処理の24穴プラスチックプレート及びチタンプ

レート,またI型コラーゲンあるいはフイブロネクチンでコートされた24穴

プラスチックプレートに,細胞を播種し　)%FBS含有α-MEMにて3時間

培養した後, Trypsin-EDTAで処置, 15分後に剥離した細胞数を計測した.
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Ⅲ.結果

1.初期付着に対する影響

MSCの播種20分後,対照のプラスチック表面上には,細胞付着を観察でき

なかったが,レクチンコートしたプラスチック表面上には,多数の細胞付着を

観察した(図11, 12).またレクチンの作用は, I型コラーゲンより強く,フ

イブロネクチンと同等以上であった.また,チタンプレート,ハイドロキシア

パタイトプレート, PLGAメンブレン上においても,レクチンによるコーティ

ングは初期付着を有意に(p<0.01)促進した(図13-18).

2.細胞伸展に対する影響

担体へのレクチンコートによって,細胞の初期付着が促進することを認めた

が,さらにその後の伸展にも影響するかを検討した.その結果, MSCの播種0.5

および2.5時間後において,レクチンコートをしていないプラスチック表面上

は,ほとんど細胞伸展が認められなかった(図19　A, D).しかし,レクチン

コートしたプラスチック表面上では　0.5時間後においても明らかに伸展した

細胞が多く存在し　2.5時間後には,ほとんどの細胞が伸展した(図19　B,

C, E, F).

3.縦置きチタン表面への細胞付着に及ぼすレクチンの影響

縦置きした対照のチタンプレート表面には,細胞の付着を認めなかったが,

レクチンコートをしたチタンプレート表面には,多数の細胞付着を認めた(図

20).

4.担体上でのTrypsin-EDTA耐性能に及ぼすレクチン, I型コラーゲン,フイ

ブロネクチンの影響

レクチン前処理した各種担体は,細胞の初期付着・伸展を促進させたが,そ

の状態でTrypsin-EDTA耐性能が得られるかを検討した.また, I型コラーゲン
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とフイブロネクチンにもTrypsin-EDTA耐性能があるのかを検討した.その結

果,レクチンコートしたプラスチックおよびチタンに付着した細胞は,有意に

(p<0.01) Trypsin-EDTA耐性となった(図21).一方,初期付着を促進したI型

コラーゲンやフイブロネクチンでコートされたプレート上では, Trypsin-EDTA

耐性能は観察されなかった.

Ⅳ.考察

以前にもフイブロネクチンやConAが細胞の接着を促進することが報告され

ている[77].今回の実験結果からは, ConAとPHA-Eがプロテアーゼやメカ

ニカルストレスへの耐性を誘導することが判明した.一方,初期付着を促進し

ていたI型コラーゲンやフイブロネクチンでコートされたプレート上は,

Trypsin-EDTA耐性効果が認められなかったため,レクチンの作用はI型コラー

ゲンやフイブロネクチンと異なることが判明した.

実際の生体材料に用いられる担体は,平坦な板状ではなく複雑な立体構造を

とるものが多い. In vitroの実験においては,培養容器底面に,平坦な担体を設

置しておけば,播種した細胞は重力により底面に沈着するため,付着細胞であ

れば,いずれ担体に付着し進展する.しかし,立体構造をとる担体の重力に対

して平行な部位(以下壁面)へは,細胞が付着しにくく,重力によって培養

容器底面に落下してしまう.従って,レクチンによって立体物に均一に細胞を

付着させられる本技術は,今後の再生医療に大きな展望を与える.
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図11レクチンコートプラスチック上における細胞(MSC)の初期付着に

対する影響
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図12　レクチンコートプラスチック上におけるMSCの初期付着

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す.
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図13　レクチンコートチタン上における細胞(MSC)の初期付着に対する影響

細胞播種後20分後のアクチン線維染色による共焦点レーザー顕微鏡写真
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図14　レクチン処理チタン上におけるMSCの初期付着

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す.
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図15　レクチンコートハイドロキシアパタイト上における細胞(MSC)の

初期付着に対する影響

細胞播種後20分後のアクチン線維染色による共焦点レーザー顕微鏡写真

弱拡Bar=250[i,m,強拡Bar= 50[xm

M∈

∈
寸
㍗
▼・▼一

i:5

IP

喝
tes

湘
空

500

400

300

200

100

None ConA PHA-E

図16　レクチンコートハイドロキシアパタイト上におけるMSCの初期付着

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す.
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図17　レクチンコートPLGA上における細胞(MSC)の初期付着に対する影響

細胞播種後1時間後のアクチン線維染色による共焦点レーザー顕微鏡写真
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図18　レクチンコートPLGA上におけるMSCの初期付着

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す.
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細胞播種
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細胞播種

2.5時間後

図19　レクチンコートプレート上での細胞伸展

位相差顕微鏡写真

None ConA PHA-E

図20　レクチンコートによる壁面への細胞付着の促進

細胞播種後90minのPI染色による蛍光顕微鏡像

Bar= lmm
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図21レクチンコートによるTrypsin-EDTAに対する抵抗性(MSC)

*は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.05)が認められた

ものを示す.

