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全血由来血小板濃厚液から調製した血小板溶解液の間葉系幹細胞増幅培養における

有用性

藤原 満博１） 若本志乃舞１） 秋野 光明１） 布施 久恵１） 加藤 志歩１）

内藤 祐１） 生田 克哉２） 鳥本 悦宏１） 紀野 修一１）３）

Platelet lysate（PL）は，fetal bovine serum（FBS）に代わるmesenchymal stem cell（MSC）の増幅培養の培地
添加物として期待されている．PLの材料として，血小板通過型白血球除去（白除）フィルターによる白除全血から
調製した whole blood-derived platelet concentrate（WB-PC）を用いた．そのWB-PCから調製した PL（WB-PL）の
MSC増幅培養における有用性を，apheresis PC（Aph-PC）から調製した PL（Aph-PL）と比較した．

MSCの増殖に係る成長因子の濃度は，WB-PLと Aph-PLで同等であった．WB-PLのMSC増殖促進作用は，Aph-
PLに比べると有意に弱かったがその差は僅かであり，FBSに比べて有意に強かった．WB-PLまたは Aph-PLで培
養したMSCは，MSCに特徴的な膜抗原発現パターンと脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞への 3系統の分化能を維持
していた．
以上の結果より，WB-PLは，MSC増幅培養において Aph-PLの代替となる可能性が示唆された．
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緒 言
間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell：MSC）は，
脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞など様々な細胞に分化
可能１）であり，再生医療，細胞治療への臨床応用が進め
られている．そのためには，必要な細胞数まで生体外
で増幅培養する必要がある．国際細胞・遺伝子治療学
会は，MSCの定義として，通常の培養下においてプラ
スチック・ディッシュに接着すること，CD105，CD73，
CD90の発現が陽性，CD45，CD34，CD11bまたは CD14，
CD19または CD79 α，HLA-DRの発現が陰性であるこ
と，さらに，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞への 3系
統の分化能を有することを最低基準と提案している２）．
これまでMSCの増幅培養にはウシ胎児血清（fetal bo-
vine serum：FBS）が使用されてきたが，異種抗原によ
る免疫反応や人獣感染症の伝播のリスク等からヒト由
来の FBS代替物が望まれている３）４）．ヒト血小板溶解液
（platelet lysate：PL）は，顆粒内に様々な成長因子を含
有している血小板を種々の方法で溶解させたもの５）で，
MSC増幅培養においてFBSの代替となることがDoucet
らによって 2005年に初めて報告された６）．以来，PL

を用いて増幅したMSCの細胞治療の臨床試験が行われ
ている７）～１０）．
海外では，血小板製剤（platelet concentrate：PC）に
は成分採血装置によって調製される成分由来 PC
（apheresis-derived platelet concentrate：Aph-PC）と
全血の分離による buffy coat（BC）または platelet rich
plasma（PRP）のプールによる全血由来 PC（whole
blood-derived PC：WB-PC）があり，それぞれを材料と
して Aph-PC由来 PL（Aph-PL）とWB-PC由来 PL
（WB-PL）が調製されている５）１１）～２０）．Aph-PLおよびWB-
PLを含むヒト PLのMSCの培養のための使用に関する
メタ解析において，ヒト PLはMSCの増殖を FBSより
も有意に亢進させることが示されている２１）．また Aph-
PL，WB-PLともにMSCに特徴的な膜抗原発現パター
ンおよび 3系統への分化能に影響しないことも多くの
検討で示されている６）１５）１７）２１）．Aph-PLとWB-PLのMSC
増幅に対する作用を直接比較した報告は少ないが，Fe-
keteら２２）は両者に有意な違いはなかったとしている．ま
た，メタ解析では，MSCの増殖速度に，成分由来 PC，
BC由来 PCおよび PRP由来 PCという PLの開始材料
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の違いは認められなかった２１）．
本邦においては，Aph-PLの調製の検討２３）～２５）がなされ
ており，Aph-PLで増幅したMSCの細胞治療の臨床治
験が既に実施されている２６）．しかし，全ての PCがAph-
PCであるので，WB-PLの調製は行われておらず，有
効性も確立していない．WB-PCの調製は，血小板製剤
の安定供給維持のための一方策と考えられる．さらに，
WB-PCから調製されるWB-PLが，Aph-PLと同等の効
果を持てば，輸血用血液製剤としての有効期限を超過
したWB-PCを再生医療・細胞治療のための材料として
有効利用することもできる．そこで本検討では，血小
板通過型白血球除去（白除）フィルターによって白除
した全血から調製したWB-PCを材料としてWB-PL
を調製し，MSCの増幅培養の培地添加物としての有用
性を Aph-PLと比較した．

