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We investigated mRNA expression of c-myc and chromosome aberrations at the c-myc locus in the same passage
number of human mesenchymal stem cells (hMSCs). To understand the sensitivity of mRNA expression and the induc-
tion of chromosome aberrations, we ˆrst tested them in hMSC and cancer cell lines (HeLa S3, HOS, and OUMS-27).
The c-myc mRNA expressions in HeLa S3 and OUMS-27 were signiˆcantly higher than those in hMSC, but then those in
HOS were not. On the other hand, c-myc aberrant cells detected by ‰uorescence in situ hybridization in HeLa S3, HOS,
and OUMS-27 were signiˆcantly higher than that in hMSC. Both analyses were performed in hMSCs derived from ˆve
donors for the culture period of 50 days. In hMSCs from one donor, the frequency of c-myc aberrant cells signiˆcantly
increased at 20 and 50 days respectively, and each mRNA expressions had a tendency to increase, but there is no sig-
niˆcant change among 3, 20 and 50 days. In hMSCs from the others, both endpoints did not change for 50 days. For safe
use of somatic stem cells in the regenerative medicine, the investigation of characteristic change of them during the in
vitro culture is important. In the present study, we showed the mRNA expressions and chromosome aberrations of
hMSCs in in vitro culture as the ˆrst step for establishing of safety evaluation of tissue engineered medical devices using
normal hMSCs.

Key words―human mesenchymal stem cells (hMSCs); c-myc gene expression; copy number of the c-myc locus;
(HeLa S3, HOS, OUMS-27)

緒 言

最近，「人工多能性幹細胞（iPS 細胞）」と呼ばれ

る新たな万能細胞がヒトの自己の皮膚細胞から樹立

されたことが報告され脚光を浴びている．1)今まさ

にその実用化に向けて国を挙げての取り組みが始ま

っており，この iPS 細胞の樹立をきっかけに今後

益々事故や病気で失った組織の修復，再建を目指す

「再生医療」への期待が高まるであろう．このよう

な背景の中，成体幹細胞の一種である間葉系幹細胞

は，骨，軟骨，筋，腱，脂肪，さらには神経細胞や

肝細胞，心筋，皮膚など胚葉を越えた分化も報告さ

れているため幅広い再生医療分野での利用が期待さ

れている．現在，骨髄，脂肪組織，臍帯血由来の間

葉系幹細胞が，その採取技術及び in vitro での培養

技術も確立されており，細胞組織医療機器の材料と

して現段階で最も実用に近いものの 1 つであると考

えられる．しかし，一般に幹細胞は分化能とともに

増殖能を有しており，人の体内から取り出してある

程度の量まで増殖させて再び体内へ移植できるとい

う利点と同時に，両機能を体内で適切に制御できる

かという問題点を含んでいる．特に細胞組織医薬品

や細胞組織医療機器に利用するためには幹細胞を生

体内から取り出して in vitro で培養して増殖させる

という工程を経なければならないため，in vitro で

の培養期間中に幹細胞が目的以外の形質を持った細

胞に変化しないこと，特に遺伝的形質に変化がない

ことを確認し，患者に戻される細胞の安全性を担保

する方法を確立することは大変重要であろう．本研

究ではその第一歩として，ヒト骨髄由来間葉系幹細
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Table 1. Donor Information of hMSCs

Lot No. Age Race Sex

hMSC-A 3F0664 19 Y African American F

hMSC-B 4F1560 23 Y African American F
hMSC-C 5F0138 19 Y African American M

hMSC-D 5F0972 20 Y African American M

hMSC-E 4F0218 21 Y Other a) M

Lonza Walkersville, Inc. a) Except for Asian/Oriental, Caucasian,
African American, Hispanic and American Indian.
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胞（hMSC）の in vitro での培養期間中における細