**は,レクチン非処理の細胞残存率との間に有意差(p < 0.01)が認められた

ものを示す.
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第4節　細胞為害性の検討

I.緒言

これまでの実験からConAとPHA-Eは,細胞の初期付着・伸展,そして接着

力に影響することが示された.しかし,これらのレクチンは増殖や分化にも影

響する可能性がある.つまり臨床応用に際して,レクチン処理が細胞に対して

為害性を与えないかの検討は必須である.そこで次に細胞増殖,形態,移動,

軟骨・骨分化に及ぼすレクチンの影響を検討した.

Ⅱ.材料ならびに方法

1.細胞増殖の評価方法

1)細胞数とArP量との相関

細胞の増加数がATP量の増加に相関があることを確認するために, human

gingival fibroblastsを10% FBS含有α-MEMにて24穴カルチャープレートに

3×103cell/穴で播種し,細胞がプレート上に付着した時点を0日とし, 6日間,

37℃　5%CO2気相下で培養した.その間1日ごとにサンプルをpBSで洗浄し

たあと,細胞数とATP量をそれぞれ測定した.細胞数は, Trypsin-EDTAにて

細胞を剥離L Coultercounterにて計測した. ATP量は　CellTiter-Glo�"(homega

Co.)にて抽出したものをMicroplate Luminometer (The Reporter�": TURNER

BIOSYSTEMS)にて測定した.

その結果,細胞数とArP量との相関が認められたので(図22),以下の実験

では, ATP量の増加をもって細胞数の増加と見なした.
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図22　細胞数とArP量との相関関係

2)増殖に及ぼすレクチン作用の評価

Rabbit MSCを10% FBS含有α-MEMにて24穴カルチャープレートに播種

し　50%コンフルエントになった時点でIO^g/ml ConAあるいは5ng/ml PHA-

Eで20分間レクチン処理し, PBSで洗浄した後10% FBS含有α-MEMにて

12-48時間, 37℃　5%CO2気相下で培養した. 12時間ごとにサンプルをpBS

で洗浄したあと　CeUTiter-Glo�"でATPを抽出し, Microplate Luminometerを使

って1穴あたりのArP量を計算によって求めた.

2.細胞形態の評価

細胞をレクチン処理する前,レクチン処理20分後,レクチン処理後に

Trypsin-EDTAを15分間添加しPBSで洗浄した後, Trypsin-EDTA除去後20分,

5時間, 28時間後のそれぞれの細胞形態を位相差顕微鏡にてデジタル撮影を行

った.
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3.細胞移動の評価方法

35mmティッシュカルチャーディッシュ(SUMILON)上で90%コンフルエ

ントまで培養したrabbit MSCに20ng/ml ConAあるいは10ng/ml PHA-Eで20

分間処理した後,余剰なレクチンを洗浄し,シート状に増殖した細胞層を直線

状に分割,一片をcell scraper (Falcon)にて剥離し.% FBS含有α-MEMにて0

-96時間培養した.その間12時間ごとに,細胞移動を位相差顕微鏡にてデジ

タル撮影した.

4.軟骨分化の評価方法(invitro)

