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要旨 

 

 グリア細胞の細胞骨格であるグリア線維性酸性タンパク（GFAP）は、耳介軟骨由来

の軟骨細胞にも発現している。われわれは再生軟骨の製造において GFAP を耳介軟骨

細胞の基質産生指標として使用している。本研究では、経験的に評価指標として使用

されている GFAP の、軟骨細胞での意義と役割を明らかにし、軟骨再生医療の品質管

理に有用な情報を提供することを目的として、ヒトやマウス由来の培養軟骨細胞にお

ける GFAP の機能を評価した。その結果、GFAP は細胞の生存や機能発現に必須な核の

形態や機能の保持に重要な役割を担っていた。したがって、GFAPが基質産生の指標と

して使用されることは合理的なことであると考えられた。 
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序論 

 

顎顔面における先天性形態形成異常や悪性腫瘍切除後の顎顔面欠損に対しては、こ

れまで、自家組織移植による組織修復・再建が行われきた。しかし、自家組織移植に

は、採取できる組織の大きさの限界あるいは採植する部位への侵襲などといった課題

が残されている。それに対し、近年、自家組織移植の代替として、自家細胞を用いた

再生組織移植が脚光を浴び、臨床への導入とその早期普及が期待されている。その中

でも軟骨再生医療は比較的臨床応用が進んでおり、現在、自家軟骨細胞を用いた移植

法（ACI）が世界的に普及している。ACI 原法は 1995 年にスウェーデンの研究グルー

プによって報告されたのが始まりであり、スポーツ外傷などによる関節軟骨の局所欠

損に対し、自家培養軟骨細胞を細胞懸濁液として欠損部に投与し、さらに漏出を防ぐ

ため骨膜パッチで被覆する方法である(1)。顎顔面領域では、シリコンインプラント

による隆鼻術再手術例や鞍鼻などに対して、自家軟骨細胞の懸濁液を注入した応用例

も報告されている(2)。 

自家軟骨細胞を用いた軟骨再生医療はおもに、①患者からの軟骨採取、②軟骨細胞

の単離と培養、③培養軟骨細胞の回収あるいは再生軟骨の作製、④患者への移植、の

4 つのプロセスからなる。特に 2 番目の軟骨細胞の単離と培養は、細胞プロセッシン

グセンターという特殊な施設で行う再生医療に特徴的な作業であり、再生医療製品の

製造の本質的な部分である。しかし、それと同時に、最も厳密な品質管理を求められ

る工程でもある。すなわち、軟骨細胞の単離と培養に不調を来すと、作製された再生

軟骨の性能が悪化し、患者に予定通りに医療が提供できないことはもとより、患者の

健康被害の原因に直接つながることになりかねない。 

軟骨細胞の単離と培養の不調には、いくつかの原因が考えられる。細菌やウイルス

などによる微生物汚染、他の患者由来細胞との取り違え、軟骨細胞以外の混入、少量

の軟骨細胞による過増殖、などが挙げられる。前 2者は、頻回の微生物検査やトレー

サビリティーシステムの導入によりある程度回避できる。しかし、軟骨細胞以外の混

入は軟骨細胞の純度を示す指標が未確立であるために生じる問題であり、また、少量

の軟骨細胞による過増殖は、酵素処理による夾雑物のため単離時の軟骨細胞数の正確
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な計測が困難であるために生じるものである。そのため、単離時の軟骨細胞数を過多

に評価した場合、培養継代を行い規定どおりの細胞数を入手すると、培養後に得られ

た細胞集団は、少量の軟骨細胞が過増殖したものとなり、培養による脱分化が著しく

進行し、軟骨細胞としての特性が著しく減弱する可能性がある。このような場合、移

植後の最終的な再生軟骨組織において基質蓄積や力学強度が低下する危険性がある。

しかし、培養後の細胞が十分な基質産生能を有する細胞集団か否かを評価するための

方法は適切なものが未確立である。 

そのため、さまざまな研究グループで、培養後の軟骨細胞の品質管理についての研

究開発が盛んに行われている（3）。継代培養に伴う軟骨細胞の表面マーカーの変化に

関しては Diaz-Romeroらの報告に詳しく、継代数の増加に伴いヒト関節軟骨細胞にお

ける発現が増強するマーカーは CD10、CD26、CD44、CD49c、CD81、CD166 などが挙げ

られ、それに対し減少するものは CD49a、CD106 などであった。しかし、細胞表面マ

ーカーはフローサイトメーターにより解析されるものであるため、異なる実験同士を

定量的に解析することは困難であるうえに、細胞接着状態などの培養環境によって変

動していく可能性もあり、一定の基準を設けるのは困難である。 

指標の候補となっている細胞接着分子の他に、セリンプロテアーゼインヒビター

(Serpin)A1および A3、線維芽細胞成長因子-18（FGF-18）やメラノーマ抑制活性因子

(MIA)等が確認されている（4）、(5)、(6)。特に、FGF-18 は平面培養を重ねていくこ

とにより、遺伝子発現量が増加して行く因子であるため、軟骨細胞の基質産生能を示

す指標として有用である可能性がある。しかしながら、これらの因子を指標として用

いる場合、遺伝子レベルでの評価となるため、定量性に課題が残る。また、いずれも

分泌タンパクであるため、細胞培養上清中のタンパクを測定できる可能性があるが、

増殖中の培養軟骨細胞から分泌される生理活性物質はきわめて少量であると予想さ

れるため、検出するのは困難であると思われる。 

一方、著者らは、グリア線維性酸性タンパク Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP)

が 耳介軟骨細胞を用いる軟骨再生医療製品の品質管理に有用であることを明らかに

した。GFAPは、アストロサイトやシュワン細胞に特異的に局在することが知られてい

るが、神経系以外にも局在することが報告されている（7）。特に軟骨組織においては
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喉頭蓋軟骨や耳介軟骨の弾性軟骨に局在することがわかっている（8）(9)。著者らは

