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Ｌ背景

人を含めた哺乳類の発生はまず受精卵から始まる｡受精卵は分裂を繰り返し､胚盤胞と呼ばれ

る段階で初めて異なる二つの細胞集団、受精卵

趣-爾一餌熊Mi溌趣-’
ない｡一方､内部細胞塊は分化して、饅肝臓

肝臓､消化管心臓肺など体を構成／濃化贄

す講鰹，獺liiliiiJF鳶嶢篝鰯辨

露患艫ILiif[i:iilIf[i蛎鞠兵
の存在下では未分化な状態で増殖す

ることができる｡一方ＬＩＦの非存在下で

￣

◎ことかでき●。－万Ｌ肥の非仔仕卜で 図ＬＥＳ細胞とは何か

は､様々な細胞に分化する。（再生医学と夢の再生医療(羊」(再生医学と夢の再生医療(羊土社)から－部改変して引用）

１９９８年､ヒトのＥＳ細胞が樹壽立されたことにより、Ｅ［

きた(図２)。具体的には、まず患者の

体細胞から核を摘出する｡この核を､あ

らかじめ核を取り除いた未受精卵に移〆

植する｡これにより、患者の核を持った／

範蕪茂冨ｉｎ量Hii;jiiiL：，⑭
内部細胞塊を採取してES細胞を作製/綾…
する。この一連の操作により、自己の遣○体細胞

伝子(ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ遺伝子は未受精卵ｆ……
に由来)を持ったマイＥＳ細胞を作製で

きる｡そしてマイＥＳ細胞を人為的に分

ＥＳ細胞を再生医療に応用できる可能性が出て
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図２ＥＳ細胞の再生医療への応用

(再生医学がわかる(羊土社)から－部改変して引用）
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化させ､作製した細胞を細胞移植などの方法により患者の体内に移植し機能させれば､病気により

