
マイオリッジが開発するMSC培地のアプリケーション
Tissue factor (TF) 発現を介した
MSCの向血栓性への培地の影響

Application No.6
背景

厚労省は2023年に間葉系幹細胞 (MSC) の経静脈投与による肺塞栓等の血管閉塞事例を懸念し、安全実施のための措置の必要性を
提言した (https://www.mhlw.go.jp/content/10808000/000739664.pdf)

血液凝固外因系因子の１つであるTissue factor (TF; CD142)は、間葉系幹細胞 (MSC)の表面に発現しており、MSCを経静脈投与
した際の血栓形成に関わる1)。TFを高発現したMSCを血中に投与すると、MSC表面のTFと血中成分の反応によりMSCを起点とした血
栓が形成される。

1)Biochem. Biophys. Res. Commun. 431(2): 203-209, 2013

ヒトMSC (骨髄(BM)、脂肪(WAT)、臍帯(UC))でのTF発現と培地の影響

2)Theranostics. 8(5): 1421–1434, 2018 

ヒト脂肪由来MSC 
(ADSC) 起眠

DMEM/10%FBS 各種培地で培養

TF発現の上昇
・顕微鏡観察 (DAPI, TF抗体)
・TF発現の定量PCR
・細胞表面TFのFCM解析
・ヒト血漿と混和した際のMSCの凝固時間解析

方法・結果

・無血清培地Ex-MSCで培養することで血清含有培地よりもADSCのTF発現が抑制された。
・Ex-MSCにFBSを添加すると濃度依存的にTF発現が上昇した。

DMEM＋
10% FBS Ex-MSC

Ex-MSC＋
2%FBS

TF

DAPI

Merge
(拡大)

TF陽性面積 1.00 0.23 0.94               
細胞数 1.00 1.90                 2.94               

2日培養 一晩培養

96well plateに播種
1500 cells/well
(DMEM/10% FBS)

3日培養

定量PCRでのTF発現解析
p < 0.05

p < 0.05

DMEM＋
10％FBS

Ex-MSC B社
AOF培地

生体内のMSCはTFをほとんど発現していないが、ウシ胎児血清 (FBS) やヒト血小板由来因子(HPL) などの培地添加物を含む培地
でMSCを培養するとTF発現が強く誘導され、MSCの血液凝固時間が短縮し、向血栓性が高まる 2)。

株式会社マイオリッジではこれまでユーザーのニーズ (培地の性能・コスト)に合わせた様々なMSC用カスタム培地を提供し、カタ
ログ品としてXeno Free MSC用培地 (Ex-MSC-XF)を上市している。

本資料ではMSCのTF発現および向血栓性に対する培地の影響についての検討結果を示す。

蛍光顕微鏡でのTF免疫染色

株式会社マイオリッジ



資料提供

Application No.６

高藤義正1、三谷成二2、高林葉子２、嶋緑倫３、辰巳公平2

1） 株式会社マイオリッジ 2） 奈良県立医科大学 血栓止血先端医学講座
3 ）奈良県立医科大学 血栓止血研究センター

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
細胞数 TF染色面積

DMEM＋
10％FBS Ex-MSC Ex-MSC+

0.3% HPL
Ex-MSC+
2% HPL Ex-MSC-XF A社XF培地 B社AOF培地

FCMを用いた細胞表面TF量の発現解析 ADSCとヒトplasmaの凝固時間計測
(Clotting Assay)

DMEM +10% FBS
B社AOF培地
Ex-MSC

1.5×106 cells/mLのADSC懸濁液とヒト血漿(クエン
酸入り)を等量混和して装置にセットし、塩化カルシ
ウムを添加した後の凝固時間(Clotting time) を計測

p < 0.05

p < 0.05

・Ex-MSCで培養することでADSCにおけるTF発現が低下した。
・Ex-MSCで培養したADSCは、FBS含有培地で培養したADSCと比べてTFの発現が低く、血液凝固時間が延⾧され、

凝固活性が低かった。

・マイオリッジが上市しているMSC用培地 (Ex-MSC)はFBS含有培地と比べて、ヒト脂肪由来MSCのTF発現を低く維持
しながらの拡大培養が可能であった。

・Ex-MSCで培養したTF低発現MSCは、clotting assayにおける血液凝固時間が大幅に延⾧されていることから凝固活
性が低く、向血栓性が低い可能性が示された。

・MSC培地で汎用されるウシ胎児血清やヒト血小板由来因子はMSCにおけるTF発現を誘導することが改めて確認された。

・近年の学術論文では、静脈内投与を意図した細胞製品に対してはTFの発現を評価項目とすることも提言されており
(Stem Cells Transl. Med, 11, 2-13 2022)、今後はMSCの静脈内投与を想定する場合にはMSCにおけるTFの発現レ
ベルや血液凝固活性も踏まえて適切な培地を選定することが重要になると考えられる。

結語

DMEM＋
10％FBS

Ex-MSC B社
AOF培地

マイオリッジが開発するMSC培地のアプリケーション
Tissue factor (TF) 発現を介した
MSCの向血栓性への培地の影響

各種培地で培養したADSCのTF免疫染色像