このような GFAP が、軟骨再生医療の有用な細胞源となる耳介軟骨由来の培養軟骨細

胞にも特異的に発現することを示し、さらに、継代培養に伴い徐々に遺伝子発現量、

タンパク含有量が減少してゆくことを明らかにした。また、タンパク量の測定方法に

関しては、培養上清においても GFAP タンパクの検出が可能で、耳介軟骨細胞の培養

上清における GFAP 含有量を計測することにより、移植後における耳介軟骨細胞の基

質産生能を、移植前に定量的に推定することができる手法を確立した（10）。実際に、

培養軟骨細胞の最終培養液に含まれる GFAP 量として、0.05 ng/mL 以上の検出が認

められれば軟骨再生に適した細胞であると考える。この評価に関しては、現在実施し

ようとしている臨床研究のプロトコールに組み込まれており、実際に臨床に用いるこ

とが可能であると考えている。この方法は貴重な培養細胞を１細胞も喪失することな

く、かつ、ELISA という簡便な測定方法で測定できることから、培養軟骨細胞の画期

的な品質管理法となっている。著者らの所属する研究室では GFAP 測定を含む品質管

理体制を確立して、現在自己耳介軟骨細胞をもちいた軟骨再生医療の、口唇口蓋裂の

鼻変形に対する臨床導入を準備している。 

GFAPの細胞内機能としては、グリア細胞の主要な細胞骨格としての解析が進んでい

る（11）。脳や神経の損傷において GFAP の発現が増加することが知られており(12)、

GFAP は神経修復においても何らかの役割を果たしていると考えられている

(13),(14),(15)。遺伝子欠損マウスを用いた解析では、神経系の発達、成長に対する

影響は認められないが、野生型マウスと GFAP 遺伝子欠損型マウスを用いて、坐骨神

経損傷モデルの作製を行い、損傷後の神経修復過程を経時的に評価したところ、切断

面から形成される軸策線維の数と線維の太さに有意な差が生じた。これらの知見から、

GFAP は神経修復の促進に役割を担うことが明らかとなった (16), (17)。しかし、神

経系を中心に特異的に発現する細胞骨格である GFAP が耳介軟骨細胞においても発現

している生物学的意義は全く検討されていない。また、培養耳介軟骨細胞における

GFAP が培養時における細胞の基質産生を示す指標として使用できることの合理性も

明らかにされていない。本研究の目的は、GFAPの耳介軟骨細胞における分子生物学的

機能を明らかにし、GFAPが培養耳介軟骨細胞における基質産生の指標となることの合
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理性を検証することにより、軟骨再生医療における再生軟骨の品質管理に有用な情報

を提供することである。 

軟骨細胞における GFAP の機能については、間葉系細胞の代表的な中間径線維であ

る vimentin が参考になると思われる。vimentin 遺伝子欠損マウスの線維芽細胞、リ

ンパ球や血管内皮細胞における知見から、vimentin の機能としては細胞の力学強度、

安定性、遊走能などへの関与が示唆されている (18), (19), (20)。GFAP も同様な機

能を有している可能性がある。また、耳介軟骨や喉頭蓋軟骨を含む弾性軟骨は、恒常

的に機械的な応力が加わる部位に存在する。したがって耳介軟骨は、強力な応力に対

する抵抗性や復元力・修復力を必要とする組織である。そのため、耳介軟骨細胞にお

ける GFAP 発現は、軟骨組織の復元力・修復力の起源となる細胞増殖、細胞接着、細

胞遊走、あるいはメカニカルストレスに対する抵抗性、などに関与していると仮説し

た。そこで、本研究では、ヒト由来耳介軟骨細胞において、GFAPの発現が見られる第

3 継代（P3）の細胞、および発現が著しく減少する第 8 継代（P8）の細胞を用いて、

あるいは、野生型マウスおよびGFAP遺伝子欠損マウス由来の培養耳介軟骨を用いて、

細胞形態や構造を比較するとともに、in vitroの実験系で細胞増殖、細胞接着、細胞

遊走、あるいはメカニカルストレスに対する抵抗性、などを比較検討した。 
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方法 

 

ヒト軟骨細胞の単離 

当研究におけるすべての実験および操作は東京大学医学部附属病院の研究倫理委

員会の承認（承認番号 622）を受けて行っている。小耳症患者から、インフォームド

コンセントを取得のうえ、摘出された遺残耳介軟骨約 2-3g を尖刀および剪刀を用い

て軟骨膜あるいは軟骨下骨を剥離し、1mm3のサイズまで細切した。これを 0.15%コラ

ゲナーゼ溶液中(WAKO, Osaka, Japan)で 37℃、4時間、恒温槽で振とうさせながらイ

ンキュベートした。得られた溶解液を 100μm 孔径のセルストレイナー(BD Falcon, 

Bedford, MA)で濾過し、残渣を取り除いた後、遠心分離機にて 1500rpm、5 分間遠心

し、ヒト耳介由来軟骨細胞を単離した。採取した細胞は、トリパンブルーにて染色し、

カウントし生存率を確認した。 

 

マウス軟骨細胞の単離 

動物実験において東京大学大学院医学系研究科の動物実験委員会の承認（承認番

号；医-P09-060）を受けている。また、国の「動物の保護及び管理に関する法律」等

の法令に基づき、動物愛護の観点に十分配慮して行う。動物の虐待を防止し、動物を

適正に扱い、専用の動物実験施設を用いて行った。 

The Jackson Laboratory にて交配された野生型汎用近交系マウス C57BL/6J および

B6;129S-Gfaptm1Mes/J（Gfap-/-）を用いた。また、Gfap-/-は、C57BL/6J とのバッククロ

スを 10回行い、コンジェニックを完了した。 

マウス前頭部正中より頚部にかけて縦切開を行い、モスキートペアンおよび形成剪

刀を用いて皮膚を耳介外側部へ向けて剥離した。剥離後、中耳軟骨付近で耳軟骨を切

断し、切断後耳介内側の皮膚を剥離して、剪刀を用いて 1mm3のサイズまで細切した。

これを 0.15%コラゲナーゼ溶液中(WAKO, Osaka, Japan)で 37℃、3 時間、恒温槽で振

とうさせながらインキュベートした。得られた溶解液を 100μm 孔径のセルストレイ

ナー(BD Falcon, Bedford, MA)で濾過し、残渣を取り除いた後、遠心分離機にて

1500rpm、5分間遠心し、ヒト耳介由来軟骨細胞を単離した。採取した細胞は、トリパ
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ンブルーにて染色し、カウントし生存率を確認した。 

 

軟骨細胞の培養 

単離したヒトおよびマウス軟骨細胞はφ10cm のⅠ型コラーゲンコートディッシ

ュ(IWAKI, Tokyo, Japan)上に 6400 cells/cm2の密度で播種し、37℃/5% CO2のインキ

ュベーター内で、ヒトでは 5% Human Serum (Sigma-aldrich, St. Louis, MO)、マウス

では 5% Fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA)、に加え、100ng/mL FGF2 

(Fiblast spray; Kaken Pharmaceutical co.,Ltd, Tokyo, Japan)、5μg/mL インス

リン(MP Biomedicals Inc, CA)と 50 unit/mL ペニシリン・50mg/mL ストレプトマイ

シン(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s medium 

Nutrient Mixture F-12 HAM (DMEM/F12; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)培地(以下

ヒトでは HFI培地、マウスでは FFI培地)にて 37℃ 5% CO2で培養した。培地交換は週

に１回行い、約１週間後、細胞がコンフルエントになってから、0.25% trypsin/EDTA 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)溶液で処理をし、6400 cells/cm2の密度(1: 10～20)

で細胞継代を行った。比較検討には、再生医療における最適増殖数である 1000 倍増

に相当する第３継代（P3）、および過増殖により基質産生能が著減する 1 億倍相当の

第８継代（P8）を用いた。 

 

Cell adhesion assay 

φ10cm のノンコートディッシュおよびⅠ型コラーゲンコートディッシュ(IWAKI, 

Tokyo, Japan)上に 6400 cells/cm2の密度で細胞を播種し、6 時間後、培地を除去、

PBS(-)にて 2回洗浄したのち、ディッシュ表面の接着細胞数を計測した。 

 