方 法
1．WB-PCの調製
献血の同意説明書により同意の得られた健常人ドナー

14人から採血した 400ml 全血，4または 5バッグを 22℃
で一晩保管後，採血翌日に血小板通過型白除フィルター
（WB-SPフィルター：TERUMO BCT社）２７）２８）により白
除した．その白除全血を BC調製用の全血バッグシステ
ム（TERUMO IMUFLEXCRCバッグ：TERUMOBCT
社）に移し替え，大容量遠心機（9900：KUBOTA社）
にて一次遠心（3,868×g，9min，22℃）後，自動分離装
置（T-ACE II＋：TERUMO BCT社）により，血漿，赤
血球，BCに分離した．BCは 2時間，室温で静置後，
BCプ ー リ ン グ キ ッ ト（TERUFLEX BP-KIT：
TERUMO BCT社）に無菌接合した．BCを血漿（235
ml）でリンス後，1バッグにプールし，大容量遠心機
にて二次遠心（585×g，22℃）後，T-ACE II＋によりWB-
PCを分離した．得られたWB-PCは，X線照射（15
Gy）後，22℃で血小板の機能評価試験終了まで（採血
後 6日目；採血日を 1日目とする）振とう保存した．
2．PLの調製
Aph-PLの材料として，期限切れとなり輸血に使用で

きない Aph-PCのうち，上述のWB-PCと同程度の血小
板濃度かつ単位数のものを用いた．WB-PCは血小板の
機能評価試験終了後，Aph-PCは期限切れ後，一旦，4℃
にて保存した．それぞれ採血後 8～9日目に，容量に応
じて血液分離バッグ（KBP-200C，KBP-300CまたはKBP-
66DCバッグ：SBカワスミ社）に無菌的に移し替え，
バッグ毎，－80℃にて凍結した．混入赤血球濃度が著
しく高値であったWB-PCについては，バッグに移し替
える前に遠心法による赤血球除去を行った．PLの調製
は，既報１４）に準じ一回の凍結融解と遠心により行った．
－80℃にて凍結した PCを 4℃にて融解後，250ml

遠心ボトル（Corning社）に移し，大容量遠心機（KUBOTA
社）にて遠心（4,000×g，15min，室温）した．得られ
た遠心上清を 250ml 遠心ボトルに移し，同条件にて再
遠心した．得られた遠心上清を 0.45μm及び 0.2μmの
Nalgen Rapid-Flow Filter（Thermo Scientific社）にて
段階的にフィルター処理し，最終ろ液を PLとした（Fig.
1）．PLは分注し，使用するまで－80℃にて保存した．
3．成長因子濃度の測定
PL中の以下の成長因子濃度は，各 ELISA kit（R＆

D systems社）にて測定した：platelet derived growth
factor-BB（PDGF-BB，DBB00），endothelial cell growth
factor（EGF，DEG00），basic fibroblast growth factor
（bFGF，DFB50），transforming growth factor-β1（TGF-
β1，DB100C）．
4．MSCの増幅
Lonza社から購入したパッセージ（Passage：P）2