α-MEM　に　Antibiotic-Antimycotic, 4500mg/L D-(+)-glucose, ITS+一一　Premix

(6.25jxg/ml insulin, 6.25ト唱/ml transferrin, 6.25ng/ml selenous acid, 5.33^g/ml

linoleic acid, 1.25mg/ml bovin serum albumin : BD Biosciences), lOOnM

dexamethasone (Sigma), 50ng/ml ascorbic acid 2-phosphate (Sigma), 100[i.g/ml

sodium pyruvate (和光純薬) ,およびIOng/ml human transforming growth factor-β3

(TGF-β3 : PeproTechECLtd)を添加したものを,軟骨誘導培地として用いた[78,

79], 96穴カルチャープレートを20ng/ml ConAあるいは10ng/ml PHA-Eで20

分間前処理した後, rabbit MSCを2×105 cellノ穴で播種し,上記の軟骨誘導培地

にて培養した. 24時間培養後,再び同濃度のレクチンで20分間処理し,余剰

なレクチンを洗浄した後,軟骨誘導培地150mlで培養した. 2日後に軟骨誘導

培地150pIを追加し,さらに2日後に同濃度のレクチンを追加した.これを20

日間くり返し行い,得られたペレットをPBSにて洗浄し, 4%パラホルムアル

デヒド含有pBSにて4℃で24時間以上固定し,その後通法に従いトルイジン

ブルー染色を行った.
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5.軟骨分化の評価方法(invivo)

in vivoでの軟骨分化の影響を評価するためにウサギの膝関節軟骨欠損モデル

を作成した.

1)自家rabbitMSCの採取と培養

Rabbit MSCは,麻酔下において生後12-14週齢の雄性日本白色ウサギ(北

山ラベス株式会社)の腸骨より骨髄穿刺して約5-7ccの骨髄を, 200U/ml heparin

入りのシリンジにて採取し　)% FBS及びAntibiotic-Antimycotic含有DMEM

にて, 100mmプラスチックティッシュカルチャーディッシュ上に播種し, 37℃,

5%CO2気相下にて培養し,初代培養細胞とした(図23).継代数は3-5まで

のものを実験に用いた.

組織切片作製&評価

図23　膝関節軟骨欠損モデルの作製の概略図

ォ



2)細胞・担体複合体の作成

培養したrabbit MSCをTrypsin-EDTAにて回収し, FBS無添加のDMEMに5

× 106cell/0.5mlになるように調整した.担体には, 3% Atelocollagen Implant (以

下コラーゲン) (高研)を用いた.細胞・担体複合体は,担体1mlに細胞混濁

液0.5mlを加え,最終的に5×106cell/1.5mlの濃度になるように氷上で調整し,

1mlのFBS無添加のDMEM中に37℃で保存した.

複合体の構成としては, ①何もなし(移植せず), ②コラーゲンのみ, ③コ

ラーゲン+ConA, ④コラーゲン+MSC, ⑤コラーゲン+MSC+ConAの5種類

とした. ⑤のMSCにConA処理を行うものは,担体と混ぜる前に10^ig/mlConA

で20分間処理し, ③ではコラーゲンに直接IOjxg/ml ConAが添加された0.5ml

のFBS無添加のDMEMを加えた.また②コラーゲンのみには, 0.5mlのFBS

無添加のDMEMを加えた(図.23).

3)欠損モデルの作成と移植

麻酔下において,生後18週齢の骨髄採取したウサギの膝関節に,生理食塩

水の注水下にて歯科用エンジンおよびカーバイトバーを用いて,直径5.5mm,

深さ3.0mmの欠損を作成し,欠損部に細胞・担体複合体(約60ml)を移植後,

縫合した.

4)組織切片の作成

移植4週間後,膝関節を摘出, 4%パラホルムアルデヒド含有pBSで24時

間以上固定し,その後適法に従い膝関節中央部の組織切片を作成,トルイジン

ブルーで染色した.

5)評価方法

軟骨の修復程度を組織学的に5つのカテゴリーに分けて数値化するWakitani

Scoreを用いた[80].なおスコアは　0-14の値をとり,値が小さいほど修復が

進んでいることを示す.
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6.骨分化の評価方法

1)方法

80%コンフルエントまで培養したrabbit MSCに20jxg/ml ConAあるいは

10ng/ml PHA-Eで20分間処理した後,余剰なレクチンを洗浄し12日間,骨誘

導培地(α-MEMに　)% FBS, Antibiotic-Antimycotic, 10 8 M dexamethasone

(SIGMA), lOmM β一glycerophosphate (SIGMA), 50[↓g/ml ascorbic acid 2-phosphate

(SIGMA)を添加)にて培養して, 4日ごとにアリザリンレッド染色および,カ

ルシウム定量を行った.

2)アリザリンレッド染色

Mediumを抜き　0.9%NaCl含有のIOmMTris・HCl (pH 7.6)で2回洗浄した

あと, 95%エタノールで1時間以上固定し1% Alizarin Red S (CHROMA-

GESELLCHAFT)で常濫,遮光にて5分以上染色し,その後水で洗浄した.