Wound-Healing assay 

2x2mm グリット付き 6cm ディッシュ上に 2x105細胞を HFI 培地にて播種し、4 日間

37℃、5%CO2でインキュベートしたのち、P20ピペットチップを用いてディッシュ底面

を引搔き、生じた空間を 0 時間、6 時間、12 時間後で位走査顕微鏡にて観察を行い、

細胞遊走程度の確認を行った。遊走能の評価には、空間閉鎖能率を空間の面積の割合
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から計測した。 

 

Total RNA抽出および realtime RT-PCR 

Total RNA は ISOGEN (Nippon gene, Tokyo, Japan)を用いてプロトコールに従い、

サンプルから抽出し、精製した RNAから Prime Superscript逆転写酵素キット(Takara 

Bio, Shiga, Japan)を用いて cDNA を得た。Realtime RT-PCR では、SYBER Green 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)により、ABI Prism Sequence Detection System 7000

を用い、初回変性を 94℃で 10分間、94℃、15秒および 60℃、1分から成るサイクル

で 40 回反応させた。データ解析は誘導倍率を検討し、各遺伝子の発現量は GAPDH で

補正を行った。使用したプライマー配列に関しては、表１にまとめた。 

 

細胞伸展法 

手動型細胞伸展装置(Strex, Osaka, Japan)に装着したⅠ型コラーゲンコートシリ

コンチャンバー（φ20x20mm）に 2x105細胞を HFI または FFI 培地にて播種し、24 時

間後、培地を除去、PBS(-)にて 2 回洗浄後、細胞飢餓培地(0.5% Human Serum または

FBS+DMEM/F-12)で2日間37℃、5%CO2でインキュベートしたのち、30%伸展刺激を加え、

刺激直後、6時間後で接着細胞数の計測を CCK-8（Dojindo, Tokyo, Japan）を用いて

行った。 

 

遺伝子導入による GFAP 強制発現 

V5 タグ融合構成的活性ヒト GFAP 遺伝子を発現するアデノウイルスを invitrogen 

gateway Technology (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて取得した。アデノウイル

スを 293A細胞にて増幅した後、AdenoX Virus Purification Kit (Clontech, Mountain 

View, CA)にて精製した。感染時の重複感染度(multipliticy of infection-MOI)を一

定にするため、細胞変性終末点法によりウイルス力価を測定した。 

その後、24 ウェルマルチプレート上にⅠ型コラーゲンコートしたφ12mm のカバー

グラス(IWAKI, Tokyo, Japan)を載せ、P8の GFAP遺伝子欠損型細胞 2x105細胞を播種

した後、アデノウイルスを MOI-50 となるように感染させた。LacZ を発現するアデノ
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ウイルスを用いて各ウェルの MOI 総量が等しくなるように調整した。感染後、FFI 培

地にて 37℃、5% CO2でインキュベートし、4日後、培地を除去し、PBS(-)にて２回洗

浄後、細胞飢餓培地(0.5%FBS+DMEM/F12)で 2日間 37℃、5% CO2でインキュベートした

のち、培地を除去、PBS(-)にて 2回洗浄後、100%エタノールにて室温で 20分間固定、

PBS(-)で洗浄後、導入確認のために GFAP抗体を用いて染色を行った。 

 

免疫蛍光染色法 

24 ウェルマルチプレート上にⅠ型コラーゲンコートしたφ12mm のカバーグラス

(IWAKI, Tokyo, Japan)を載せ、2x104細胞を HFIまたは FFI培地にて播種し、４日後、

培地を除去し、PBS(-)にて２回洗浄後、細胞飢餓培地(0.5% Human Serum または

FBS+DMEM/F12)で 2日間 37℃、5% CO2でインキュベートした。そののち、培地を除去、

PBS(-)にて 2 回洗浄後、100%エタノールにて室温で 20 分間固定、PBS(-)で洗浄後、

染色を行った。非特異染色に対するブロッキングは 3%BSA を用いて 30 分間、室温で

行った。用いた抗体として、1次抗体は耳介軟骨細胞における GFAPとリン酸化型 GFAP

および vimentin の細胞内局在検出のために anti-GFAP (Dako, Glostrup, Denmark)、

anti-pGFAP (Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, US)、anti-vimentin (Chemicon, MA, 

US)を、また、核内のヒストンのメチル化状態の検出のために anti-H3K4me3 (CST, 

Danvers, MA)、anti-H3K9me3 (Active Motif, CA, US)を使用した。2 次抗体は

anti-mouse IgG、anti-Rabbit IgG (Dako, Glostrup, Denmark)、anti-goat IgG-FITC 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, US)を使用した。対比染色として、DAPI (Vector 

Laboratories, Inc, CA, US)を用いた。また観察に際して、共焦点型レーザー顕微鏡

(Leica-micosystems, Heerburgg, Swiss)を用いて行った。 

 

GFAP ELISA 

培養細胞を氷冷 PBS(-)にて 2回洗浄したのち、M-Per (Pierce, Rockford, IL)を用

いて、細胞内全蛋白質の可溶化・抽出し、GFAP ELISA Kit (BioVender, Modrice, Chech)

を用いてプロトコールに従い、サンプルを抗体と反応させる。反応後のサンプルはプ

レートリーダー(Perkinelmer)を用いて、450nmの波長域での蛍光強度を測定し、取り
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込み量として GFAP蛋白質の定量を行った。 

 

Western-Blotting 

培養細胞を氷冷 PBS(-)にて 2回洗浄したのち、M-Per (Pierce, Rockford, IL)を用

いて細胞内全蛋白質の可溶化・抽出を行った。細胞質分画・核分画の可溶化・抽出に

おいては Qproteome Nuclear protein kit (Qiagen, Tokyo, Japan )を用いた。

Extraction Buffer にて処理したのち細胞溶液を 15,000rp にて 10分遠心し、上清を

タンパク質抽出液とした。 

得られた蛋白質抽出液の濃度は Protein Assay KitⅡ(BIO-RAD, Hercules, CA)を用

いて測定した。SDS-サンプルバッファーを加えた蛋白質抽出液のうち蛋白質重量

10μg相当量を 5-20%ポリアクリルアミドゲル (ATTO Corporation, Tokyo, Japan)に

て泳動したのち（SDS-PAGE）、100V、１時間通電させてニトロセルロース膜（BIO-RAD, 

Hercules, CA）に転写した（Western-Blotting）。ニトロセルロース膜を 5%スキムミ

ルク/Tris buffered saline+0.5% tween (TBS-T)にてブロッキング処理後、各一次抗

体並びに horseradish peroxidase (HRP)にて標識した各二次抗体を反応させ、ECL 

Plus Kit (GE Healthcare Ltd, Buckinghamshire, U.K.)を用いて蛍光発色させ可視化

した。 

用いた 1次抗体は anti-GFAP(Dako, Glostrup, Denmark、Santa Cruz Biotechnology, 

Inc. CA)、また、核内のヒストンのメチル化状態の検出のために anti-H3K4me3 (CST, 

Danvers, MA)、anti-H3K9me3 (Active Motif, Carlsbad, CA)を、さらに、内在性コン

トロールとして、anti-Lamin B1 (Active Motif, Carlsbad, CA)を使用した。2 次抗

体は anti-mouse IgG、anti-Rabbit IgG、anti-goat IgG (Dako, Glostrup, Denmark)