の培養ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）を，細胞増
殖試験には P3まで，その他の試験には P4まで増幅培
養して使用した．増幅培養では，MSCをMSC basal
medium（Lonza社）を用いて，T-75フラスコ（Corn-
ing社）に播種（5,000個/cm2の細胞密度）し，37℃，
5%CO2条件下にて培養した．Trypsin-EDTA（Lonza
社）を用いて細胞を回収し，継代した．
5．細胞増殖試験
最終濃度 40μg/ml の gentamicin（高田製薬社）を添
加 し た α-minimal essential medium（α-MEM：Life
Technologies Europe B.V.社）を基礎培地とした．基礎
培地に 10%WB-PL，10% Aph-PLまたは 10% FBSをそ
れぞれ添加し，MSCの細胞増殖試験の培地とした．PL
の添加においては，ゲル化を防ぐため，ヘパリン（最
終濃度 2U/ml：持田製薬社）を添加した．FBSは，
Equitech-Bio，Gibco，Sigma Aldrich社製の 3バッチを
使用した．各 FBSは非働化せずにそのまま用いた．P
3まで増幅したMSC（ドナー 3名）を， 上記培地にて，
12穴プレート（Corning社）に 5,000個/cm2で播種し，
37℃，5%CO2条件下で 4日間培養した．MSCを trypsin-
EDTA処理して回収した．回収した細胞の一部をacridine
orange/propidium iodide（Logos BioSystems Inc．社）染
色し，生細胞を自動蛍光細胞計数装置（Luna-FL：Lo-
gos Biosystems Inc．社）にて計測し細胞数を算出した．
回収した細胞は，12穴プレート（Corning社）に 5,000
個/cm2で再び播種し，同様の操作を P6まで繰り返した．

Population doublings（PD）は，以下の式で求めた．
PD=［log10（Nh）－log10（Ni）］/log10（2）
Nh：回収時の細胞数，Ni：播種細胞数
Cumulative population doublings（CPD）は，継代毎

において得られた PDの総和とし，本検討では P3から
P6までを算出した．
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Fig. 1 Schematic illustration of the WB-PL and Aph-PL production process in this study.
1): Separation of leuko-reduced whole blood unit after centrifugation was carried out with T-ACE II＋ .
2): Pooling of BCs and plasma was carried out with a TERUFLEX BP-KIT.
3): Separation of pooled BCs after centrifugation was carried out with T-ACE II＋ .

Table　1　Antibodies used for flow cytometric analysis of surface mark-
er expression of MSCs grown in medium supplemented with 10% 
FBS, 10% WB-PL or 10% Aph-PL.

antibody conjugate company clone

HLA-DR FITC BioLegend L243
CD105 FITC BD Pharmingen 266
CD73 PE BD Pharmingen AD2
CD90 PE/cy7 BioLegend 5E10
CD44 FITC BC J.173
CD166 PE BC 3A6
CD45 FITC BD Bioscience HI30
CD34 PE BD Bioscience 8G12
CD14 PE/cy7 BioLegend 63D3
CD19 PE BioLegend HIB19
Isotype control mouse IgG1 FITC BD Pharmingen MOPC-21
Isotype control mouse IgG1 PE BD Bioscience X40
Isotype control mouse IgG1 PE BioLegend MOPC-21
Isotype control mouse IgG1 PE/cy7 BioLegend MOPC-21
Isotype control mouse IgG2a FITC BioLegend MOPC-173

BD; Becton Dickinson, BC; Beckman Coulter.

6．MSCの細胞膜抗原解析
P4まで増幅培養したMSCを，10%WB-PL，10%Aph-

PLまたは 10% FBSをそれぞれ添加した基礎培地で培

養した．コンフルエントに達したMSCを trypsin-EDTA
にて回収し，2%FBS含有 PBSに再懸濁した．抗体染色
は，Table 1に示す蛍光標識マウス抗ヒトモノクローナ
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Table　2　Comparison of WB-PC and Aph-PC used for PL preparation.

WB-PC (n＝3) Aph-PC (n＝5)

Anticoagulant CPD ACD-A
Donor number 4 ～ 5 /unit 1/unit
Volume (ml) 170±1 213±20
Platelet concentration (104/μl) 109±31 116±17
Leukocyte count (106/unit) 0.02±0.02 not tested
RBC concentration (/μl) 432±340 (694, 47.5, 555) not tested
Storage period before PC freezing (days) 8 ～ 9 9

