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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物細胞培養用基本培地と、哺乳動物の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導剤と
、内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターに対するリガンドと、セレンとを
含み、無血清であり、前記分化誘導剤がβ－グリセロリン酸、デキサメタゾン及びビタミ
ンＣを同時に含むものであり、グルタミン酸をさらに含む、哺乳動物の間葉系幹細胞から
骨細胞への分化誘導培地。
【請求項２】
　内皮細胞分化遺伝子ファミリーレセプターに対する前記リガンドの培地中の濃度が０．
０１μＭ～５０μＭ、セレン濃度が１ｎＭ～1μＭである請求項１記載の培地。
【請求項３】
　内皮細胞分化遺伝子ファミリーレセプターに対する前記リガンドがリゾホスファチジン
酸（ＬＰＡ）及びその塩、スフィンゴシン１リン酸（Ｓ１Ｐ）並びに内皮細胞分化遺伝子
（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターのアゴニストから成る群より選択される少なくとも１種
である請求項１又は２記載の培地。
【請求項４】
　メラトニン、ビタミンＡ、ビタミンＤ、ビタミンＫおよび亜鉛から選択される少なくと
も1種をさらに含む請求項１ないし３のいずれか１項に記載の培地。
【請求項５】
　前記基本培地が、ＤＭＥＭ、ＭＥＭα、ＭＥＭ、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２、ＲＰＭＩ－１



(2) JP 5663841 B2 2015.2.4

10

20

30

40

50

６４０、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｗｉｌｌｉａｍｓ培地Ｅ、ＭＣＤＢ培地、１９９培地、Ｆｉ
ｓｈｅｒ培地、Ｉｓｃｏｖｅ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ）、ＭｃＣｏｙ改変培地から
成る群より選ばれる請求項１ないし４のいずれか１項に記載の培地。
【請求項６】
　内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターに対するリガンドと、セレンとを
含む、哺乳動物の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導培地添加剤。
【請求項７】
　間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導剤をさらに含み、該分化誘導剤がβ－グリセロリ
ン酸、デキサメタゾン及びビタミンＣを同時に含むものである、請求項７記載の添加剤。
【請求項８】
　水又は基本培地に溶解することにより請求項１ないし５のいずれか１項に記載の培地を
与える組成を有する請求項６又は７記載の添加剤。
【請求項９】
　請求項１ないし５のいずれか１項に記載の培地中で、骨細胞へ分化し得る間葉系幹細胞
を培養することを含む、間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、無血清培地条件下で哺乳類の体性幹細胞又は骨芽細胞から骨細胞へ分化誘導
する培地組成および方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトの体性幹細胞等を清潔な環境下の培養室などで培養し、これをヒトの体に移植する
ことによって、損傷部位の再生や病気の治療をする再生医療や細胞移植等の研究開発が始
まり、実用化も始まっている。
【０００３】
　治療に用いられるヒト体性幹細胞の維持培養および分化細胞（例えば、骨細胞、脂肪細
胞、心筋細胞等）への誘導には、通常、動物血清（例えば、ウシ胎児血清、ヒト血清など
）が用いられている。しかし、動物血清は、成分構成が完全にわかっていないことに加え
、未知のウイルスやプリオン病への感染の危険性が知られている。
【０００４】
　さらに、動物血清の起源や製品ロットにより培養細胞の増殖性や分化誘導能力等の性能
が異なることが知られている。そのため、高濃度の動物血清を含んだ培地での維持培養お