を使用した。 

   

Flow cytometry 

 P3、P8の野生型および GFAP遺伝子欠損型マウス耳介軟骨細胞をφ10cmのⅠ型コラ

ーゲンコートディッシュ(AGC Technoglass Co., Ltd, Chiba, Japan)上に 6400 

cells/cm2の密度で播種し、4 日間、FFI 培地にて 37℃/5% CO2でインキュベートし、
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培地を除去、PBS(-)にて 2回洗浄後、細胞飢餓培地(0.5%FBS+DMEM/F12)で 2日間 37℃、

5% CO2でインキュベートした。そののち、培地を除去、PBS(-)にて 2回洗浄後、0.25% 

trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich)溶液で処理をした後、5ml ガラスチューブに移し、遠

心分離機にて 1500rpm、5分間遠心し、細胞回収を行った。その後上清を除去し、100％

エタノールで撹拌した後、20分間固定した。固定後、1500rpm、5分間遠心し、Cycle 

TESTTM PLUS DNA Reagentg Kit (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, 

CA)を用いて PI 染色を行った。染色後、フローサイトメーター LSR2  (Becton 

Dickinson Immunocytometry Systems, CA)にて、倍数体の検出を行った。 

 

核形態計測 

DAPI で核染色したヒトまたは野生型および GFAP 遺伝子欠損型マウス耳介軟骨細胞

P3、P8を、共焦点型レーザー顕微鏡を用いて各サンプルにおいて、無作為に 5視野を

選択し、画像を取得した。核形態の評価に関しては直径の評価のために核の平面像を、

また、核の高さの評価のために断面像を取得した。さらに、核の多倍体評価に関して

は、核の平面像のみ取得した。その後、モニター上でそれぞれについて計測を行った。
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結果 

 

ヒトおよびマウス由来の培養耳介軟骨細胞における GFAPの発現変化 

ヒト耳介軟骨細胞 P3、P8における GFAPの蛋白質局在を検索するため、各細胞の免

疫蛍光染色を行った。P3細胞において細胞質に GFAPの免疫局在が観察された。一方、

P8 細胞において GFAP は細胞質に免疫局在を観察したものの、染色性は減弱傾向を示

した(図 1上段、中段)。代表的な間葉系細胞の中間径線維である vimentinと GFAPの

局在性を比較したところ、両者同様に細胞質に局在が見られた (図 1下段)。 

また、マウス耳介軟骨細胞における GFAPの局在を、P3細胞および P8細胞を用いて

検索したところ、P3 細胞において細胞質全体に GFAP が局在していたが、特に核周囲

では核を取り囲むように密に局在していた(図 2 上段)。P8 細胞においては GFAP の局

在性は減弱した(図 2中段)。GFAPと vimentinの局在を検索したところ、vimentinは

ヒト細胞同様に全細胞に局在を認め、特に核周辺部付近に密な局在を認めた。GFAP

も核周辺部付近に局在がみられたものの、局在は一部の細胞のみに限局していた(図 2

下段)。 

実際に、ヒト P3、P8細胞における GFAPの遺伝子と蛋白質の発現を生化学的に定量

したところ、免疫蛍光染色で得られた所見同様に、GFAPの発現量は P3で高く、P8で

減少していることが確認された(図 3)。 

一方、先行研究ではグリア細胞の核近傍に GFAP が局在し、細胞質分裂が起こる際

に、GFAPにリン酸化が生じ、さらに分裂期において分裂溝付近でリン酸化型の局在を

示すという報告がある（21）。軟骨細胞においてもGFAPは核周囲に局在することから、

軟骨細胞においても細胞質分裂期に GFAP がリン酸化するのではないかと考え、耳介

軟骨細胞においても各分裂期における GFAP のリン酸化状態を検索した。その結果、

分裂期前中期において、リン酸化型 GFAP は核の周囲に集積し始め、中期になると、

核の両極へ分離するように細胞質辺縁へと集積していき、後期においては、母核と娘

核を分離するように核間、特に分裂溝に局在が集中し、終期では完全に細胞を分離す

るように細胞質両極へと線維を集積させた(図 4)。したがって、軟骨細胞の細胞分裂

においても、GFAPのリン酸化が生じることが明らかとなった。 
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GFAP発現変化に伴う細胞増殖・接着・遊走の変化 

ついで、ヒト耳介軟骨細胞の継代培養における細胞増殖能とともに(図 5)、野生型

マウスと GFAP 遺伝子欠損マウス耳介軟骨細胞における細胞増殖能を検索した(図 6)。

ヒト耳介軟骨細胞の初代培養から順次継代した際の増殖能を比較検討したところ、P8

までは増殖能が維持され、成長曲線も順調に推移した。また、マウス耳介軟骨細胞に

おいても、野生型、GFAP 遺伝子欠損型、いずれにおいても P8 までは増殖能が維持さ

れ、有意な差は認められなかった。 

次にヒト P3および P8細胞における接着能を評価するために、培養ディッシュ上に

接着した細胞数により比較を行った(図 7)。通常の培養ディッシュおよび COL1コート

培養ディッシュいずれも、P3 細胞での接着細胞数に対し P8 細胞では有意な減少が見

られた。また、P3 および P8 細胞において軟骨細胞の細胞接着分子の発現変化を、代

表的な接着分子であるα、βインテグリンと N カドヘリンについて評価した(図 8)。

その結果、P3 細胞に比べ P8 細胞で接着分子の発現量が増加しており、特にα3 イン

テグリンおよびβ5 インテグリンの遺伝子およびタンパク、いずれの発現も増強して

おり、両者の細胞の接着機構に明らかな変化が生じていることが示された。しかし、

野生型と GFAP 遺伝子欠損マウス耳介軟骨細胞における細胞接着を比較したところ、

野生型細胞および GFAP遺伝子欠損型いずれにおいても、P8細胞は P3細胞と比較して

接着能が低下しているものの(図 9)、野生型細胞と GFAP遺伝子欠損型細胞で接着能に

有意な差は認められず、GFAPが細胞接着の制御に関与していることを支持する積極的

な所見はえられなかった。 

さらに、GFAPが神経損傷後の修復に関係があるとの先行研究を勘案し、細胞の遊走

能に何らかの機能を有していると考え、ヒト耳介軟骨細胞（P3、P8）において in vitro 

wound-healing assay を行い、平面培養の一部を掻破し、周囲からの細胞遊走を経時

的に評価した。その結果、ヒト P3 および P8 細胞いずれも掻破後 12 時間で、面積比

にして 20％程度の細胞遊走が観察され、細胞の遊走能に有意な差は見られなかった

(図 10)。 
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GFAP発現と伸展刺激に対する反応との関連性について 

