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概 要　多分化能 を有す る ヒ ト EC 培養細胞株 NEC14 は，　 in　 vitro で 分化誘導物質 HMBA10 −zM
　 3 日間

処理 に て ，形態的 に 分化 し，細胞 分裂 が 著 し く低下す る が生存 し て い る，分化誘導前後 に お け る 各種 分

化関連 マ
ー

カ
ー

（細胞表面抗原， レ タ チ ン 結合基，中間径 フ ィ ラ メ γ ト，分泌蛋白，細胞外 マ ト リ ッ ク

ス 蛋白） の 形質 発現 を調べ ，以下 の 結果を得た ．

　1）細胞表面抗原 に つ い て は，分 化誘導後 ヒ ト主 要 組織適合 抗原 HLA −A ，　B，　C の 顕著 な 発現が み られ

た ．ま た stage 　specific 　embryonic 　antigens （SSEA ） は 分化誘導前後 に お い て SSEA −1’／SSEA ・3＋
→

SSEA ・1＋

／SSEA ・3一の 変化が認 め られ た．

　2）種 々 の レ ク チ ン 結合基 の うち peanut　agglutinin （PNA ）結合基が分化誘導後減少 し た ．

　 3）中間径 フ ィ ラ メ ン トの 分化誘導前後に お け る変化の 特徴は，誘導後 の み vimentin が明 らか に 検 出

され た．

　4）細胞外 マ ト リ ヅ ク ス 蛋 白で あ る tenascin は分化誘導後顕著に 検出 され た ．

　以 上の 結果 か ら，NECI4 細胞 は ，　HMBA 処 理 に て形態的に 分化 し，主 と して 胎児性成 分で あ る 中胚葉

由来間葉系成分の 形質を発現す る こ とが判明 した ，

Sympsis 　 A 　pluripotent 　human　EC　ce］11ine（NEC 工4）could 　be　induced　to　morphologically 　differentiate　by
treatment 　with 　10

−
：M 　HMBA 　for　3　days　in　vitro ．　 The　changes 　in　various 　differentiation−related 　markers

（cell 　 surface 　 antigens ，1ectin　 binding　 sites ，　intermediate　 filaments，　 secreted 　 products 　 and 　 extracellular

matrix 　proteins）after 　induction　of　differentiation　 were 　examined 　in　order 　to　clarify 　the　differentiation
Iineage．　 The　results 　were 　as 　follows：

　1） The 　 mQst 　 conspicuous 　changes 　in　cell　surface 　antigens 　after 　differentiation　were 　the　 expression 　of

major 　human 　h正stocompatibility 　antigens （HLA −A ，B，C）and 　the　changes 　in　stage 　speclfic 　embryonic 　antigens

（SSEA −1−／SSEA −3＋
→ SSEA ・1＋

／SSEA −3っ、
2） Vimentin ，　mesenchymal 　jntemediate 創 ament ，　was 　only 　detected　 after 　the 　differentiation．

　3） Tenascin，　an 　extracellular 　matrix 　protein　produced　 in　mesenchymal 　cells，　 was 　produced 　after 　the

differentjation．

　These 　results 　indi⊂ate　that　HMBA 　can 　induce　NEC14 　cells　to　differentiate　into　mesenchymal 　elements 　of

embryonal 　 mesoderm ．
Key 　words ： Human 　 EC 　 cells ・Pluripotenい Hexamethy ｝ene 　 bisacetamide 。Differentiation　 markers 。

　　　　　　 MesQdermal 　mesenchyme

　　　　　　　　 緒　　言

v ウ ス の Embryona 】carcinoma （EC ）細胞 は，

胚 細胞腫瘍の 幹細胞 （stem 　cel1） で 悪性細胞 で あ

る が，初期胚 に 類似 し た 多分化能を有す る
12 ）．ヒ ト
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の 胚細胞腫瘍に も マ ウ ス の EC 細 胞 と類似 の ヒ ト