よび分化誘導細胞の品質を一定にすることが難しいという問題点がある。
【０００５】
　そして、未知のウイルスやプリオン病への感染の危険性を回避するために、動物血清の
代わりに細胞移植を必要とする患者自身の血清を使用して、体性幹細胞の増殖培養および
目的の組織細胞への分化誘導が行われている。しかし、患者の血清を用いる場合、患者か
ら比較的、多量の血液を採取しなければならないことから、患者の身体的な負担が大きい
という問題がある。
【０００６】
　近年、動物血清の起源やロットの影響を可能な限り低減する手段として、使用する血清
量を抑えた培地での分化誘導方法が報告されている。例えば、血清添加量を減らして間葉
系幹細胞から骨細胞へ分化誘導する方法（非特許文献１）が報告されている。そして、特
許文献１では、ヒト血清を含んだ培地でヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を培養する発明であ
り、培養したヒト骨髄由来間葉系幹細胞をヒト血清が含まれた分化誘導培地で骨組織へ誘
導する実施例を挙げている。
【０００７】
　従来から行われている間葉系幹細胞から骨細胞へ分化誘導する方法は、β－グリセロリ
ン酸、デキサメタゾン、ビタミンＣおよび１０％の動物血清を添加している（非特許文献
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２）。
【０００８】
　また、特許文献２では、リゾリン脂質受容体、すなわち内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）
ファミリーのリガンド、例えばリゾホスファチジン酸（ＬＰＡ）、スフィンゴシン１リン
酸（Ｓ１Ｐ）などを含む、ヒト胚性幹（ＥＳ）細胞を培養するための無血清培地が開示さ
れている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００６－５５１０６号
【特許文献２】特表２００６－５０５２４８号
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】ＢＭＣ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ. ２００８ Ｆｅｂ ２６；９：２６
【非特許文献２】Ｊ. Ｃｅｌｌ. Ｂｉｏｃｈｅｍ. Ｖｏｌ.６４, ２９５－３１２（１９
９７）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、無血清培地条件下で哺乳類の間葉系幹細胞から骨細胞の特徴を持った細胞へ
分化誘導する分化誘導培地、添加剤および方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本願発明者は、鋭意研究の結果、従来から哺乳類の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘
導に添加されている誘導剤の他に、内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプター
に対するリガンドであるリゾホスファチジン酸、微量元素であるセレンを添加した無血清
培地で、効果的に哺乳類の間葉系幹細胞から骨細胞へ分化させることができることを見出
した。さらに、この無血清培地に、間葉系幹細胞から骨細胞への分化に関与するメラトニ
ン、ビタミンＤ、ビタミンＡ、ビタミンＫおよび亜鉛を添加することも可能であることを
見出し、本発明を完成した。
【００１３】
　すなわち、本発明は、哺乳動物細胞培養用基本培地と、哺乳動物の間葉系幹細胞から骨
細胞への分化誘導剤と、内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターに対するリ
ガンドと、セレンとを含み、無血清であり、前記分化誘導剤がβ－グリセロリン酸、デキ
サメタゾン及びビタミンＣを同時に含むものであり、グルタミン酸をさらに含む、哺乳動
物の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導培地を提供する。また、本発明は、内皮細胞分
化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターに対するリガンドと、セレンとを含む、哺乳動
