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1. 諸言  

	
 最近、iPS細胞を用いた再生医療が世界の

話題となっている。再生医療とはヒトの臓

器の機能低下や損傷を、幹細胞によって修

復することを意味する。再生医療に幹細胞

を用いる場合、幹細胞は数が少ないので、

通常は生体外での細胞培養により、幹細胞

を増幅してから移植などに利用することが

多い。 

細胞培養時には培養皿を用いるが、細胞

が接着する基質の性質も、生体内とは異な

るプラスチック等の人工物である。近年、

細胞外基質が接着している細胞に対して、

増殖・分化などのシグナルを与える役割を

担っていることが明らかになっている。従

って、再生医療に応用する細胞を培養する

際には、細胞と基質の相互作用に着目し、

元の幹細胞の形質を維持できるような条件

を選ぶ必要がある。 

一方、通常の培養環境で細胞は、重力の

影響を受けて培養皿の上では、2 次元的な

ストレスのかかる形態をとることになる。

このような状態において幹細胞は分化が亢

進しやすくなり、未分化性を維持した培養

条件においても幹細胞が、自然に分化して

しまう可能性がある。そこで、未分化幹細

胞の比率を測定し、かつ未分化幹細胞だけ

を分離する技術が必要とされている。その

一つに、多くのサンプルを一度に処理する

ことが出来、磁石で補修・回収可能な磁気

ビーズを用いた磁気細胞分離法がある。特

に多摩川精機株式会社が東工大との共同研

究により確立したナノ磁性微粒子「FGビー

ズ」が注目されている。この磁気ビーズは

従来品に比べ、非特異的吸着がほとんどな

い、多彩なリガンドを固定出来る、有機溶

媒に対して強い耐性を示すといった特徴を

持つ。従って、標的タンパク質のみを効率

的に分離することが出来、新薬作りなどに

威力を発揮すると期待されている。 

本研究は、幹細胞の一つである、マウス

ES細胞 D3株を用いて、細胞培養の際に用

いる基質の表面特性の細胞形態や細胞分化

に対する影響について、分子レベルで検討

することを目的とする。 

また、磁気ビーズを用いて未分化幹細胞

だけを効率的に分離する方法についても合

わせて検討した。 

 

2. 材料と方法  

2.1	
 培養方法 

	
 マウス胚性幹（ES）細胞 D3株(feeder free)

を、Corning® BioCoat™ Collagen Type Ⅰおよ
び Collagen Type Ⅳ, Fibronectin, Laminin, 
Gelatin(Control)上に播種した。Lamininにつ

いては、種類を変えて培養皿に塗布した。

培養液は、DMEM＋10%ノックアウト血清

代替 KSR＋5%牛胎児血清 FCS＋1%PS＋

0.1%ES細胞増殖因子 LIF＋0.1%メルカプト

エタノール 2-ME を使用した。同様に市販
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の Lamini(-111)に加え、異なる種類のラミニ

ンを塗布した皿上で細胞の培養を行った。 

	
 播種後 6時間から 72時間まで、細胞形態

を顕微鏡観察した。 

2.2	
 RT-PCR 

	
 72 時間後に回収した細胞から RNA を抽

出し、RT-PCR を行った。未分化マーカー

及び、中胚葉分化マーカーの遺伝子発現を

調べた。また、ラミニン受容体であるイン

テグリンの発現についても確認した。 

2.3	
 免疫染色 

	
 マウス ES 細胞の表面に発現する未分化

マーカー糖鎖抗原である stage-specific 

embryonic antigen-1 (SSEA-1) に対する抗体

を用いて免疫染色を行った。 

 

3. 結果と考察  

	
 播種後 6時間後から 72時間後までの細胞

形態について、基質による違いを観察した。

播種後 1日目には、少しずつ差が見え始め、

3日目には顕著な差が見られた。Collagen IV

では、細胞が仮足を出して成長していた。

Laminin処理した培養皿では、細胞が培養皿

へ接着するよりも、細胞同士が接着して凝

集塊を形成した（Fig.1）。 

 

 
	
 Fig. 1	
 培養3日目の細胞像及び遺伝子発現 
	
 また、RT-PCRの実験では、ES細胞の未

分化マーカーである Oct3/4 の発現は

Collagen IV, Fibronectin, Laminin処理皿では

保持され、Collagen Iおよび Gelatin (Control)

処理皿ではむしろ低下していた(Fig.1)。同

じく未分化性の指標となる Sox2 の発現は、

どの基質でも同程度であった。また、

Laminin 処理皿では中胚葉マーカーである

Brachuryの発現が低下していた。  

	
 次にインテグリンの発現結果では、イン

テグリンのα鎖において、細胞外基質の違

いにより発現に差が見られた(Fig. 2)。 

 
	
 	
 Fig. 2	
 インテグリンα鎖の遺伝子発現 

	
 最後に、免疫染色の実験では、LIF を抜

いても未分化細胞が多かったのは、市販の

Laminin (-111) 処理培養皿上で（Fig. 3）、

Laminin-511, 521を塗布した皿上では、未分

化細胞は少なかった（データ非表示）。 

	
   
Fig. 3	
 Laminin処理皿での SSEA-1抗原発現 

	
 今後は、抗体を結合させた磁気ビーズ

（FG-Beads多摩川精機）を用いた幹細胞分

離により、未分化幹細胞数の定量比較を行

った。 
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