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Pl−31−3　体外成熟卵を用い た ntES 細 胞の 作出

山 梨大

深澤宏子，下地 彩乃．平 田修司

【目的1体細胞の 核を除核未受精卵 に 顕微注入する体細胞核移植 （SCNT ）技術を用 い て 作出 され る核 移 植 胚 由来 の 胚 性 幹細
胞 （ntES 細胞）は，受精卵由来 の ES 細胞と同様の 多分化能を有 して い る．将来的に は，患者自身の 体細胞 を用 い た ntES

細胞 を樹立 し，失わ れ た 組織や 臓器を再生 して，免疫拒 絶 の な い 移植医療へ の 応用が 期待される．しか しなが ら，ntES 細胞

を樹立す る に あたり，相当数の未受精卵が 必 要で あ る こ とが 明 らか とな っ て お り，将来的な ntES 細胞 に よる再生医療の ヒ ト
へ の 臨床応用を展望 した場合，未受精卵 の 確保 が 大きな障壁 とな る，そ こ で，本研 究 は マ ウス の 卵巣か ら採取 した 未成熟卵を

体外成熟 （IVM ）させ て SCNT を行 い ，　 IVM 卵由来の ntES 細胞の 樹立 の 可能性 を検討した、【方法】マ ウス 卵巣か ら未成熟

卵 （卵核胞期卵）を採取 し，TaM 培 地 をベ ー
ス に した 培養液内で 17〜24 時間体外成熟培養を行 い 成熟卵 （Mll卵）を作出 し

た．得られ た MH 卵を 除核しさ らに卵丘細胞核を移植 して 構築 した核移植胚 （IVM 群）の 初 期発 生 を コ ン トロ
ー

ル （Cont
群）と比較検討 した．【成績1未成熟卵 を体外成熟 させ た 未受精卵 を用 い た体細胞核移植胚 は，胚盤胞まで 発生 し得 た が，胚盤

胞到達率 は IVM 群が （41／244）と Cont群 （25／32，　 p＜ O．001）よ り有意 に低か っ た．しか しなが ら，　 IVM 卵か ら得られ た胚
盤胞の 内細 胞塊 か ら ntES 細 胞 を 5 系列樹立 し得た．【結論】IVM 卵由来の 核移植胚か ら，　 Mll卵由来の それよ りも率は低 い も
の の ，ntES 細胞を樹 立 し得る こ とが明らか となっ た，将来的 な未成熟卵 を用 い た ntES 細胞 に よる 再生医療 の 可能性が 示 さ れ

た．

P1・31・4 　胚発生お よび胚性幹 （ES）細胞特性 に 果た す β
一
カ テ ニ ン の 機能解析
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【目的】着床後胚発生 に 必須で あ る β
一
カ テ ニ ン は ES 細 胞 特性，特 に 未分化能性維持 に 重要で あ る と言わ れ て い るが，そ の 分

子 生物学的背景 は 未だ 明 らか で な い ．本研究で は 5一カテ ニ ン ・ノ ッ ク ア ウ ト 〔KO ）実験 に よ りβ
一カテ ニ ンの 胚発生 お よび

ES 細胞特性へ の 直接関 与 を 明 らか にす る．【方法】コ ン デ ィ シ ョ ナ ル KO 法を用 い て βカ テ ニ ン
ーKO 　ES 細胞を樹立 し，　 ES

細 胞 の 3 つ の 特性 で ある 1）未分化能性，2）多分化能性，3）自己複製能力 に つ い て 野生型 ES 細胞 と比較 した．1）は未分化
特異遺伝子 の 蛍光免疫染色 RT −PCR 法お よび定量 PCR 法 に よ り，2）は in　vitro 解析 と して 初 期 胚発生 モ デ ル で ある胚様体