物の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導培地添加剤を提供する。さらに、本発明は、上
記本発明の培地中で、骨細胞へ分化し得る間葉系幹細胞を培養することを含む、間葉系幹
細胞から骨細胞への分化誘導方法を提供する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の培地および培地添加剤は、哺乳類の体性幹細胞から骨細胞への分化誘導する際
に従来の分化誘導培地に添加されていた動物血清を用いない条件下、すなわち、無血清条
件下で哺乳類の体性幹細胞から効率的に骨細胞へ分化誘導させることを可能にする。さら
に、血清を用いることにより発生していた問題（血清の起源、ロットによる分化誘導への
影響、未知・既知の感染性病原体の混入など）を解決することができる。その結果、安定
した品質の骨細胞を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
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【図１】実施例１、比較例１～３で得られた各培地で、２１日間、ヒト骨髄由来間葉系幹
細胞から骨細胞へ分化誘導した細胞をアリザリンレッドＳで染色した図である。
【図２】実施例１、比較例１～３で得られた各培地中で７～２１日間、ヒト骨髄由来間葉
系幹細胞から骨細胞へ分化誘導した細胞のＡＬＰ活性の変化を示したグラフである。
【図３】実施例１、比較例１～３で得られた各培地中で７～２１日間、ヒト骨髄由来間葉
系幹細胞から骨細胞へ分化誘導した細胞のＡＬＰのｍＲＮＡ発現変化を示したグラフであ
る。
【図４】実施例２、比較例４～６で得られた各培地で、１４日間、ヒト骨髄由来間葉系幹
細胞から骨細胞へ分化誘導した細胞をアリザリンレッドＳで染色した図である。
【図５】実施例３、比較例７～９で得られた各培地で、１４日間、ヒト骨芽細胞から骨細
胞へ分化誘導した細胞をアリザリンレッドＳで染色した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明において、「体性幹細胞」とは、骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞、皮膚細胞、神
経細胞、筋肉細胞、血液系細胞、繊維芽細胞、肝臓細胞など生体内の各器官を形成する１
種類以上の組織細胞に分化転換することができる細胞である。そして、「体性幹細胞」は
、何種類かの異なった機能を持つ細胞に分化する能力を有する幹細胞および前駆細胞のう
ち、胚性幹細胞を除く細胞であり、誘導多機能幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、神経
幹細胞、皮膚幹細胞、肝幹細胞、膵幹細胞などを含む。
【００１７】
　本発明の培地中で分化誘導可能な細胞としては、哺乳類の骨細胞へ分化可能な間葉系幹
細胞であれば何ら限定されず、好ましい例として、骨髄由来間葉系間幹細胞、脂肪組織由
来幹細胞等の間葉系幹細胞を挙げることができるがこれらに限定されるものではない。
【００１８】
　本発明の培地には、内皮細胞分化遺伝子（Ｅｄｇ）ファミリーレセプターに対するリガ
ンドが必須成分として含まれる。ここで、Ｅｄｇファミリーレセプターは、その遺伝子配
列の相同性が高いＧタンパク質共役型のレセプターの一群であり、現在までにヒト、マウ
ス、ヒツジなどの哺乳類でＥｄｇ－１からＥｄｇ－８までが同定されている。これらのう
ち、Ｅｄｇ－２、Ｅｄｇ－４及びＥｄｇ－７はＬＰＡレセプターとして機能し、Ｅｄｇ－
１、Ｅｄｇ－３、Ｅｄｇ－５、Ｅｄｇ－６及びＥｄｇ－８はＳ１Ｐレセプターとして機能
することが知られている。また、「レセプターに対するリガンド」とは、該レセプターと
特異的に結合する物質であり、生体内に存在する天然のリガンドのみならず、アゴニスト
やアンタゴニストとして知られる天然又は合成された他の化合物をも包含する。
【００１９】
　Ｅｄｇファミリーレセプターに対するリガンド（以下、便宜的に「Ｅｄｇリガンド」と
呼ぶことがある）としては、リゾホスファチジン酸（ＬＰＡ）およびその塩などのアゴニ
ストからなる群より選択される１又は複数種の化合物が好ましい。
【００２０】
　Ｅｄｇファミリーレセプターに対するアゴニストとは、Ｅｄｇファミリーと結合してＬ