細胞に動的な機械刺激として伸展刺激を加えた際の反応を評価した。ヒト耳介軟骨

細胞 P3および P8を用いて、細胞に 30％の伸展刺激を加え、刺激前と刺激後の細胞接

着の変化を評価した(図 11 上段)。その結果、P3 細胞は 4 割程度の細胞が剥離し、6

割が接着したままであったのに対し、P8細胞の接着は 5割にとどまっていた。しかし、

両群に有意な差は見られなかった。一方、野生型および GFAP遺伝子欠損型マウス P3、

P8細胞を用いて、同様に 30％伸展刺激を加えて比較検討を行った(図 11中段、下段)。

野生型における GFAP 発現が著しい P3 細胞においては、刺激後の細胞接着率はほぼ

100％であったのに対し、GFAP遺伝子欠損型では 40％程度に低下し、野生型に対して

接着能の著しい低下を認めた。しかしながら、野生型においても GFAP 発現が低下す

る P8細胞においては、刺激後の接着率は野生型と GFAP遺伝子欠損型細胞いずれも約

70％で有意な差は認められなかった。これらの結果から、GFAP は伸展刺激に対する

抵抗性の獲得に役割を果たすことが示唆された。 

 

耳介軟骨細胞の継代培養に伴う核形態変化 

GFAP が核周囲に特に局在しているという所見から、GFAP は核形態と機能の維持に

何らかの役割を果たす可能性があると考えられる。そのため、P3 および P8 ヒト耳介

軟骨細胞において、核の形態を評価した(図 12)。まず、P3 細胞における核形態は球

状を呈しており、核の直径が平均 14μm であったのに対し、P8 細胞では平均 17μm

と形状も円形となっていた(図 12 中段)。また、同時に核の高さについても検索を行

ったところ、P3 細胞において高さが平均 4.56μm であったのに対し、P8 細胞では平

均 3.08μm となっており(図 12 下段)、継代が進み、GFAP が減少すると、核が扁平化

することが示唆された。 

ついで、野生型および GFAP 遺伝子欠損マウスの P3 および P8 細胞を用いて核形態

を解析した(図 13)。P3 細胞は野生型においては、核の直径は平均 14.4μm であった

のに対して、GFAP 遺伝子欠損型細胞の直径は平均 16.6μm で、GFAP 欠損細胞で有意

に増加していた。また高さの評価においても野生型 P3細胞が平均 4.8μmだったのに

対して、GFAP遺伝子欠損型細胞は 3.7μmであり、GFAPの欠損により核が顕著に扁平
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化することが明らかとなった(図 14 上段)。それに対し、継代が進んだ P8 細胞では、

野生型は核の直径平均は 15μm であったのに対して、GFAP 遺伝子欠損型では 17μm

で、有意な差がみられたものの、高さにおいては野生型が平均 3.6μm であったのに

対して、GFAP遺伝子欠損型では 3.7μmであり、ほとんど変化はなかった(図 14下段)。

このように P3 で顕著であった野生型と GFAP 遺伝子欠損型の核形態の差異は P8 にお

いては不明確になり、P8では野生型の GFAP発現量が減少するため、GFAP遺伝子欠損

型との差がわかりにくくなるものと思われた。 

これまでの結果から、GFAPが核形態の維持安定に重要な働きをしていることが示唆

されたが、これらの現象が GFAP の機能によるものであることを検証するために、P8

の GFAP遺伝子欠損型細胞に GFAP遺伝子を発現するアデノウイルスベクターを導入し、

核形態の変化を組織学的および形態計測的に確認した(図 15)。組織学的には、遺伝子

導入細胞では野生型細胞と同様に GFAP の細胞内局在がみられ、ウェスタンブロッテ

ィングでもタンパクの発現が確認された。このような導入細胞では、P8 の GFAP 遺伝

子欠損型細胞と比較して核は小さく、球状を呈していた。形態計測的に核の直径と高

さを評価したところ、核の直径は約 10μm、高さは約 6μmと明らかな形態の変化が認

められた。この結果から、GFAPが核形態の維持に重要な役割を果たすことが確認され

た。 

 

GFAP遺伝子欠損マウスの耳介軟骨細胞における多核細胞数の変化 

GFAPは核周囲に局在しており、また、分裂期においてリン酸化されることを考慮す

ると、GFAPが核形態のみならず、核や細胞の分裂にも関与している可能性があるため、

野生型および GFAP 遺伝子欠損型の P3 および P8 細胞の多核化細胞数を検索した(図

16)。P3において、GFAP遺伝子欠損細胞は野生型に対して、多核化した細胞数が増加

している傾向があったが、有意な差は認められなかった。一方、P8 において GFAP 遺

伝子欠損細胞は明らかな多核細胞の増加が認められた。また、PI染色した細胞をフロ

ーサイトメーターで評価し、核の倍数体を検討したところ、同様な傾向が見られた(図

17)。多倍体のほとんどが 2 倍体であったが、核の形態学的観察やフローサイトメー

ターで 3～7 倍体の存在も示唆された。 
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GFAP 遺伝子発現アデノウイルスベクターを GFAP 遺伝子欠損細胞に導入し、多核化

につき評価したところ、導入後の細胞における多核化は顕著に抑制された(図 16)。こ

の結果から、GFAPが継代培養における正確な細胞分裂に重要な役割を果たすことが示

唆された。 

 

GFAP発現変化に伴うエピジェネティック制御の変化 

最後に、GFAPの発現減少に伴う核形態変化が、核にどのような質的影響をもたらす

かということを検索するため、ヒストン修飾、特にメチル化状態を蛍光免疫染色によ

り検索した。 

メチル化 H3K4 はおもに転写活性が維持されているユークロマチンに、メチル化

H3K9は反対に転写活性が低いヘテロクロマチンに局在することが知られている（22）。

メチル化 H3K4は、P3細胞の野生型細胞では瀰漫性に局在するに対し、GFAP遺伝子欠

損型では局在が減少し、局所に集族する傾向を示した。また、メチル化 H3K9 は野生

型細胞とは異なりGFAP遺伝子欠損型では核内に斑状に集積することが明らかとなり、

GFAP欠損型細胞の扁平化した核では概して転写が低調であることが示唆された。また

ウェスタンブロッティングによる解析では、H3K4 における野生型細胞と GFAP 欠損型

の差異は明らかではなかったが、H3K9 では野生型細胞にくらべ GFAP 欠損型でメチル

化蛋白質の増加が認められた。これらの結果から、GFAPの遺伝子欠損による核形態変

化が核のエピジェネティックな変化を惹起することが示唆された。 
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考察 