3)カルシウム定量

pBSにて洗浄した後10% trichloroacetic acid溶液(片山化学)にてカルシウ

ムを溶解L ortho-cresolphtalein complexone method (OCPC法)を利用したCa C-

testWako Kit (和光純薬)を用いてMultiwell Spectrophotometerにて吸光度(O.D.

570nm)を測定した.
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Ⅲ.結果

1.細胞増殖

レクチン処理した細胞は,非処理細胞と同様なATP量の増加を示した(図24).

2.細胞形態

20分間レクチンとインキュベ-トしたrabbit MSCは,レクチン処理する前

(図25　A, B, C)と比較して,形態の変化は認められなかった(図25　D,

E, F).また,レクチン非処理細胞は, Trypsin-EDTAを添加してPBSで洗浄し

た後,プラスチック表面上より完全に剥離したが(図25　G),レクチン処理

細胞は,形態は丸くなるが,プラスチック表面上より剥がれることはなかった

(図25　H, I).さらに,この状態の細胞に)%FBS含有α-MEMを加えて

28時間培養を続けたところ,レクチン処理細胞の形態が回復した(図26　E,

p).

3.細胞移動

レクチン処理により, MSCが担体に強固に付着して細胞移動能が低下する

可能性が考えられた.しかし,レクチン処理細胞も,対照とほぼ同様に移動し

た(図27).

4.軟骨分化(invitro)

レクチン処理したペレットも,対照と同様に軟骨化した(図28).

5.軟骨分化(invivo)

移植後4週間では,欠損部は完全に修復していなかったが,細胞・担体複合

体を移植したものは,組織の修復が良好であった(図29).ただし　MSC (細

胞)とConAの影響は検出できなかった.
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6.骨分化

レクチン処理したMSCは,骨誘導培地中で対照と同程度に石灰化した(図

31).カルシウムの沈着量もほぼ同等であった.

Ⅳ.考察

これまでの報告から, ConAは高濃度において細胞毒性を示す[35].しかし

本研究で検討した濃度範囲では細胞為害性は認められなかった.つまり,細胞

接着力強化作用が得られる濃度や処理時間では,細胞に為害性を及ぼさなかっ

た.一般にレクチンは低濃度と高濃度では,異なる作用を与える.また, Yan

らの報告によるとConA処理により軟骨細胞の分化・石灰化を誘導することが

わかっており[28-32], WlodarskiらによってPHAは,骨髄移植部における骨

形成を増加させることが報告されている[33, 34].さらに記述はしなかったが,

レクチン処理の仕方によっては骨分化を促進するというデータを少なからず得

ていることから,条件を整えればレクチンによる軟骨・骨分化促進作用が期待

できる.
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Trypsin-EDTAを取り除いた後

5時間後 28時間後

図26　Trypsin-EDTA処理後の細胞形態の回復及び増殖

位相差顕微鏡写真(MSC)
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図27　位相差顕微鏡写真(MSC)

培養後0, 36, 96時間のみの状態を示す　Bar=500nm

None ConA

図28　軟骨誘導組織切片像トルイジンブルー染色　Bar=lOO^m
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第3章　接着力強化の機構の解明

I.緒言

レクチンによる接着力強化の機構は不明だが,以下の仮説が考えられる.

仮説1.プロテアーゼ阻害剤として作用する

レクチンがプロテアーゼに直接結合あるいは凝集させることで,酵素の機能

を阻害する.またはレクチンが,細胞接着分子のプロテアーゼによる切断部位

に競合して接着することで,プロテアーゼから保護する役割を果たす可能性が

ある.

仮説2.特異的な糖を認識して細胞と結合し接着力を強化する

レクチンは糖結合性タンパク質であるが,レクチン処理によって得られる接

着力強化効果は,特異的な糖タンパクを認識し結合することで起こる現象であ

る可能性がある.

仮説3.細胞表面上にレクチンが存続することで接着力を強化する

レクチンが,細胞表面の特異的な糖を認識して結合しているならば,レクチ

ンが細胞表面上に存在し続けることが,細胞接着力強化に必要である可能性が

ある.
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仮説4.細胞骨格のリモデリングを促進して,あるいは新たな接着分子を誘導

して接着力を強化する

細胞接着は増殖や分化,生存にも影響することが明らかになりつつあり[2,3],

細胞表面上で細胞接着性タンパク質が多数結合してクラスター化した接着斑を

起点に,細胞質内で複雑なシグナリング経路が活性化される.また接着斑の裏

側に細胞骨格分子が結合して細胞接着構造を細胞内から支えている.これによ

って細胞構造の維持や細胞運動を可能にしている[7, 9, 15, 25, 81] (図32).