ＰＡ同様に作用する物質であり、例えば、スフィンゴシン１リン酸（Ｓ１Ｐ）、ジヒドロ
スフィンゴシン１リン酸、血小板活性化因子（ＰＡＦ）、スフィンゴシルホスホリルコリ
ン、アルキルＬＰＡアナログ、ＦＴＹ７２０などが挙げられる。
【００２１】
　ＬＰＡとは、下記の一般式（Ｉ）：
Ｒ－Ｏ－ＣＨ２ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２ＰＯ４Ｈ２　　　　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｒは、炭素数１０～３０のアルキル基、炭素数１０～３０のアルケニル基又は炭
素数１０～３０のアシル基である）
で表される化合物である。なお、上記の式（Ｉ）のＲ基についてのアシル基の炭素数は、
カルボニル基の炭素数を含まない。
【００２２】
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　ＬＰＡの塩としては、従来公知の塩を用いることができ、例えばナトリウム塩、カリウ
ム塩などのアルカリ金属塩、アンモニウム塩などが挙げられる。ＬＰＡ又はＬＰＡの塩と
しては、例えば１－オレオイルリゾホスファチジン酸ナトリウム塩、ＬＰＡカリウム塩な
どが挙げられる。
【００２３】
　Ｅｄｇリガンドは、単独で用いることもできるし、２種以上のものを組み合わせて用い
ることもできる。
【００２４】
　本発明の培地には、微量元素であるセレンが含まれる。セレンは、細胞内で発生した過
酸化水素を水と酸素に分解するグルタチオン・ペルオキシダーゼの活性に重要な役割を果
たすことが知られている。
【００２５】
　セレンは、通常、例えばセレン酸、亜セレン酸ナトリウムなどの化合物の形態で培地中
に含まれる。
【００２６】
　このようなセレン含有化合物は、単独で用いることもできるし、２種以上のものを組み
合わせて用いることもできる。
【００２７】
　本発明の培地中のＥｄｇリガンドの濃度は、０．０１μＭ～５０μＭが好ましく、さら
に好ましくは０．１μＭ～１０μＭである。また、セレン濃度は１ｎＭ～1μＭが好まし
く、さらに好ましくは１ｎＭ～５００ｎＭである。
【００２８】
　本発明の培地に、さらに、脂溶性ビタミンであるビタミンＡ、ビタミンＤ、ビタミンＫ
、松果体ホルモンであるメラトニンおよび微量元素である亜鉛から成る群より選ばれる少
なくとも１種を添加することができる。ビタミンＡは、胚性幹細胞から神経系細胞への分
化誘導を制御することが知られている。そして、ビタミンＫは、血液凝固作用および骨へ
のカルシウム定着作用が知られている。そして、メラトニンは、体性幹細胞から脂肪細胞
への分化を抑制する効果および松果体ホルモンとしてサーカディアン・リズムを示し睡眠
に関係していることが知られている。そして、亜鉛は、微量必須元素であり、多くの酵素
の活性に必要な元素であることが知られている。
【００２９】
　ビタミンＡとしては、例えば、レチノイン酸およびその誘導体などが挙げられる。ビタ
ミンＡは、単独で用いることもできるし、２種以上のものを組み合わせて用いることもで
きる。ビタミンＡが培地中に含まれる場合、その濃度は、特に限定されないが、通常、０
．１～１００μＭ程度、好ましくは、１～１０μＭ程度である。
【００３０】
　ビタミンＤとしては、例えばエルゴカルシフェロール、コレカルシフェロール、その誘
導体（例えば７－デヒドロコレステロール等）およびその代謝物（例えば、カルシトリオ
ール等）などが挙げられる。ビタミンＤは、単独で用いることもできるし、２種以上のも
のを組み合わせて用いることもできる。ビタミンＤが培地中に含まれる場合、その濃度は
、特に限定されないが、通常、０．１～５００ｎＭ程度、好ましくは、１～１００ｎＭ程
度である。
【００３１】
　ビタミンＫとしては、例えば、フィロキノン、メナキノン、メナジオンおよびメナジオ
ール二リン酸ナトリウム等が挙げられる。ビタミンＫは、単独で用いることもできるし、
２種以上のものを組み合わせて用いることもできる。ビタミンＫが培地中に含まれる場合
、その濃度は、特に限定されないが、通常、０．１～１００μＭ程度、好ましくは、１～
１０μＭ程度である。
【００３２】
　メラトニンが培地中に含まれる場合、その濃度は、特に限定されないが、通常、０．１
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～１００ｎＭ程度、好ましくは、１～５０ｎＭ程度である。