弾性線維を豊富に含む軟骨は、耳介軟骨と喉頭蓋軟骨であり、これらを総称して、

弾性軟骨という。弾性軟骨は耳介軟骨、喉頭蓋軟骨、いずれであっても恒常的に機械

的な応力が加わる部位に存在しており、弾性軟骨の細胞外基質に含まれる豊富な弾性

線維は、特に、曲げ応力に対する強力な復元力の根源となっていると思われる。一般

に、頻回にかかる過度の外力は細胞の生存性を低下させる傾向にある（23）。しかし、

軟骨細胞は、このような外力にさらされるような環境にあっても、外力に対して抵抗

性を示す (24)。耳介軟骨においても曲げ応力が頻回に加わるため、細胞の生存性を

維持するためには、他の軟骨と同様、外力に対する抵抗性が不可欠である。 

力学抵抗性の機能の一端を担うのが細胞骨格である。細胞骨格とは蛋白質から成る

細胞質中を縦横に走り、細胞の形態を内側から支持している。細胞骨格は主にアクチ

ンフィラメント、微小管、中間径線維と呼ばれる3種類の線維より構成されている(25), 

(26), (27)。細胞膜裏側には、これらの細胞骨格を裏打ちする蛋白質が存在しており

(28), (29)、細胞膜と連結したそれらの線維成分が力学的な支柱となって、細胞の形

態が決定する仕組みとなっている。これらの細胞骨格が形成あるいは分解されること

により、細胞は形態を柔軟に変えることが可能になり、時には細胞が動くことも可能

となる(30)。 

これまで多くの研究室で、機械的応力を細胞に加えた時の細胞骨格タンパクの反応

として、アクチンに関する研究がなされてきた。アクチンは主に、細胞の収縮や仮足

形成など、細胞形状の動的変化を担っており、また、機械的応力に反応して線維の再

構築や組織化など劇的な変化が生じる (31), (32)。実際に、アクチン線維形成に関

連して myosin light chain kinase遺伝子欠損モデルを用いて、細胞に機械的応力を

付加すると、アクチン線維形成が阻害されることにより、応力に対して細胞生存性が

減少する、という報告がなされている（33）。 

それに対し、中間径線維は、細胞の基本形状、すなわち動的な変化の少ない基本構

造の構築を担っている。中間径線維は細胞質において、線維同士がねじり合わさって

丈夫な集合索となり、上皮細胞層の細胞間連結を維持したり、ニューロンの丈夫な軸

策を伸張させたりするのに重要な役割を果たす (34)。したがって、曲げ応力の負荷
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の大きい耳介軟骨由来の軟骨細胞においても中間径線維が細胞の基本構造の維持に

重要な役割を果たしているものと予想された。そのため、本研究においては、中間径

線維のなかでも培養耳介軟骨細胞に特異的に発現している GFAP に着眼し、生物学的

機能の解析を行った。解析項目としては、軟骨細胞の細胞増殖、細胞接着、細胞遊走、

伸展刺激に対する抵抗性、細胞や核の構造や機能、に着眼し、ヒト細胞の P3 および

P8、あるいは野生型および GFAP 遺伝子欠損マウス由来の細胞で比較検討した。その

結果、細胞の移動、接着など、動的な細胞形態の変化が大きく関わってくる細胞接着、

細胞遊走などでは、GFAP発現の増減による表現型変化は観察しにくく、むしろ、細胞

の動的変化よりも、細胞の基本構造に関する表現型である核の形態、核数、あるいは、

細胞基本構造に対する力学刺激への反応性などに、表現型の変化が観察された（図 19）。 

中間径線維における伸展刺激に対する抵抗性に関する役割に関しては、皮膚表皮に

おけるケラチンの機能として研究が進んでいる(35)。この研究では、野生型培養皮膚

表皮細胞シートと変異型 K5/K14 を発現する培養皮膚表皮細胞シートに対して伸展刺

激を加え、ケラチンネットワークの変化を比較した。その結果、研究では、野生型表

皮シートでは伸展刺激に対してケラチンネットワークが維持され、細胞間連結も維持

されていたが、変異型 K5/K14 表皮シートではケラチンネットワークが破綻し、シー

トが断片化され、細胞間連結という上皮の根本的な機能が失われるという結果を呈し

ていた。軟骨細胞における GFAP においても、細胞接着および生存の維持や、伸展刺

激に対する抵抗性という弾性軟骨にとっての本質的な機能の減弱に至るという点で

共通しており、中間径線維が細胞の基本構築の維持に重要な役割を担っていることが

示唆された。一方、GFAPと相同性が高く、耳介軟骨細胞においては局在傾向が類似し

ている vimentin においても、同様に力学刺激に対する抵抗性の根源として機能して

いる可能性がある。現在、著者らも、vimentin遺伝子欠損型マウスをもちいて、本研

究と同様な項目の検討を開始している。GFAPと vimentinは、分子量がそれぞれ 50KDa、

55KDaで、分子構造の骨格となる桿状部分のゲノム相同性は 70％であり、相同性が高

い（36）。一方、構造が異なる領域は head 領域であり、GFAP が 69 アミノ酸から構成

されるのに対し、vimentinは 103アミノ酸からなっている（37）。head領域は集合索

の柔軟性を付与する領域であるため、同領域の小さい GFAP は細胞骨格に剛性や強度
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をもたらす効果が高い可能性がある。そのため、GFAPは、特異的に曲げ応力に対する

抵抗性に貢献するのかもしれない。  

一般に、中間径線維は、細胞の基本的な形態を維持し、外力に対しては柔軟に構造

を変化させ、細胞内に伝わる刺激を緩衝すると考えられる（38）。本研究における

GFAP 遺伝子欠損型マウス由来細胞解析では GFAP は外力、特に曲げ応力に対する抵

抗性の発現に関与していると考えられたが、中間径線維である GFAP が外力に対して

緩衝作用を果たすとともに、連結しているヘミデスモソームに何らかの情報を伝達し、

ヘミデスモソームを介して行われる細胞と細胞外マトリックスの接着に影響を及ぼ

しているものと推察された。一方、ヘミデスモソームには、インテグリンや接着斑キ

ナーゼ（FAK）などの細胞内アンカータンパクなど、多くの要素が関与しているため、

これらの分子との相互作用も外力に対する抵抗性には重要であると思われた。 

GFAPが減弱した軟骨細胞あるいは欠失した細胞における核扁平化は、細胞内におけ

る GFAP 量の減少が核周囲の細胞骨格の構造に影響を及ぼすことによって生じる変化

を推察される。GFAPが耳介軟骨細胞の細胞内において、核周囲に密に局在する所見(図

1,2)からも、核の形態や構造に深く関与していることが示唆される。継代培養に伴う

GFAP量の減少は、細胞が平面培養ではきわめて人工的な環境におかれ、さらに継代培

養では長期にわたりそのような非生理的環境に暴露されることに起因すると考えら

れる。非生理的環境への暴露によるストレス、たとえば平面培養における過剰増殖刺

激は、p16(INK4a)の老化シグナルを増強させる可能性があると思われる。p16(INK4a)

