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胚 性幹 （ES ）細胞はほぼす べ て の 体細胞 へ 分化 する こと の で き る 多能性 と、
無 限に 増殖す る こ との で きる 自己複製能 を併せ 持 っ て お り、再 生 医 療に お

け る 細i胞源 として 、また胚発生や細胞の 分化機構 を解析す るた め の 有用な

ツ ー一ル として 注 目されて い る。マ ウス ES 細胞の 多能件維持 には 特定の シグ

ナ ル が必 要で あ り、培養に はマ ウ ス 胚 性線維芽 細胞 （MEF ） をフ ィ
ーダー

細 胞 と して、さ らに 白血 病阻 ［E因子 （1．IF） を添加 する こ とで 多能性 を保

持 した ま ま増 殖 させ る こ とが で き る，しか し、MEF は初代培 養細胞 で あ り、
増殖 に 限 りが あ る た め、マ ウス胎 児 か ら適宜採取 する 必 要がある こ とか ら、
取 り扱い やす い フ ィ

ーダー細胞で ある とは言 い 難 い 。そこ で 、本研究で は

株化 細胞 と して、マ ウ ス ス ト ロ ーマ 細 胞 株STO 細胞お よびマ ウス 線維芽細

胞 eCNIHt3TS細 胞 に、細 胞 間 接 着 因 子 で あ る E一カ ドヘ リン 遺伝 子を導入 ・
発現させ 、これ らを フ ィ

ーダー細 胞 とし て用 い る こ と に よ っ て 、ES細胞の

未分化能 を維持 しな が ら培養 する こ とに 成功 した ので 報告す る。

【目的】 マ ウ ス胚 性幹細胞 （ES 細胞）は多分化能を持ち 、　 in｛vitl’o で様 々 な

細 胞 に分 化す る こ とか ら特定の細 胞に 効率 良 く分化誘導する方法 が検 討さ

れ て い る．本 研 究 で は 、神経栄養因
．
予で ある nerve 　gr〔｝“，th　t2cしor （NGF ｝を

添 加 して 培 養 した 脊髄 後根神経節 〔DRG ）の 培養上清液 〔CM ）を用い て ．
マ ウ ス ES 細 胞 が 筋肉 細 胞 と神経 細胞 に どの よ うな害1】合で 分化 する か を検

討 した 。
【方 法】分化抑 制 因子 で あ るleukemia　inhibi［〔，ry 　fLctor（1．IF＞を含 む培地 で マ

ウス ES 細胞 を 7 日間 培養 し、　ES細 胞 コ ロ ニ
ー

を形成 さ せ た 。　 DRG −CM を添

加 した LIF を含ま な い 培地 で ES細胞 コ ロ ニ
ー

を 12日間培養 して 分化 させ 、
筋 肉細胞 と 伸経細胞 に対す る抗 体 を用 い て 免 疫蛍 光染色 を行い 、フル オロ

・

イメ
ージ アナ ラ イザ ーまた は フ ロ ーサ イ トメ

ー
タ
ー

を 用 い て それ ぞ れ の細

胞の 分化の 割合 を測定 した ．
【結 果】DRG −GM を O〜20 ％濃度 で添加 して 12日間 培 養 した ES細胞 コ ロ

ニ
ー

を免疫蛍光染 色し、蛍 光強度 を測 定 した 結 果 、筋 肉 細 胞 と神 経細胞 に

分化誘導す る 最適添加濃度が 異な っ た 。次 に 、DRG −GM 無 添 加条 件 と DRG −
〔：MIOVc 濃度添加条件 で 分化させ た ES 細胞 コ ロ ニ ーを 免 疫蛍 光染色 し、筋

肉細胞及び神経細胞 に 分化 した 陽性細胞の 割合 を測 定 した 。その 結 果、無

添加条件 よ りも1）RG −CM 添加条件で 分化 した ES 細胞の 方が 筋 肉細 胞 、神経

細胞 と もに 高い 割 合で分化 してい た こ とか ら DRG −GM は筋 肉細 胞 と神 経

細胞 の両 方 に 分化誘導 する効果があ る こ とが わ か っ た 。
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【目的】ES細胞 は、自己増殖す る能力 と様 々 な機能繝胞に 分化す る 能力が あ