【００３３】
　亜鉛は、亜鉛化合物の形態で培地に添加することができる。このような亜鉛化合物とし
ては、例えば、塩化亜鉛（ＺｎＣｌ２） 、酸化亜鉛（ＺｎＯ）、硫化亜鉛（ＺｎＳ）お
よび硫酸亜鉛（ＺｎＳＯ４）などの化合物が挙げられる。これらの亜鉛化合物は、単独で
用いることもできるし、２種以上のものを組み合わせて用いることもできる。亜鉛が培地
中に含まれる場合、その濃度は、特に限定されないが、通常、０．１ｎＭ～１００μＭ程
度、好ましくは、１ｎＭ～１０μＭ程度である。
【００３４】
　本発明の培地は、哺乳動物の間葉系幹細胞から骨細胞への分化誘導剤を含む。間葉系幹
細胞から骨細胞への分化誘導剤自体は公知であり、本発明において用いられる分化誘導剤
は、β－グリセロリン酸、デキサメタゾン及びビタミンＣを同時に含むものである。
【００３５】
　ビタミンＣは、水溶性ビタミンとして知られ、アミノ酸の生合成に利用されるほか、副
腎からのホルモンの分泌、脂肪酸をミトコンドリアに運ぶための担体であるL-カルニチン
の合成、結合組織でコラーゲンを生成など、体内で進行するヒドロキシル化反応に重要な
役割を果たすことが知られている。ビタミンＣは、アスコルビン酸若しくはアスコルビン
酸２リン酸又はその塩でよく、これらの混合物でもよい。
【００３６】
　上記分化誘導剤の濃度は、用いる分化誘導剤の種類や細胞の種類等に応じて適宜設定さ
れるが、分化誘導剤がβ－グリセロリン酸、デキサメタゾン及びビタミンＣを同時に含む
ものである場合、β－グリセロリン酸濃度は好ましくは１ｍＭ～１００ｍＭ、さらに好ま
しくは５ｍＭ～５０ｍＭであり、デキサメタゾン濃度は好ましくは１ｎＭ～１μＭ、さら
に好ましくは１０ｎＭ～５００ｎＭであり、ビタミンＣ濃度は好ましくは１０μＭ～１０
ｍＭ、さらに好ましくは２００μＭ～２ｍＭである。
【００３７】
　本発明の培地は、上記した２種類の必須成分および上記分化誘導物質を含むことを除き
、公知の哺乳動物細胞用培地と同様でよい。従って、公知の基本培地に、上記した２種類
の必須成分および従来から骨胞への分化誘導に使用されている分化誘導剤を添加すること
により、本発明の培地を得ることができる。
【００３８】
　本発明の培地に用いることができる、好ましい公知の無血清基本培地としては、イーグ
ル培地のような最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、最
小必須培地α（ＭＥＭ－α）、間葉系細胞基礎培地（ＭＳＣＢＭ）、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１
２及びＦ－１０培地、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地、Ｗｉｌｌｉａｍｓ培地Ｅ、ＲＰＭＩ－１６
４０培地、ＭＣＤＢ培地、１９９培地、Ｆｉｓｈｅｒ培地、Ｉｓｃｏｖｅ改変ダルベッコ
培地（ＩＭＤＭ）、ＭｃＣｏｙ改変培地などが挙げられる。これらの培地は、いずれもこ
の分野において周知の培地である。
【００３９】
　本発明の培地は、さらに、哺乳動物細胞用培地に含ませることが周知である種々の添加
剤を含んでいてもよい。このような周知の添加剤として、アミノ酸類、無機塩類、ビタミ
ン類、及び炭素源や抗生物質等の他の添加剤を挙げることができる。
【００４０】
　アミノ酸類としては、グリシン、Ｌ－アラニン、Ｌ－アルギニン、Ｌ－アスパラギン、
Ｌ－アスパラギン酸、Ｌ－システイン、Ｌ－シスチン、Ｌ－グルタミン酸、Ｌ－グルタミ
ン、Ｌ－ヒスチジン、Ｌ－イソロイシン、Ｌ－ロイシン、Ｌ－リジン、Ｌ－メチオニン、
Ｌ－フェニルアラニン、Ｌ－プロリン、Ｌ－セリン、Ｌ－スレオニン、Ｌ－トリプトファ
ン、Ｌ－チロシン及びＬ－バリンを挙げることができる。
【００４１】
　無機塩類としては、塩化カルシウム、硫酸銅、硝酸鉄（III）、硫酸鉄、塩化マグネシ
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ウム、硫酸マグネシウム、塩化カリウム、炭酸水素ナトリウム、塩化ナトリウム、リン酸
水素二ナトリウム、リン酸二水素ナトリウム及び硫酸亜鉛を挙げることができる。
【００４２】
　ビタミン類としては、コリン、ビタミンＡ、ビタミンＢ１、ビタミンＢ２、ビタミンＢ