胞の変化について検討する手段として遺伝子発現レ

ベルと染色体レベルでの異常解析とを同じ遺伝子座

c-myc で同時に行った．

実 験 方 法

1. 細胞及び培養

ヒト間葉系幹細胞：5 ドナー由来の hMSC (Lon-

za Walkersville, Inc.）を，Mesenchymal Stem Cell

Growth Medium (MSCGM）に Mesenchymal Cell

Growth Supplement (MCGS）を加えた培地でそれ

ぞれ培養した．それぞれのドナー情報は Table 1 に

示す．

ヒト子宮頸がん由来細胞：HeLa S3 (JCRB Cell

Bank）は Ham's F-12 Nutrient Mixture［大日本住

友製薬株］に 10％ fetal bovine serum (FBS）を加え

た培地で培養した．

ヒト骨肉腫細胞：HOS［大日本住友製薬株］は

minimum essential medium (MEM; Eagle）に 0.1

mM non-essential amino acid (NEAA）と 10％FBS

(Intergen）を加えた培地で培養した．

ヒト軟骨肉腫細胞：OUMS-27 (JCRB Cell Bank）

は Dulbecco's modiˆed Eagle's medium［DMEM；

日水製薬株］に 0.1 mM NEAA と 10％FBS を加え

た培地で培養した．

2. Real time (RT)-PCR による mRNA 発現量

の定量的解析 hMSC, HeLa S3, HOS, OUMS-27

から RNeasy Mini Kit (QIAGEN）を用いて total

RNA を調製した．抽出した total RNA の cDNA へ

の逆転写は First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-

PCR (AMV) (Roche Diagnostics）を用いて行った．

それぞれの細胞の c-myc の mRNA 発現レベルにつ

いて Real time RT-PCR 法にて検討した．用いたプ

ライマーは，Forward: 5′-GCGAACACACAACG-

TC-3′, Reverse: 5′-CAAGTTCATAGGTGATTGC-

T-3′で，PCR 反応は，95°Cで 10 秒，50°C で 15 秒，

72°C で 12 秒を 40 サイクル行った．一方，ハウス

キーピング遺伝子として Glyceraldehyde 3-pho-

sphate dehydrogenase (GAPDH）の mRNA 発現を

検討し，PCR 反応はライトサイクラー専用ヒト

mRNA 定量プライマーセット（Search-LC）を用い

て行った．定量的解析は，Light Cycler Fast Start

DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics）を

用いて Roche Light Cycler (version 4.0）で行った．

3. 染色体数計数と FISH による c-myc コピー数

異常解析 hMSC の染色体標本は以下のよう

に作製した．コルセミド（0.02 mg/ml）で一晩処理

し，トリプシンで細胞を回収した．75 mM KCl 溶

液で室温 20 分間低張処理したのち，カルノア液

（氷酢酸：メタノール＝1：3 混液）で 3 回固定し

た．細胞懸濁液をスライドグラスに滴下し，自然乾

燥させた．3 種の腫瘍細胞株の染色体標本は，コル

セミド（0.10.2 mg/ml）で 24 時間処理した以外

は，hMSC と同様に作製した．染色体数計数用の

標本はギムザ染色し，分裂中期像を撮影して染色体

数を計数した．c-myc コピー数異常解析は，従来の

分染法より簡便に実施できる FISH（‰uorescence in

situ hybridization；蛍光 in situ ハイブリダイゼーシ

ョン）法を採用したが，FISH 解析用標本は窒素ガ

スを封入したビニル袋に密閉し，－20°C に保管し

た．

FISH 解析は，c-myc の DNA プローブ（Spec-

trum Orange 標識，VYSIS 社，米国）を用いた．c-

myc は正常では 8 番染色体の長腕の先端にシグナ

ルが観察されるが，プローブ長が短い（約 120 kb）

ため間期細胞でもシグナルの正確な観察ができると

いう利点がある．

プローブ DNA を 70°C で 5 分間熱変性させ，す

ぐに氷冷した．染色体 DNA を変性させるために，

スライドグラスを 70°C の 70％フォルムアミド溶液

に 4 分間浸し，すぐに氷冷した 70％エタノールに移

し，その後続けて 85％, 100％エタノールに移して自

然乾燥させた．スライドグラスに熱変性したプロー

ブ DNA 液を乗せてカバーグラスで覆い，回りを

ペーパーボンドでシール後，37°C で一晩ハイブリダ

イズさせた．ハイブリダイズ終了後，45°C の 50％
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Fig. 1 Distribution of Chromosome Numbers in hMSC-A
and Cancer Cells (HeLa S3, HOS, and OUMS-27)

The numbers in the upper-right corner indicate those of metaphases, for
which the chromosome number was counted. The normal chromosome num-
ber for human is 46 indicated by a dotted line.
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フォルムアミド液で 3 回，2×sodium saline citrate

(SSC）液で 1 回，0.1％ NP40 を含む 2×SSC 液で

1 回洗浄した．その後自然乾燥させて，4′,6-diami-

dino-2-phenylindole (DAPI ) Counterstain（VYSIS

社）でマウントし，蛍光顕微鏡（Nikon E600）で

観察した．2) c-myc コピー数異常の観察は，1 細胞当

たり 2 点以上のシグナルを持つ間期細胞 300 個につ

いて行い，2 シグナルの細胞を正常，3 シグナル以

上のシグナルを持つ細胞を異常とした．有意差検定

には x2 検定を用いた．3)

