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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

M 15細 胞 の 存 在 下 で 、 ア ク チ ン ビ ン 、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 増 殖 因 子 （ bF G F） 及 び ノ ギ ン

を 添 加 し て 哺 乳 動 物 由 来 の E S細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 、 E S細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分

化 誘 導 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

M 15細 胞 の 存 在 下 で E S細 胞 を 培 養 す る 際 に さ ら に ニ コ チ ン ア ミ ド を 添 加 し て 培 養 す る 、 請

求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

哺 乳 動 物 由 来 の E S 細 胞 が マ ウ ス 、 サ ル 又 は ヒ ト 由 来 の E S 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記

載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

請 求 項 １ か ら ３ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 に よ り E S 細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 工

程 、 及 び 分 化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 を 蛍 光 標 識 に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ F A C S)に

よ っ て 分 離 す る 工 程 を 含 む 、 E S細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 を 取 得 す る 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

M 15細 胞 の 存 在 下 で 、 ア ク チ ン ビ ン 、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 増 殖 因 子 （ bF G F） 及 び ノ ギ ン

を 添 加 し て 哺 乳 動 物 由 来 の E S細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て E S細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と

分 化 誘 導 す る 際 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で E S細 胞 を 培 養 し 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で E S細 胞 を

培 養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度 と 被 験 物 質 の 存 在 下 で E S細 胞 を 培
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養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度 と を 比 較 す る こ と を 含 む 、 ES細 胞 か

ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 を 促 進 又 は 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

被 験 物 質 が 成 長 因 子 又 は 低 分 子 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

内 胚 葉 で 発 現 す る マ ー カ ー の 発 現 量 を 指 標 と し て 、 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度 を 測

定 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 が マ ウ ス 、 サ ル 又 は ヒ ト 由 来 の ES細 胞 で あ る 、 請 求 項 ５ か ら ７ の 何

れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ES細 胞 の 分 化 誘 導 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 中 胚 葉 由 来 の 細

胞 株 を 支 持 細 胞 と し て 用 い て ES細 胞 を 内 胚 葉 へ と 分 化 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ES細 胞 は そ の 多 能 性 の た め 、 発 生 期 の 遺 伝 子 機 能 の 研 究 に 有 用 な モ デ ル 系 で あ り 、 医 療

用 の 移 植 可 能 な 細 胞 源 と な る 可 能 性 が あ る 。 糖 尿 病 な ど の 疾 患 に お い て 細 胞 補 充 療 法 に ES

細 胞 を 用 い る た め に は 、 分 化 を 制 御 す る 必 要 が あ り 、 こ れ は 依 然 と し て 大 き な 課 題 で あ る

。 神 経 組 織 、 造 血 組 織 お よ び 心 臓 組 織 へ の ES細 胞 の 分 化 に 関 す る 理 解 は か な り 進 ん で い る

が （ Yamashita, J. , Itoh, H., Hirashima, M., et al. (2000). Flk1-positive cells d

erived from embryonic stem cells serve as vascular progenitors. Nature 408, 92-6

； 及 び Ying, Q. L., Stavridis, M., Griffiths, D., Li, M., and Smith, A. (2003). C

onversion of embryonic stem cells into neuroectodermal precursors in adherent mo

noculture. Nat Biotechnol 21, 183-6） 、 内 胚 葉 系 組 織 へ の ES細 胞 の 分 化 に 関 す る 知 見

は ほ と ん ど な い 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 2001年 に 、 nestin陽 性 神 経 細 胞 集 団 が 濃 縮 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し た 後 に 特 定 の 因 子 を 添

加 す る こ と に よ り 、 in vitroで ES細 胞 か ら イ ン ス リ ン 含 有 膵 細 胞 が 形 成 さ れ る こ と が 報 告

さ れ た （ Lumelsky, N., Blondel, O., Laeng, P., Velasco, I. , Ravin, R., and McKay,

 R. (2001). Differentiation of embryonic stem cells to insulin-secreting structu

res similar to pancreatic islets. Science 292, 1389-94） 。 し か し 、 こ の イ ン ス リ ン

陽 性 細 胞 は 、 膵 お よ び 十 二 指 腸 双 方 の 内 胚 葉 の 機 能 性 膵 β 細 胞 の マ ー カ ー で あ る Pdx1を 発

現 し な い 。 こ の 細 胞 は イ ン ス リ ン Ｉ 転 写 物 も 発 現 し な い が 、 痕 跡 量 の イ ン ス リ ン II転 写 物

を 発 現 し た 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は イ ン ス リ ン に つ い て の 染 色 は 陽 性 で あ る が 、 イ ン ス リ

ン の de novo合 成 の 副 産 物 で あ る 抗 C-ペ プ チ ド 抗 体 で は 染 色 さ れ な か っ た （ Rajagopal, J.

, Anderson, W. J., Kume, S., Martinez, O. I. , and Melton, D. A. (2003). Insulin

staining of ES cell progeny from insulin uptake. Science 299, 363） 。 こ れ ら の 知

見 は 、 イ ン ス リ ン 染 色 は 培 地 か ら の イ ン ス リ ン 取 り 込 み が 原 因 で あ っ て 細 胞 自 身 は イ ン ス

リ ン を 合 成 し て い な い こ と を 示 し て お り 、 nestin陽 性 細 胞 が イ ン ス リ ン を 産 生 す る β 細 胞

を 生 じ る の か ど う か に つ い て は 疑 問 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 nestin陽 性 細 胞 に 選 択 的 な

同 様 の 条 件 を 用 い て ES細 胞 か ら イ ン ス リ ン 分 泌 細 胞 が 産 生 す る こ と を 他 の 研 究 者 が 報 告 し

て お り 、 こ の 問 題 は ま だ 解 明 さ れ て い な い （ Blyszczuk, P., Czyz, J., Kania, G., et a

l. (2003). Expression of Pax4 in embryonic stem cells promotes differentiation o

f nestin-positive progenitor and insulin-producing cells. Proc Natl Acad Sci U S

 A 100, 998-1003； Hori, Y., Rulifson, I. C., Tsai, B. C., Heit , J. J. , Cahoy, J.

 D., and Kim, S. K. (2002). Growth inhibitors promote differentiation of insulin

-producing tissue from embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 16105-

10； 及 び Moritoh, Y., Yamato, E., Yasui, Y., Miyazaki, S., and Miyazaki, J. (2003
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). Analysis of insulin-producing cells during in vitro differentiation from feed

er-free embryonic stem cells. Diabetes 52, 1163-8） 。 グ ル コ ー ス を 培 地 に 添 加 し た

場 合 、 nestin陽 性 前 駆 細 胞 が イ ン ス リ ン を 遊 離 す る 細 胞 集 団 を 生 じ さ せ る が 、 注 目 す べ き

こ と に C-ペ プ チ ド の 遊 離 は 全 く 検 出 さ れ な い こ と が 最 近 報 告 さ れ た （ Hansson, M., Tonni

ng, A., Frandsen, U., et al. (2004). Artifactual insulin release from differenti

ated embryonic stem cells. Diabetes 53, 2603-9） 。 こ れ は 、 こ の 細 胞 が 機 能 性 の イ ン

ス リ ン 分 泌 ・ 細 胞 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。 従 っ て 、 ES細 胞 を 操 作 し て 内 分 泌 性 の 膵

β 細 胞 を 作 製 す る と い う 課 題 は 依 然 と し て 未 解 決 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 マ ウ ス 胚 で は 、 Pdx1の 発 現 が 最 初 の 分 化 シ グ ナ ル で あ り 、 8.5日 目 胚 で 腸 管 の 背 側 内 胚

葉 に 検 出 さ れ る 。 9.5日 目 胚 で は 、 Pdx1発 現 は 背 側 お よ び 腹 側 の 膵 芽 、 と 十 二 指 腸 の 内 胚

葉 で 認 め ら れ る 。 成 体 で は 、 Pdx1発 現 は 、 十 二 指 腸 上 皮 と イ ン ス リ ン を 分 泌 す る 膵 島 β 細

胞 に お い て 維 持 さ れ て お り 、 イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 転 写 制 御 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て

い る （ Offield, M. F., Jetton, T. L., Labosky, P. A., et al. (1996). PD X1 is requ

ired for pancreatic outgrowth and differentiation of the rostral duodenum. Devel

opment 122, 983-95） 。 マ ウ ス で の Pdx1の 標 的 突 然 変 異 導 入 か ら 、 膵 お よ び 吻 側 十 二 指 腸

の 発 生 に Pdx1が 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Ahlgren, U., Jonsson, J., and Edlund

, H. (1996). The morphogenesis of the pancreatic mesenchyme is uncoupled from th

at of the pancreatic epithelium in IPF1/PD X1-deficient mice. Development 122, 14

09-16） 。 従 っ て 、 Pdx1は 膵 臓 の 発 生 に 必 須 の 分 子 で あ り 、 膵 前 駆 細 胞 お よ び 胃 、 十 二 指

腸 、 胆 管 な ど の 他 の 内 胚 葉 由 来 組 織 の 初 期 マ ー カ ー と し て も 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 以 前 に 、 Pdx1座 位 に lacZレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 持 つ ES細 胞 株 を 用 い て Pdx1陽

性 細 胞 を 効 率 的 に 生 成 さ せ る プ ロ ト コ ー ル を 報 告 し た 。 ES細 胞 を 胚 の 膵 原 基 ま た は 膵 間 葉

と 共 培 養 す る こ と に よ り 、 Pdx1発 現 細 胞 に 分 化 誘 導 さ れ る 細 胞 の 数 の 著 し い 増 加 が 誘 導 さ

れ る こ と を 示 し た 。 わ れ わ れ は ES細 胞 の 膵 へ の 分 化 を 促 進 す る 増 殖 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ

を 行 い 、 TGFβ 2が 膵 原 基 の も つ 分 化 導 能 活 性 を 部 分 的 に 模 倣 す る 因 子 で あ る こ と を 明 ら か

に し た 。 ニ ワ ト リ mixフ ァ ミ リ ー （ cmix） 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 の よ う な 遺 伝 子 操 作 （ Peale,

F. V., Jr. , Sugden, L., and Bothwell , M. (1998). Characterization of C MIX, a chi

cken homeobox gene related to the Xenopus gene mix.1. Mech Dev 75, 167-70； 及 び S

tein, S., Roeser, T., and Kessel, M. (1998). C MIX, a paired-type homeobox gene e

xpressed before and during formation of the avian primitive streak. Mech Dev 75,

 163-5） に よ り 、 ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 が 特 異 的 に 促 進 さ れ た 。 し か し な が ら 、 大 量

の 誘 導 源 が 必 要 な 場 合 に は 、 ES細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る た め に 胚 の 膵 原 基 ま た は 膵 間 葉 の 応

用 は 困 難 で あ る 。

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 上 記 し た 通 り 、 ES細 胞 の 培 養 条 件 を 変 え る 方 法 を 用 い て 、 イ ン ス リ ン 抗 体 で 染 色 さ れ る

細 胞 が 増 え て く る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 方 法 で 検 出 さ れ る 細 胞 は 、 生 体 内