ル抗体をMSC懸濁液に添加し，室温，20分反応させ，
MSCの細胞表面抗原を染色した．陰性対照として，各
抗体のアイソタイプコントロール抗体を使用した．そ
れぞれの抗原について陽性率を，フローサイトメーター
（FC500：Beckman Coulter社）にて測定した．死細胞
は，7ADD Viability Dye（Beckman Coulter社）により
除外した．
7．MSCの分化能試験
MSCの脂肪分化，骨分化および軟骨分化能の試験は，
既報１４）に準じた．P4まで増幅培養したMSCを，10%
WB-PL，10% Aph-PLまたは 10% FBSをそれぞれ添加
した基礎培地で 37℃，5%CO2条件下で 5日間培養した．
MSCを trypsin-EDTAで回収し，24穴プレートに 10,000
個/cm2の細胞密度で播種した．脂肪分化の場合は，10%
PLまたは 10%FBSを添加した基礎培地で 3日間培養後，
骨分化の場合は 2日間培養後，培地をそれぞれ脂肪分
化培地（StemPro Adipogenesis Differentiation Kit：
Life Technologies社）および骨分化培地（StemPro Os-
teogenesis DifferentiationKit：Life Technologies社）に
置き換え，37℃，5%CO2条件下で培養した．脂肪分化
では分化誘導後 14日目に，骨分化では 21日目に，細
胞を 4%パラホルムアルデヒド含有 PBSで固定後，そ
れぞれ，Oil Red O（Cayman Chemical Company社）染
色（室温，15分），1% Alizarin-red S（Sigma-Aldrich
社）染色（室温，15分）を行った．軟骨細胞への分化
能試験では，10%WB-PL，10% Aph-PLまたは 10% FBS
をそれぞれ添加した基礎培地で 5日間培養したMSC
を trypsin-EDTAで回収し，1.6×107個/ml の細胞密度
の細胞懸濁液 5μl を，24穴プレートの中心に滴下し 37℃，
5%CO2条件下で 30分インキュベーションした．その後，
軟骨分化培地（StemPro Chondrogenesis Differentiation
Kit：Life Technologies社）を添加した．分化誘導後，
14日目に細胞を 4%パラホルムアルデヒド含有 PBS
で固定し，1% Alcian-blue（Sigma Aldrich社）染色
（室温，30分）を行った．各分化誘導の陰性対照として，
10% FBS含有基礎培地で培養したMSCを使用した．
8．統計解析
測定値は，平均±標準偏差で表記した．WB-PLとAph-

PLの成長因子濃度の比較は，対応のない t―検定を用い

た．膜抗原の陽性率におけるWB-PL，Aph-PLおよび
FBSの比較では one way ANOVAで検定後，Tukey’s
testを用いた．細胞増殖におけるWB-PL，Aph-PL
および FBSの比較では two way repeated measures
ANOVAで検定後，Tukey’s testを用いた．いずれの場
合も，危険率（P）5%未満を有意とした．統計処理に
は GraphPad Prism version 9.0（Graphpad Software
社）を用いた．
9．研究倫理
本研究は，日本赤十字社研究倫理委員会の承認を受
け実施した（倫理承認番号 2016-010-1）．

結 果
1．WB-PCの性状
調製したWB-PC（n=3）の血小板数は 2.88±0.86×1011

個で，1バッグは 15単位相当，2バッグは 10単位相当
であった．容量は 250±15ml であった．10単位相当の
1バッグは，260ml で，10単位 PCの容量基準の上限
（240ml）を超過した．いずれも，良好なスワーリング
が観察され，凝集塊は認められなかった．残存白血球
数は 0.02±0.02×106個で，いずれも本邦の白除の基準を
満たしていた．混入赤血球濃度は，それぞれ 9,840個/
μl，47.5個/μl，5,840個/μl であった．PL調製に用い
たWB-PCと Aph-PCの性状を Table 2に示した．血小
板濃度は，両者に有意差は認められなかった．混入赤
血球濃度が高値であった 2バッグについては，凍結前
に赤血球除去を行い，それぞれ，694個/μl，555個/
μl に低減した（Table 2）．
2．成長因子濃度
PDGF-BB，EGF，bFGF，TGF-β1の濃度において，

