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3Bpl9　 一細胞経時的解析 を用い た プ ロ モ ータ活性の 比較
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【目的】人工 物 を用 い る治 療技術 か ら近 年で は細胞 移植 に よる 冉生 医療 技術に 大

きな 期 待 が 寄 せ られ てい る。細 胞 移 植治 療 は 、細 胞シ ートを 堀い て 表皮、角膜

上 皮、心 臓 な どの 組 織で 行 わ れて お り、成 功 を収め て い る 。iPS細 胞の 発見 もあ

り、今後 、細 胞 か ら様 々 な組 織 を創 る技術が 重要 とな っ て くる 。細胞か ら人 L
的 に 3 次 元組 織 を構 築 す る 手法の

一
つ と して 、細胞成 分 を 除い た 脱細 胞組 織の

利 用 が 着 目 され て い る 。3 次 元 組 織構造 と細 胞外 基 質が 保 た れ て い る か らで あ

る。これ まで 、肝臓 、心 臓 、な どの 組 織 の 脱細 胞 化 条件 お よ び 、残存 す る細 胞

外 マ ト リッ ク ス （ECM ）の 評価 な どが 行 わ れ て きた 。しか しな が ら、神経組 織の

脱細 胞 化条件 や ECM の 評価 、お よび 脱細胞組織 を足 場 と した 3 次 元培 養 は行わ

れ て い な い 。本研究 で は、神経組織 の 脱細胞 化条 件の 検討お よび 脱細 胞神経組

織 を足 場 と した 3 次元 培養技術 の 開発を 目的 と した 。
【方法】ラ ッ ト脳 を用い て 、ドデ シ ル 硫酸ナ トリウ ム （SDS ｝、　 TritonX−100 で 脱細

