
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

134　 2 日 目第 2 会場

2P−2094　　 ナ ノ ニ
ー

ドル の 多数回挿入に よ る細胞障害の 解
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我 々 の研究 グル
ー

プで は 、ナ ノ ニ
ー

ドル を用 い た細胞 挿入 操作技術の 開発

を行って い る。ナ ノ ニ
ー

ドル は集 束 イオ ン ビーム 加⊥ に よ り単結晶シ リ コ

ン 製 の AFM カ ン チ レバ ー一
の 先端 を直径200 　nm の 円柱型 に 加工 したもの で

あ る。こ れ ま で にナ ノ ニ ードル を 細胞 に i時間 以 E挿入 し続 けて も細胞の

バ イ ア ビ リテ ィ に顕著な 変化は 見 られ な い こ と、ま た ナ ノ ニ ードル の 挿入

前後で イオ ン の 流入 も観 察され ない こ と を確認 して い る。ナ ノ ニ ードル を

用い た細胞解析 に おい て 、1個 の細胞 に 対 して 挿入 箇所 を変え て 10回 以 上

の 挿人操作を行 う場合 もあるが、多数 同の挿 入 が細胞 の 生物活性に 与え る

影響 は明 らか に されて い なか った 。
本発 表で は マ ウ ス 胚 性腫 蕩細胞Pl9 を用い て、ナ ノ ニ

ー
ドル を多数同挿入

した 場合の 細胞 へ の 障害 に っ い て 評価を 行うこ と を 目的と した。1個 の P19

に 対 して 、挿入箇所を 変 え10カ所 に挿 入操 作を 行い 、それぞれの 挿入箇所

で 1、5、10回 、総 回数 10、50、100回 の 挿 入 操 作 を行 った。そ の 後、細胞

分 裂 を観 察 し倍 加 時 間 を 評 価 した 。そ の結果 、総 回数 10回 の場 合は 、挿入

操作 を行 わ な か った 場 合 と比 べ て 倍 加 時 間 に差 違 が確 認 さ れ な か 一コた 。こ

れに 対 して総 回数 50、leD回 の 場合 は倍加 峙間の 延長が認 め られ た が 、分

裂を停止 した細胞は観 察 されなか った．

2P−2095　　 ハ ン ギ ン グ ドロ ッ プ法 に よる胚 様体形成に お け

　　　　　　　る 初期細胞数が マ ウ ス ES 細 胞 分化 に及 ぼ す影
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【目的】 胚 様 体 （EB ＞ は 、　 ES細胞の in　vitro 分化誘導シ ス テ ム と して 広 く

用 い られ て い る。EB の 形 成 に は ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ プ 法 （HD 法） が 広 く用
い られて い る が 、ド ロ ッ プ当 た りの 初期 細 胞 数 は20−−IOOO　cells 〆dropで あ

り、ド ロ ップの 培地容積 も15〜50 ” 1と 定 ま 一
⊃ て い な い。我 々 は 、EB の 質

（分化 状態） を
一

定の 範囲に 収め る こ とが、そ の後の 目 的細 胞 の 分化 誘導
を安定的に 進め る tで 重要で あると考え 、HD 法 に お け る初 期細胞 数が EB
の 分化状態 に ど の よ うな影響 を ケ

．
えるか を検討 した。

【方法】 マ ウ ス ES細胞 （129sv ）の初期播種濃 度が、1000 ，500，250，100
ceUs ／50μL−drepと な る よ う に100mm シ ャ

ー
レ の フ タ に 懸滴 を作製 し、11D

法 で 5〜7 日間の 培養 を行い EB を 形成 した 。比較対照 と して 、細胞 非接着

性 の U 底96 −well プ レート （96−well 法 ）を 用 い て 、　 leOO，500，250，100 　celLs

／well となる ように 細胞を播種 しEB を形成 した 。形 成さ れた EB の遺伝 子発

現 を RT −PCR に よ り解析 した。
【結 」及 び 考察】 HD 法 ではEB の培 養は5 日間が 限界 で 、5 日 目か ら 7日

目に か けて はEB の 生 育が 十分 に サ ポ
ートされ なか った。そ れは 、初期 細

胞 が 多 くな るほ ど顕 著で あった．5凵 目の EB で は ．初期 細胞数 が多 い ほ

ど、分 化 が 進 む 傾 向 が 見 ら れ た 。こ の 傾 向 は 96 −well 法 の 結果 と一致 して

い た。しか し、HD 法 で は 1000　cells ／dropで 形成 した EB の 分化能 は 不安定

で 、UXOo　ce1Ls 〆dropばHD 法 で は細 胞 過多 の条 件 で ある こ と が示唆 された。
こ の こ とか ら、EB 形成に 関わ る初期 細胞 数 の重 要 性 が 改 め て確 認さ れ た。
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【緒言】フ ァ イバ ー状の ハ イ ドロ ゲ ル 材料は 、細胞 の 高密 度培養 の た め の