は c-jun の活性化を抑制し、AP-1 における転写活性を阻害することが知られている

(39)。AP-1は主要な GFAPの転写制御装置であるため（40）, (41）、継代培養に伴う

細胞老化シグナルを介して GFAP の転写が抑制され、最終的には核形態や構造に変化

が生じるのかもしれない。 

このように、細胞骨格の発現制御は細胞外からのシグナルに大きく依存することが

多い。液性因子や細胞外基質との接着などによる細胞外シグナルを適切に調節するこ

とにより GFAP の発現を維持することが可能になるかもしれない。具体的には、細胞

培養時に、培地中への因子の添加や培養ディッシュ上への因子の固着化などを行うこ

とで、効率的に GFAP の発現を制御することが可能となるかもしれない。これらの技
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術が確立され、平面培養技術に導入されることにより、軟骨細胞の基質産生能の低下

を抑制し、細胞の分裂回数を増やしても軟骨細胞の機能の低下など軟骨特性の低下を

引き起こすことなく最適な細胞培養方法が確立できるかもしれない。さらに、基質産

生能が維持されることにより、患者自身から採取する細胞量を最小限に抑えることが

可能となり、患者負担の軽減に大きく役立つものと期待される。 

耳介軟骨細胞の GFAP 量と基質産生能との関連機序については確証的な所見は得ら

れていないが、本研究における核形態変化とエピジェネティック制御に関する所見は

相関のメカニズムを示唆するものと思われる。 

本研究の所見では、GFAP の欠失に伴い、ヒストンタンパク H3K9 のメチル化状態

が変化し、ヘテロクロマチンが増加し転写活性が概して低調になり、核の扁平化に加

えて、核機能の質的な変化も生じていることが示唆された。それによりヒストンによ

る遺伝子転写調節機構が変化し、基質産生に関わる遺伝子の転写活性が制御され、細

胞の基質産生能が低下すると推察された。もちろん、メチル化ヒストン蛋白の評価だ

けで GFAP が核の質的変化を誘導すると断定することは困難である。しかし H3K4

および H3K9 は、転写活性と不活性に関与する代表的なメチル化部位であり、両メチ

ル化ヒストン蛋白を指標とした転写制御の研究が多数報告されている（42）。従って

本研究においても、転写活性に深くかかわるヒストン蛋白の代表的なメチル化を総論

的な核の質的変化として捉え、H3K4 および H3K9 のメチル化を検討した。今後は、

ヒストン蛋白のアセチル化や DNA メチル化などのエピジェネティック制御を広く検

討し、GFAP が核の質的変化に及ぼす影響をより詳細に検討していきたい。 

一方、GFAPの欠失により生じた表現型のひとつに細胞の多核化があった。本研究で

示した軟骨細胞で見られる多核化のメカニズムについては、今後さらなる検討が必要

であると考える。先行研究で、リン酸化 GFAP がグリア細胞の細胞質分裂に際して、

分裂溝に局在することが明らかとなっている（21）。この所見は GFAPのリン酸化が細

胞分裂に重要な働きをすることを示唆している (43)。そのため、GFAP の欠損によ

って、細胞分裂に不調を来たしたのではないかと推測される。実際、耳介軟骨細胞に

おいても、リン酸化 GFAP が細胞分裂期の分裂溝に集積することが明らかとなった。

さらに、野生型および GFAP 遺伝子欠損型マウス由来軟骨細胞の比較では、野生型に
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比べ GFAP 欠損型において多核化細胞が増加していた。GFAP 遺伝子欠損細胞における

多核化細胞の増加は、GFAPの核形態の維持の障害の一所見と捉えることができるのか

もしれない。 

著者らが所属する研究室では、培養上清に含まれるGFAPタンパク含有量を計測し、

移植する細胞の基質産生能を移植前に評価する方法を導入しようと試みている。

GFAP は分泌タンパクのように、恒常的に細胞外に放出されるものではないにもかか

わらず、培養上清中の蛋白として検出できるのは、細胞分裂時における GFAP の役割

を関連していると推測している。中間径線維は細胞周期の間期においては重合状態が

保たれ、密な構造を形成しているが、細胞質分裂時においてはリン酸化をうけて急速

に脱重合する。脱重合した中間径線維の一部は小胞輸送によって、細胞外へと排出さ

れることが知られている（44）。したがって、耳介軟骨細胞の培養においても、活発

に細胞分裂がおこなわれるため、脱重合した GFAP が細胞外へ放出される可能性があ

り、そのため GFAP の線維が培養上清中に存在すると考えている。 

以上のことから、培養耳介軟骨細胞において GFAP は、細胞の生存や機能発現に必

須な核の形態や機能の保持に重要な役割を担っていることが明らかとなった。上述の

ごとく、GFAPは耳介軟骨細胞に特異的に発現し、機械的な応力への抵抗性を確保する

機能を担うため、周囲の軟骨膜由来の線維芽細胞などの混入によって GFAP 量に変化

が生じることは容易に納得できる。また、継代数の増加によって GFAP 量減少や核形

態の変化が起こり、相関して継代数の増加により軟骨細胞の基質産生能も減少するた

め、細胞の基質産生能の評価指標として使用可能であることは十分に理解できる。し

たがって、GFAPを培養耳介軟骨細胞における基質産生能の指標として用いることは合

理的であり、このような科学的な根拠を有する評価指標を用いて、品質管理を行うこ

とは、安全で確実な再生軟骨を患者に提供する上で有意義なことと考えられた。 
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図説 

 

図 1:ヒト耳介由来軟骨細胞における GFAPの細胞内局在。 

ヒト軟骨細胞の免疫蛍光染色所見。上段は P3 における GFAP の局在を、中断は P8 に

おける GFAP の局在を示す。P3 では、GFAPは免疫強陽性像を示すが、P8 では GFAP は

局在の減弱が認められた。また、下段は、軟骨細胞に存在する GFAP と同型の中間径

線維である vimentinとの 3重染色像を示す。GFAPと vimentinの局在性が異なること

を示している。スケールバーは 10μmである。 

 

図 2:マウス由来耳介軟骨細胞における GFAPの細胞内局在。 

マウス軟骨細胞における免疫蛍光染色所見。GFAPの局在はヒト細胞同様の所見を示す。

マウスでは特に、GFAP は核周囲に強局在している所見を認める。上段は P3 における

GFAPの局在を示し、中断は P8における GFAPの局在を示す。また、下段はヒト細胞同

様に vimentinとの 3重染色所見を示す。スケールバーは 10μmである。 

 

図 3: P3、P8における GFAP遺伝子および蛋白質発現の比較。 

GFAP の遺伝子および蛋白質発現を定量的に行った。遺伝子発現量は P3 で高値を認め

た（*: P<1x10-7, vs P3）。蛋白質発現量は免疫蛍光染色所見同様に、P3 で発現が高

く、P8になると発現が減少した（**: P<1x10-7, vs P3）。また vimentinの発現は P3,P8

で変化は認められなかった。 

 