WB-PLと Aph-PLの間に有意差は認められなかった
（Table 3）．
3．MSC増殖促進作用
10%WB-PLを含有する培地で培養したMSCの CPD
は，P4から P6のいずれにおいても，10% Aph-PLで培
養したMSCの CPDよりも僅かではあるが，有意に低
値であった（Fig. 2）．一方，10%WB-PLまたは 10%
Aph-PLをそれぞれ含有する培地で培養したMSCのCPD
は，P4から P6のいずれにおいても，10%FBSを含有
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Fig.　2　Cumulative population doublings of MSCs grown 
in medium supplemented with 10% FBS, 10% WB-PL 
or 10% Aph-PL.
Three batches of FBS, three batches of WB-PL and 
five batches of Aph-PL were used to assess cumulative 
population doublings of MSCs from three donors 
through P3 to P6.
Data are expressed as mean±SD at the end of each 
passage.
＊p＜0.05 compared to FBS. †p＜0.05 compared to Aph-
PL.
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Table　3　Growth factor concentrations in WB-PL and Aph-PL.

WB-PL (n＝3) Aph-PL (n＝5) P value

PDGF-BB (ng/ml) 13.3±3.5 14.4±3.7 p＝0.70
EGF (pg/ml) 1,653±174 1,607±199 p＝0.75
bFGF (pg/ml) 120.2±32.7 122.6±47.9 p＝0.94
TGF-β1 (ng/ml) 90.4±21.3 108.0±36.1 p＝0.48

Results are expressed as mean±SD of three WB-PL and five Aph-PL 
batches.

する培地で培養したMSCの CPDよりも有意に高値で
あった（Fig. 2）．P6において，WB-PL，Aph-PL，FBS
をそれぞれ含有する培地で培養したMSCの CPDは，
11.11±0.93，11.90±0.92および 6.17±0.41であった（Fig.
2）．
4．MSCの細胞膜抗原解析
10%WB-PL，10%Aph-PL，10%FBSをそれぞれ含有

する培地で培養したMSCは，いずれも CD105，CD73，
CD90，CD44，CD166が陽性（＞ 90%），かつ，CD45，
CD34，CD14，HLA-DR，CD19が陰性（＜2%）であっ
た（Table 4）．10%WB-PLを含有する培地で培養した
MSCは，10% Aph-PLを含有する培地で培養したMSC
に比べ，CD105陽性率が有意に高かったが，その他の
膜抗原の陽性率に差は認められなかった．10%FBSを
含有する培地で培養したMSCと比較すると，WB-PL
またはAph-PLを含有する培地で培養したMSCの CD
105陽性率と，Aph-PLを含有する培地で培養したMSC
の CD73陽性率が有意に低かった（Table 4）．

5．MSCの分化能
MSCを 10%WB-PL，10%Aph-PL，10% FBSでそれ
ぞれ培養後，継代し，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞
への分化誘導をおこなった．脂肪細胞への分化誘導群
では，各条件にて培養したMSCは，中性脂肪の脂肪滴
を検出する Oil red O染色により，いずれも赤色に染ま
る脂肪滴の蓄積が認められた．分化誘導をしていない
コントロール群では，脂肪滴は認められなかった．骨
芽細胞への分化誘導群では，カルシウム沈着を検出す
るAlizarin red S染色により，各条件にて培養したMSC
は，いずれも赤色に染まるカルシウム沈着像を示した．
コントロール群では，MSCは紡錘形を維持し，カルシ
ウム沈着は認められなかった．軟骨細胞への分化誘導
群では，各条件にて培養したMSCは，それぞれ細胞塊
を形成し，酸性ムコ多糖類を検出する Alcian blueによ
り染色された．コントロール群では，紡錘形の細胞の
伸展が認められ，細胞塊は形成されなかった（Fig. 3）．