３、ビタミンＢ４、ビタミンＢ５、ビタミンＢ６、ビタミンＢ７、ビタミンＢ１２、ビタ
ミンＢ１３、ビタミンＢ１５、ビタミンＢ１７、ビタミンＢｈ、ビタミンＢｔ、ビタミン
Ｂｘ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、ビタミンＦ、ビタミンＫ、ビタミンＭ及びビタミンＰを
挙げることができる。
【００４３】
　これらの添加剤を哺乳動物細胞用の培地に添加すること自体は公知であり、各添加剤の
添加量も公知の培地と同様でよく、また、ルーチンな試験により適宜設定することもでき
る。例えば、アミノ酸類の添加量は、通常、各アミノ酸毎に５ｍｇ／Ｌ～５００ｍｇ／Ｌ
程度、好ましくは１０ｍｇ／Ｌ～４００ｍｇ／Ｌ程度であり、無機塩類の添加量は、通常
、０ｍｇ／Ｌ～１０ｇ／Ｌ程度、好ましくは、０．０１ｍｇ／Ｌ～７ｇ／Ｌ程度であり、
ビタミン類の添加量は、各ビタミン毎に０．０１ｍｇ／Ｌ～５００ｍｇ／Ｌ程度、好まし
くは０．０５ｍｇ／Ｌ～３００ｍｇ／Ｌ程度である。
【００４４】
　他の添加剤としては、（１）繊維芽細胞増殖因子(ＦＧＦ)、内皮細胞増殖因子（ＥＧＦ
）、及び血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）等の増殖因子、（２）ペニシリン、ストレプト
マイシン、ゲンタマイシン及びカナマイシン等の抗生物質、（３）グルコース、ガラクト
ース、フルクトース及びスクロース等の炭素源、（４）マグネシウム、鉄、亜鉛、カルシ
ウム、カリウム、ナトリウム、銅、セレン、コバルト、スズ、モリブデン、ニッケル及び
ケイ素等の微量金属）、（５） ２－メルカプトエタノール、カタラーゼ、スーパーオキ
シドジスムターゼ及びＮ-アセチルシステイン等の抗酸化剤、並びにアデノシン ５‘－一
りん酸、コルチコステロン、エタノールアミン、インスリン、還元型グルタチオン、リポ
酸、ヒポキサンチン、フェノールレッド、プロゲステロン、プトレシン、ピルビン酸、チ
ミジン、トリヨードチロニン、トランスフェリン及びラクトフェリン等の他の添加剤を挙
げることができる。これらの添加剤の添加量も従来と同様でよく、また、各添加剤の目的
に応じ、ルーチンな試験により適宜設定することもできる。通常、０．００１ｍｇ／Ｌ～
５ｇ／Ｌ、特に０．１～３ｇ／Ｌ程度である。
【００４５】
　本発明の培地は、上記した各種添加剤の１種又は複数種を含むことができ、通常、複数
の添加剤を組み合わせて含む。
【００４６】
　なお、これらの他の添加剤のうち、グルタミン酸は、培地に添加した場合に細胞の生存
および骨細胞への分化に効果を発揮すると思われるので、本発明の培地はグルタミン酸を
含む。グルタミン酸の場合、培地中の好ましい濃度は１μＭ～１ｍＭ、さらに好ましくは
２５μＭ～２５０μＭ程度である。
【００４７】
　本発明の培地は、無血清である。
【００４８】
　本発明の培地中での哺乳動物体細胞の培養自体は、従来と同様な方法で行なうことがで
き、通常、３０～３７℃の温度、及び５％ＣＯ２環境下、及び５～２１％Ｏ２環境下で行
なわれる。また、分化誘導に必要な培養時間は、用いる分化誘導剤や細胞の種類等により
適宜設定され、また、細胞の様子を観察しながら適宜選択することができるが、通常、１
０日～３０日程度である。
【００４９】
　本発明は、上記した本発明の培地を構成するための添加剤をも提供する。従って、本発
明の添加剤は、上記したＥｄｇリガンド及びセレンを含む。また、これらにさらに上記分
化誘導剤を含むものであってもよい。さらに、上記した各種添加剤の１種又は複数種を含
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んでいてもよい。さらに、基本培地の成分を含ませ、水に溶解するだけで、本発明の培地
を与えるものとすることもできる。本発明の添加剤は、水又は基本培地に溶解することに
より、上記した本発明の培地を与える組成を有するものが簡便で好ましい。この場合には
、添加剤に含まれる各種成分の配合比率は、培地における各成分の含有量の比率と同じに
なる。なお、基本培地としては、従来から哺乳動物細胞の培養に用いられている、上記し
た各種培地が挙げられる。
【００５０】
　以下、本発明を実施例及び比較例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は
下記実施例に限定されるものではない。なお、各例に記載されている濃度は、培地中の終
