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概    要  

造血幹細胞(HSC)の増幅を目的に，HSC を支持する間葉系幹細胞(MSC)に着目し，エレクトロスピニン

グ法を用いて作製したナノファイバー基材により造血幹細胞のニッチを構築することを試みた。生体内

の骨髄造血環境を模倣した高い配向性を有するナノファイバーから成る培養基材上で MSC を培養し，

これを積層化し，ここで HSC と MSC を共培養することで三次元培養環境の構築を目指し，HSC の効

率的な増幅を検討した。その結果，通常のディッシュでの共培養と比較して，3 層に積層したファイバ

ー基材上では約 2 倍の細胞密度での培養が可能となった。また、CFU アッセイにより，通常のディッ

シュでの共培養と比較して，積層化ファイバー基材上で共培養を行った HSC のほうが多分化能を多く

の細胞が有していることを見出した。 
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本課題では，エレクトロスピニング法で作製し

たナノファイバー上に，間葉系幹細胞を多層に重

層したバイオハイブリッド材料を構築することで，

間葉系幹細胞の高密度３次元培養を可能とする材

料を開発する。ナノファイバー基材に細胞外マト

リクス類似の幾何学的異方性をもたせることで，

細胞分化を促進させる効果がもたらされると期待

される。この材料が実現されれば，従来型のハイ

ドロゲル等では構築するのが困難だった配向性を

有し，厚みのある組織（骨髄様組織，血管組織，

真皮組織等）を，効率よく作製することができる。

これにより，安全，安価，高効率な幹細胞の培養

技術が確立し，有用物産生に向けた培養システム

の実現につながり，幹細胞を用いた再生医療に大

きく貢献すると期待される。本稿では，とくに造

血幹細胞(HSC)に着目し，実施した結果について報

告する。 
白血病などの難治性の血液疾患では，HSC 移植

が普及しつつある。HSC 移植とは，患者の血液細

胞をドナー由来のものに置き換える治療法である。

HSC は血液細胞への多分化能を有しており，骨髄

や臍帯血中に存在する。骨髄由来 HSC はこれまで

HSC 移植で広く使用されてきたが，骨髄由来の

HSC は患者に適合するドナーが少なく，マッチン

グの面で課題がある。また，ドナーからの採取に

リスクがある点も課題である。そこで，近年，臍

帯血由来の HSC が注目されている。臍帯血由来

HSC 移植では白血球抗原型を骨髄移植の場合ほど

厳密に合わさずとも拒絶反応が起きにくいことが

知られており，移植に用いるメリットは大きい。

しかし，一度に採取される臍帯血の量は限られて

おり，得られる臍帯血由来 HSC の数が少ない点が

課題である。そのため，臍帯血由来 HSC を未成熟

のまま効率よく増幅培養技術が求められている。

これまでにも in vitro での HSC の培養法としては，

間葉系幹細胞(MSC)を支持細胞とする共培養系が

報告されているが，平面上での培養のため，培養

効率は低い。 
そこで本研究では，ナノファイバー基材を用い

て作製したハイブリッド材料で，HSC の高効率培

養を試みた。まず，HSC を支持する MSC に着目

し，ナノファイバーを使って MSC 分化方向を人工

材料の幾何学により制御し，造血幹細胞のニッチ

を構築することを試みた。次に，生体内の骨髄造

血環境を模倣したナノファイバーから成る培養基

材を，エレクトロスピニング法を用いて作製し，

積層化することで，HSC と MSC を高密度で培養

し，HSC の効率的な増幅を検討した。 

 
 
【実験方法】＜ナノファイバー基材の作製＞エレ

クトロスピニング法を用いて 12.5%ポリウレタン

溶液からナノファイバーをアクリル基板上に作製

した。作製したナノファイバー基材の配向性はコ

レクタ回転速度を変えることで制御した。 
＜細胞培養＞ナノファイバー基材に酸素プラズマ

処理を施したのち，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞

(MSC)を播種し，1 週間培養した。これを 3 枚積層
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し，各層間にヒト臍帯血由来 CD34+細胞を播種し

共培養を行った(Fig. 1)。共培養開始から 1 週間後

に細胞をすべて回収し，HSC の増殖と分化をフロ

ーサイトメトリーで，HSC の多分化能をコロニー

アッセイにより評価した。 

【結果および考察】 
ポリウレタンを用いて高い配向性を有するナノ

ファイバー足場材料を作成できた。三次元環境で

の HSC と MSC の共培養の結果について示す。

Control としてこれまでの共培養方法である dish
上に MSC を同様に培養し，その後，HSC を播種

し共培養を行った。増殖した細胞の FACS 解析結

果を Fig. 3 に示す。通常のディッシュでの共培養

での細胞密度に比して，3 層に積層した配向ファイ

バー上では，2 倍以上の高密度で培養できた。今回

の実験では積層数が 3 枚であり，MSC に挟まれた

HSC の培養場所は 2 か所あった。したがって，各

層間では平面培養以上の効率で培養されたことを

示す。得られた細胞集団は未分化な HSC である

CD34+ CD38-細胞分画を豊富に含んでいることか

ら，ファイバーを用いることで造血幹細胞を効率

的かつ高密度に増幅できたと言える。コロニーア

ッセイより平面培養上よりファイバー基材上で共

培養を行ったHSCのほうが多分化能を多くの細胞

が増幅されたことが分かった。 
現在臨床で行われているHSC移植には少なくと

も 1.7 × 107 cells/kg の CD34+細胞が必要である

と言われている。この細胞数を効率よく増幅する

め，さらに，ファイバー基材を多くの枚数で積層

化させ，効率化をすすめる必要がある。 
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