結 果

まず，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（hMSC）と 3

種類のヒト腫瘍細胞（ヒト子宮頸がん由来細胞：

HeLa S3，ヒト骨肉腫細胞：HOS，ヒト軟骨肉腫

細胞：OUMS-27）との比較を行った．Fig. 1 に染

色体数分布を示す．hMSC での観察では 46 本に

ピークを示す分布を示した．腫瘍細胞については，

HeLa S3 細胞及び HOS 細胞はそれぞれ 67 本及び

48 本にピークを示す分布を示したが，OUMS-27 細

胞では目立ったピークはなく，6978 本を中心とし

て幅広い分布を示した．46 本にピークを持つ正常

な染色体数分布を示した hMSC に対し，3 種類の

腫瘍細胞はそれぞれの染色体数分布に大きな違いが

みられ，すべて正常とは異なるものであった．

Figure 2 に c-myc の mRNA 発現レベルと染色体異

常率を示す．mRNA 発現レベルを GAPDH の相対

値として示し，染色体異常については 300 細胞中に

観察された異常細胞数から求めた異常細胞率を示し

た．c-myc の mRNA 発現レベル［Fig. 2(A)］は，

hMSC に比べて HeLa S3 及び OUMS27 では有意

にその発現が高かったものの，HOS では有意な差

は認められなかった（t-検定）．一方，染色体レベ

ルでの異常細胞率［Fig. 2(B)］は，HeLa S3 及び

OUMS-27 においてはどちらも 100％近い異常率を

示し，HOS では 15％程度の異常細胞率であった

が，異常細胞率が 5％以下の hMSC と比較すると 3

種類すべての腫瘍細胞株で有意に高い異常率を示し

た（x2 検定）．

次に，hMSC の in vitro での培養期間中における

遺伝子発現レベルの変化と c-myc コピー数異常解

析を行った．まず 5 ドナー由来の hMSC (hMSC-A,

B, C, D, E）について，培養期間 160 日程度までの

増殖曲線を Fig. 3 に示した．どの細胞も培養 50 日

間くらいまでは比較的よく増殖しているが，この時

点で総細胞数がドナー間で既に最大 100 倍以上も違

っていた．そしてその後はどの細胞も増殖速度が徐

々に低下してきた．増殖速度についてはそれぞれの

ドナー間で差がみられたが，今回用いた hMSC は

どれも Lonza Walkersville 社より購入したもので，

その細胞調製方法は一定であると思われるため，骨

髄を採取されたそれぞれの個人差が大きく影響する

ものと考えられる．

実際に幹細胞を細胞組織医療機器や細胞治療の材

料として用いる臨床研究の場合，生体内から取り出

して in vitro で継代培養する期間はだいたい 1 ヵ月

以内が多い．そこで，実際に細胞組織医薬品・医療

機器等の材料として間葉系幹細胞を用いる場合を想

定し，妥当な培養期間内（多少長めに設定し 50 日

以内）で c-myc の変化について検討した．5 ドナー

由来の hMSC (hMSC-A, B, C, D, E）を用いて，c-
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Fig. 2 c-myc Gene Expression (A) and Chromosome Aberrations at the c-myc Locus (B) in hMSC and Cancer Cells (HeLa S3,
HOS, and OUMS-27)
(A) The relative expressions of c-myc to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in hMSC, HeLa S3, HOS, and OUMS-27 were investigated by

quantitative real time-polymerase chain reaction (RT-PCR). Mean values with SDs from three independent experiments are presented. Asterisks denote statistically