失われた機能が回復する可能性がある｡理論的にはこのマイＥＳ細胞から体を構成する全ての種

類の細胞を作り出せる｡また､こうして得られた細胞は､他人からの臓器提供による臓器移植でみ

られるような拒絶反応を起こす事もない｡このようにＥＳ細胞の再生医療への応用は大きな可能性

がある｡そしてその実現のための基盤技術の開発が求められている。

2．研究目的

ＥＳ細胞の大きな特徴として､多能性と自己複製能がある｡多能性とは､個体を構成する全ての

細胞に分化できる能力である。自己複製能とは､ＥＳ細胞が白血病阻止因子(LIF)の存在下で､多

能性を維持したまま分裂できる能力である｡もう一つのＥＳ細胞の特徴として､ＥＳ細胞をＬＩＦの存

在下で末分化性を維持して培養すると､細胞同士が密着し合った集塊､すなわちコンパクトなコロ

ニーを形成する事が挙げられる。

一般的な培養細胞を培養すると､一層で平らに疎らに広がって増殖し､細胞同士は重積しない

(図3)。

一方､ＥＳ細胞はＬＩＦの存在下で末分化性を維持して培養すると､細胞同士が密着し個々の細

胞の輪郭が明瞭でなくなる程に､コンパクトなコロニーを形成する(図4)。］ｌ』

］↓一
－層で平らに広がるコンパクトなコロニー

図3.一般細胞の培養図4.ＥＳ細i包の培養

興味深いことに､未分化状態のＥＳ細胞はコンパクトなコロニーを形成しているが､ＬＩＦを培地か

ら除去してＥＳ細胞を分化させると､コンパクトなコロニーを形成し得なくなる(図5)。

そこで私は､ＥＳ細胞はなぜコンパクトなコロニーを形成するのかという疑問を持ち､今回の研究

を行った。「なぜ｣というのには､二点ある｡まず､如何なる機序によりＥＳ細胞のコンパクトなコロニ

ーが形成されるのか､次に､コンパクトなコロニーの形成がＥＳ細胞の未分化性の維持に必須なの

か､という機序と意義の二点である。
未分化状態(+LIF）分化状態(-LIF）

E-cadherinと呼ばれる細胞同士を接着する分子

がＥＳ細胞のコンパクトなコロニーを形成において

も重要な役割を果たしているとの報告があった')。

また､ＥＳ細胞とは別の培養細胞(MCF-7､ＣＨＯ）

ＵＦを除去して
－

分ｲﾋさせる

図５．ＬＩＦ非存在下におけるＥＳ細胞の培養
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で､E-cadherinがリン酸化酵素ＲＯＣK2)によって制御されているとの報告があった3)。このことから

私は､ＥＳ細胞におけるＲＯＣＫの機能の解析を中心に本研究を行った。

3．材料と方法

①細胞培養

129/SvJ系統マウス由来ＥＳ細胞であるA3-l細胞は､0.1%ゼラチン溶液でコートした培養Ⅲ上で

ES細胞用培地(ダルベツコ変法イーグル培地,１５%牛胎児血清,２mMglutamine,１×non-essential

aminoacids，１×nuclosides,40,ｕＭβ-mercaptoethanol)に､マウスＬＩＦ発現プラスミドを強制発現

させたﾋﾄ胎児由来HEK293細胞の上清を１/１０００希釈率で添加あるいは無添加にて培養した。

細胞培養は5％CO2､３７℃の条件で行った。

②ＲＯＣＫ活｣性の定量

ＲＯＣＫの基質であるMYPT1を用いて細胞粗抽出液中のＲＯＣＫ活』性を定量した｡まず､個々の

条件下で培養されたＥＳ細胞を懸濁バッファーに懸濁し､遠心後､上清を回収して細胞粗抽出液と

した｡蛋白質濃度はProteinassayCBB溶液を用いて決定し､蛋白質2.5Iug当たりをMYPTlと

25℃で１０分間反応させ､反応液を11.5%ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し､ニトロセルロース

膜に転写した。このニトロセルロース膜を１%BSAでブロッキング後に、一次抗体として

Anti-phospho-MYPT1(polyclonal)､二次抗体としてGoatAnti-RabbitlgGHRPconjugateを用い、

WesternLightningTMChemiluminescenceReagentPlusにて蛍光させた。

③遺伝子導入効率

個々の培養条件下で､継代１日後にLipofbctAMINE2000を用いてreportervectorを導入し、

その後２日間培養されたＥＳ細胞を懸濁バッファーに懸濁し､遠心後、上清を回収して細胞粗抽出

液とした｡LucifieraseAssaySystemを用いて細胞粗抽出液中のIucifbrase活性を測定した｡蛋白質

濃度はProteinassayCBB溶液を用いて決定し､蛋白質ＬＬＬｇ当たりのluciferase活｣性を算出した。

4．研究結果と考察

①コンパクトなコロニーの形成の機序

E-cadherinと呼ばれる細胞同士を接着する分子がES細胞のコンパクトなコロニーの形成におい

ても重要な役害Ｉを果たしているとの報告があった')｡そこ｡…jiiilIlHを添加前添加後

でE-cadherinに対する抗体を用い､E-cadherinの作用

を阻害することでＥＳ細胞のコンパクトなコロニーが壊れ

ることを確認した（図６）。抗体（Anti-Mouse

E-cadherin(ECCD-l)(0.2mg/ml))を添加する前にはＥＳ

￣

図6.抗E-cadherin抗体の効果
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細胞はコンパクトなコロニーを形成しているが､抗体を添加し24時間後には､コンパクトなコロニー

