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25−1　 マ ウス 心筋幹細胞系の 分離 と樹 立 （ES 細胞か ら胚様体を経由して）
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【目的】心筋幹細胞株は 骨髄間葉細胞や血球幹細 胞 か ら樹 立 さ れて い る．胚性幹細胞 （ES 細胞）か らの 樹 立 は 困難で あ る．そ
こ で ， ES 細 胞か ら心 筋 幹細胞の 樹 立 法を検討 した．【方法】Leukemia　inhibitory　factor（LIF ）1ng！m 且含有培地で 未分化 な状

態で 維持 されて い る ddY 系 マ ウス EES − 3細胞を実験に供した。　LIF を除去 しEmbryQtrophic　factors（ETFs） 添加培養液
（10％ FBS 含有 αMEM ）で静置培養す る方法と同培地を用 い て hanging　drop　culture し種々 の 器官原基を形成 させ る方法を

用 い た．同培地 で 約2日間 hanging　drop　culture し，胚葉体 embryoid 　body （EB ）を形成 させ ， さ らに，培養液中で 浮遊培養
する と

一
部 の EB に は心拍動が 確認で きた．心拍動の 部分をピ ンセ ッ トで摘出 し， 21　gage 注射針を用 い て細胞を分散させ静

置培養した．培養液 は 10ng／ml 　LIF，　ETFs ，10％FBS 含 有 αMEM で あ る．継代培養 は0．25％ trypsinを用 い 1 ：2　splitで 行 っ た．
【成績】細胞系 は安定 した 増殖を示 し分離後3 ヶ 月の 問に12回の 継代に 成功 した．培養細胞 は小型円形 ， 類円形 ， 多綾形 で接触
阻止 が見 られ る．継代す る こ となく corifiuent の 状 態で 10％ FBS 含有 αMEM で 長期培養（約3週間以 上 ）す る と一

部 に拍動す
る細胞が観察され る．【結謝 胚様体か ら心臓原基を誘導し， 心筋幹細胞系を樹立 した．今後，分子 レ ベ ル で心 筋 で あ る こ との

同定 と，心 筋梗塞 モ デ ル マ ウ ス に おける細胞移植に よ る再生医療を試み たい ．
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【目的】再生 と破壊の 月経サ イ ク ル を長期間に わ た り反復す る ヒ ト子宮内膜 は，その 極め て 高い 再 生 能力か ら幹細胞 の 存在が
強 く示 唆 され るが，未だ 同定 と分離に は 至 っ て い ない ．近年い くつ かの 臓器 に お い て DNA 染色剤 Hoechst33342に よ っ て も染
色 され ない 細胞集団 Side　Population（SP）が 存在す る こ とが 報告 され， そ の 高い 臓器特異的幹細 胞 活性 が 見い だ され て い る．
本研究で は こ の SP 分離法 を用い て ヒ ト子宮内膜に お ける幹細胞集団の 同定 と分離 を試み た．1方法】患者の 同意を得て 摘出し
た良性疾患子宮の 内膜 よ り間質細胞と腺細胞を酵素処理 お よび 濃 度勾 配 法 を用 い て 分離 した 後，Hoechst染色 しFACS 　

cel
sorter を用 い て SP 細胞を分離した．　SP細胞 に対 して は，幹細胞 マ ーカーの

一
つ で ある CD34 と白血球共通抗原 CD45に対す

る抗体を用 い て FACS 解析を施行する と 同時 に，　 cytokeratin あ るい は vimentin 等の 蛍光免疫染色 に よ りSP 細胞 の charac −
terization を行っ た．【成績1問質細胞 ・腺上皮細胞 と もに月経周期を通 して 常に SP 細胞 （全生細胞 の 0．1〜12％ ）が 存在 し ，

内膜基 底層 の 占め る 割合 が 高 い 増殖期 に SP 出現率が有意に高か っ た．　SP 分画 は CD34／CD45 の 発現 パ タ
ー

ン で （1） ＋ ／＋

（2） ＋ ／一（3）一／一の 3つ の 分画 に分 か れ ， 間質SP で は約 （1）80％ （2）5％ （3）15％で あ り腺 SP で は約 （1）10％ （2）40
％（3）50％ で あ っ た．Cytokeratin／vimentin の 陽性率 は 間質 SP で0．1％以下flOO％で あ り腺 SP で は約10％〆100％ で あっ た．
【結論】本研究を通 じて，ヒ ト子宮内膜 か ら安定的 な SP 細胞を分離す る方 法 を世界で 初め て 確立 した．月経周期 における SP
細胞 出現 率の 変化お よ び 表面 マ ーカー

の 発現パ ターン よ り，
ヒ ト子宮内膜 SP 細胞が 幹細胞的性格を持つ こ とが 強 く示唆 さ れ

た。
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細胞を分離 しその 生物学的特性を解析した．【方法】1）同 意 を得 た 患者の 摘 出子宮 よ り正 常子宮内膜 を採取 し， 上皮と間質細
胞 に輝 後 H・e・h・t33342で 染色 した・FACS で SP 細胞を分離し，サ 朴 カ イ ン を含む 培養液 で ，。U。g。n 　di，h，　f，，der　cell

澤鑼櫛擾覊馨簾鑼難霾羅罵撚鯊辮讐羅羈欝欝
羈繋欄 藷灘灘蠡譏鸚贏繋騨盤享鸛編瘰欟5薯灣と齶膿濡寥髓1鴨搭離

鑼簾鑼韆蟹無難黼鑞霾鑿1三瓣 撫鞳翻鰈

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