細胞の増殖や分化、生存などの方向性も細胞接着によって影響を受けている

●基質上の細胞接着分子
(ブイプロネクチンなど)

図32　細胞接着過程と接着斑を構成するタンパク
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また細胞膜上では,接着性タンパク質などの糖タンパク質だけではなく,マ

イクロドメインまたはラフトと呼ばれる糖脂質やコレステロールがクラスター

化したものが局在している[13, 14, 20-24].マイクロドメインには,糖タンパ

ク質が集合したものも存在し,これらマイクロドメインを介して,膜タンパク

質の機能の支持や,細胞内シグナル伝達,細胞接着,増殖,分化への関与が報

告されている.このようなクラスター化が,細胞の生理活性の発現に関わって

いる[2,3,9,10,15-19,25] (図33).

塘タンJてク賃やスフィンゴ糖脂質は、集合体(クラスター)を形成することにより、
高い認識力をもちうるというrクラスター効果」を生み、細胞接着から、細胞内シグナル伝達に関わり、
細胞制御に重要な役割を果たしている.

図33　細胞表面におけるスフィンゴ糖脂質と糖タンパク質の分布状態
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レクチンを細胞に添加すると,レクチンは細胞表面レセプターに均等に結合

し,数分のうちに凝集してパッチを形成することがわかっている[26].このパ

ッチが,マイクロドメインや接着斑を形成する糖鎖を持った分子に結合してで

きたクラスターである可能性は高い.またこのパッチ形成後に細胞骨格である

マイクロフィラメントと結びつき,細胞の一方に集まる「キャップ形成」とい

う現象が起こり,接着力が増大する可能性がある. (図34)また,レクチンが

細胞表面に付着することで,何らかのシグナルが生じるとタンパク合成を誘導

し接着分子の産生を導く可能性がある.

レクチン添加

Uを

E]一回- ・・z・ォl-・・S-サJ-

拡散　　　　　バッチ形成
■葛　国
キャップ形成　エンドサイトーシス

か培養液中への遊離

図34　細胞表面におけるレクチンレセプターの挙動

本節では上記の4つの仮説を検証した.

Ⅱ.材料ならびに方法

仮説1.の検討

細胞にレクチン処理を行ってからTrypsin-EDTAを添加したものと,はじめ

にレクチン処理を行わないで直接Trypsin-EDTAにレクチンを混合した溶液を

添加したものについて,細胞残存率を求めた.
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仮説2.の検討

90%　コンフルエントまで培養したrabbit MSC　に40mM methyl a-D一

mannopyranoside (MeMan) (SIGMA)を添加直後に20^g/ml ConAあるいは

10ng/mlPHA-Eを加えて20分間処理し, PBSで余剰なレクチンを洗浄した後,

Trypsin-EDTAで15分間処置し,剥離した細胞数を計測した.

仮説3.の検討

1) MeMan添加後の細胞表面上の残存ConA量の定量

96穴カルチャープレートにて, 90%コンフルエントまで培養したrabbitMSC

にIOjxg/ml biotin-labeled ConAを加えて20分間インキュベ-トした後, PBSで

余剰なレクチンを洗浄し1% FBS含有α-MEMおよび40mM MeManを添加

した1% FBS含有α-MEMにて培養した.レクチン処理後0-6時間の間で培

養液を抜きPBSで洗浄後, 50mlの0.5mU/nl Streptavidin含有　PBS (β-

Galactosidase標識)にて37℃で10分間インキュベ-トした. PBSにて洗浄後,

1.33mg/ml ONPG含有2mM MgCk,およびIOOmM β-mercaptoethanol含有

200mM sodium phosphate bufferを50|Al, PBSを50^1加えて, 37℃で30分間

インキュベ-トした.その後1M sodiumcarbonateを150t↓l加えて反応を止め,

Multiwell Spectrophotometerにて吸光度を測定した.測定後,カルチャープレー

トと細胞表面上に付着したストレプトアピジンによる発色分は補正した.