るた め、再 生医療や細胞治療の ための細 胞供給源 として 注 目さ れて い る。
試験管 内で ES 細胞 の 分化誘導 を行 う場合、．・

般的 に胚 様体 〔cmbrvuid

body；EB 〕の 形成が行われるが、通常、この EB は高グル コ ・一ス 〔251nM 〕

培地 で形成 され る。グル コ
ー

ス はES 細胞の増 殖 と維持に 便わ れる が、高 グ

ル コ
ー

ス 培地がLβ形成 の 際に も必要か どうかは示さ れて い ない 。本研究で

は、生体 内の グル コ
ー

ス 濃度 に近い 低 グル コ ース 〔5．5mM 〕培地 を使用 し

て EB 形成を行い 、グル コ ー
ス 濃度がEB の 分化傾向 に与 え る影響に つ い て

検 討した。
【方法】低細胞付着性の 96．well 　pla匸e （Lipidurc，　NC）F　Co．）に、初期細胞数

1000　celLs！wel1 とな るようにマ ウス ES 細胞 （129SV ） を播種 し ．　 EB 形成 を

行 ワ た。培 地 は高 グ ル コ ー一ス 培地 （DMEM −HG ） と 低 グル コ ース 培 地

（DMEM −LG ） を用意 した。それぞれの 培地 で 形成 した EB に つ い て 、形 態

的 分析及び遺伝子 発現の 解析 を行 っ た。
【結果】DMEM −HG で形成 した EB は効率良 く心筋 へ 分化する の に 対 して、
DMEM −LG で形成 した EB で は心 筋 へ の 分化が 遅れ た 。リア ル タ イ ム RT

PGR に よる解析 の結 果、　 DMEM −LG で 形成 した EB は、形成7日 目 にお い て

もOct3／4、　Nan 【｝g、　Rex1 と い った 未分化 マ ーカー一の発現 が み られ 、　DMEM ．
HG 培地で形成 したEB に 比べ て 未分化性 を維持 して い た。すな わ ち、培養

中の グル コ ース 濃度 が 分化 マ ー一か 一
遺伝子の 発現 に影響を与えて い る とい

うこ とが示 唆された。

【目的 】胚様体 （EB ）形成は、　 ES 網胞をinvitrQで 分化誘 導す る際 に広 く行

わ れ て い る 。EB は低細胞 付着性 を付与 した 培養容器内で ES 細胞 を浮遊 培

養す る こ とに よ っ て 得 られ る．培養容 器を低細胞付着性 と す る た め に は 、
種 tt の な コ ート剤が 用 い られて い る 。本研究 で は 、コ

ート剤 に被 覆さ れた

培査面が 、EB の分化状態 に どの ような影響 を 学え るの か を険討 した 。
【方法 】2一メ タ ク リロ イ ル オ キ シ エ チル ポ ス ホ ワJレ コ リ ン か らな る リン脂

質ポ リマ ー（MPC ）、負荷 電基 を有 する リ ン 脂 質ポ リマ ー一（（一）MPC ）、及び

両 親媒性界面活性剤で あ る PLuronic 　Fl27 （Sigma ） を コ ートした ボ リス チ

レ ン 製96 −well 丸底プ レ
ートで EB 形成を 行 っ た 〔使 用 細 胞 ： マ ウ ス ES細胞

129／sv 〕c形成されたEB の 遺 伝子発現 を リア ル タ イ ムRT−PCR で 解析す る と

もに 、接着培養 した場合の 心 筋の 発生を調 べ た 。負荷 電 量 は 段 階 的 に 変化

させ 、その 影響 に つ い て も検討 した 。
【結果及び考察】Pluronic 　F127 コ

ートで は、単
一の ）：Bを 形 成 した 割 合 が他

の コ ート剤 と比較 して 低か った ．ま た 、Pluronic　Fl27 コ ート上 で 形成 した

EB か らの 心筋発生率 も有意に 低か っ た 。　 MPC と（
一｝MPC コ ート ヒで 形 成 し

た EB 間に は、若干 で は あ る が 分化状態 に 差 が み ら れた ．以 上 の こ とか ら、
培養面 に 塗布 された コ

ー
ト剤が ES 細胞の 分化 に何 らか の 影 響 を 及 ぼ した

と考 えられ た。しか し、負荷電 鼠の 違 い に よ る影 響 は 明 瞭 に は 現 れ な か っ

た。

Differentiation　characteristics 　 of 　 embryoid 　bodies　 formed 　in
medium 　with 　a　physiolo孚cal 　glucose　concentration 　of 　5．5　mM ．
　 OHidenli　MOGHIZUKI ，　Hiroshi　KUROSAW へ

　 〔Dept．　Biotech．，Grad．　Sし h．　Med ．　Eng ．，Univ ．　Yamanashi ＞

Effect　of 　culture 　surfaces 　coated 　w 辻h 　low ・ce 且一binding　agents 　on 　the

differentiation　of 　embryoid 　bodies　of 　mouse 　ES　cells ．

需 島黯 躅躍 臨 鰮懿 1註髑 騾 lk臘 躍
D °  

　〔
11

）ヒpt．　Bioしcch ．，Grad，　Sch．　Med ．　ErLg．，LTIliv．　Yamanashi，2NOF 　G 【｝．）

Key 　words 　 ES 匸ell，embryQid 　body，　phy，sioiogical 　glucose　collccT 】tration，
dlflヒrcntlatl ‘♪n

Key 　words 　ES 　cell ，embryoid 　body，　di偸 rcntiation ，coaIing 　agen 匸

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