で イ ン ス リ ン 産 生 β 細 胞 が 正 常 に 作 ら れ る 過 程 を 辿 っ て で き た 細 胞 で は な い 。 し か も 、 細

胞 が 培 地 中 の イ ン ス リ ン を 吸 着 す る こ と に よ り 見 か け 上 の 現 象 で あ る こ と が 指 摘 さ れ て い

る （ Rajagopal, J. et al. , Science 299, 363, 2003） 。 こ れ を 解 決 す る た め に は 、 膵 臓

の 発 生 初 期 マ ー カ ー の 発 現 が 誘 導 さ れ る よ う な 培 養 方 法 が 有 効 と な る 。 本 発 明 は 、 大 量 の

ES細 胞 で も 内 胚 葉 系 へ と 分 化 誘 導 す る こ と を 可 能 と す る よ う な 新 規 な ES細 胞 の 分 化 誘 導 方

法 を 提 供 す る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 何 れ か の 種 類 の 細 胞 が 内 胚 葉 細 胞 の 増 殖 を 促 し て 前 後 軸 上 で の 特 定 の 細 胞 へ の 分 化 へ と

導 い て お り 、 そ れ ら の 細 胞 は 膵 原 基 あ る い は 膵 間 葉 か ら の シ グ ナ ル を 代 替 す る と 本 発 明 者
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ら は 推 測 し た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の よ う な 誘 導 源 を 発 見 す る 目 的 で 、 株 化 培 養 細

胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 中 胚 葉 由 来 の 細 胞 株 が ES細 胞 の 内 胚 葉 へ の 分 化 を 誘 導 す る 強

い 活 性 を 示 す と と も に 、 膵 ま た は 肝 の 発 生 を 促 進 す る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら

の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 を 培 養 す る こ と を 含

む 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

　 好 ま し く は 、 支 持 細 胞 は 、 中 胚 葉 に 由 来 す る 細 胞 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 支 持 細 胞 は M15細 胞 、 M EF細 胞 又 は ST2細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 好 ま し く は 、 ES細 胞 か ら 、 未 分 化 な 内 胚 葉 の 前 駆 細 胞 、 内 胚 葉 由 来 器 官 の 未 熟 な 細 胞 、

又 は 内 胚 葉 由 来 器 官 の 成 熟 細 胞 の 何 れ か へ と 分 化 誘 導 す る 。

　 好 ま し く は 、 内 胚 葉 由 来 器 官 は 、 膵 臓 、 肝 臓 、 肺 、 咽 頭 、 又 は 小 腸 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 す る 際 に 、 ア ク チ ン ビ ン 、 塩 基 性 線 維 芽

細 胞 成 長 増 殖 因 子 （ bFGF） 、 及 び ／ 又 は ノ ギ ン を 添 加 し て 培 養 す る 。

　 好 ま し く は 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 す る 際 に さ ら に ニ コ チ ン ア ミ ド を 添 加 し

て 培 養 す る 。

　 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 が マ ウ ス 、 サ ル 又 は ヒ ト 由 来 の ES細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 ES細 胞 か ら 分 化 誘

導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細

胞 へ と 分 化 誘 導 す る 工 程 、 及 び 分 化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 を 蛍 光 標 識 に よ る フ ロ ー サ イ

ト メ ト リ ー （ FACS)に よ っ て 分 離 す る 工 程 を 含 む 、 ES細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細

胞 を 取 得 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る ES細 胞 か ら 分

化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 を 、 2-メ タ ク リ ル オ イ ロ キ シ エ チ ル ホ ス ホ リ ル コ リ ン で 被 覆

し た プ レ ー ト 上 で 培 養 す る こ と を 含 む 、 ES細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 内 胚 葉 系 細 胞 の 維 持 培

養 方 法 が 提 供 さ れ る 。

　 好 ま し く は 、 上 記 の 維 持 培 養 方 法 で は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 血 清 リ プ レ ー ス メ ン ト (KSR)の 存

在 下 で 培 養 を 行 う 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 を 培 養 す

る こ と に よ っ て ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 際 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で ES細

胞 を 培 養 し 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化

誘 導 の 程 度 と 被 験 物 質 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘

導 の 程 度 と を 比 較 す る こ と を 含 む 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 を 促 進 又 は 阻 害

す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 好 ま し く は 、 被 験 物 質 は 成 長 因 子 又 は 低 分 子 化 合 物 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 内 胚 葉 で 発 現 す る マ ー カ ー の 発 現 量 を 指 標 と し て 、 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化

誘 導 の 程 度 を 測 定 す る 。

　 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 が マ ウ ス 、 サ ル 又 は ヒ ト 由 来 の ES細 胞 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 は 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 方 法 に 関 す る も の で あ り 、 特 に 支

持 細 胞 の 存 在 下 で 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 を 培 養 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 分 化 誘 導 方 法 で は 、 支 持 細 胞 を 用 い て ES細 胞 か ら 膵 な ど の 内 胚 葉 由 来 の 消 化 器

の 細 胞 を 分 化 誘 導 す る こ と が で き る 。 支 持 細 胞 を 用 い て 、 内 胚 葉 系 細 胞 を 分 化 誘 導 す る こ

と は こ れ ま で 報 告 が な く 、 本 発 明 に よ り 初 め て 達 成 さ れ た 。 本 発 明 の 実 施 例 で は 、 膵 幹 細

胞 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 遺 伝 子 （ Pdx1） の 発 現 を 蛍 光 蛋 白 質 で 可 視 化 し て 、 迅 速 か つ 感 度 の 良

い 検 出 を 可 能 に し た 。 本 発 明 で は 、 支 持 細 胞 と の 共 培 養 に よ っ て 、 ES細 胞 は 分 化 誘 導 し や

す い 状 態 に あ る 。 そ の た め 、 特 定 の 成 長 増 殖 因 子 を 添 加 す る と 、 さ ら に 分 化 誘 導 が 促 進 さ

れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 未 知 の 分 化 誘 導 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ と し て も 利 用 で き

る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 で 用 い る ES細 胞 は 、 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 で あ れ ば よ く 、 そ の 種 類 な ど は 特 に 限

定 さ れ ず 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 サ ル 又 は ヒ ト 由 来 の ES細 胞 な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 ES

細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 そ の 分 化 の 程 度 の 確 認 を 容 易 と す る た め に 、 Pdx1遺 伝 子 付 近 に レ

ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 し た 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 実 施 例 で 使 用 し て

い る よ う な 、 P dx1座 位 に lacZ遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 129/Sv由 来 ES細 胞 株 R1、 J1又 は 、 Pdx1

プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 の GFPレ ポ ー タ ー ト ラ ン ス ジ ー ン を も つ ES細 胞 SK7株 な ど を 使 用 す る こ

と が で き る 。 あ る い は 、 Hnf3β 内 胚 葉 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー 断 片 制 御 下 の mRFP1レ ポ ー タ ー

ト ラ ン ス ジ ー ン 及 び Pdx1プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 の GFPレ ポ ー タ ー ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る ES

細 胞 PH3株 を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 の 培 養 方 法 は 常 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 所 望 に よ り フ

ィ ー ダ ー 細 胞 と し て の マ イ ト マ イ シ ン C処 理 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 （ M EF） の 存 在 下 に お い て

、 LIF（ ESGRO 1000単 位 /ml、 Chemicon製 ） を 添 加 し た 分 化 培 地 （ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS

） 、 0.1m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン を 補 充 し

た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ D M E M、 シ グ マ 製 ） ） で 維 持 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 で は 、 ES細 胞 を 支 持 細 胞 の 存 在 下 で 培 養 す る こ と 、 即 ち 、 ES細 胞 を 支 持 細 胞 と 共

培 養 す る 。 本 発 明 で 用 い る 支 持 細 胞 と し て は 、 ES細 胞 を 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 で き る

細 胞 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 中 胚 葉 に 由 来 す る 細 胞 を 支 持 細 胞 と し

て 用 い る こ と が で き る 。 ES細 胞 を 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る こ と が で き る 中 胚 葉 に 由

来 す る 細 胞 の 具 体 例 と し て は 、 M15細 胞 、 M EF細 胞 、 又 は ST2細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 M15細 胞 (mouse, mesonephros)は 、 登 録 番 号 ECACC 95102517と し て 、 細 胞 バ ン ク （ CA M R

Centre for Applied Microbiology & Research (ECACC, Salisbury, Wiltshire)） に 登 録

さ れ て い る 。 M15細 胞 は 文 献 （ Larsson, S. H., Charlieu, J. P., Miyagawa, K., et al.

 (1995). Subnuclear localization of W T1 in splicing or transcription factor doma

ins is regulated by alternative splicing. Cell 81, 391-401） の 記 載 に 従 っ て 入 手 可

能 で あ る 。 M15に つ い て の バ ン ク 情 報 を 以 下 に 記 載 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

Version 4.200201

M15 (mouse, mesonephros)

ECACC 95102517

Morphology: Epithelial

Mouse mesonephric epithelium, polyoma virus large T transformed

Depositor: Prof V van Heyningen, M RC Human Genetics Unit , Western General Hospit

al, Edinburgh, U K (Originator)

No restrictions. Patent: None Specified By Depositor

Properties: Products: W T1 (expressed gene) Applications: Gene expression and pro

tein studies connected to kidney development and Wilms' tumourigenesis.

Available in the following LABORATORY:
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CA M R Centre for Applied Microbiology & Research (ECACC, Salisbury, Wiltshire)

D M E M + 2m M Glutamine + 10% Fetal Bovine Serum (FBS). Split confluent cultures 1:

5 to 1:10 i.e. seeding at 5x1,000 to 1x10,000 cells/cm2 using 0.25% trypsin or t

rypsin/EDTA; 5% CO2; 37C [cell growth impaired at lower densities]. Karyotype: H

yperdiploid

Hazard: CZ-II

The W T1-expressing mesonephric cell line M15 (alias Meso15) was established from

 mouse mesonephros transgenically expressing the large T protein of polyoma viru

s under the control of the early viral enhancer. As a tumour suppresser gene wit

h a key role in urogenital development, W T1 is implicated as predisposition gene

 in the pathogenesis of Wilms' tumour (W T).

Further information

Research council deposit: Yes

Price_code: C

Bibliographic references:

Cell 1995;81:391

By Beatrice.. .

TITLE:M15

D ATE:2005/04/24 00:32

URL:http://w w w.biotech.ist .unige.it /cldb/cl3312.html

European Collection of Cell Cultures,

Health Protection Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, U K

June Poulton

European Collection of Cell Cultures

Health Protection Agency,

Porton Down

SP40JG Salisbury, Wiltshire U K

Phone: +44-1980-612512

Fax: +44-1980-611315

E-mail: ecacc@hpa.org.uk

URL: http://w w w.ecacc.org.uk/

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 M EF（ ICRマ ウ ス よ り ） は ATCCに カ タ ロ グ 番 号 ATCC # SCRC- 1046と し て 登 録 さ れ て い る

。 ま た 、 M EF細 胞 は 、 文 献 （ Nagy A , et al. Manipulating The Mouse Embryo: A Labora

tory Manual. Third Edition Cold Spring Harbor Press; 2003） の 記 載 に 従 っ て 入 手 可

能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ST2細 胞 は 、 RCB0224と し て 、 独 立 行 政 法 人 理 化 学 研 究 所 筑 波 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス セ ン

タ ー に 登 録 さ れ て い る 。 ま た 、 ST2細 胞 は 、 文 献 （ Ogawa, M., Nishikawa, S., Ikuta, K.