濃度である。また、用いたリゾホスファチジン酸（ＬＰＡ）は、いずれも１－オレオイル
リゾホスファチジン酸ナトリウムであり、セレン化合物は、いずれも亜セレン酸ナトリウ
ムであった。
【実施例】
【００５１】
実施例１、比較例１～３　　無血清条件下でのヒト骨髄由来間葉系幹細胞から骨細胞への
分化誘導１
【００５２】
　基本培地（ＤＭＥＭ）に５μＭのリゾホスファチジン酸（ＬＰＡ）、１ｍＭのアスコル
ビン酸２－リン酸および６０ｎＭのセレンを添加して無血清コントロール培地（比較例１
）を製造した。
【００５３】
　ＤＭＥＭに最終濃度が１０ｍＭのβ－グリセロリン酸、１００ｎＭのデキサメダゾン、
２００μＭアスコルビン酸リン酸を添加して、骨細胞分化誘導基本培地（分化基本培地）
を調製した。この骨細胞分化誘導基本培地に５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２
－リン酸、６０ｎＭのセレンおよび９０μＭのグルタミン酸を添加して本発明の無血清分
化培地（実施例１）を製造した。
【００５４】
　ＤＭＥＭおよび分化基本培地のそれぞれに１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳ）を添加して
、従来培地（比較例２）および従来分化培地（比較例３）を製造した。
【００５５】
　ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（株名：正常ヒト間葉系幹細胞（Ｃｒｙｏ ｈＭＳＣ）、入
手先：ＬＯＮＺＡ）を１００００細胞／ｃｍ２の細胞密度となるように１２穴培養プレー
トのウェルに播種し、上記各培地中で、３７℃、５％ＣＯ２で７～２１日間培養すること
により、骨細胞への分化誘導を行った。
【００５６】
　骨細胞の確認は、アリザリンレッドＳ染色により確認した。そして、細胞のアルカリ性
ホスファターゼ（ＡＬＰ）の活性は、ＴＲＡＣＰ＆ＡＬＰ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（タカラ
バイオ社製）により確認した。さらに、ＡＬＰのｍＲＮＡの発現量は、リアルタイムＰＣ
Ｒ法にて確認をした。プライマーは、ＡＬＰ：フォワード（cgtatttctccagacccagagg（配
列番号１））、リバース（ggccttgtcctgaggagaaaga（配列番号２））を使用した。結果を
、図１～図３に示す。
【００５７】
　図１～図３に示されるように、そして、アリザリンレッドＳ染色の結果からも、本発明
の培地中で培養することにより、骨髄由来間葉系幹細胞から骨細胞へ分化したことが確認
され、誘導された骨細胞の割合は、血清を含有する従来分化培地（比較例３）と同程度で
あった。
【００５８】
実施例２、比較例４～９　　無血清条件下でのヒト骨髄由来間葉系幹細胞から骨細胞への
分化誘導２
【００５９】
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　実施例１と同様、基本培地（ＤＭＥＭ）に５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２
－リン酸および１００ｎＭのセレンを添加して無血清コントロール培地Ａ（比較例４）を
製造した。
【００６０】
　実施例１と同様、ＤＭＥＭに最終濃度が１０ｍＭのβ－グリセロリン酸、１００ｎＭの
デキサメダゾン、２００μＭアスコルビン酸２－リン酸を添加して、骨細胞分化誘導基本
培地（分化基本培地）を調製した。この分化基本培地に、実施例１と同様、５μＭのＬＰ
Ａ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン酸、１００ｎＭのセレンおよび９０μＭのグルタミ
ン酸を添加して本発明の無血清分化培地Ａ（実施例２－１）を製造した。
【００６１】
　ＤＭＥＭに５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン酸、１００ｎＭのセレン
、５０ｎＭのコレカルシフェロールおよび５ｎＭのメラトニンを添加して無血清コントロ
ール培地Ｂ（比較例５）、ＤＭＥＭに５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン
酸、１００ｎＭのセレン、５０ｎＭのコレカルシフェロールおよび２．５μＭのビタミン