EC 細胞が確認 され 17）
， 近年多数 の ヒ ト EC 培養細

胞株が樹立 され て い る
7）．

　著者 らは 各種 ヒ ト EC 培養細胞株の 性格 を マ ウ

ス と比較検討 し
19）2°1

， そ の 中 の NEC14 細胞 が多分

化能を有し 2，18）

， 分化誘導物質 HMBA 処理 で 分化

が誘導 される こ とを報告 して きた
9｝2D）．

　
一

方， ヒ ト EC 細胞 の 分化 系列 （differentiation

lineage）を 明 らか に す るた め
， 形態的な検索 と と

もに 分化関連 マ
ー

カ
ー

（細胞表面抗原 ，
レ ク チ ン

結合基，中間径 フ ィ ラ メ ン ト
， 分泌蛋 白 ， 細胞 外

マ ト リ ッ ク ス 蛋白な ど） の 形質発現を総合的 に検

索す る こ とが有用で ある
6，．今回 多分化能 を有 す

る ヒ ト EC 細 胞培 養細 胞株 NEC14 を HMBA 処

理 に よ り in　vitro で 分化誘導 し，分化前後に お け

る種 々 の 分化関連 マ
ーカ ーを調 べ ，その 形質発 現

に よ る 分化系列 の 同定を試み た．

　　　　　　　　 材料 と方法

　 1． ヒ ト EC 培養細胞株

　多分化能が証明 され た 精巣胚 細胞腫瘍 由来 の

NEC14 細胞株を用 い た
14）19）．培養液は RPMI1640

に 10％ FBS （fetal　bovine　serum ）及び 抗生物質

を添加 し た もの を用 い
， 5％CO2 ， 95％空気を 流

し ， 湿 潤条件 下温度は 37℃ に 調節 し た ．継代 は 25

Cln2 培養 フ ラ ス コ に 細胞 106個前後接種 し， 1週間

前後の 間隔で 行つ た。細胞 の 回収は 通常 pipetting

で 行 つ た ．

　 2．HMBA

　 N ，N
’−hexamethylene　 bisacetamide は Sigma

Chem ．　Co．か ら購 入 し 血 清無添加 の 培養液で 10−1

M の ス ト ッ ク溶液を作製 し，− 20℃ で 保存 し た ．

　3．分化誘導

　細胞 IO6個を25cm2培養 フ ラ ス コ に 接種 し ， 48時

間培養後 か ら HMBA 　 10
−2M

を添 加72時間 処理

し た ．

　 4． モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体及び レ ク チ ン

　今回 用 い た細胞表面抗原及 び中間径 フ ィ ラ メ ン

トに 対する 各種 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と レ ク チ ソ の

特異性 ， 抗原決定基 ， 入 手先は 表 1 に示す ご と く

で ある ．

　 5．直接及 び間接螢光抗体法

　単個細胞 を0．05％trypsin −2mM 　 EDTA 溶 液，

37℃ 処理で 回 収 し ， IO6個の 細胞 と表 1 に 示す各種

1次抗体ある い は FITC 標識 レ ク チ ソ と 4℃ ， 30

分間反応 させ た ．PBS 溶液 に 浮遊 し，遠沈 を 3 回

繰 り返 し洗浄を行 つ た．間接法 は更に FITC 標識

2次 抗体 （抗 マ ウ ス IgG あ る い は lgM ， 抗 ラ ッ ト

IgM ）と 4 ℃
，

30分間反応 させ た ．　 PBS 溶 液で 3

回 洗 浄 後，fluorescence−activated 　cell　 sorter

（FACS 　tar，
　 Becton　Dickinson）を用 い て 分析 し

表 1　各種細胞表 面抗原に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と レ ク チ ン の 特質及 び入 手先
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た ，