, Yamamura, F., Naito, M., Takahashi, K. and Nishikawa, S. E M BO J 1988; 7:1337-1

343） の 記 載 に 従 っ て 入 手 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 こ れ ら の フ ィ ー ダ ー 細 胞 は 、 血 清 な ど を 補 充 し た 動 物 細 胞 用 の 通 常 の 培 地 （ 例 え ば 、 RP

MI培 地 又 は D M E M培 地 な ど ） を 用 い て 常 法 に 従 っ て 培 養 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 支 持 細 胞 の 存 在 下 で 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 を 培 養 す る 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え

ば 、 支 持 細 胞 を フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 使 用 し て 、 ES細 胞 を 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば

、 未 分 化 の ES細 胞 を ト リ プ シ ン で 解 離 さ せ 、 未 処 理 培 養 皿 で 分 化 培 地 中 LIF非 存 在 下 に 懸

濁 培 養 し 、 胚 様 体 を 形 成 さ せ る 。 2日 間 分 化 さ せ た 胚 様 体 を ト リ プ シ ン で 処 理 し 、 フ ィ ー

ダ ー 細 胞 （ 支 持 細 胞 ） で あ ら か じ め 一 層 に 生 着 さ せ た （ プ レ コ ー ト し た ） プ レ ー ト で 分 化
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培 地 中 播 種 す る 。 以 下 、 数 日 間 培 養 す る こ と に よ り 、 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 を 行 う こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 分 化 誘 導 方 法 に お い て は 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 す る 際 に 、 他 の 物

質 （ 例 え ば 、 増 殖 因 子 又 は 低 分 子 化 合 物 な ど ） を 添 加 し て 、 培 養 す る こ と も で き る 。 例 え

ば 、 ア ク チ ン ビ ン 、 bFGF、 及 び ／ 又 は ノ ギ ン を 添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り 、 ES細 胞 か ら

内 胚 葉 系 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を さ ら に 促 進 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ア ク チ ン ビ ン 、 bFGF、

及 び ／ 又 は ノ ギ ン を 添 加 す る 際 に 、 さ ら に ニ コ チ ン ア ミ ド を 添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り

、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を 促 進 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に よ る 支 持 細 胞 を 用 い た ES細 胞 の 分 化 誘 導 方 法 に よ れ ば 、 ES細 胞 か ら 、 未 分 化 な

内 胚 葉 の 前 駆 細 胞 、 内 胚 葉 由 来 器 官 の 未 熟 な 細 胞 、 又 は 内 胚 葉 由 来 器 官 の 成 熟 細 胞 の 何 れ

か へ と 分 化 誘 導 す る こ と が で き る 。 内 胚 葉 由 来 器 官 と し て は 、 膵 臓 、 肝 臓 、 肺 、 咽 頭 、 又

は 小 腸 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉

系 細 胞 へ の 分 化 は 、 内 胚 葉 に 特 異 的 な マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 さ ら に 本 発 明 に よ れ ば 、 支 持 細 胞 の 存 在 下 で 哺 乳 動 物 由 来 の ES細 胞 を 培 養 す る こ と に よ

っ て ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 す る 際 に 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 し

、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度

と 被 験 物 質 の 存 在 下 で ES細 胞 を 培 養 し た 場 合 に お け る 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度 と

を 比 較 す る こ と を 含 む 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 を 促 進 又 は 阻 害 す る 物 質 を

ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 被 験 物 質 と し て は 、 成 長 因 子 又 は 低 分 子 化 合 物 な

ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 際 、 内 胚 葉 で 発 現 す る マ ー カ ー の 発 現 量 を 指 標 と し て 、

内 胚 葉 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 の 程 度 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。

　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定

さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

（ Ａ ） 実 験 方 法

（ １ ） ES細 胞 株

　 Pdx1座 位 に lacZ遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 129/Sv由 来 ES細 胞 株 R1は 、 Christopher Wright博 士

（ バ ン ダ ー ビ ル ト 大 学 ） か ら 提 供 さ れ た 。 Pdx1/LacZ ES細 胞 株 は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て

の マ イ ト マ イ シ ン C処 理 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 （ M EF） の 存 在 下 に LIF（ ESGRO 1000単 位 /ml、

Chemicon製 ） を 補 充 し た 分 化 培 地 （ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） 、 0.1m M 2-メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル 、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン を 補 充 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培

地 （ D M E M、 シ グ マ 製 ） ） で 維 持 し た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 Pdx1プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 の EGFPレ ポ ー タ ー ト ラ ン ス ジ ー ン を も つ ES細 胞 SK7株 は 、 Pdx1/

EGFP遺 伝 子 と ホ モ 接 合 性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 樹 立 し た 。 ES細 胞 SK7株 は 、 LIF

（ 1000単 位 /ml） 、 15％ Knock-out Serum Replacement（ KSR、 Invitrogen） 、 1％ FBS、 10

0μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン 、 1m Mピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 補 充 し た グ ラ ス ゴ

ー 最 小 必 須 培 地 （ G M E M、 シ グ マ 製 ） 中 、 M EF上 で 維 持 す る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 Hnf3β 内 胚 葉 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー 断 片 制 御 下 の mRFP1レ ポ ー タ ー ト ラ ン ス ジ ー ン 及 び Pdx

1プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 の EGFPレ ポ ー タ ー ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る ES細 胞 PH3株 は 、 Hnf3β /m

RFP1遺 伝 子 と ヘ テ ロ 接 合 性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 、 Pdx1/EGFP遺 伝 子 と ホ モ 接 合

性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と を 交 配 し て 得 ら れ る 胚 盤 胞 か ら 樹 立 し た 。 ES細 胞 PH3株

は 、 M EFな し で 維 持 す る こ と 以 外 は 、 ES細 胞 SK7株 と 同 様 に 維 持 す る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 カ ニ ク イ ザ ル ES細 胞 C M K6株 は 、 旭 テ ク ノ グ ラ ス （ 株 ） よ り 購 入 し た 。 カ ニ ク イ ザ ル ES細

胞 株 は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て の マ イ ト マ イ シ ン C処 理 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 （ M EF） の 存 在

下 に 20％ KnockOut Serum Replacement(KSR、 Gibco BRL)、 0.1m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル 、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン 、 1m Mピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 補 充 し た ダ

ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 と F-12栄 養 混 合 物 の １ 対 １ 混 合 培 地 （ D M E M/F12、 シ グ マ 製 ） ）

で 維 持 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 ヒ ト ES細 胞 KhES-1株 は 、 京 都 大 学 再 生 医 科 学 研 究 所 よ り 供 与 さ れ た 。 ヒ ト ES細 胞 株 は 、

フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て の マ イ ト マ イ シ ン C処 理 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 （ M EF） の 存 在 下 に 20％

 KnockOut Serum Replacement(KSR、 Gibco BRL)、 0.1m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 100

μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン を 補 充 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 と F-12栄

養 混 合 物 の １ 対 １ 混 合 培 地 （ D M E M/F12、 シ グ マ 製 ） ） で 維 持 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

（ ２ ） ES細 胞 の 分 化

　 分 化 研 究 に は 、 ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト 上 で 一 度 継 代 し た Pdx1/LacZ ES細 胞 を 用

い た 。 未 分 化 の Pdx1/LacZ ES細 胞 を ト リ プ シ ン で 解 離 さ せ 、 未 処 理 培 養 皿 （ バ ク テ リ ア グ

レ ー ド 、 岩 城 硝 子 ） で 分 化 培 地 中 LIF非 存 在 下 に 3.0× 10
5
個 /90m mプ レ ー ト の 濃 度 で 懸 濁 培

養 し 、 胚 様 体 を 形 成 さ せ た 。 2日 間 分 化 さ せ た 胚 様 体 を ト リ プ シ ン で 処 理 し 、 フ ィ ー ダ ー

細 胞 で プ レ コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 分 化 培 地 中 1ウ ェ ル 当 た り 5000個 を 播 種 し た 。

対 照 の ウ ェ ル は ゼ ラ チ ン の み で プ レ コ ー ト し た 。 対 照 の ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル ま た

は フ ィ ー ダ ー 細 胞 で コ ー ト し た ウ ェ ル に 播 種 し た ES細 胞 を 分 化 培 地 中 で 12日 間 分 化 さ せ た

後 に 、 細 胞 を 固 定 し て X-Gal染 色 に つ い て 解 析 し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 M EF上 で 継 代 し た ES細 胞 SK7株 は 、 ゼ ラ チ ン コ ー ト プ レ ー ト 上 に 一 度 継 代 し た 後 、 胚 様 体

を 形 成 さ せ ず に 分 化 研 究 に 直 接 用 い た 。 フ ィ ー ダ ー 細 胞 で プ レ コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー

ト 中 で 、 1ウ ェ ル 当 た り 500個 の ES細 胞 SK7株 を 分 化 培 地 中 に 播 種 し 、 3～ 4日 間 培 養 し た 。 3

日 目 又 は 4日 目 に 、 記 述 し た 時 点 で FBSを KSRに 置 き 換 え 、 増 殖 因 子 を 添 加 し た 。 培 地 は ６

日 目 に 1回 の み 、 増 殖 因 子 を 補 充 し た KSR置 換 分 化 培 地 と 交 換 し た 。 増 殖 因 子 を 添 加 し た 正

確 な 日 付 、 ま た は 分 化 培 地 を KSR置 換 分 化 培 地 と 交 換 し た 正 確 な 日 付 は 、 各 図 中 に 記 し た

と お り で あ る 。 ES細 胞 の 蛍 光 写 真 は 、 実 体 顕 微 鏡 （ ラ イ カ M ZFLIII） 下 で 24時 間 ご と に 撮

影 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

サ ル ES細 胞 の 分 化 培 養 方 法

　 培 養 ０ 日 目 ： 24well plateに サ ル ES細 胞 を 1ウ ェ ル 当 た り 20,000個 の サ ル ES細 を 分 化 培

地 に 播 種 す る 。 培 養 1,3,5,7,9日 目 に 培 地 交 換 す る 。 分 化 培 地 は マ ウ ス ES細 胞 の 分 化 培 地

と 同 様 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

ヒ ト ES細 胞 の 分 化 培 養 方 法

　 ヒ ト ES細 胞 の 分 化 培 養 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る 。 培 養 0日 目 に 24ウ エ ル プ レ ー ト に ヒ ト E

S細 胞 を 20,000細 胞 /wellの 濃 度 で 播 種 し 、 培 養 1,3,5,7,9,11日 目 に 培 地 交 換 し た 。 培 地 は

KSR置 換 分 化 培 地 （ 10％ KSR/D M E M (high glucose)を 用 い た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