胞神経組織 を作 製 した。脱細胞化 の 有効性 を評価するために 、脱細胞後の HE 染

色お よ び残留 DNA 量の 測定 を行 っ た 。また、脱細胞組織内 に残存す る ECM 量

を評価お よ び脱細胞神経組織 の 上 に細胞培 養を行 い 、細胞接 着性 と生存率 を評

価 し た。
【結果1界 面活性 剤を用い た脱細胞 化に よ り脱細胞 神経組織を作製す るこ と に成

功 し た。SDS お よび Tritonx−100 を用い た 脱細 胞組織の HE 染色お よび 残像 DNA

を測定 した結 果．未 処理 の 組織 に 比べ て 優位 に 核 が 除去 され て い る こ とが 確認

され た。また 、脱細胞組織上 に神 経細胞が培 養 され て い る こ と も確認 され た た

め 、脱細胞組織 を足場 と した 3 次元培 養の ロ∫能性 が示唆 された 。

［目的 1細胞内の シス テ ム の 解明 に は 、遺伝子発現制御、細胞周期、シ グナ ル 伝

達、代謝経路 な どの ダ イナ ミ ッ ク な理 解が 重要で ある。しか し、従来の 分子生

物学的手法で は細胞内の ダ イ ナ ミク ス を捉 える こ とが 困難で ある可能性が 指摘

され た。そ の た め 、細胞内の 遺伝子や タ ン パ ク質 などの 経時的 な変化 を調 べ る

必 要が あ る。我 々 は 遺伝子発現の ダ イナ ミク ス を解析す るた め に遺伝 子発現制

御に 注 H して 、一．・細胞時系列解析 を提案 して い る。
［方法］プ ロ モ

ータ と して CMV ・SV40 ・EFI −a の 下 流 に AcGFP を結 合 したベ ク タ

を Nanojuice を用 い て そ れ ぞ れ を HeLa 細 胞 に遺 伝子 導入 した後、10分 間隔 で 24

時間の タ イム ラ プ ス 撮影 を行 っ た 。
［結果 】細胞集団の

一
細胞 に注 目 した と こ ろ、これ まで の 先行研究 と 同様、細胞

分裂 と遺伝子発現開始の タ イ ミ ン グ との 間に強い 相関が 見られ た 。細胞分裂 を

基準 に す る こ とで よ り正 確 な細胞 内時系列の 評価 を行 うこ とが出来 る と考 えら

れる。さらに細 胞分裂 と遺伝 子発現開始の 間隔 をプ ロ モ
ータ毎に調べ た とこ ろ 、

CMV プ ロ モ
ー

タ で は227、36分、　SV40 プ ロ モ
ータで は367，67分、　EFI一α プ ロ モ

ー
タで は 533．04分 となった。細胞種、遺伝子導 入試薬、遺伝子が同 じと い う条件

か ら、こ れ らの 時聞差 は プ ロ モ
ータ の 転写速度 の 違 い で ある と考 え られ る。一

細胞 時系 列解析 と異 なるプ ロ モ
ータを もつ AcGFP 遺伝子 を用 い る こ とに よ っ

て 、細胞分裂か ら遺伝子が発現す る まで の 時 間が異 なる こ とが 分か っ た。こ の

こ と か ら、プ ロ モ
ータの 違 い を評価 す る こ とが 可能で ある こ とが 示 唆 され た 。

一
細胞時系列解析 と 同

一プ ロ モ
ータ ある い は 同

一
遺伝子 の ベ ク タ を用 い る こ と

で 遺伝子発現の 経時的 な変化 を定量 的に評価可能 であ る と考 えて い る。
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【目的】 白血 病細胞 株 K562 は，多能性 幹細 胞的性質 を有 して お り，　 phOrbOI　L2−
myristate 　13−aeetate（PMA ）に より巨核 球系細 胞へ と分化する ため，造血系幹細胞

の モ デ ル 細胞 と して 研究 されて きた ．本研 究は ，浮遊性細胞で あるK562 の 培 養

面へ の 接 着が巨核球系分化 に及 ぼす影響 につ い て解析 を行 っ た，
【方法お よ び結 果lPMA 添加 に よ りK562 細胞の 巨核球系分化 を誘導 し、分化 の

評価指標 で ある高 倍数性 （8倍 体以上 と定 義 ）細 胞の 割合 を フ ロ
ー
サ イ トメ ト

リ
ー

に より解析 した，その 結果，PMA 添加 3日後 は約 70％の 細胞が接着 して い

るが．9 日間の 培養期 間中に 接着 してい る状態 か ら浮遊 した 細胞が存在 し，接

着 して い る細 胞 と比較 して 高い 倍数性 を持つ こ とが確認 され た．さらに ．PMA

処理 に よって 接着性 となった K562細胞 の 核 を蛍光染色 し，タイム ラ プ ス 観察 し

た結 果，細胞は 核分裂後の 細胞 質分裂 に失敗 し，娘細胞 の 融 合に よ り倍 数性 が

増加す る こ と．その 倍数性 が増 加 した 細胞が浮遊 性に なる こ とが 観 察 され た ．
細胞 の 接着性 を上 げ るた め に，種 々 の 濃 度の ポ リ リ ジ ン で 培 養容器 表面を処 理

した と ころ ，20　ug ！ml で PMA 添加 且日 後の 接着率 が 58％ か ら 73％ へ 促進 され 、9

日後の 高倍数性細胞の 割合 が 25％ か ら 40％ に増加 した ．以 上 の 結果は ，倍数性

の 増 加 に伴 う細胞の 浮遊 を ある 程度抑制す る こ と が 、高倍数 化を促 進する可 能

性を 示 して い る ．

卩ntroductionl 　Among 　human　ce 旧 in¢ s，　K562 　c ¢ ILs　have　been　widely 　used
　us 　a　modet

to　study 　haematopoietic　ceU 　di脆 rentia 匸ion．　Treatment　with　phorbon2−myristate　l3−
acetate （PMA ）1eads　differentiation　of　K562　cells　mimicking 　megakaryocytic 　lineage．
R 巳acdve 　oxygen 　species （ROS ）generation　has　been　assumed 　to　be　involved　in山e

megakaryopoiesis ．　In止is　study ．　we 　attempted 　to　understand 　the 爬 lation　between　oxida−
tive　str 巳ss　and 　megakaryocytic 　differen匸iation　ofK562 　cells、
［M 前 hods］G 巳ne 　expression 　analysis 　was 　done　using 　a　PCR 　me 出 od．　ROS 　content，
CD4 且expression 　and 　DNA 　ploidy　w ¢ r¢ analyied　using 　flow　cyrometer．
【Resultl　ROS 　level　QfK562 　cetls 　increased　about　6　fb［ds　a負er　being　exposed 　with 　10

ng ！ml 　PMA ．　Under　PMA 　induction，　the ¢ xpression　of　cat 〔encoding 　cata 且ase ）was

strongly 　repressed ．　which 　subsequently　affected　the 　abitity　of 　K562 　ceHs 　to 已 1iminate

ROS ，Accerdingly，　two 　different　types　ofanlioxidan 宦s　were 　introd巳ced ．　The 　addi 重ion　of

water −so 且uble 　derivative　ofvitamin 　E 　effe じtiv巳iy　inhibited　polyploidization　and 　reduced

lhe 　expression 　ofCD41 （a　specific 　marker 負）r　megakaryocytic 　differentiation）、　On 　th¢

contrary ，　 the 　 introduction　 of 　vitamtn 　 C 　 slightty 　 enhanced 　polypbidization　withou1

affecIing 　CD4 且expr 巳ssion ．　The 　detailed　mechanism 　is　under 　our 　investigation．

［mpor 愉 nce 　of 【ransien 巳cell ・adhesion ・to・the ・dish・in血 e　megakaryoc 頭 c

differentiation　of 　K562 　cells
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