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1, まえがき 

幹細胞は自分と同じ能力を持つ細胞に分裂する能

力(自己複製能)と皮膚や赤血球などの体細胞を作り

出す能力(分化能)をもつ細胞である。この幹細胞が分

化 す る 際 に 上 皮 間 充 織 転 換 （ EMT:Epithelial 

Mesenchymal Transition）という変化をする。幹細胞は

上皮細胞と間充織細胞の二つに変化しながら、位置

や形態を変化させ、器官の形成や治療を行う。EMTに

は細胞接着分子カドヘリンが関連している 1)。この時

Snail、Slug、Twist などの転写因子が E-カドヘリンの

発現を調節することでEMTが引き起こされると言わ

れている。この EMTと細胞接着分子カドヘリンの関

係に着目し、カドヘリン遺伝子発現の低下が引き金

となり、Snail, Slug, Twistなどが発現し、その結果 EMT

が起こるという従来説とは異なる経路の可能性を調

べることを目的とする。 

 

2, 提案手法 

今研究において用いる試薬は PIポリアミドである。

PIポリアミドとは、N-メチルピロール単位(Py)、N-メ

チルイミダゾール単位(Im)及び γ-アミノ酪酸単位を

含む低分子有機化合物である。DNAの C-G 塩基対に

対しては Py / Im対が、G-C塩基対に対しては Im / Py

対が、A-T 塩基対及び T-A 塩基対に対しては Py / Py

対がそれぞれ DNAと結合する。そのため、PIポリア

ミドの構造を設計し、プロモーターに結合させれば、

転写を阻害すればその配列から生み出される物質を

抑制することができる。この特性を用いて、カドヘリ

ン遺伝子発現の低下を先に起こすことができる 2)。 

これらの事実から、幹細胞である ES 細胞(胚性幹

細胞)、EC細胞(胚性腫瘍細胞)を用いて、この二つの

細胞にカドヘリンを抑制するように設計した PIポリ

アミドを導入し、3日間の細胞の状態の比較を行った

ところ EC細胞は EMTを引き起こしたが、ES細胞は

逆に結合が強くなった。これは、ES 細胞が胚盤胞の

内部細胞塊由来であり、EC細胞が卵筒胚の胚盤葉上

層由来であるため、二つの細胞はメチル化状態が異

なることが原因であると考えられる。そのため、ジー

ンチップにより ES細胞と EC細胞で発現の異なる遺

伝子の中から細胞接着に関連する遺伝子を抽出した

結果、カドヘリンファミリーの発現に差異が大きく

みられることがわかった。 

 

3, 実験方法及び測定方法 

 37℃のインキュベーターにより細胞を培養し、一

定量増えたタイミングでトリプシンにより細胞を

6cm dishからはがし、セルカウントにより細胞数を測

定した。この細胞数から培地 3mL あたり細胞数が

1.0 × 105個の細胞が含まれるよう計算し、濃度が

10𝜇𝑔 𝑚𝐿⁄ の Mouse PI ポリアミド F が含まれた培地

に添加した。ピペッティングを行い、6cm dishに細胞

を含んだ培地を 3mL 添加し、インキュベーター内に

24 時間置いた。24 時間後培地を吸引除去し、HBSS

で 6cm dish を洗浄後、スクレーパーにより細胞をは

がし、1.5mL チューブに移した。この細胞から DNA

を DNeasy Bloood ＆ Tissue Kit を用い、DNAの抽出

を行った。そして、その DNA に対して EZ DNA 

Methylation kit を用い、バイサルファイト処理を行い、

DNAのシトシンをウラシルに変換した。PCRにより

DNAを増幅させ、より増幅を進めるために PCR産物

をベクターに Ligationし、形質転換により大腸菌にプ

ラスミドを導入した。インキュベーター内に 24時間

静置し、コロニーを形成させたのち液体培地により

大腸菌を増幅させた。液体培地から プラスミドを

精製し、外部機関により解析を委託した。
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4, 結果および考察 

Gene Chip の結果を解析した結果以下の表ように

カドヘリン遺伝子の発現の差異が現れた 

表 2,EC細胞とコントロールとの比較  

遺伝子

名 

Scales 

ignal

（con） 

発現の

有 無

（con） 

Scales 

ignal（F） 

発 現

の 有

無（F） 

Cadm2 15.38075 P 3.57443 A 

 

表 3, ES細胞とコントロールの比較 

遺伝子

名 

Scales 

ignal

（con） 

発現の

有 無

（con） 

Scales 

ignal（F） 

発 現

の 有

無（F） 

Cdhr1 42.95726 A 307.7434 P 

Cdh3 20.71424 A 53.86008 P 

 

表 4, PIポリアミド導入時の ESと ECの比較 

遺伝子

名 

Scales 

ignal

（EC） 

発現の

有 無

（EC） 

Scales 

ignal

（ES） 

発現の

有 無

（ES） 

Cdh6 602.2245 P 3.251855 A 

Cdh10 315.2775 P 16.23325 A 

Pcdhα

1 

382.4157 P 25.32989 A 

Cdh13 254.2315 P 33.13084 A 

 

この結果カドヘリンファミリーの遺伝子発現に差

異があることがわかった。特に Cadm2 は EMT にお

ける細胞遊走の調整に大きく関連していると考えら

れている 3)。 

また、実際に ES細胞から DNAを抽出した結果図

1 のようなバンドが確認でき、このバンドは DNAの

バンドであると確認できた。この結果は ES細胞から

DNAが抽出可能であり、これらに対してバイサルフ

ァイトシーケンシングを行うことでメチル化状態を

確認できると考察できた。 

 

 

Fig1, ES細胞の DNA抽出結果 

 

5, まとめ 

 EC細胞と ES細胞では発現が大きく異なり、EMT

にも大きく関わっていることがわかった。その為、

DNAのメチル化状態を確認し、発現の差異について

詳細に把握する必要がある。 
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