（ ３ ） フ ィ ー ダ ー 細 胞 株

　 胎 生 腎 由 来 の 細 胞 株 M15細 胞 は 、 三 菱 化 学 生 命 科 学 研 究 所 の T. Noce博 士 か ら 供 与 さ れ た

。 ST2細 胞 は 、 ES細 胞 か ら 血 液 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 能 力 を も つ こ と が 既 知 で あ る 間 質

細 胞 で あ る 。 M EFは 、 胚 齢 12.5～ 14.5日 の 胚 か ら 単 離 し た 。 ST2細 胞 は 5％ FBSお よ び 0.1m M

2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 補 充 し た RPMI培 地 中 で 、 他 の 細 胞 は 10％ FBSを 補 充 し た D M E M培

地 中 で 培 養 し た 。 ST2細 胞 以 外 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 は 、 使 用 前 に 200μ g/mlの マ イ ト マ イ シ ン

Cで 2.5時 間 処 理 し た 。 M15細 胞 は 、 ゼ ラ チ ン コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 1ウ ェ ル 当 た

り 2× 10
5
個 の 濃 度 で 播 種 し た 。 M EF細 胞 は 、 1ウ ェ ル 当 た り 1× 10

5
個 で 用 い た 。 ST2細 胞 は
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マ イ ト マ イ シ ン C処 理 を 行 わ ず に 用 い 、 ES細 胞 を 播 種 す る 3～ 4日 前 に 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 5

× 10
4
個 /ウ ェ ル で 播 種 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

（ ４ ） 増 殖 因 子

　 組 換 え ヒ ト フ ォ リ ス タ チ ン 300（ GT、 #2669） は GTか ら 購 入 し た 。 組 換 え ヒ ト ア ク チ ビ ン

A（ GT、 #2338） は 10ng/mlで 使 用 し た 。 組 換 え マ ウ ス ノ ギ ン ／ Fcキ メ ラ （ R& D、 #719-N G）

は 100ng/mlで 使 用 し た 。 組 換 え ヒ ト 骨 形 成 タ ン パ ク （ B MP） 2（ Osteogenetics G mbH、 ヴ ュ

ル ツ ブ ル ク 、 ド イ ツ ） は 、 5ng/mlま た は 25ng/mlで 使 用 し た 。 ニ コ チ ン ア ミ ド は Sigmaか ら

購 入 し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

（ ５ ） β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 検 出 の た め の X-gal染 色

　 ES細 胞 培 養 物 を 、 PBS中 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 室 温 で 20分 間 固 定 し 、 PBSで 数 回

す す ぎ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 に つ い て 染 色 し た 。 X-gal染 色 の た め に 、 細 胞 を 、 1mg/

mlの X-galの 存 在 下 、 PBS中 に 20m M K 3 Fe(CN) 6 、 20m M K 4 Fe(CN) 6 -3H 2 O、 2m M MgCl 2 、 0.02％

 Nonidet-P40、 0.01％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 含 む 緩 衝 液 中 で 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た

。 各 ウ ェ ル の LacZ陽 性 細 胞 数 を 顕 微 鏡 下 で カ ウ ン ト し た 。 X-gal染 色 後 に 細 胞 か ら D N Aを 抽

出 し て 定 量 し た 。 各 ウ ェ ル の 細 胞 の 総 数 を D N A標 準 か ら 測 定 し 、 各 ウ ェ ル で の X-gal陽 性 細

胞 の 割 合 を 算 出 し た 。 12日 間 分 化 さ せ た 細 胞 の 総 数 は 3× 10
5
～ 1× 10

6
個 で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

（ ６ ） GFP陽 性 細 胞 の 定 量

　 ES細 胞 の 蛍 光 写 真 を 実 体 顕 微 鏡 （ ラ イ カ M ZFLIII） 下 で 24時 間 ご と に 撮 影 し 、 Lumina Vi

sionソ フ ト ウ ェ ア （ 三 谷 商 事 、 日 本 ） で 蛍 光 強 度 を 定 量 し た 。 免 疫 蛍 光 写 真 は 、 CCDカ メ

ラ （ DP50） を 使 用 し た Olympus IX70で 撮 影 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

（ ７ ） 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ る 解 析

　 TRIZOL試 薬 （ Gibco BRL） 、 そ の 後 D Nase（ Sigma） を 使 用 し て 、 ES細 胞 か ら RN Aを 抽 出 し

た 。 逆 転 写 （ RT） 反 応 に は 、 M-M LV逆 転 写 酵 素 （ Toyobo） お よ び オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー （ Gib

co BRL） を 用 い て 、 3μ gの RN Aを 逆 転 写 し た 。 1μ lの 5倍 希 釈 cD N A（ 逆 転 写 産 物 の 1/100に

相 当 ） を PCR解 析 に 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 プ ラ イ マ ー の 各 組 み 合 わ せ に つ い て 、 サ イ ク ル 数 と 直 線 範 囲 の RT-PCRに 必 要 な cD N A量 を

経 験 的 に 決 定 し た 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 、 各 プ ラ イ マ ー 対 に 用 い た サ イ ク ル 数 を 表 １ に 示 す

。 RT-PCR産 物 の 1/5を 5％ 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ PA GE） に ロ ー ド し 、 D N

A感 受 性 の 色 素 SYBRGreenI（ Molecular Probes） を 用 い て FluoroImager（ Molecular Dynam

ics） で 解 析 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 :

Iapp, Ins2 及 び PP:

96℃ （ 変 性 ） で 30秒 、 60℃ （ ア ニ ー リ ン グ ） で 2秒 、 及 び 72℃ （ 伸 長 ） で 45秒 （ Hot start

)

A mylase, Ins1 及 び Kir6.2

96℃ （ 変 性 ） で 30秒 、 及 び 70℃ （ ア ニ ー リ ン グ 及 び 伸 長 ） で 30秒 （ Hot start)

そ の 他 ：

96℃ （ 変 性 ） で 30秒 、 60℃ （ ア ニ ー リ ン グ ） で 2秒 、 及 び 72℃ （ 伸 長 ） で 45秒

【 ０ ０ ４ ６ 】 50



(11) JP  5092124  B2  2012.12.5

（ ８ ） 免 疫 組 織 化 学 検 査 （ 図 ５ 及 び 図 １ ６ の 実 験 方 法 ）

　 全 マ ウ ン ト 免 疫 組 織 化 学 検 査 を 行 う 際 、 中 胚 葉 細 胞 又 は ES細 胞 を Nunc Thermanox Coler

slips 24well type (Nunc, # 174950)上 に 置 い た 。 細 胞 を 、 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中

で 室 温 で 20分 間 固 定 し 、 0.1％ tween含 有 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS-T） で 充 分 に 洗 浄 し

た 。 1％ TritonX-100を 含 有 す る PBSで 室 温 で 10分 間 浸 透 さ せ 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ x5 Blo

cking One, Nacalai Tesque） で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 の 一 次

抗 体 を 試 料 に 添 加 し 、 4℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を PBS-Tで 充 分 に 洗 浄 し 、 Perm

aFluor Aqueous Mounting Medium (IM M U N O N)で マ ウ ン ト し た 。 共 焦 点 画 像 を Leica Spectr

al Confocal Scanning System, TCS-SP2 (Leica)を 用 い て 取 得 し た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 検 出 に 用 い た 抗 体 は 、 ウ サ ギ 抗 AFP (Biomeda, #A02)、 ヤ ギ 抗 ア ル ブ ミ ン (Sigma, #A115

1)、 マ ウ ス 抗 Cdx2 (BioGenex, #M U392-UC)、 マ ウ ス 抗 CK19 (D A K O, #M0888)、 ヤ ギ 抗 H NF3

β （ Santa Cruz, #sc-9187)、 ウ サ ギ 抗 Pdx1 (Chemicon, #AB5754)、 及 び ウ サ ギ 抗 T (Sant

a Cruz, #sc-20109)、 ウ サ ギ 抗 Nkx2.1 (Santa Cruz, #sc-13040)、 ウ サ ギ 抗 GFP(M BL, #59

8)で あ る 。 用 い た 二 次 抗 体 は 、 Allexa 568結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 及 び マ ウ ス 抗 体 (Molecular P

robes, #A11036 and #A11019), Allexa 488結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 及 び マ ウ ス 抗 体 (Molecular

Probes, #A11070)、 C y3結 合 ロ バ 抗 ヤ ギ 抗 体 (Jackson Lab, #705-166-147)で あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

（ ９ ） 蛍 光 標 識 に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS)（ 図 １ ２ の 実 験 方 法 ）

　 M15細 胞 は 、 ウ エ ル 当 た り 2× 10
５

個 で 播 種 し 、 使 用 前 に 培 養 し た 。 5,000細 胞 の SK7 ES

細 胞 を 、 分 化 培 地 中 の 中 胚 葉 細 胞 層 に 播 種 し 、 8日 間 分 化 さ せ た 。 分 化 の 8日 目 に 、 SK7 ES

細 胞 を Cell dissociation buffer (GIBCO BRL)を 用 い て 37℃ で 20分 間 解 離 さ せ た 。 細 胞 を

、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ m Ab） の 組 み 合 わ せ を 用 い て 染 色 し た 。 こ の 実 験 で 使 用 し た 抗 体

は 、 ビ オ チ ン 結 合 抗 E-カ ド ヘ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ECCD2(熊 本 大 学 永 渕 昭 良 教 授 、 小 川

峰 太 郎 教 授 よ り 供 与 、 非 標 識 抗 体 は タ カ ラ バ イ オ （ 株 ） よ り 購 入 可 能 )、 PE結 合 抗 Cxcr4モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2B11 (Becton, Dickinson and Company)で あ る 。 表 面 染 色 の た め に 、 細

胞 を 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 合 物 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 染 色 し た 細 胞 を

、 40μ mの メ ッ シ ュ で 濾 過 し 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 含 む HBSS-1％ BSAに 再 懸 濁 し 、 FAC S

Canto (Becton, Dickinson and Company)で 解 析 し た 。 デ ー タ は 、 CellQuest Prosoftware

 (Becton, Dickinson and Company)を 用 い て 記 録 し 、 Flowjo program (Tree Star)を 用 い

て 解 析 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

（ １ ０ ） 蛍 光 標 識 に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS)（ 図 １ ３ の 実 験 方 法 ）

　 マ イ ト マ イ シ ン 処 理 し た M15細 胞 は 、 使 用 前 に 90m mプ レ ー ト 1枚 当 た り 6× 10
6
個 を 一 晩 培

養 し た 。 3× 10
5
個 の ES細 胞 SK7株 を 分 化 培 地 中 の M15細 胞 層 上 に 播 種 し 、 9日 間 分 化 さ せ た

。 分 化 の 9日 目 に 、 ES細 胞 SK7株 を 0.25％ ト リ プ シ ン -EDTAで 10分 間 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 40

μ mの メ ッ シ ュ で 濾 過 し 、 1× 10
6
～ 2× 10

6
個 /mlの 濃 度 で 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 含 む HBSS

-1％ BSAに 再 懸 濁 し 、 FACS Vantage SEで 解 析 し た 。 未 分 化 の ES細 胞 SK7株 を ネ ガ テ ィ ブ コ

ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 分 化 し た ES細 胞 を 緑 色 蛍 光 の 強 度 に よ り 5画 分 に 分 け 、 RN A抽 出