某 材や ，組織工 学の ため の ス キ ャ ホ ール ド，バ イ オ リア ク タ
ー

の た め の 固

定 化担体など として 有用で あ る。均
一

な成分 の ア ル ギン 酸 カル シ ウ ム 等の

ハ イ ドロゲル フ ァ イバ ー
は，通常 は微小 な ノ ズル や2重管を利用 して 作製

されて い るe 本研究では．細胞の 成長方向の 制御 を可能 とす るより高機能

な ハ イ ド ロ ゲ ル フ 7 イバ ー
作製のた め に，マ イク ロ 流体 デバ イス を用 いた

新規作製法を 提案した 。そ して ，断面が 物理的強度 の異 なる複数 の成 分に

よ ．．て 構成 さ れ る ア ル ギ ン酸 ハ イ ド ロ ゲ ル フ ァ イバ ーを作製 し，その 内部

に おい て細胞 の成 長方 向の 制御 を試み た。
【実 験及 び結 果】 微細加 工 技 術 を用 い て ，複 数の 入 口流路が合 流す る

PDMS 製流路構造 を作製 した。外 側の 入 凵 か ら順 に，カル シ ウ ム 溶液，緩
衝 液，ア ル ギ ン 酸ナ トリウム 水溶液を導入 した とこ ろ，連続的 なハ イドロ

ゲ ル フ ァ ／バ ー
の 作製 が 可能で あ り，その 直径は 10

’
200 ミク ロ ン 程度 の 範

断で 調節可 能で あった e また ，ア ル ギ ン 酸溶液の 導入 コ を複数設 け，ア ル

ギ ン 酸エ ス テ ル の 濃度の 異 な る水溶液を 導入す る こ とで ，柔 らか い 部 分が

硬 い部 分 に挟 ま れ た コ ア シ ェル フ ァ イバ ーを 作製 し，さ ら に，細胞 を コ ア

部 分 に埋 包 し培 握 を試 み た と こ ろ，NIH　3T3 ・HeLa等 の 培 養細胞 は、コ ア

部 分 に 沿って 線形 の コ ロ ニ ー一を 形 成 し なが ら増 殖 す る こ とが 確 認 され た。
本研究 で作 製 したア ル ギ ン 酸 フ ァ イバ ーは ，マ イ ク ロ メートル オ ーダ ーで

止 確 に その 異方性が 制御で き るた め 、高機能バ イオ マ テ リアル と して の利

用 が期待 され る。
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【背景
・
凵的】組襖 え勤物 細胞を用 い てバ イオ 医 薬品 な どの 有 用 物質 を生

産す る際、生産性 の 高い 細胞株を樹立 す るた め に 、薬剤耐 性 遺伝 子 等 の選

択マ
ーカ ーを利用 して 、目的遺伝子の コ ピー数を染色体上 で 増幅 させ る方

法が用 い られ て い る。しか し、こ の 方 法は、低効率で あ る と と もに、導入

部位が ラ ン ダムで ある た め に 発現抑制 を 受け る場 合もあ る。我 々 は これ ま

で に、細胞染色体上 でCre リ コ ン ビナ ーゼ を 用 い て loxP タ
ーゲ ッ トサ イ ト

へ 複数 の 目的遺伝子 を逐 次的に 組込 むこ とが で き る シ ス テ ム を開 発 した。
本研究で は、高効率 な逐 次遺伝子導入を達 成す るため に 、反応効率 の 高 い

変異loxP配列の選 抜を試み た。
【実 験方 法

・
結 果】変 異loxP配列 の Creに よる反応効 率 を評 価す る た め

に 、開始 コ ドン を上 流 に 含む変異ヱoxP 配列 をプロモ
ー

タ
ー

ド流に 配置 した

ア クセ プダ ープラ ス ミ ド、お よ び 変異loxP配列下流に開始 コ ドン が欠損 し

たGFP 遺 伝子を 有す る ドナ ープ ラス ミ ドを作 製 した。　 Cre反応 に よりこれ

ら2 つ の プラ ス ミ ドの変異1。xP 間で紐 換えが 起 きた ときのみ、　 GFPの 発現

が確認で きる よ うに なって い る u 作製した プ ラ ス ミ ドをCre発現CHO 細胞
に 導入後、FACS で GFP 陽性細胞 数 を解析 した と こ ろ、　 Creに よ る反応効率
は 変蜘 oxP 配列の 種類 に依存 して い る こ と が分か った e また 、これ まで用
い て きた 変異且oxP 配列 よ り反応効率が 高い 配 列 を 選抜 さ れ 、その中に は 異
種 の 組 み 合わ せ で は 反応 しな い ものが あった．こ れ らか ら、選抜 した 変異
1。xP 配 列 は 逐 次組 込み シ ス テ ム に 用い る こ とが で きると考 えられ る。
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