2) MeMan添加後のTrypsin-EDTA耐性効果の評価

90%コンフルエントまで培養したrabbit MSCに20[xg/ml ConAで20分間処

理した後, PBSで余剰なレクチンを洗浄し1% FBS含有α-MEM培地に,

40mM MeManを添加して培養した.レクチン処理後0-6時間の間でTrypsin-

EDTAで15分間処置し,剥離した細胞数を計測した.
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仮説4.の検討

1)細胞骨格形成阻害剤およびタンパク合成阻害剤の影響の評価

MSCをマイクロフィラメントの形成阻害剤(lO^g/ml cytochalasin B (Sigma))

あるいは微小管(microtuble)の重合阻害剤(10[xM colchicine (Sigma))を含有す

る)%FBS含有α-MEM培地中で[82], 24時間インキュベ-ト後レクチン処

理を行い　Trypsin-EDTAで15分間処置し,剥離した細胞数を計測した.

同様にタンバク合成阻害剤(10[xg/ml cycloheximide (Sigma))で3.5時間前処

理した後レクチン処理を行い, Trypsin-EDTAで15分間処置し,剥離した細胞

数を計測した.

2)接着斑形成及びアクチン線経の走行の観察方法

チャンバーカバーガラス上に細胞を播種し20分間レクチン処理を行った後,

pBSで洗浄, 4%ホルムアルデヒド含有pBSで10分間固定し　0.25% triton

X-100含有pBSで10分間処理し1% BSA含有pBSにて37℃で30分間

ブロッキングを行った.その後, 2units/ml rhodamine phalloidin含有pBSにて

37℃で30分間アクチン線経を染色し,さらに一次抗体として1 :400希釈

monoclonal anti-human vinculin clone hVIN-1 mouse ascites且uid (SIGMA),二次抗

体として1 : 100希釈ウサギanti-mouse IgG (Whole molecule) FITC conjugate IgG

(SIGMA)含有pBSにてそれぞれ37℃で30分間処理し,ビンキュリンを染色

したものをConforcal Laser Scanning Microscopeにて,アクチン(ローダミン)

は543nmの励起光で観察し,ビンキュリン(HTC)は488nmのアルゴンレー

ザーで励起させ観察した.

3)レクチン処理によるTrypsin-EDTA処置後の細胞形態の観察

ハイドロキシアパタイト上に細胞を播種し20分間レクチン処理を行った後,

Trypsin-EDTAで15分間インキュベ-トした.その後, 4%ホルムアルデヒド

含有pBSで10分間固定し　0.25% triton X-100含有pBSで10分間処理,

2units/ml rhodamine phalloidin含有pBSにて37℃で30分間アクチン線経を染

色し, Conforcal Laser Scanning Microscopeにて観察した.
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Ⅲ.結果

1.プロテアーゼ阻害剤として作用する可能性について

レクチン前処理したMSCは,ここまでの結果通り,耐プロテアーゼ能を得

た.しかしレクチン処理を行わず　Trypsin-EDTAにレクチンを混合した溶液を

添加した場合,細胞は完全に剥離した(表2).

2.特異的な糖を認識して細胞と結合するか否かについて

PHA-Eのハブテン糖は　bisecting N-acetyl-D-glucosamineであるため[83],

MeManを添加してもPHA-EのTrypsin-EDTA耐性効果は依然として存続した(図

しかしConAのTrypsin-EDTA耐性誘導作用は, MeManの添加によって

消失した.

3.細胞表面上にレクチンが存続する必要性について

細胞・担体複合体に接着したConAは, MeManを添加しない場合,細胞表面

上から徐々に消失するのに対し, MeManを添加した場合には60分後に,ほぼ

除去された(図36　左軸).一方, MeManを添加しない場合, Trypsin-EDTA

耐性効果は経時的に減少するが, 6時間後でも約60%の細胞残存率を維持した

(図36　右軸).しかし, MeManを添加した場合は,添加後60分後より

Trypsin-EDTA耐性効果は消失した.このConAの残存率と細胞残存率には,有

意な相関関係があった(図白7).

4.細胞骨格のリモデリングを促進して,あるいは新たな接着分子を誘導して

いるか否かについて

細胞骨格形成阻害剤やタンパク合成阻害剤では,レクチンのTrypsin-EDTA
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耐性誘導作用を阻害しなかった(表3).

また,レクチン処理後の接着斑形成の様子をビンキュリンのクラスター化に

て観察し,さらにアクチン線経の走行を観察したが,--変化は観察されなかった

(図38).さらに,レクチン処理した細胞の, Trypsin-EDTA処置後の細胞形態

を観察すると形態が球状に近づいているものの,細い細胞突起が放射線状に広

がっていた(図39).一方　Trypsin-EDTA処理したレクチン非処理細胞は細胞

突起が消失していた.