お よ び RT-PCR解 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

（ １ １ ） ES細 胞 由 来 分 化 細 胞 の 維 持 培 養 方 法

　 分 化 し た ES(dES)細 胞 を 、 M15の 下 、 ア ク チ ビ ン 及 び bFGFの 両 方 を 添 加 し て 、 10%FBSを 添

加 し た 培 地 中 で 8日 間 培 養 し た 。 ES細 胞 を 8日 間 培 養 し た 後 、 dESを 0.05%ト リ プ シ ン ／ EDTA

で ト リ プ シ ン 処 理 し 、 2-メ タ ク リ ル オ イ ロ キ シ エ チ ル ホ ス ホ リ ル コ リ ン (2-Methacryloyl

oxyethyl PhosphorylCholine； MPC） を 被 覆 し た 低 細 胞 結 合 デ ィ ッ シ ュ （ ロ ー セ ル バ イ ン

デ ィ ン グ デ ィ ッ シ ュ ＆ プ レ ー ト ; Nalgenunc, #145389） に 再 度 播 種 す る こ と で Pdx1陽 性 細

胞 を 維 持 培 養 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

（ １ ２ ） マ ウ ス 腎 臓 皮 膜 下 へ の 移 植 　
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（ 上 記 の 項 で 維 持 培 養 １ 日 目 の Pdx1陽 性 分 化 細 胞 を 改 修 し 、 移 植 実 験 に 使 用 し た （ 図 １ ４

） 。 通 常 の 麻 酔 下 で 、 マ ウ ス の 左 腎 臓 皮 膜 下 に dES(約 3× 10
６

細 胞 )を 移 植 し た 。 移 植 の 1

週 間 後 に 、 ES細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス を 殺 し 、 腎 臓 を 取 り 出 し 、 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

で 固 定 化 し た 。 移 植 片 （ 10μ m） の 凍 結 切 片 を 免 疫 組 織 化 学 に よ り 解 析 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

（ １ ３ ） ES細 胞 の 分 化 （ 図 １ ７ の 実 験 方 法 ）

　 血 清 な し の 条 件 下 で の 分 化 の た め に 、 SK7 ES細 胞 を 、 分 化 培 地 中 に お い て 、 中 胚 葉 細 胞

で 予 め 被 覆 し た 24ウ エ ル プ レ ー ト に ウ エ ル 当 た り 5,000細 胞 で 播 種 し 、 8日 間 培 養 し た 。 培

地 は 2日 毎 に 交 換 し た 。 胚 性 内 胚 葉 (E-cadherin +/CXCR4+ cells)に 分 化 し た ES細 胞 又 は Pd

x1/EGFP細 胞 を 比 較 し た 。 ES細 胞 は 、 10%FBS (FBS)中 に お い て 、 又 は 20ng/mlの ア ク チ ビ ン

あ り の 場 合 と な し の 場 合 で 、 10μ g/mlイ ン ス リ ン (Sigma), 5.5μ g/mlト ラ ン ス フ ェ リ ン (

Sigma), 6.7 pg/mlセ レ ン (S igma)及 び 0.25% ア ル ブ ミ ン (Albmax, GIBCO) を 補 充 し た 血

清 な し の 基 礎 培 地 (D M E M, Gibco BRL) (ITS)中 に お い て 分 化 さ せ た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

（ Ｂ ） 結 果

（ １ ） 中 胚 葉 細 胞 に よ る 、 ES細 胞 か ら Pdx1発 現 腸 管 内 胚 葉 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 因 子 の

産 生

　 共 培 養 系 を 用 い て 、 ES細 胞 の 内 胚 葉 分 化 を 促 進 す る 活 性 に つ い て 、 初 代 培 養 細 胞 と 株 化

細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 Pdx1座 位 に lacZレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 挿 入 し た ES細 胞 株 を

用 い た た め 、 Pdx1遺 伝 子 の 発 現 は in situ X-Gal染 色 に よ り 視 覚 化 す る こ と が で き た 。 そ

の 結 果 、 中 腎 細 胞 株 M15（ Larsson, S. H., Charlieu, J. P., Miyagawa, K., et al. (19

95). Subnuclear localization of W T1 in splicing or transcription factor domains

is regulated by alternative splicing. Cell 81, 391-401） 、 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 （ M E

F） （ Nagy A , et al. (2003)　 Manipulating The Mouse Embryo: A Laboratory Manual.

 Third Edition Cold Spring Harbor Press） 、 及 び ST2細 胞 （ Ogawa, M., Nishikawa, S.

, Ikuta, K., Yamamura, F., Naito, M., Takahashi, K. and Nishikawa, S. (1988) E M B

O J, 7:1337-1343） な ど 数 種 の 中 胚 葉 由 来 細 胞 株 を フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て 用 い て ES細 胞 と

共 培 養 し た 場 合 に 、 ES細 胞 の Pdx1/β -gal発 現 細 胞 へ の 分 化 が 促 進 さ れ る こ と が 判 明 し た

。 M15細 胞 株 に よ り 、 ES細 胞 の Pdx1/β -gal発 現 内 胚 葉 細 胞 へ の 分 化 が 顕 著 に 促 進 さ れ た 。

M15細 胞 層 上 で 培 養 し た 場 合 、 分 化 し た 全 ES細 胞 の 0.1％ が Pdx1/β -gal発 現 細 胞 に な っ た

（ 図 1） 。 こ れ は 、 胚 性 膵 原 基 と の 共 培 養 で 誘 導 さ れ る Pdx1/β -gal発 現 細 胞 の 割 合 と 同 様

で あ る 。 M EFに よ り 、 ES細 胞 の Pdx1/β -gal発 現 内 胚 葉 細 胞 へ の 分 化 が 中 程 度 に 促 進 さ れ た

。 M15細 胞 上 で 培 養 し た ES細 胞 は 再 現 性 よ く Pdx1/β -gal発 現 細 胞 を 最 も 多 く 生 じ さ せ た た

め 、 以 後 の 実 験 に は M15細 胞 株 を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 M15フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 上 の Pdx1/β -gal発 現 細 胞 の 時 間 依 存 性 の 変 化 を モ ニ タ ー し た 。 図

2は 、 Pdx1/β -gal発 現 細 胞 数 が 12日 目 に ピ ー ク に 達 し 、 そ の 後 は 減 少 し た こ と を 示 す 。 分

化 し た ES細 胞 を ７ 日 目 に ト リ プ シ ン 処 理 し 、 新 た に 調 製 し た M15細 胞 層 上 で 継 代 し た 場 合

、 15日 目 （ 継 代 後 8日 目 に 相 当 ） に Pdx1/β -gal陽 性 細 胞 が 再 び 出 現 し た 。 Pdx1/β -gal陽

性 細 胞 の 再 出 現 ま で に 、 短 い 時 間 し か 要 し な い こ と は 、 ES細 胞 を M15フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 上

で 培 養 す る 場 合 に 培 養 物 中 に 未 分 化 細 胞 ま た は あ る 種 の 内 胚 葉 前 駆 細 胞 が 存 在 す る こ と を

示 し て い る 。 10回 ま で 継 代 を 行 っ た と こ ろ 、 Pdx1/β -gal陽 性 細 胞 の 再 出 現 が 同 様 に 観 察

さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

（ ２ ） Pdx1/GFP発 現 を 利 用 し た 生 存 ES細 胞 で の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 の モ ニ タ リ ン グ

　 蛍 光 色 素 を 用 い て 生 存 ES細 胞 で の pdx1発 現 を 追 跡 す る た め 、 Pdx1/GFPを 含 む プ ラ ス ミ ド

を 導 入 し た P#48.9系 統 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ Gu,　 G., Wells, J. M., Dombkowsk

i, D., Preffer, F., Aronow, B., and Melton, D. A. (2004). Global expression anal

ysis of gene regulatory pathways during endocrine pancreatic development. Develo

pment 131, 165-79） か ら ES細 胞 株 を 樹 立 し た 。 P#48.9系 統 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
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は 、 胚 形 成 を 通 じ て Pdx1の 発 現 を 再 現 す る こ と が 示 さ れ た 。 当 初 、 ES細 胞 株 を 8系 統 樹 立

し た が 、 こ れ ら す べ て は in vitroで の 分 化 中 に 類 似 の Pdx1/GFP発 現 パ タ ー ン を 示 し た 。 こ

の 中 で 、 SK7と 命 名 し た ES細 胞 株 が 良 好 に 増 殖 し た の で 、 こ れ を 以 後 の 実 験 に 用 い た 。 Pdx

1/GFP発 現 ES細 胞 （ SK7） を マ イ ト マ イ シ ン で 処 理 し た M15細 胞 上 で 分 化 さ せ 、 Pdx1/GFP発

現 の 時 間 依 存 性 の 変 化 を モ ニ タ ー し た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 分 化 手 順 の 略 図 を 図 3Aに 示 す 。 ES細 胞 SK7株 は 、 10％ の FBSを 含 む 分 化 培 地 を 含 む 24ウ ェ

ル プ レ ー ト に 、 500個 ／ ウ ェ ル と い う 低 密 度 で 播 種 し た 。 対 照 の 分 化 培 地 と 、 第 4日 以 降 分

化 培 地 中 の FBSを Knocked-out Serum Replacementで 置 換 え た 培 地 （ KSR置 換 分 化 培 地 ） で

、 培 養 条 件 を 比 較 し た 。 低 密 度 培 養 で は 、 ES細 胞 を KSR置 換 分 化 培 地 中 で 培 養 し た 場 合 、

第 4日 以 降 の Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 数 が 増 加 す る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 ３ Ａ ） 。 分 化 の 中

の ES細 胞 の コ ロ ニ ー の 形 態 変 化 を 図 3Cに 示 す 。 コ ロ ニ ー の 多 く は 分 化 第 5日 ま で 盛 り 上 が

っ た 形 を 保 ち 、 6日 目 前 後 に は コ ロ ニ ー の 中 心 か ら の 細 胞 の 移 動 が 観 察 さ れ る （ 図 3C） 。

細 胞 の 移 動 に 伴 い 、 6日 目 に は Pdx1/EGFP発 現 が 検 出 で き る よ う に な り 、 8日 目 に は 発 現 細

胞 が 最 多 値 に 達 し て そ の 後 は 減 少 す る （ 図 3B） 。 Pdx1/EGFP陽 性 コ ロ ニ ー で は 、 細 胞 は コ

ロ ニ ー の 中 心 か ら 移 動 し 、 そ の 後 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が コ ロ ニ ー 周 縁 部 に あ り 、 丸 く 大

き い 平 坦 な コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 Pdx1/EGFP陰 性 コ ロ ニ ー は 、 盛 り 上 が っ た 密 集 し た コ ロ

ニ ー の 特 徴 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 膵 の 分 化 に は 移 動 性 能 の 獲 得 が 必 要 で あ る こ と を

示 し て い る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

（ ３ ） RT-PCR解 析 に よ る M15フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 上 で 分 化 さ せ た ES細 胞 に お け る 膵 内 分 泌 マ