signiˆcant diŠerences compared with hMSC (p＜0.01, p＜0.05). (B) Frequency (％) of c-myc aberrant cells in hMSC, HeLa S3, HOS, and OUMS-27. 300 in-
terphase cells were analyzed after hybridization with the c-myc probe. p＜0.01 by a chi-square test.

Fig. 3 Proliferation of hMSCs
hMSCs were seeded at a density of 6000 cells/cm2 and when they were

just subcon‰uent they were subcultured and then counted the cell numbers.
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myc の mRNA 発現レベルと染色体レベルでの変化

について検討した結果を Fig. 4 に示す．hMSC-A,

B, C, D では，培養期間 50 日以内における c-myc

の mRNA 発現レベルとコピー数には，有意な変化

は認められなかった．しかし，hMSC-E において

は，c-myc コピー数異常細胞率が培養 20 日間で 7.7

％，50 日間で 13.7％と培養日数の経過に伴い増加

し，3 日間（3.3％）に比べていずれも有意な増加

がみられた．一方，mRNA レベルについては培養

20 日間及び 50 日間で 3 日間に比べて平均値では 2

倍程度の増加傾向がみられたものの，いずれも統計

学的に有意な差は認められなかった．また，

hMSC-A は 50 日以降も培養を続け，ほとんど増殖

しなくなり細胞老化が認められる状態4)まで観察し

た．培養期間 152 日間の細胞における c-myc FISH

解析によるコピー数異常細胞率を測定した結果，異

常細胞率が 15.7％であり 3 日間（5.0％）に比べて

有意な増加が認められた．

京都大学で樹立された国産初のヒト ES 細胞株で

同様に解析した c-myc コピー数異常細胞率を Fig. 5

に示す．京都大学再生医科学研究所末盛博文先生に

培養期間の異なる 3 種のヒト ES 細胞株染色体標本

を提供して頂いた．KhES-2 の 3 ヵ月培養標本で

は，その培養開始時よりも有意な c-myc コピー数

異常細胞の増加が観察されたが，さらに培養を続け

た 12 ヵ月目の標本では有意差は認められなかった．

考 察

c-myc は，細胞分裂を促進するアクセル役となる

「がん遺伝子」の中で最もよく知られた遺伝子の 1

つで，多くのがんに関係していることが分かってい

る．また細胞の老化や不死化に係わるテロメレース

を活性化する転写因子であり，細胞周期にも深く係

わる．さらに，昨今話題の iPS 細胞作製の際に導

入される 4 つの遺伝子のうちの 1 つでもあり，その

後「がん遺伝子」である c-myc を除いた 3 遺伝子

の導入によっても iPS 細胞が作製可能であること

が報告されている．5)本研究の最終的な目標が幹細

胞の in vitro での継代培養中の安全性を担保できる

方法の確立であり，幹細胞自身が増殖能を持つこと

からその最も異常な変化として「がん化」が懸念さ

れているため，本研究では細胞増殖やがんに係わる

遺伝子 c-myc に着目し検討した．

「再生医療」の早期実現が待望されている今，そ

の材料の 1 つとして間葉系幹細胞の有用性が期待さ

れている．幹細胞の大きな特徴としては，様々な組
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Fig. 4 Change in c-myc Gene Expression and Chromosome Aberrations at the c-myc Locus of hMSC-A, B, C, D, E during the in
vitro Culture