考 察
全血からの BC法での PC調製では，製剤の白除は製

剤毎に行われるが，白除フィルターにより白除した全
血から分離調製すれば，一回の白除工程で白除 3製剤
が調製できることになる．しかし，現在使用されてい
る全血白除フィルターは，血小板も捕捉するため，白
除後の全血から血小板製剤を調製することはできない．
一方，海外において市販されている血小板通過型白除
フィルターによって白除した全血から，PRP法および
BC法により，血小板，赤血球，血漿の白除 3製剤が調
製できることが報告されている２７）２８）．そこで，本邦にお
けるWB-PCの調製方法の検討の一つとして，このフィ
ルターを用いて白除した全血から BC法に準じてWB-
PCを調製した．今回，4～5バッグの BCのプールによっ
て 10～15単位の PCを調製することができた．また，
調製後 5日までの血小板凝集および低浸透圧ショック
回復率を指標とした血小板機能は良好であることを確
認した（データ未掲載）．しかし，10単位相当の 2バッ
グ中 1バッグの容量は，10単位 PCの容量基準の上限
である 240ml を超えていた．またWB-PCの混入赤血
球濃度は，Aph-PCに比べて高値であること２９）が報告さ
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Fig. 3 Tri-lineage differentiation potential of MSC grown in medium supplemented with 10% FBS, 10% WB-PL or 10% Aph-
PL.
One batch of FBS (Equitech-Bio), three batches of WB-PL and five batches of Aph-PL were used to compare MSC tri-lin-
eage differentiation. MSCs grown under different conditions were cultured in adipogenic media for 14 days and stained 
with Oil Red O. The lipid droplets appear red on microscopy (top row, scale＝100μm). MSCs were cultured in osteogenic 
media for 21 days, and osteoblasts stained positive with alizarin red (middle row, scale＝200μm). MSCs were cultured in 
chondrogenic media for 14 days and stained with alcian blue (bottom row, scale＝500μm). A representative image in each 
culture condition for MSC expansion is shown. A repeat experiment using different MSCs showed the same results.

Table　4　Surface marker expression of MSCs grown in medium 
supplemented with 10% FBS, 10% WB-PL or 10% Aph-PL.

Surface Marker (%) FBS WB-PL Aph-PL

CD105 98.7±0.47 　 95.5±0.95＊†  93.7±0.82＊

CD90 99.7±0.05 99.8±0.07 99.8±0.05
CD73 99.3±0.15 98.7±0.74  98.2±0.43＊

CD44 99.9±0.06 99.9±0.03 99.9±0.04
CD166 99.7±0.13 99.4±0.23 99.5±0.18
CD45 0.33±0.13 0.01±0.02＊  0.03±0.02＊

CD34 0.59±0.14 0.55±0.35 0.34±0.12
CD14 0.69±0.44 0.39±0.25 0.33±0.21
CD19 0.03±0.02 0.05±0.07 0.04±0.04
HLA-DR 0.47±0.17 0.76±0.24 0.77±0.42

Data are shown as mean percentages of positive cells±SD. Three batches 
of FBS, three batches of WB-PL, and five batches of Aph-PL were used to 
compare MSC phenotype.
＊p＜0.05 compared to FBS.
†p＜0.05 compared to Aph-PL.

れているが，今回得られたWB-PCの混入赤血球濃度は，
3バッグ中 2バッグが 5,000個/μl を超えていた．従っ
て，適正な容量と混入赤血球濃度の低減のために，二
次遠心後のT-ACE II＋による分離条件の最適化が課題と
して考えられた．
本邦の Aph-PCから調製される Aph-PLは，FBS
に比し同等以上のMSC増殖亢進作用があることが報告
されている２３）．また，Aph-PLで培養したMSCの細胞
表面抗原の発現が維持され，核型解析によって検出さ
れる染色体レベルの変異は認められなかったことが報
告されている２３）．こうした検討をもとに，FBSの代替と

して Aph-PLで自家MSCを培養し，脳梗塞患者に投与
する再生治療が臨床治験として開始されている２６）．さら
に，期限切れとなった Aph-PCから調製した Aph-PL
は FBSに比べて強いMSC増殖促進作用を有すること
を確認している２５）．そこで，今回調製したWB-PCを材
料として調製したWB-PLが，MSC増幅培養における
培地添加物として有用かどうかについて，MSCの増幅
とMSCの細胞膜抗原発現パターンおよび分化能への影
響を Aph-PLと比較した．
成長因子である PDGF-BB，bFGF，TGF-β1，EGF