ー カ ー と 他 の 内 胚 葉 由 来 組 織 マ ー カ ー の 発 現 の 検 出

　 M15フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 の ES細 胞 SK7株 の 分 化 状 態 の 特 徴 を 明 ら か に す る た め 、 膵 内 分 泌 マ

ー カ ー の 発 現 を 解 析 し た 。 Pdx1の 発 現 は 4日 目 に 検 出 さ れ 、 8日 目 に ピ ー ク に 達 し た （ 図 4

） 。 Nkx2.2、 Nkx6.1、 Pax 4、 Pax6、 Isl1、 NeuroD、 Ngn3な ど の 他 の 内 分 泌 前 駆 細 胞 の マ

ー カ ー も 検 出 さ れ た 。 Pax4と Isl1の 発 現 は 、 ゼ ラ チ ン コ ー ト し た ウ ェ ル で 分 化 し た 対 照 ES

細 胞 で も 検 出 さ れ る が 、 他 の マ ー カ ー の 発 現 は M1 5フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 上 で 分 化 さ せ た ES細

胞 で 特 異 的 に 誘 導 さ れ る 。 M15フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 上 で 分 化 さ せ た ES細 胞 で の イ ン ス リ ン 2発

現 は 、 第 8日 に 検 出 さ れ た 。 グ ル カ ゴ ン 、 膵 ポ リ ペ プ チ ド （ Pp） 、 ソ マ ト ス タ チ ン （ Sst）

な ど の 成 熟 膵 の 他 の 内 分 泌 の 分 子 マ ー カ ー や 外 分 泌 マ ー カ ー で あ る ア ミ ラ ー ゼ も 、 M15フ

ィ ー ダ ー 細 胞 上 で 分 化 さ せ た ES細 胞 で 特 異 的 に 検 出 さ れ る 。 Iapp、 グ ル コ キ ナ ー ゼ 、 Kir6

.2な ど の 成 熟 ・ 細 胞 の マ ー カ ー が 検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ま た 、 未 熟 肝 臓 マ ー カ ー （ ア ル ブ ミ ン 、 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 Met） 、 肺 の マ ー カ ー （ S

ftpc（ 図 5の 免 疫 染 色 で は さ ら に Nkx2.1の 発 現 が 示 さ れ て い る ） ） 、 口 腔 マ ー カ ー （ Pax9

） が 検 出 さ れ て い る 。 即 ち 、 M15を 用 い た 誘 導 方 法 に よ っ て 、 内 胚 葉 性 器 官 が 膵 臓 以 外 に

も 、 肝 臓 、 肺 、 口 腔 が 誘 導 さ れ て い る 。 さ ら に 小 腸 も （ 図 5） 誘 導 さ れ て い る の で 、 広 い

器 官 誘 導 能 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 分 化 誘 導 法 は 、 膵 臓 、 肝 臓 、 肺

、 小 腸 、 口 腔 （ Pax9, RT-PCR)を 含 む 内 胚 葉 性 器 官 の 分 化 誘 導 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 上 述 の 結 果 は 、 M15支 持 細 胞 が 、 ES細 胞 の 膵 や 肝 な ど の 内 胚 葉 由 来 臓 器 へ の 分 化 を 特 異

的 に 促 し て い る こ と を 裏 付 け て い る 。 こ の 活 性 を Mesodermal Derived Inducing Activity

(中 胚 葉 由 来 分 化 誘 導 活 性 ; M DIA)と 名 づ け た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 さ ら に 、 他 の ES細 胞 （ R1、 及 び J1 ES細 胞 ） に 対 す る M DIA（ 中 胚 葉 由 来 分 化 誘 導 活 性 ）

の 効 果 を 調 べ た 。 Pdx1、 又 は 内 分 泌 マ ー カ ー （ イ ン ス リ ン 、 膵 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ソ マ ト

ス タ チ ン ） の 発 現 は M DIA処 理 し た R1及 び J1　 ES細 胞 で 上 昇 し て い た （ 図 4の 右 図 ） 。 従 っ

て 、 M DIAは 、 各 種 の ES細 胞 に 適 用 で き る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

（ ４ ） SK7細 胞 由 来 の 分 化 細 胞 に お け る 内 胚 葉 関 連 マ ー カ ー の 発 現 の 検 出
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　 免 疫 組 織 化 学 検 査 に よ り SK7細 胞 由 来 の 分 化 細 胞 に お け る 内 胚 葉 関 連 マ ー カ ー の 発 現 を

検 出 し た 結 果 を 図 5に 示 す 。 図 5に 示 す 通 り 、 内 胚 葉 細 胞 の 共 通 マ ー カ ー で あ る H NF3β 、 各

種 内 胚 葉 系 器 官 関 連 遺 伝 子 ： 肝 臓 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ア ル ブ ミ ン 、 肺 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の Nk

x2.1、 小 腸 の マ ー カ ー の Cdx2遺 伝 子 の 発 現 （ 赤 色 ） が 認 め ら れ た 。 ま た 、 Hnf3β の 発 現 細

胞 は Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 と 重 な る が 、 肺 や 肝 臓 な ど の 膵 臓 以 外 の 内 胚 葉 系 器 官 関 連 遺 伝 子

を 発 現 す る 細 胞 は Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 （ 緑 ） と は 異 な っ た 細 胞 で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

（ ５ ） M DIA処 理 に よ り 誘 導 さ れ る 内 胚 葉 前 駆 細 胞

　 RT-PCR分 析 の 結 果 に よ り 、 他 の 内 胚 葉 由 来 組 織 （ 肝 臓 等 ） も ES細 胞 の M DIA処 理 に よ り 誘

導 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ に よ り 、 M DIA処 理 が 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 へ の 分 化 を 特 異 的

に 誘 導 す る こ と が 分 か る 。 内 胚 葉 前 駆 体 の 分 化 を モ ニ タ ー す る た め に 、 Hnf3β 遺 伝 子 の 内

胚 葉 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー 断 片 を 使 用 し て (Nishizaki, Y., Shimazu, K., Kondoh, H., Sa

saki, H.(2001) Identification of essential sequence motifs in the node/notochord

 enhancer of Foxa2 (Hnf3beta) gene that are conserved across vertebrate species.

 Mech Dev 102, 57-66)、 単 量 体 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 Ｉ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 (mRFP1)の 発 現 を

制 御 す る よ う に 設 計 し た Hnf3β /mRFP1遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製

し た 。 Hnf3β /mRFP1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Hnf3β の 発 現 パ タ ー ン を 既 報 の 通 り 再

現 し た (Nishizaki et al. , 2001)。 Hnf3β /mRFP1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Pdx1/EGF

Pト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 株 P＃ 48.9(Gu, G., Wells, J. M., Dombkowski, D., Preffer

, F., Aronow, B., and Melton, D. A. (2004). Global expression analysis of gene r

egulatory pathways during endocrine pancreatic development. Development 131, 165

-79)と 交 配 さ せ た 。 Hnf3β /mRFP1と Pdx1/EGFPの 両 方 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ES細 胞 株 を 樹

立 し 、 PH3と 命 名 し た ES細 胞 株 を 以 後 の 実 験 で 使 用 し た 。 ES細 胞 PH3株 を 、 マ イ ト マ イ シ ン

で 処 理 し た M15細 胞 上 で 分 化 さ せ 、 Pdx1/EGFP及 び Hnf3β /mRFP1の 発 現 の 時 間 に 依 存 し た 動

態 を モ ニ タ ー し た 。 図 6は 、 Hnf3β /mRFP1の 発 現 が 分 化 の ７ 日 目 に 観 察 さ れ 、 こ れ は Pdx1

/EGFPの 発 現 よ り 1日 先 行 し て い る こ と を 示 す 。 Hnf3β を 発 現 す る ES細 胞 の 集 団 は 、 Pdx1を

発 現 す る 集 団 よ り 大 き い 。 時 間 依 存 的 な 発 現 及 び Hnf3β 及 び Pdx1を 発 現 す る ES細 胞 の 集 団

は 、 通 常 の 胚 発 生 を 再 現 す る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ES細 胞 の M DIA処 理 に よ り 内 胚 葉 前 駆 体

が 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

（ ６ ） 中 胚 葉 由 来 分 化 誘 導 活 性 （ M DIA） の 一 部 は ア ク チ ビ ン に よ る 作 用 で あ る

　 中 胚 葉 由 来 分 化 誘 導 活 性 （ M DIA） の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る た め 、 実 験 に 用 い た

フ ィ ー ダ ー 細 胞 株 で の ア ク チ ビ ン β A、 ア ク チ ビ ン β B、 フ ォ リ ス タ チ ン な ど の 数 種 の 増 殖

因 子 の 発 現 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ア ク チ ビ ン β Aと ア ク チ ビ ン β Bは M15細 胞 中 で 高 レ ベ

ル で 、 M EF細 胞 中 で 中 レ ベ ル で 発 現 し て い る 。 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 M15細 胞 で は 発 現 し な い

が 、 M EF細 胞 、 ST2細 胞 で は 高 レ ベ ル に 発 現 し て い る （ 図 ７ Ａ ） 。 ES細 胞 の 分 化 培 養 物 中 で

の ア ク チ ビ ン A添 加 の 効 果 を 分 析 し た 。 10ng/mlの ア ク チ ビ ン Aの 添 加 に よ り 、 M15細 胞 上 で

の Pdx1/EGFP発 現 が 有 意 に 促 進 さ れ た （ 図 7B、 Studentの t-検 定 、 ＊ p<0.01） 。 フ ォ リ ス タ

チ ン を 25ng/mlで 添 加 し た 場 合 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 は 減 少 し 、 250ng/mlで 添 加 す る と さ ら

に 有 意 に 減 少 し た 。 ア ク チ ビ ン A（ 10ng/ml） を 外 か ら 添 加 す る こ と に よ る M DIA促 進 は 250n

g/mlの フ ォ リ ス タ チ ン で 阻 害 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 M DIAを 媒 介 す る 分 子 に つ い て の 研

究 が 、 ES細 胞 の 膵 へ の 分 化 に 必 要 と さ れ る 誘 導 シ グ ナ ル を 研 究 す る 際 に 有 用 で あ る こ と を

示 し て い る 。 上 記 の 結 果 は 、 ア ク チ ビ ン が M DIAを 媒 介 す る 分 子 の 一 つ で あ る こ と を 示 し て

い る 。 M DIAは フ ォ リ ス タ チ ン に よ っ て 完 全 に は 阻 害 さ れ な い た め 、 ES細 胞 を 内 胚 葉 系 細 胞

に 分 化 さ せ る M DIAに 関 与 す る M15細 胞 に は 他 の 分 子 が 含 ま れ て い る 可 能 性 が あ る 。 M15細 胞

、 ま た は M DIAを 示 す 他 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 分 泌 型 ま た は 膜 結 合 型 の 分 子 に つ

い て 研 究 す る こ と に よ り 、 ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 の 分 子 メ カ ニ ズ ム 解 明 に 関 す る 情 報

を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

（ ７ ） M DIAは ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 を 促 進 し 、 こ の 分 化 を 促 進 す る 誘 導 因 子 ま た は 培
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養 条 件 の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る