図 4:細胞質分裂期における GFAPの局在。 

分裂期の前中期にGFAPは核周囲に集積を始める。中期には核周囲の集積が強くなり、

また、その後GFAPは染色体を両極に引き離すように細胞辺縁に線維の集積を始める。

後期になると GFAP は再度核周囲に集積し、娘核を分離させるために、母核と娘核の

中間に線維を集積させる。分離後には細胞質を分離するために、細胞質に集積する。

後期になると、GFAPは細胞間の分裂溝付近に線維を集積させ、最終的に細胞質を分離

する。スケールバーは 8μmである。 
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図 5: P3および P8ヒト耳介軟骨細胞における細胞増殖の比較。 

上段は P3および P8における平面培養後の増能を比較した所見である。P3、P8共にコ

ンフル状態では増殖変化は認められなかった。また下段は軟骨細胞の初代培養（P0）

から P8 までの増殖曲線を示した図である。増殖能には変化は認めなかった。スケー

ルバーは 200μmである。 

 

図 6: GFAP遺伝子欠損型細胞の継代培養に伴う細胞増殖の比較。 

P3および P8における増殖能の変化を示した所見。上段は GFAP遺伝子欠損型細胞の平

面培養後の顕微鏡所見である。増殖は野生型と差は認めなかった。下段は、両者の増

殖曲線を示したグラフである。差は認めなかった。スケールバーは 200μmである。 

 

図 7: P3および P8のヒト耳介軟骨細胞における接着状態の変化 

培養後 6時間における接着状態を P3および P8で比較した。また、培養基質の違いに

よる細胞接着状態を比較した。P3 に比べて P8 は明らかな接着能の低下が認められた

(*: P<0.005、vs P3)。また、培養基質の違いにおいて、差は認めなかった。スケー

ルバーは 200μmである。 

 

図 8: P3および P8のヒト耳介軟骨細胞における細胞接着分子の発現変化 

軟骨細胞に発現する代表的な細胞接着分子を P3および P8を用いて比較を行った。P8

における細胞接着分子の発現は P3に比べて、増強していた（*: P<0.0001, vs P8, **: 

P<0.01, vs P8）。 

 

図 9: GFAP遺伝子欠損型細胞における接着状態の変化。 

接着後 6 時間における細胞接着状態を比較した。上段は顕微鏡所見であり、下段は 1

視野辺りの接着細胞数を数値化したグラフである。両者共に差は認めなかった。スケ

ールバーは 200μmである。 
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図 10: P3および P8のヒト耳介軟骨細胞における細胞遊走の経時的変化。 

細胞剥離後 2, 6, 12 時間における遊走能の経時的変化を評価した。剥離直後の空間

面積を 100としたときの面積減少率を示した所見である。上段は剥離後の経時的な変

化を示した顕微鏡所見であり、下段は空間面積の減少率を定量化したグラフである。 

スケールバーは 400μmである。 

 

図 11:ヒトおよびマウスにおける伸展刺激後の反応性の変化 

30％伸展刺激後の細胞接着状態および接着細胞数を評価した。上段はヒト細胞 P3、P8

を用いた結果を顕微鏡（左）およびグラフ（右）で示した。P8は接着能の減少傾向が

みられたが有意差は認めなかった。また、下段はマウスの GFAP遺伝子欠損型細胞 P3、

P8 を用いて同様に評価した。P3 における接着細胞数は明らかに減少していた(*: 

p<0.05, vs Gfap+/+)が、P8 では有意差は認めなかった。スケールバーは 100μm であ

る。 

 

図 12: P3および P8のヒト耳介軟骨細胞における核形態の変化 

上段は P3 および P8 の細胞核を示した顕微鏡所見であり、中段は、P3 および P8 の核

の直径を、下段は核の高さを評価したグラフを示す。核の直径は P8 で明らかな増大

を認めた（*: p<0.005, vs P3）。また、核の高さは P8 で明らかな減少を認めた（*: 

p<0.005, vs P3）。スケールバーは 20μmである。 

 

図 13: GFAP遺伝子欠損型細胞の継代培養に伴う核形態の変化１ 

顕微鏡所見上段大枠は P3、P8野生型および GFAP遺伝子欠損型細胞の細胞核を示した

所見であり、その下の小枠の顕微鏡所見は核の 3次元形態を示した所見である。 

 

図 14: GFAP遺伝子欠損型細胞の継代培養に伴う核形態の変化２ 

グラフは P3、P8野生型および GFAP遺伝子欠損型細胞の細胞核の径および高さの分布

を示し、平均化したものである。P3 において、GFAP 遺伝子欠損型細胞の核径は明ら

かな増大を示し（*: p<0.0001, vs Gfap+/+）、P8においても増大していた（**: p<0.01, 
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vs Gfap+/+）が差は縮小していた。さらに P3における核の高さは有意に減少した（*: 

p<0.0001, vs Gfap+/+）が、P8 では有意差は認めなかった。スケールバーは横 10μm

および縦 3μmである。 

 

図 15: GFAP遺伝子導入に伴う核形態の変化 

P8の GFAP遺伝子欠損型細胞に GFAP遺伝子発現アデノウイルスベクターの導入を行っ

た。上段は免疫蛍光染色による導入 GFAP の局在を示した所見であり、上段左はウェ

スタンブロットによる GFAP 蛋白質発現量を示した所見である。下段グラフは遺伝子

導入後の核径および高さの変化を示した。核径は有意に減少（*: p<1-12, vs Gfap-/-）

し高さも有意に増加した（**: p<1-12, vs Gfap-/-）。スケールバーは 10μmである。 

 

図 16: 野生型細胞と GFAP遺伝子欠損型細胞の継代培養に伴う多核細胞数の変化 

GFAP 遺伝子欠損型細胞での比較のため、細胞質の指標として vimentin 抗体を用いて

免疫蛍光染色を行った。P3 における多核細胞数に有意差は認めなかったが、P8 にお

いて有意に増加を認めた（*: p<0.01, vs Gfap+/+）。また、P8 の GFAP 遺伝子欠損型

細胞に GFAP 遺伝子を導入した時の多核細胞数は有意に減少した（**: p<0.001, vs 

Gfap-/-）。スケールバーは 20μmである。 

 

図 17:フローサイトメーターを用いた多核細胞の評価 

PI染色法を用いて細胞周期から多核の割合を評価した。他で示した結果と同様な傾向

を示したが、全細胞数に対して検出された細胞数が明らか減少していたことと、多核

細胞の割合が全細胞数に対して大きかった。 

 

図 18:GFAPのヒストンへのエピジェネティック制御 

P3 の野生型細胞と GFAP 遺伝子欠損型細胞におけるヒストンの転写活性の変化を示し

た所見である。上図は免疫蛍光染色によりヒストン特異的蛋白質である H3K4me3およ

び H3K9me3の局在を示した所見であり、下図はウェスタンブロットによる蛋白質発現

量を示した所見である。スケールバーは 5μmである。 
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図 19：総括 

 

表１：プライマーリスト 

 

表 2：耳介軟骨細胞における GFAPの機能 

 