Ａアセテートを添加して無血清コントロール培地Ｃ（比較例６）、ＤＭＥＭに５μＭのＬ
ＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン酸、１００ｎＭのセレン、５０ｎＭのコレカルシ
フェロールおよび１μＭのビタミンＫ３を添加して無血清コントロール培地Ｄ（比較例７
）を製造した。
【００６２】
　分化基本培地に５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン酸、１００ｎＭのセ
レン、５０ｎＭのコレカルシフェロールおよび５ｎＭのメラトニンを添加して無血清分化
培地Ｂ（実施例２－２）、ＤＭＥＭに５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン
酸、１００ｎＭのセレン、５０ｎＭのコレカルシフェロールおよび２．５μＭのビタミン
Ａアセテートを添加して無血清分化培地Ｃ（実施例２－３）、ＤＭＥＭに５μＭのＬＰＡ
、１ｍＭのアスコルビン酸２－リン酸、１００ｎＭのセレン、５０ｎＭのコレカルシフェ
ロールおよび１μＭのビタミンＫ３を添加して無血清分化培地Ｄ（実施例２－４）を製造
した。
【００６３】
　ＤＭＥＭおよび分化基本培地のそれぞれに１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳ）を添加して
、従来培地（比較例８）および従来分化培地（比較例９）を製造した。
【００６４】
　実施例１と同様、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を３０００細胞／ｃｍ２の細胞密度となる
ように１２穴培養プレートのウェルに播種し、これらの培地で、３７℃、５％ＣＯ２で２
１日間培養することにより、骨細胞への分化誘導を行った。骨細胞の確認は、アリザリン
レッドＳ染色により確認した。
【００６５】
　結果を図４に示す。図４に示されるように、無血清分化培地Ａに、さらにコレカルシフ
ェロール、メラトニン、ビタミンＡアセテート、ビタミンＫ３を、組合せて添加した無血
清分化培地Ｂ～Ｄにおいても、血清を含む従来分化培地（比較例９）と同程度に、骨細胞
へ分化されることが確認された。従来培地（比較例８）や、無血清コントロール培地Ａ～
Ｄ（比較例４～７）では、骨細胞に分化していないことを確認した。
【００６６】
実施例３、比較例１０～１２　　無血清条件下でのヒト骨芽細胞から骨細胞への分化誘導
　実施例１同様にグルタミン酸を含んだ基礎培地（ＤＭＥＭ）に５μＭのＬＰＡ、１ｍＭ
のアスコルビン酸２－リン酸、６０ｎＭのセレンおよび９０μＭのグルタミン酸を添加し
て無血清コントロール培地（比較例１０）を製造した。
【００６７】
　実施例１同様にＤＭＥＭに最終濃度が１０ｍＭのβ－グリセロリン酸、１００ｎＭのデ
キサメダゾン、２００μＭアスコルビン酸２－リン酸を添加して、骨細胞分化基本培地（
分化基本培地）を調製した。分化基本培地に５μＭのＬＰＡ、１ｍＭのアスコルビン酸２
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－リン酸、６０ｎＭのセレンおよび９０μＭのグルタミン酸を添加して本発明の無血清分
化培地（実施例３）を製造した。
【００６８】
　実施例１同様に基本培地および分化基本培地それぞれに１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳ
）を添加して、従来培地（比較例１１）および従来分化培地（比較例１２）を製造した。
【００６９】
　ヒト骨芽細胞（株名：正常ヒト骨芽細胞（ＮＨＯｓｔ）、入手先：ＬＯＮＺＡ）を１０
０００細胞／ｃｍ２の細胞密度となるように１２穴培養プレートのウェルに播種し、これ
らの培地で、３７℃、５％ＣＯ２で１４日間培養することにより、骨細胞への分化誘導を
行った。骨細胞の確認は、アリザリンレッドＳ染色で確認した。
【００７０】
　結果を図５に示す。図５に示されるように、本発明の無血清分化培地（実施例３）では
、血清を含む従来分化培地（比較例１１）を用いた場合と同程度に骨細胞が増殖していた
。一方、無血清コントロール培地（比較例１０）及び従来培地（比較例１１）では、骨細
胞は誘導されなかった。

【図２】

【図３】
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