　 M 15細 胞 層 上 で 培 養 し た ES細 胞 に 添 加 し た 際 に ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 を さ ら に 促 進

す る 誘 導 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 M DIAを 利 用 で き る か ど う か を さ ら に 検 討 し た 。

KSR置 換 分 化 培 地 で 培 養 し た ES細 胞 は Pdx1/EGFP発 現 細 胞 の 産 生 が よ り 多 い こ と が 図 3Aか ら

示 さ れ た こ と か ら 、 血 清 中 に 阻 害 因 子 が 存 在 す る 可 能 性 を 推 測 し た 。 B MPの 阻 害 因 子 で あ

る ノ ギ ン を 様 々 な 時 期 に 添 加 し 、 M DIAに 対 す る 効 果 を 試 験 し た 。 そ の 結 果 、 第 5 - 8日 目

に 添 加 し た 100ng/mlの ノ ギ ン は M DIAを 増 強 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 図 8に 示 す よ う に

、 ノ ギ ン の 増 強 効 果 は 分 化 培 地 の 代 わ り に KSR置 換 分 化 培 地 を 用 い て も 観 察 で き る 。 し か

し な が ら 、 ノ ギ ン 添 加 の 効 果 は 分 化 の 後 期 に 限 定 さ れ な か っ た 。 第 0 - 4日 の 100ng/mlの

ノ ギ ン の 添 加 に よ り M DIAが 増 強 さ れ た 。 よ り 短 い 時 期 に ノ ギ ン を 添 加 し た 追 加 実 験 か ら は

、 第 3 - 4日 の ノ ギ ン 添 加 が 第 0 - 4日 ま で 添 加 し た 場 合 と 同 様 の 結 果 に な る こ と が 示 さ れ

て い る （ 図 8） 。 次 に 、 血 清 中 の B MPが ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 に 対 し 阻 害 的 に 作 用 す る

か ど う か を 検 討 し た 。 図 9は 、 第 3 - 4日 の 分 化 培 地 へ の ノ ギ ン 添 加 に よ り 、 ノ ギ ン 非 添 加

の KSR置 換 分 化 培 地 で 培 養 し た 場 合 と 同 程 度 の Pdx1/EGFP発 現 細 胞 が 生 じ た こ と を 示 す 。 KS

R置 換 分 化 培 地 中 で 分 化 さ せ た ES細 胞 中 の Pdx1/EGFP発 現 細 胞 の 数 は B MP2添 加 に よ り 減 少 し

た が 、 こ れ は ノ ギ ン の 添 加 の 追 加 に よ り 相 殺 さ れ た （ 図 9） 。 し か し な が ら 、 第 0 - 4日 に

無 血 清 状 態 で の ES細 胞 の 分 化 で は 、 細 胞 の 増 殖 が 不 良 な た め 、 Pdx1/EGFP発 現 が 低 い こ と

が 明 ら か に な っ た 。 従 っ て 、 以 後 の 実 験 で は 、 ES細 胞 の 内 胚 葉 系 へ の 分 化 を 促 進 す る た め

に 第 3 - 4日 目 に ノ ギ ン を 添 加 し 、 分 化 第 4日 以 降 は 分 化 培 地 の 代 わ り に KSR置 換 分 化 培 地

を 用 い て い る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 さ ら に 、 ニ コ チ ン ア ミ ド （ N A） を ノ ギ ン ま た は ア ク チ ビ ン Aと と も に 添 加 し た 場 合 の 効

果 を 検 討 し た 。 図 10は 、 ノ ギ ン と ア ク チ ビ ン 、 ま た は ノ ギ ン と ニ コ チ ン ア ミ ド の 添 加 で 相

加 効 果 を 示 さ な か っ た こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 ノ ギ ン 、 ア ク チ ビ ン 、 ニ コ チ ン ア ミ ド

の 添 加 で Pdx1/EGFP発 現 が 促 進 さ れ た 。 挿 入 図 は 、 ノ ギ ン 、 ア ク チ ビ ン 、 ニ コ チ ン ア ミ ド

の い ず れ か を 添 加 し た 場 合 の 時 系 列 デ ー タ を 示 す 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 B MP2と ニ コ チ ン ア ミ ド は 、 M15細 胞 で も 他 の 細 胞 株 で も 発 現 し て い な い た め 、 こ れ ら の

結 果 は 、 内 胚 葉 分 化 を 促 進 す る 増 殖 因 子 ま た は 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に M DIAが 利 用 可 能

で あ る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

（ ８ ） 成 長 増 殖 因 子 の 添 加 に よ る 膵 臓 へ の 分 化 誘 導 の 促 進

　 10％ FBS入 り の 分 化 培 地 中 へ の ア ク チ ビ ン 、 bFGF、 又 は ア ク チ ビ ン ＋ ｂ FGFの 添 加 に よ り

、 Pdx1/EGFPの 発 現 細 胞 の 数 が 増 え る こ と が 示 さ れ た 。 図 11Aは 、 8日 目 の Pdx1/EGFP像 を 示

す 。 ア ク チ ビ ン 20ng/ml, bFGF 5ng/mlに な る よ う に 加 え た 。 図 11Aで は 、 ア ク チ ビ ン と FGF

を 加 え る こ と で 、 Pdx1/EGFP陽 性 コ ロ ニ ー の 形 態 が 変 化 し た 。 陽 性 コ ロ ニ ー の 中 心 部 に あ

っ た 細 胞 の 塊 が 消 え て 、 そ の 結 果 、 Pdx1/EGFPを 発 現 す る 細 胞 の 数 が 増 加 し た 。 ま た 、 両

者 を 同 時 に ES細 胞 に 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 相 乗 効 果 を 示 し た 。 ま た 、 d8/M15最 上 の 図 は

、 M15を 用 い て 分 化 誘 導 し た 場 合 の Pdx1/EGFP陽 性 コ ロ ニ ー は 広 が っ た 形 態 を 示 し 、 中 心 に

は 細 胞 の 塊 が 小 さ く 見 え 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が コ ロ ニ ー の 辺 縁 部 に 位 置 す る （ 矢 印 ） 。 P

dx1陰 性 コ ロ ニ ー で は 、 中 心 に 丸 い 大 き い コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ る （ 矢 頭 ） 。 +ア ク チ ビ ン (2

0)で は 、 分 化 0日 目 か ら 8日 目 ま で ア ク チ ビ ン を 20ng/ml加 え て い る 。 Pdx1/EGFP陽 性 膵 幹 細

胞 が 多 く 出 現 し 、 広 が っ た コ ロ ニ ー の 形 態 を 示 し 、 Pdx1/EGFP陰 性 コ ロ ニ ー が 減 少 し て い

る 。 Pdx1/EGFP陽 性 コ ロ ニ ー の 中 心 に 見 え て い た 細 胞 の 小 さ い 塊 が 消 失 し て い る 。 +bFGF（

5)で は 、 分 化 0日 目 か ら 8日 目 ま で 、 bFGFを 5ng/m l添 加 し て い る 。 中 心 部 の 細 胞 の 移 動 が

促 進 さ れ 、 広 が っ た コ ロ ニ ー の 形 態 を 示 す 。 そ の 結 果 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が コ ロ ニ ー の

辺 縁 部 に よ り 集 積 さ れ る よ う に な る 。 ま た 、 +ア ク チ ビ ン (20)+bFGF（ 5)で は 、 分 化 0日 目

か ら 8日 目 ま で 、 ア ク チ ビ ン と bFGFを 加 え て い る 。 両 者 が さ ら に 相 乗 作 用 し 、 Pdx1/EGFP陽

性 膵 幹 細 胞 が さ ら に 多 く 出 現 し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 図 11Bは 、 図 11Aに お け る ア ク チ ビ ン と bFGFの 両 方 を 加 え て い る 条 件 で 得 た 分 化 細 胞 に つ

い て Ｃ － ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で 染 色 し た 結 果 を 示 す 。 Ｃ － ペ プ チ ド は イ ン ス リ ン 生 合 成

時 の 副 産 物 と し て 生 じ る の で 、 陽 性 細 胞 は イ ン ス リ ン を 実 際 生 合 成 し て い る こ と が 示 さ れ

る 。 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 は 緑 色 で あ る 。 分 化 細 胞 で は 、 Ｃ － ペ プ チ ド 単 独 陽 性 （ 赤 色 ） の

細 胞 も 観 察 さ れ た が 、 多 く の 細 胞 が Ｃ － ペ プ チ ド /Pdx1両 陽 性 （ 黄 色 ） で あ っ た 。 拡 大 写

真 を Aと Bに 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 さ ら に FACSを 用 い て 分 化 を 評 価 し た 。 図 12Aで は 、 内 胚 葉 （ 胚 性 内 胚 葉 ； definitive en

doderm)は E-cadherin,Cxcr4両 陽 性 細 胞 と す る 。 膵 臓 前 駆 細 胞 は E-cadherin,Pdx1/EGFP両

陽 性 細 胞 と す る 。 M15上 で は 、 8日 目 で は 内 胚 葉 が 全 細 胞 の 8％ を 占 め る 。 ア ク チ ビ ン と bFG

F添 加 条 件 で は 内 胚 葉 の 割 合 が 上 昇 し 、 全 細 胞 の 47％ を 占 め る よ う に な る 。 ま た 、 膵 前 駆

細 胞 は M15上 で は 内 胚 葉 中 の 22％ を 占 め る が 、 ア ク チ ビ ン と bFGF添 加 条 件 で は 内 胚 葉 に お

け る 膵 前 駆 細 胞 の 割 合 が 67％ に 上 昇 し た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 ま た 、 図 12Bは 、 細 胞 の 内 部 構 造 の 複 雑 さ を 反 映 す る 側 方 散 乱 光 （ SSC） と 細 胞 の 大 き さ

を 反 映 す る 前 方 散 乱 光 （ FSC） の 指 標 を 用 い た ES細 胞 、 M15細 胞 、 分 化 ES細 胞 の FACS展 開 像

を 示 す 。 SSCと FSCの 指 標 を 用 い て 、 図 の 多 辺 形 で 囲 む 部 分 を 分 取 す る こ と で 、 M15細 胞 を

除 く こ と が で き る 。 図 12Bは 、 ア ク チ ビ ン と bFGF添 加 条 件 で の 実 施 例 を 示 し て い る が 、 こ

の M15不 含 画 分 に Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が 含 ま れ る こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

（ ９ ） FACSに よ る ES細 胞 由 来 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 の 分 離 お よ び 発 現 解 析