　6．免疫組織化学

　静置単層培養細胞 を rubber 　policeman で 採 取

し，1，000回転 5分間遠沈後，細胞 ペ レ ッ トを 回収

し た ．ペ レ ッ トを96％エ タ ノ ー一ル ／酢酸 （99ml ：1

mD 混 合液 で 固定 し ，
　 DAKOPATTS よ り購入 し

た 中 間 径 フ ィ ラ メ ソ ト キ ッ ト （cytokeratin ，

vimentin ，　 desmin ，　 glial　fibrillary　acidic 　protein

（GFAP ））の モ ノ ク 卩 一ナ ル 抗体を用 い て
， pe沁 x ・

idase　anti −peroxidase 〔二PAP ）法に よ り染色 した．

　7，　Western　blotting

　 ポ リ ク Pt 一ナ ル 抗体抗 マ ウ ス laminin，抗 ヒ ト

type　lV　collagen は Advance　Corp．， 抗 tenag．　cin

は Chemicon　Int．　Inc．よ り購入 し た．細胞抽出液

を2−mercaptoethanol 存 在 下 で 電 気 泳 動 後 ，

PVDF フ ィ ル タ
ー（Millipore）に 転写 し，　 Towbin

et　a1 ，の 方法
z3｝に 従 つ て PAP 染色 し た ．

　　　　　　　　　　結 　　 果

　 1，細胞表面抗原

　表 2 及び図 1に 示 す ご と く， ヒ ト主 要組織適合

抗原 HLA −A ，
　B ，

　C は未分化 NEC14 細 胞で は 10％

1％ ）

1°0

HMBA 　IO　
記
M 　72時間

瞬 　　　　．臼f　　 蟹、t

5

0 50 100 T50 時 間

図 1　 NEC14 細 胞 の 分化 誘 導 に お け る 各種細 胞 表面

　抗原 の 推 移

　ロー口 ：W6 ／32，0 − ○ ：SSEA ．1
，

　△ 一△ ：SSEA ．3，×一 × ： ヒ ト Thy ・1

1479

表 2　 分 化誘導前 後 に お け る 各種 細 胞表 面抗原及び

　 レ ク チ ン レ セ プ タ ーの 発現

PNAMPAConARCA

．1DSADBAGS

、1

望
oo

ち，
oZ

r
．
t．

PNA

ConA

DBA

GS ・1

MPA

RCA −1

｝

DSA

oo　 10i　 107　 田
ヨ
　 10”

　 　 100　 10【　 IO〜　 10コ　 le4

　 　 　 　 　 　 　 　 Fluorescence　intensity

図 2　 NEC14 細 胞 の 分 f匕誘導前 後 に お け る 各 種 レ ク

　 チ ン レ セ プ タ ・一の 変化

　
一一・： コ ア 1・Pt 一ル ，一 ：未 分 化 NEC14 細 胞，

　 　 　 分 化 誘 導 後 7 日 目 の NEC14 細 胞

N 工工
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　 図 3　分化誘導 前後 に お け る細 胞 ペ レ ッ トを用 い た 免疫組織染色 （PAP 法 ）

左（a，c，　e，　g）：分化前，右 （b，　d，　f，　h）：分 化 後，（a，　b）： cytokeratin ，（q 　d）：vimentin ，
（e，f）：desmin，（g．　h）：GFAP

前後 の 細胞 に し か 発現 し て い な か つ た が
，
HMBA

処理 に よ る 分化誘導後経 時的 に 発現細胞 が 増加

し，処 理 170時間後 に は 約 80％ の 細胞に 発現 が 認 め

ら れ た ．SSEA −1もほ ぼ 同様 の 発現 パ タ ー
ン を示

した が
， 逆 に ヒ ト Thy −1は未分化 NEC14 細 胞で は

90％以上 の 細胞 に 発現 し て い た が，分化誘導開始

後経時的 に 発現細胞 が減 少 し，処 理 170時間後に は

15％ 前後の 細 胞の み に しか発現 し て い なか つ た ．

SSEA ・3は 未 分化細胞 の 40％に 発現 し て い た が，

分化誘導後漸減 し， ヒ ト Thy ・1 と類似 の パ タ
ー

ソ

を示 した ．また R ・24，NC −1，　 Leu−7は分化誘導前

後 とも発現は 認め られず，K ・21で は 分化後発現 は

減少 した ．

　 ヒ ト EC 細 胞 の 分化誘導 前後 に お け る SSEA 一

N 工工
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表 3 　培 養細 胞 ペ レ ッ トを 用 い た PAP 法 に よ る中