Expressions of c-myc relative to GAPDH were investigated by quantitative RT-PCR. Mean values with SDs from three independent experiments are presented
in the line graph. Frequency (％) of c-myc aberrant cells is presented in the bar graph. 300 interphase cells were analyzed after hybridization with the c-myc probe.
p＜0.01, p＜0.05 by a chi-square test.

Fig. 5 Frequency of c-myc Aberrant Cells in the Three Hu-
man ES Cell Lines Supplied by Dr. Suemori (Kyoto Univer-
sity) as Chromosome Preparations

300 interphase cells were analyzed after hybridization with the c-myc
probe. p＜0.01.
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織への多分化能を保ちながら増殖する点であり，実

際に臨床において幹細胞を利用する場合には，幹細

胞を体内から取り出したのち in vitro で培養して増

殖させなければならない．その培養過程において万

が一細胞に不都合な変化が起きてしまった場合，そ

の後患者の体内に戻した際の安全性は担保できな

い．そのため，幹細胞の in vitro 培養中の変化の観

察は重要であると考え，本研究では観察の手段とし

て 2 通りの方法（遺伝子レベルでの発現とコピー数

異常）を用いて行い，同じ遺伝子座 c-myc につい

て同時に検討した．

まず，幹細胞と腫瘍細胞を用いて c-myc の

mRNA 発現レベルとコピー数異常について検討し

たところ，その結果には違いがみられた（Fig. 2）．

HeLa S3 及び OUMS-27 のように染色体レベルでの

異常細胞率が 100％近い腫瘍細胞については，

mRNA 発現レベルも幹細胞に比べて有意に高い値

を示したが，異常細胞率が 15％程度であった HOS

では，mRNA 発現レベルに幹細胞（hMSC）との

有意な差は認められなかった．さらに，実際に幹細

胞の臨床現場での利用を想定した培養期間における

経時的変化についても c-myc の mRNA レベルとコ

ピー数での検討結果には違いがみられた（Fig. 4）．

用いた 5 ドナー由来の hMSC (hMSC-A, B, C, D,
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E）すべてにおいて，c-myc の mRNA 発現レベル

には有意な変化は認められなかったが，コピー数異

常細胞率については 5 ドナー中の 1 ドナー

（hMSC-E）において有意な増加（～13.7％）が認

められた．以上の結果から，染色体レベルでの異常

頻度が非常に高い細胞ではその mRNA 発現レベル

にも有意な差が現れてくるが，異常細胞率が 15％

程度（つまり正常細胞が 85％程度と数としては異

常細胞よりもかなり多く含まれている状態）の細胞

では，mRNA 発現レベルにおいて有意な変化を検

出できない可能性を示している．このことから，

hMSC をはじめ培養細胞の増殖異常の指標となる

c-myc 遺伝子座に関しては，遺伝子発現の検討だけ

でなくコピー数の検討を行う必要があると考えられ

た．また，c-myc 以外の領域についても同様の検討

を行っていく必要もあるであろう．

本研究では，幹細胞の in vitro 培養期間中の変化

について観察するためのよりよい評価法を探るため

の第一歩として c-myc を用いて mRNA 発現レベル

とコピー数での 2 つの方法で検討した結果を示し

た．「再生医療」を目指した臨床応用に向けて，細

胞の培養条件や目的による利用細胞の選び方なども

考慮していくことが重要であろう．6)
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