（EB ）を作製 し，三 胚葉分化 マ ーカー
の 免疫染色および定量 PCR 法を行っ た．　in　vivo 解析と して 奇形腫及びキメ ラ作出実験

を行 っ た．3）は増殖曲線を検討 した．さ らに，4）プ ラ ス ミ ドベ ク ター
用 い て β

一
カ テ ニ ンの 再導入実験も行 っ た．【成績】D

β
一
カ テ ニ ン

ーKO 　ES 細胞 の 未分化特異遺伝子発現 は野生 型 と同等で あ っ た．2）EB の 定量 PCR 法にお い て，β
一カテ ニ ン

ーKO
ES 細胞で は 内胚葉お よび外胚葉分 化 は 野生型 と同等 に 認 め られ た が，中 胚葉 分 化 に障 害 が 認 め られ た．奇形腫 お よび キメ ラ

は得られ なか っ た．3）増殖能力は野生型と同等 で あっ た．4）β一カテ ニ ン 再導入 に よ り EB お よび 奇形腫 に おい て 三 胚葉へ の

分化能が 回復 し．キメ ラ形成も確認され た．【結論】β
一カテ ニ ン は ES 細胞 の 未分化能性 に必須 で は な く，多分化 能性 に関 与 し，

特 に発 生 に 際 し中胚葉分化 に重要 で あ る．

P1−31−5　羊膜 よ り樹立 した HAM 細胞の ドーパ ミ ン産生ニ ュ
ーロ ンへ の 分化誘導の 検討
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【目的】羊膜 は未分化な状態で ある幹細胞が含まれ て い る と考えられて い る，本学会で 神経細胞へ の 分 化誘導に 成功 した 事を
報告 した．今回 は ドーパ ミ ン 産生ニ ュ

ーロ ン へ の 分化誘導を 試み た ．【方法】ドーパ ミ ン 産 生 ニ ュ
ーロ ン へ の 分化誘導 は，分化

誘 導培養 液 1と し て 10％FBS，2mM 　L−glutamine， 10ng／ml 　rhEGF ，10ng／ml 　rhFGF
−2，　 lxN2 　supplement 含有 〔zMEM

で 48時間培養 し，分 化誘導培養液 皿 で あ る 2mM 　L−glutamine，　lxN2 　supplement
，
200pM 　butylated　hydroxyanisole，1mM

N6，2「−dibutyryladnosine　3
’
：5’−cyclic　monophosphate ，　O．5mM 　isobutyl−1−methyl −

xanthine ，1μM 　al且
一trans −retinoic 　acid

含有 α MEM で 96時間培養 し，神経細胞へ の 分化誘導を行 い ，さ らに ドーパ ミ ン 産生 ニ ュ
ー

ロ ンへ の 分化誘導を行うた め に，
分化誘導培養液 m と して ，1％ B27　supplement ，250ng／ml 　SHH ，100ng／ml 　FGF −8，50ng／ml 　FGF −2添加 neurobasal 　medium

で 7 日間培養 し た．分化誘導の 有 無 を 調 べ る た め に
，
23種類の ドーパ ミ ン 産生 ニ ュ

ーロ ン 特異的マ
ー

カ
ー

の 遺伝子解析 と
TH，　DAT と神経細胞特異的マ

ーカーTujlの 免疫染色を行っ た．【成績】分化誘導前か ら，21種類 の ドーパ ミ ン 産生 ニ ュ
ー

ロ

ン特異的マ
ー

カー遺伝子の 発現 を確認 出 来 た が，分化 誘導後は 23 種類全て の 発現 を確認 した．また免疫染色の 結果，分化誘
導後は TH と DAT と も陽性 で あ り，　 Tujl は分化誘導 に 関わらず，陽性で あ っ た，【結論】HAM 細胞 の ド

ーパ ミ ン産生 ニ ュ
ー

ロ ン へ の 分化 誘 導が示 され た，羊膜細胞は 再生医療 の 細胞 ソ
ース と し て有効で あ る と考えられ る．
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