　 間 径 フ ィ ラ メ ン ト及 び 分 泌 蛋 白 の 検 出

分化誘 導後
中間径 フ ィ ラ メ ン ト／分泌蛋 白 分化誘導前

7 日 目 70日 目

中間径 フ ィ ラ メ ソ ト

一

cytokeratin 十 十 卦

vimentin 一 一
什

desmin 一 一
（＋ ）

GFAP 　 　
（十）

分 泌 蛋 白

hCG 「7 一 　

AFP 一 一 一

’
「enascin

200 ∵ 繋 蠶 野
∵

　 　 　 二：7 悟
匸
脚 細壹m・匸，ゴ・t・t．げ罰

盈 £
輝隅頴将 σ緬匹跚 蔦

69 一艦 靉蘿

　 　 　
・認評臨黏齢喞畿　

ttゴ

（＋） ←》

Laminin

200 − ：霾繕鑿 鱗
胃

　 　 　 　 ’　tt　t／t　トじれいロヒ’，　，，
　 　 　 ／　・t−tttl　 晶岬呻mt・
　 　 　 ，η鳳 孅 蜘 置曜ttt

　 　 　 − ．x．．：．

46 −
　　

’
∴ 一一一二

（＋） （一》

図 4　 Westem 　blotting法 に お け る 分化誘導前後 で

　 の tenaSCin 及 び laminin

　（＋ ）：分化誘導後， （一）：分化 誘導前

1プ SSEA −3＋
→ SSEA −1＋

！SSEA ・3
一
の 変化は

，
マ ウ

ス EC 細 胞 に お け る SSEA −1＋

／SSEA ・3− →

SSEA ・1−／SSEA ・3＋

の 変 化 と対称 的 で ，
ヒ ト EC

細胞 は マ ウ ス EC 細胞 に比 べ や や未分化 な形 質を

発現 し て い る と考え られ る．

　分化 誘 導前 の 未 分化 NEC14 細 胞 で は ，ほ ぼ

100％の 細胞 に PNA ，　ConA ，　MPA ，　RCA ・1，　DSA

な ど 5種 の レ ク チ ン 結合基 が検出 され ， 分化誘導

後 に は ，PNA がや や 減少 し た 以外 は ほ と ん ど変

化 しな か つ た，DBA ，
　GS ・1の レ ク チ ソ 結合基は 分

化誘導前後と も検出 で きな か つ た （図 2）．

　表 3 に 示す ご と く， 4 種 の 中間径 フ ィ ラ メ ン ト

と 2 種 の 分泌蛋 白 （hCG ，　 AFP ）の 合成を ， 細胞

ペ レ
ッ ト を 用 い て 免疫 組織化 学 的 に 検 索 を行 う

と，分化誘導前 の 未 分化 NEC14 細胞で は
，
　 cyto 一

木村 他 1481

keratin の み が検出され た （図 3）．分化誘導直後

（7 日 目）は い ずれ の 中間径 フ ィ ラ メ ン F
， 分泌蛋

白 とも に 合成の 誘導 は み られなか つ た が
， 長期間

（70口間）培養を続け た分化細胞で は ， vimentin が

顕著に 発 現 し，
…

部 の 分化細胞 で は desmin の 発

現 もみ られ た （表 3，図 3），

　細 胞 外 v ト リ ッ ク ス 蛋 白の 合 成 を ， Western

blotting法 で 調 べ る と
，
1aminin の 合 成 が み られ

た が
， 分化誘導前後で 変化がみ られ な か つ た ．一

方，tenascinで は 分化誘導後発現が顕著に増加 し

た （図 4 ）．

　　　　　　　　　考　　案

　多分化能を 有す る ヒ ト EC 培 養細胞は，培養条

件 に よ り 自然に 分化 し
5）7〕16 ）18 ）

， また 各種 の 分化誘

導物質処理 に て 確実に 分化を誘導で きる
21 ）．分化

細胞は 形態的な変化 に 伴 い 増殖が停止 し，種 々 の

形質が発現する
4｝，形質 マ ーカ ー

と し て は ，ヒ ト主

要組織適合抗原 （HLA ）， 分化関連細胞表面抗原

（SSEA ）， レ ク チ ン 結合基，酵素 （alkaline 　phos −

phatase な ど），
プ ロ テ ア

ーゼ （plasminogen

activator な ど）， 中間径 フ ィ ラ メ ン ト
， 分泌蛋 白

（hCG ，　 AFP ），細胞外 マ ト リ ッ ク ス 蛋白な どが調

べ られて い る
4｝

，

　 マ ウ ス の EC 細胞表 面 に は 主要 組 織適合抗 原

（H −2）が発現し て お らず，分化後発 現す る． ヒ ト