が崩れ､細胞が拡散して増殖する｡これにより､E-cadherinがＥＳ細胞のコンパクトなコロニーの形

成に関与する事が確認できた。
添加前添加後

次に､E-cadherinの活性の制御機構を調べた｡ＥＳ細

胞とは別の培養細胞(MCF-7､ＣＨＯ)で､E-cadherinが

リン酸化酵素ROCK2)や細胞骨格蛋白質myosin2によっ

て制御されているとの報告があった3)。そこで､ＥＳ細胞

にＲＯＣＫやmyosin2の阻害剤を作用させることによりコ

ンパクトなコロニーが崩れるかを調べた｡すると、ＲＯＣＫ

阻害剤(Y27632:3ｑｕＭ)４）、myosin2阻害斉Ⅱ

(blebbistatin:30,ｕＭ)の添加により、ＥＳ細胞のコンパクト

なコロニーが崩された(図7,図8)。これにより､ＲＯＣＫや

myosin2がＥＳ細胞のコンパクトなコロニーの形成に関与

していることが明らかとなった。

－

図7.ＲＯＣＫ阻害剤(Y27632)の効果

添加前添加後

￣

図8.myosin2阻害剤(blebbistatin)の効果

ＬIFを除去して

0日目１日目２日目 3日目以上の結果から､ＥＳ細胞のコンパクトなコロニー形成に

はE-cadherin、ＲＯＣＫ､myosin2が働いていることが判っ

た。さらにＬＩＦを除去するとＲＯＣＫ活性が低下するとの

結果も得ている(図９)。そこでこれらの結果から次のような

仮説を考えた｡ＥＳ細胞においては､まずＬＩＦがＲＯＣＫや

myosin2を活性化して、次に活性化されたＲＯＣＫや

myosin2がE-cadherinの活性化を行うことによってコンパ

クトなコロニーを形成していると言う仮説である(図１o)。

■pH簿劃磨■塵郵顛蘭瞬■■室■撃錘露，麺麹■陣塵

図９.ＬＩＦ除去によるＲＯＣＫ活`性の低下

ＵＦ

図１０.コンパクトなコロニーの形成機序

②コンパクトなコロニーの意義

次にコンパクトなコロニーの形成がＥＳ細胞の未分化性の維持に必須なのかという点について検

討した｡ＲＯＣＫ阻害剤(Y27632)でＥＳ細胞を１８日間培養後､ＲＯＣＫ阻害剤を除去し３日間培養

したところ､再びコンパクトなコロニーの形成が観察された(図１１)。このことはＲＯＣＫ阻害剤の作用

が可逆的であることを示している｡一旦分化した細胞は元の未分化な状態には原則的に戻れない

ので､この結果はＲＯＣＫを阻害してコンパクトな．Ｙ27632で18日間培養３日後

ロニーを壊してもＥＳ細胞は分化していなかったこ

とを示している。つまり、コンパクトなコロニーの形

成はＥＳ細胞の未分化性維持に必須ではないと

思われる。

図１１.Y27632の効果は可逆的である
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③ＲＯＣＫ阻害剤と再生医療

今回の研究から､ＲＯＣＫ|咀害剤によってＥＳ細胞を分化させずにコンパクトなコロニーを壊す事

が可能であると判明した｡ＥＳ細胞はコンパクトなコロニーを形成するために､コロニーの中心部は

培地と接する事ができず､薬剤などをコロニー中心部の細胞に作用させにくいという技術上の問題

がある｡逆にＥＳ細胞を一般の培養細胞のように二次元的に培養できるようになれば､遺伝子の導

入効率などが上がると期待される。図１２は､実|祭にＲＯＣＫ阻害剤(Y27632)を作用させてＥＳ細胞

を培養した方が､遺伝子導入効率が約２０％上昇してい

ることを示している｡また､ヒトＥＳ細胞をＲＯＣＫ阻害剤

(Y27632)の存在下で培養すると、細胞死が抑制されて

クローンの増殖効率が約100倍に上昇し､遺伝導入効率

も飛躍的に簡便になるとの報告もあった5)。以上の事から、

ＲＯＣＫ阻害剤(Y27632)は､ＥＳ細胞を用いた再生医療

において有用なツールとなる可能性をもっていると考えら

れる。
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図１２Ｙ27632添加による

遺伝子導入効率の上昇
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