Ⅳ.考察

4つの仮説を検討した結果,レクチンはプロテアーゼ活性を直接阻害しない

こと.レクチンによる細胞接着力強化作用は,レクチンが特異的な糖を認識し

結合することで起こること.また,細胞表面上より　ConAが取り除かれたこと

で細胞接着力強化効果が速やかに低下することから,この効果は細胞表面上に

レクチンが存在することが必要であることが示唆された.そしてレクチン添加

によるキャップ形成や新たなタンパク合成は数時間を必要とするのに対し,今

回の細胞接着力強化は,レクチンの約20分間という短時間での処理により得

られたことから,また接着斑形成状態とアクチン線経の走行状態からみても,

細胞接着力強化は,細胞骨格のリモデリングまたは新たなタンパク合成を介し

ていないことが示唆された.しかし,レクチンの細胞表面への付着により,シ

グナル伝達系が活性化される可能性や,細胞接着力強化へのパッチ形成の役割

については未だ不明である.

今回得られた結果より,レクチンそのものが特異的な糖を認識し,細胞表面

上に存在することによって,接着力強化作用をもたらしたことから,この効果

は,レクチンが細胞膜上の糖タンパクあるいは糖脂質と結合してマイク臼ドメ

イン内での糖タンパク/糖脂質のクラスター化を介して,細胞と担体の強固な

接着を引き起こすのではないかと考えられる.
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表2　レクチンのTrypsin-EDTAに対する影響(MSC培養系)

レ(20min)理Trypsin-EDTA

(15min)処理細胞残存率(%)

None Trypsin-EDTA only

None ConA + Trypsin-EDTA

None PHA-E + Trypsin-EDTA

ConA Trypsin-EDTA only

PHA-E Trypsin-EDTA only

京80
ヽ

箆60
班
雲
思40

None ConA PHA-E

図35　ConAのハブテン糖添加によるTrypsin-EDTA耐性効果に与える影響

(MSC培養系)

**は, MeManを添加しないConAの細胞残存率との間に有意差(p<0.01)が

認められたものを示す.
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図36　ConAの残存とTrypsin-EDTA耐性効果の関係(MSC培養系)

**は, MeManを添加しないConAの残存率,あるいは細胞残存率との間に

有意差(p<0.01)が認められたものを示す.
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図37　ConAの残存率とTrypsin-EDTA処理後の細胞残存率との相関
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表3　タンパク合成阻害剤及びキャップ形成阻害剤の

レクチン処理によるTrypsin-EDTA耐性効果への影響(MSC培養系)

細胞残存率(%)
None ConA PHA-E

Cytochalasin B
85 ±4　　　　90 ±2

+　　　13 ±7　　　　94 ±1　　　95 ±1

C°Ichicine
0　　　　　　85 ±4　　　　90 ±2

+　　　10 ±15　　　78 ±2　　　　91 ±3

Cycloheximide
0　　　　　　89 ±2　　　　89 ±3

92 ±2　　　　89 ±5
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図38　レクチン処理による接着斑形成及びアクチン線経の走行

共焦点レーザー顕微鏡写真(MSC)

ピンキュリンは緑色,アクチンは赤色

Bar = lOO^im

図39　レクチン処理によるTrypsin-EDTA処置後の細胞形態

共焦点レーザー顕微鏡写真(MSC)

事拡Bar= 250[xm,強拡Bar= 50トLm,
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第4章　臨床応用について

I.レクチンの使用法と臨床応用について

1.レクチンの使用法

担体に細胞を付着促進させる目的でレクチンを使用する際は,細胞懸濁液中

にレクチンを直接添加すると,細胞同士がお互いに結合しあって凝集し

(aggregation),担体への付着が逆に阻害される[82].従って,レクチンの有効な

使用法としては,

①担体をレクチンで前処理することにより,細胞の初期付着・伸展を促進し,

かつ細胞の接着力を強化させる.

②担体へ細胞を接着させ,必要に応じて増殖・分化させた後,細胞に対して

レクチンを添加することにより,接着力を強化させる.

という2種類の使用法が考えられる.

2.臨床応用の可能性

現在,失われた生体機能を補うあるいは回復させるために,医科と歯科にお

いて,人工材料であるインプラントを用いた医療が行われている.チタンなど

の金属を用いた人工関節に対しても[36-43, 84],レクチンの応用が期待できる.