は，MSCのコロニー形成に必要とされ，また PDGF-
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BB，bFGF，TGF- β1は，PLによるMSCの至適な増
殖に重要とされる２２）３０）．今回調製したWB-PLと Aph-
PLにおいて，これらの成長因子濃度には，有意差は認
められなかった（Table 3）．PL中の成長因子濃度は，
材料とする PCの血小板濃度や単位数に相関し，MSC
増殖促進作用に影響する１６）２３）．本検討では用いたWB-
PCとAph-PCの血小板濃度には有意差はなかったこと
から，PC調製法の違い自体は成長因子濃度に影響しな
いと考えられた．なお，本検討では，1回の凍結・融解
にてWB-PLと Aph-PLを調製し，比較した．それは，
細胞増幅のための GMPグレードのヒト PLに関する国
際輸血学会フォーラムにおいて，参加した 7つの施設
のうち，2施設は 1回の凍結・融解による血小板溶解で
PLを調製していたこと３１），また，Feketeら２２）が 2回の
凍結・融解と 1回の凍結・融解では，MSCの増幅に有
意な影響がなかったと報告していたためである．しか
しながら，複数回の凍結・融解を行うことにより，得
られる成長因子濃度が高くなること３２），また，3回以上
の凍結・融解では 3回未満の凍結・融解に比べMSC
増幅における細胞倍加時間の短縮が報告されているこ
と２１）から，MSC増幅のための PL調製においては，3
回以上の凍結・融解が望ましいと考える．
調製したWB-PLのMSC増殖促進作用は，P3から

P6までの継代における CPDの評価において，Aph-PL
のMSC増殖促進作用に比べ，僅かではあるが有意に弱
かった（Fig. 2）．しかし，いずれの PLも，FBSよりも
有意に強いMSC増殖促進作用を示した（Fig. 2）．MSC
増殖促進作用を評価するためには，MSCの増殖限界ま
で確認することが望ましいが，少なくとも，P3から P6
までの継代の結果は，海外の Aph-PLおよびWB-PL
を用いた多くの検討において，FBSに比べてMSCの増
殖を亢進させるという結果と一致している１９）２１）．なお，
FBSにはロット間差が知られているが， 本検討では，
3バッチの内，一つはロットチェックが不要とされる
MSC専用の Gibco製の FBSを用いた．また他の二つの
FBSも，MSC専用の FBSと同等の値を示したことか
ら，用いた FBSのMSC増殖促進作用が不良であった
可能性は低いと考えられる．
国際細胞・遺伝子治療学会が提唱するMSCに特徴的
な膜抗原発現パターンの基準は，CD105，CD73，CD90
の発現が陽性（＞95%），CD45，CD34，CD14，CD19，
HLA-DRの発現が陰性（＜2%）である２）．WB-PLで培
養したMSCは，Aph-PLで培養したMSCとは CD105
の陽性率以外には差はなく，いずれの抗原に関しても
基準を満たしていた（Table 4）．またMSCにて高発現
が知られている CD44及び CD166の陽性率も＞95%
であった．Aph-PLで培養したMSCの CD105の陽性率
は，95%を下回ったが，他の報告２１）と同様に＞ 90%

であった．よって，WB-PLまたは Aph-PLで培養した
MSCは，MSCに特徴的な膜抗原発現パターンを維持す
ることが示唆された（Table 4）．
また，定性的な評価ではあるが，WB-PLまたは Aph-

PLで培養したMSCは，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細
胞への分化能を有しており，WB-PLおよび Aph-PL
は，いずれもMSCの 3系統への分化能を維持すること
が示唆された（Fig. 3）．

Feketeら２２）は，BC法で調製したWB-PCと Aph-PC
から 2回の凍結融解によりそれぞれ約 5l の PLを調製
し，MSCの増殖や性状への影響を比較している．その
報告にて，PDGF-BB，bFGF，TGF-β1を含む成長因子
の濃度とMSCの増殖促進作用においてWB-PLとAph-
PLの間に有意差は認められなかったこと，また，それ
ぞれの PLで培養したMSCは，MSCの細胞膜抗原発現
パターンおよび 3系統への分化能を維持していたこと
が示されている．本検討では，MSC増殖促進作用にWB-
PLと Aph-PLで僅かな差が認められた点が Fekete
ら２２）の結果と異なるが，この違いはWB-PCの調製法や
PLの調製法が異なるためであるかもしれない．