の EC 細胞表 面で は
， 極少量で は あ るが，主要組織

適合抗原（HLA ）が発現 し て お り
3）

， 今回 分化誘導

後著 し く HLA ・A
，
　 B

，
　 C の 発現が増加 し た ．

　SSEA ・1は マ ウ ス EC 細胞株 F9 を免疫 して 得 ら

れ た モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 で ，SSEA −3は 4 〜 8細

胞期 の V ウ ス 胚 を 免疫 して 得 られた モ ノ ク ロ ーナ

ル 抗体 で あ り，マ ウ ス の EC 細胞 で は ，　SSEA ・1＋

／

SSEA ・3
−

， 分化後 SSEA −1−／SSEA −3＋
へ と変化す

る ．逆 に ヒ ト の EC 細 胞 は 未 分化 で SSEA −1−／

SSEA −3＋

，分化後 SSEA ・1＋

／SSEA ・3
一

へ と変化す

る こ とが判明 した．す なわ ち分化誘導に よ り細胞

表面糖脂質 が globo 系か ら 1acto及 び ganglio系

ヘ ス イ ッ チ す る
s）

， こ の 分化 関連細胞表 面抗原 の

変化 を ，
マ ウ ス 初期胚 と対応 させ る と ， 胚 盤胞 よ

り未熟 な卵割期 の 抗原様式 と
一

致す る
S）．

　細胞分化 の 過程で ，糖質複合体 の 糖鎖が変化す
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る こ とが
，

レ ク チ ン を用 い た実験 か ら明ら か に さ

れ て い る
1）．マ ウ ス の 未分化 EC 幹細胞 は PNA ，

LotusA，　 DBA な ど の レ ク チ ソ に 対す る 結合基を

発現 し て い るが ， 分化細 胞 は こ れ らの 結合基 が減

少す る
1》．今回検討 し た ヒ トの 未分化 EC 幹細胞で

は ，マ ウ ス と同様分化誘導後 PNA の 発現が減少

した が ， 分化誘導前後で DBA は ほ と ん ど発現 し

て い な か つ た ，

　 中間径 フ ィ ラ メ ン トは 組織特 異性が高 く，その

発現 は 細胞 分化 機能 の マ
ーカ ー

と して 有用 で あ

る
11）
．v ウ ス の EC 幹細胞 で は vimentin の み 発現

し て い る が，今回 の 結果 の よ うに 通常 ヒ トの EC

幹細胞 で は cytokeratin の 発現 がみ られ る
22 ）
．分

化誘導後 cytokeratin と と もに vimentin が 顕 著

に 発現 し，一部 の 分化細 胞で は desmin の 発現 も

み られ た．今回 の 結果 か ら ， 分化細胞で は cyto ・

keratin と vimentin が coexpression し て い る所

見が得 られ ， 胎児組織で は よ くみ られ る所 見 と
一

致 した
24 ）．

　 胎児 外成分 へ の 分化 マ
ーカ ーで あ る hCG は 未

分化 ヒ ト幹細胞で 極少量合成 され て い る が
，
AFP

は 通常検 出 で きな い
1°）15 ］18 ）19 ［，分化誘導 後 に お い

て も hCG ，　 AFP とも に 合成 はみ られ なか つ た 点

よ り， 胎 児外成 分へ 誘導 はな か つ た もの と思わ れ

る，

　 ヒ ト EC 幹細 胞で は 通常 laminin以外 の 細胞 外

マ ト リ ッ ク ス 蛋白を合成 して い な い
「6］．分化誘導

後 fibronectinの 合成 が み られ る
13）16｝．分化 誘導前

後の tenascinの 発現に 関す る報告 は い まだ み ら

れ な い が
， 今回分化細胞 に tenascin の 顕著 な発現

が み られた ．

　以上検討 し て きた 分化誘導前後 の 形質発現 の 変

化 を総合す る と，多分化能 を有す る ヒ ト EC 細胞

株 NECI4 の 幹細胞を ， 分化誘導物質 HMBA 処理

に よ り分化誘導す る と ， 主 と し て 間葉系細胞 の 形

質 が発現す る こ と が判明 し た ．
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