特に歯科用インプラントに限って述べれば,メーカー独自の形態にもよるが,

既存のスクリュータイプのインプラントやシリンダータイプ,また抜歯膚に直

接埋入するタイプのインプラント法においては,インプラント体と抜歯窟(哩

人膚)との間にかなりの隙間がある.従って表面に細胞を付着させレクチン処

理したインプラントの移植は,隙間を埋めより早いオッセオインテグレーショ

ンを得るために有効と考えられる.また,チタンインプラント体表面にハイド

ロキシアパタイトをコーティングしているものにもレクチンの応用が可能であ

る.またハイドロキシアパタイトビーズやβ-TCPなどの骨補填剤にレクチン処

理を施しMSCを接着させた細胞・担体複合体を用い.て,骨の欠損部位を埋め

ることや,インプラントを移植する際に不足した骨欠損部位,あるいはサイナ

スリフト(上顎洞底挙上術)などにこれらを使用することが考えられる.
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Ⅱ.レクチンの生体に与える影響(生物活性)について

レクチン自体が生体に与える影響はいくつか報告されている[27, 64, 65].レ

クチンは動物の畢血球を凝集することから発見されたタンパク質であることか

らも,細胞凝集反応を起こす.これによりいくつかの弊害が考えれる.ただし,

ConAに関しては,-イヌ,ネコ,ラットなどの比較的下等な動物の赤血球は凝

集させるが,ヒトやウシの赤血球に対しては凝集させない[85, 86].またレク

チンはリンパ球のマイトジェンとしてよく知られている.またレクチンが存在

する場合,細胞障害性Tリンパ球は抗原性に無関係に細胞を攻撃対象とする(レ

クチン依存性細胞障害作用).さらに, ConAとWGAはインスリンレセプター

に結合できるため,インスリンの生物活性を模倣する.このため生体のホルモ

ンバランスを変えてしまう可能性がある.一方,今回用いた植物レクチンはマ

メ科のレクチンであり,当然食物として経口摂取される.経口摂取されたレク

チンが腸粘膜表面に付着することにより,栄養吸収を阻害したり,弱いアレル

ギーなどを起こすことがある.しかし,これらの障害は大量に経口摂取した場

合のみに認められ,逆に少量の摂取の場合には,消化吸収を促進し,免疫系な

どに良い影響を与え,全体の代謝に有利な結果をもたらす.今回のレクチン作

用を臨床に応用するには,レクチンを生体に直接添加する方法は避けたい.ま

たレクチンは, 10-20^g/mlと低濃度を用いる.さらにレクチン処理した後,

細胞に付着しなかった余剰なレクチンは除去するため,実際に細胞表面に残存

している量はごくわずかであり,上述した生体に与える影響は少ないと考えら

れる.
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第5章　総括

再生医療を行うにあたって,細胞の担体への付着や移植の段階において,細

胞と担体との強固な接着を確立する・ことが必要である.そこで本研究では,炎

症部位を想定してプロテアーゼ存在下,あるいはメカニカルストレス下で, MSC

の担体(生体材料)への接着力を強化する方法を検討して,以下の結果を得た.

1. ConAあるいはPHA-Eを添加したMSCは　trypsin, dispase, pronase Eなど

のプロテアーゼおよびメカニカルストレスに対して抵抗性を示した.一方

フイブロネクチンとI型コラーゲンは,プロテアーゼ存在下で細胞接着力

強化作用を示さなかった.

2.レクチンのプロテアーゼ/メカニカルストレスに対する耐性誘導作用は, MSC

だけではなく,骨芽細胞や軟骨細胞を含む検討した全ての細胞で観察され

た.

3. ConAとPHA-Eは,チタン,ハイドロキシアパタイト, PLGAなどの担体

への細胞接着を強化するのにも有効であった.

4. ConAとPHA-Eは,細胞の初期付着・伸展を促進させ,縦置き担体の壁面

への均一な細胞付着を得るのに有効であった.

5. ConAとPHA-Eの作用は,過剰なレクチンを洗浄した後も, 18-34時間持

続したが,細胞増殖,細胞形態,細胞運動には影響せず,軟骨・骨分化に

対しても阻害しなかった.

6. ConAとPHA-Eの細胞接着力強化作用は,新規のタンパク合成や細胞骨格

のリモデリングを必要としなかった.またConAは特異的な糖を認識して細

胞表面に存続することが接着力強化に必須であった.

以上,強固な細胞・担体複合体を作製するために,レクチンは有効な処理方

法であることが判明した.従って細胞治療(再生医療)や組織工学にこのレク
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チンの新しい作用が有用であると考えられる.さらに,本研究結果は,細胞接

着機構を理解するためにも役立つと期待される.
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