PLは，FBSが保有する異種抗原による免疫反応や人
獣感染症の伝播のリスク等から FBSに替わるMSC
増幅培養のサプリメントとして期待されているが，ヒ
ト血液製剤由来であることによる本来的な病原体伝播
のリスクがある．そのため，原料となる PCの調製工程
において，あるいは PL調製後，さらにはその両工程に
おいて病原体不活化を行うことが検討されている３３）～３５）．
一方，ヒト由来の血液製剤を使用せず，化学的に合成
された無血清培地でのMSC増幅培養の検討も進められ，
既に数種の無血清培地が市販されている３６）３７）．しかし，
多くの無血清培地は接着因子を欠いているため，無血
清培地でのMSC増幅培養には，培養ディッシュにMSC
の接着や成長を支持する細胞外マトリックスの構成タ
ンパクのプレコーティング，あるいは細胞外マトリッ
クス機能をもたせた特別な培養ディッシュが必要とさ
れる３６）３７）．また，MSCの種類によって至適な無血清培地
を選択する必要があることも指摘されている３７）．従って，
無血清培地でのMSC増幅培養の臨床への応用も，さら
に多くの検討を要する領域であると考えられる．
以上，血小板通過型白除フィルターによって白除し
た全血から調製したWB-PCを材料として調製したWB-
PLのMSC増殖促進作用は，P6までの継代の結果では，
Aph-PLに比べて有意に弱かったが，その差は僅かであ
り，FBSに比べて有意に強かった．さらにWB-PLは，
MSCの細胞膜抗原発現パターンと分化能を維持してい
ることから，再生医療のためのMSC増幅培養において
Aph-PLの代替となる可能性が示唆された．WB-PC
は，現在本邦においては製造されていないが，将来的
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な献血者不足対策として製造された場合に，輸血用血
液製剤としてだけでなく，再生医療・細胞治療の材料
にも有効利用できる可能性が考えられる．
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USEFULNESS OF PLATELET LYSATE PREPARED FROMWHOLE

BLOOD-DERIVED PLATELET CONCENTRATE FOR EXPANSION CULTURE OF

MESENCHYMAL STEM CELLS

Mitsuhiro Fujihara１）, Shinobu Wakamoto１）, Mitsuaki Akino１）, Hisae Fuse１）, Shiho Kato１）, Yu Naito１）,

Katsuya Ikuta２）, Yoshihiro Torimoto１）and Shuichi Kino１）３）

１）Japanese Red Cross Hokkaido Block Blood Center
２）Hokkaido Red Cross Blood Center
３）Japanese Red Cross Blood Service Headquarters

Abstract:

Platelet lysate (PL) is expected to replace fetal bovine serum (FBS) as a medium additive for expansion cultures
of mesenchymal stem cells (MSCs). As a material for PL, we used whole blood-derived platelet concentrate (WB-PC),
prepared from leukocyte-reduced whole blood using a platelet-saving leukocyte reduction filter. We compared the
usefulness of the WB-PC-derived PL (WB-PL) forMSC expansion culture with that of apheresis PC (Aph-PC) -derived
PL (Aph-PL).

The concentrations of growth factors involved inMSC proliferation were comparable betweenWB-PL andAph-
PL. The MSC proliferation-promoting activity of WB-PL was significantly weaker than that of Aph-PL, but the differ-
encewas slight, and significantly stronger than that of FBS.MSCs cultured inWB-PL orAph-PLmaintained themem-
brane antigen expression pattern characteristics of MSC and tri-lineage differentiation potential into adipocytes, os-
teocytes, and chondrocytes.

These results suggest that WB-PL may be an alternative to Aph-PL in MSC expansion culture.

Keywords:

whole blood, platelet lysate, mesenchymal stem cells, platelet-saving leukocyte reduction filter
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