　 ES細 胞 由 来 Pdx1/EGFP発 現 細 胞 の 分 子 的 特 徴 を 検 討 す る た め に 、 分 化 し た ES細 胞 集 団 を F

ACSで 解 析 し た 。 図 13A及 び Bは 、 M15細 胞 上 で 分 化 し た ES細 胞 で は 、 未 分 化 ES細 胞 の 場 合 と

比 較 し て 、 Pdx1/EGPF陽 性 細 胞 の 集 団 が GFP陽 性 側 に シ フ ト し て い る こ と を 示 す 。 分 化 ES細

胞 を GFP発 現 量 に よ り 5画 分 に 分 け 、 各 画 分 に つ い て 、 膵 分 化 の 分 子 マ ー カ ー 発 現 を RT-PCR

法 で 解 析 し た 。 RT-PCR解 析 に よ り 、 GFP陽 性 シ グ ナ ル が 強 い no.4の 画 分 で Pdx1発 現 が 高 い

こ と が 示 さ れ る （ 図 13C） 。 こ の 画 分 は 分 化 し た ES細 胞 全 体 の 約 1%に 相 当 す る （ 図 13B） 。

GFP陽 性 シ グ ナ ル が 強 い こ の 画 分 で は NeuroD、 イ ン ス リ ン 、 PP、 Sstの 発 現 も 観 察 さ れ て お

り 、 こ の 画 分 の 細 胞 が 膵 の 系 譜 で あ る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

（ １ ０ ） 分 化 ES細 胞 の 維 持 培 養

　 分 化 し た ES細 胞 は 図 14に 示 す 方 法 で 維 持 培 養 で き る 。 即 ち 、 分 化 し た ES細 胞 を 、 M15の

下 、 ア ク チ ビ ン 及 び bFGFの 両 方 を 添 加 し て 、 MPCを 被 覆 し た 低 細 胞 結 合 デ ィ ッ シ ュ に 再 度

播 種 す る こ と で Pdx1陽 性 細 胞 を 維 持 培 養 す る こ と が で き た （ 図 １ ４ ） 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

（ １ １ ） マ ウ ス の 腎 臓 皮 膜 下 へ 移 植 し た ES細 胞 に お け る Pdx1/EGFP及 び イ ン ス リ ン の 発 現

の 維 持

　 分 化 し た ES細 胞 を 腎 臓 皮 膜 下 に 移 植 し た 。 移 植 マ ウ ス を 1週 間 後 に 殺 し 、 移 植 片 の 凍 結

切 片 を 免 疫 組 織 化 学 に よ り 分 析 し た 。 図 15は 、 Pdx1/EGFP発 現 が 維 持 さ れ 、 イ ン ス リ ン 発

現 も 見 ら れ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 は 、 マ ウ ス に 移 植 し た 際

に 、 増 殖 し て イ ン ス リ ン 産 生 細 胞 に 分 化 で き る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

（ １ ２ ） サ ル ES細 胞 を 用 い た 分 化 誘 導

　 サ ル ES細 胞 を 用 い て 、 マ ウ ス ES細 胞 の と 同 様 に M15上 で 分 化 誘 導 し た 細 胞 に つ い て の 染

色 像 を 図 16に 示 す 。 サ ル ES細 胞 の 培 養 条 件 （ 旭 テ ク ノ グ ラ ス （ 株 ） よ り 購 入 ） は 以 下 の 通

り で あ る 。 培 養 0日 目 に 24ウ エ ル プ レ ー ト に サ ル ES細 胞 を 20,000細 胞 /wellの 濃 度 で 播 種 し

、 培 養 1,3,5,7,9日 目 に 培 地 交 換 し た 。 培 地 は 分 化 培 地 （ 10％ FBS/D M E M (high glucose)を

用 い た 。 図 16の A及 び Bは 、 分 化 誘 導 し て 4日 目 と 8日 目 の 染 色 像 で 、 中 胚 葉 前 駆 細 胞 の マ ー

カ ー で あ る H NF3β 、 と 中 胚 葉 の マ ー カ ー T（ Brachyury)で 染 色 し た 結 果 を 示 す 。 4日 目 と 8
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日 目 に は と も に H NF3β の 発 現 が 強 く 検 出 さ れ た 。 図 16の C,D,Eは 、 10日 目 に は 膵 臓 前 駆 細

胞 の マ ー カ ー Pdx1、 小 腸 の マ ー カ ー で あ る Cdx2、 肝 臓 の マ ー カ ー の ア ル ブ ミ ン 、 胆 管 の マ

ー カ ー の CK19が 発 現 し て い る こ と か ら 、 内 胚 葉 系 細 胞 （ 膵 臓 、 肝 臓 、 胆 管 、 小 腸 ） へ の 分

化 が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

（ １ ３ ） ヒ ト ES細 胞 を 用 い た 分 化 誘 導

　 ヒ ト ES細 胞 を 用 い て 、 マ ウ ス ES細 胞 の と 同 様 に M15上 で 分 化 誘 導 し た 細 胞 に つ い て の 染

色 像 を 図 17に 示 す 。 ヒ ト ES細 胞 の 分 化 培 養 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る 。 培 養 0日 目 に 24ウ エ

ル プ レ ー ト に ヒ ト ES細 胞 を 20,000細 胞 /wellの 濃 度 で 播 種 し 、 培 養 1,3,5,7,9,11日 目 に 培

地 交 換 し た 。 培 地 は 分 化 培 地 （ 10％ KSR/D M E M (high glucose)を 用 い た 。 図 17の A, Bお よ

び に お い て 、 12日 目 に は 内 胚 葉 細 胞 の マ ー カ ー H NF3β 、 小 腸 の マ ー カ ー で あ る Cdx2、 肝 臓

の マ ー カ ー の ア ル ブ ミ ン 、 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 胆 管 の マ ー カ ー の CK19が 発 現 し て い る こ

と か ら 、 内 胚 葉 系 細 胞 （ 肝 臓 、 胆 管 、 小 腸 ） へ の 分 化 が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

（ １ ４ ） M15支 持 細 胞 上 に お け る 無 血 清 培 地 を 用 い た 膵 前 駆 細 胞 の 誘 導

　 M15支 持 細 胞 上 で の SK7細 胞 を 用 い て 、 分 化 能 を 評 価 し た 結 果 を 図 18に 示 す 。 内 胚 葉 （ d

efinitive endoderm)は E-cadherin,Cxcr4 の 両 陽 性 細 胞 と す る 。 内 胚 葉 の 維 持 及 び Pdx1/

EGFP陽 性 細 胞 へ の 分 化 に は 血 清 中 の 因 子 が 必 要 と 考 え ら れ る 。 無 血 清 培 地 の み で は 、 M15

細 胞 上 で は 、 内 胚 葉 や 膵 前 駆 細 胞 へ の 分 化 が 低 い が 、 ア ク チ ビ ン を 加 え る と 、 内 胚 葉 や 膵

前 駆 細 胞 へ の 分 化 能 が 上 昇 し た （ 図 18） 。 特 に 膵 前 駆 細 胞 へ 分 化 し た 細 胞 が 2％ で あ り 、

か な り 高 い 効 率 を 達 成 で き た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 ES細 胞 か ら 膵 幹 細 胞 な ど の 内 胚 葉 系 細 胞 を 効 率 よ く 分 化 誘 導 す

る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 培 養 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 未 知 の 物 質 の 膵 へ の 分 化

誘 導 効 果 を 感 度 良 く 測 定 す る こ と が で き る こ と か ら 、 分 化 誘 導 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法

と し て 応 用 で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 分 化 し た ES細 胞 由 来 の 膵 幹 細 胞 又 は 肝 幹 細 胞 な ど を

純 化 し 、 そ れ を 試 験 管 内 で 維 持 培 養 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 複 数 種 類

の ES細 胞 株 に 応 用 で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 発 生 が 同 じ 内 胚 葉 起 源 の 細 胞 に も 応 用 で き る

。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

【 図 １ 】 図 1は 、 各 種 細 胞 株 に お け る 膵 分 化 誘 導 能 の ス ク リ ー ニ ン グ を 示 す 。 A： 分 化 誘 導

法 の 模 式 図 。 Pdx1プ ロ モ ー タ ー に LacZ遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン し た ES細 胞 を 培 養 細 胞 上 に 5000 c

ells/well (24well)の 密 度 で 播 種 後 、 血 清 存 在 下 で 培 養 し 12日 目 に X-gal染 色 を す る こ と

に よ り 各 種 細 胞 株 の 膵 分 化 誘 導 効 果 を 評 価 し た 。 浮 遊 胚 様 体 （ EB） 形 成 後 2日 目 に 培 養 細

胞 上 に 播 種 す る の で 、 培 養 14日 目 で X-gal 染 色 に よ る 評 価 を し た こ と と な る 。 B： X-gal染

色 像 。 各 写 真 に 支 持 細 胞 に 用 い た 細 胞 名 を 示 し た 。 C： 各 細 胞 株 を 支 持 細 胞 に 用 い た 時 の

Pdx1/β -gal陽 性 の 細 胞 の 占 め る 割 合 を 縦 軸 に 示 す 。 M15, M EF, ST2に つ い て 誘 導 効 果 が 認

め ら れ た 。 Student 's t-test で 対 照 実 験 の ゲ ル 上 で 分 化 さ せ た ES細 胞 と 差 が 有 意 で あ っ

た も の ： ＊ ＊ , p<0.01。

【 図 ２ 】 図 2は 、 M15を 用 い た ES細 胞 か ら の Pdx1/β -gal陽 性 細 胞 の 経 時 的 な 評 価 を 示 す 。 A

： ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 一 番 高 い 膵 分 化 誘 導 効 果 が 認 め ら れ た M15を 用 い て 、 ES細 胞 か

ら の 分 化 誘 導 実 験 を 行 い 、 経 時 的 に X-gal染 色 で 評 価 し た 。 写 真 に は 分 化 誘 導 開 始 後 の 日

数 を 示 し た 。 括 弧 の 中 の 日 数 は 継 代 後 の 日 数 。 B： M15 支 持 細 胞 細 胞 上 へ の 継 代 に よ る Pd

x1/β -gal陽 性 細 胞 の 出 現 の 時 間 経 過 。 分 化 誘 導 開 始 後 の 日 数 を 横 軸 、 Pdx1/β -gal陽 性 細

胞 の 数 を 縦 軸 に 示 し た 。 M15を 用 い た 分 化 誘 導 で は 、 最 初 に Pdx1/β -gal陽 性 細 胞 は 12日 目

を ピ ー ク に 出 現 す る が 、 そ の 後 減 少 す る 。 M15 支 持 細 胞 細 胞 上 へ 継 代 す る と 、 Pdx1/β -g

al陽 性 細 胞 が 継 代 後 7-8日 目 に 再 び ピ ー ク に 達 し た 。 1回 目 の 継 代 を 黒 丸 、 2回 目 の 継 代 は

黒 四 角 で 示 す 。
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【 図 ３ 】 図 3は 、 Pdx1プ ロ モ ー タ ー 下 に GFPを 遺 伝 子 導 入 し た ES細 胞 （ SK7細 胞 ） を 用 い た

リ ア ル タ イ ム で の Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 へ の 分 化 の 評 価 を 示 す 。 A： 分 化 誘 導 法 の 模 式 図 を 示

す 。 SK7を 用 い た 分 化 誘 導 方 法 で は EBを 形 成 せ ず に M15上 に 播 種 す る 。 ど ち ら の 図 も 500cel

ls/well(24well)で 播 種 後 、 培 養 4日 目 ま で は 10%血 清 培 地 で 培 養 し 、 培 養 4日 目 か ら は 10%

KSR培 地 で 培 養 し た 。 分 化 誘 導 後 6 - 8日 目 の Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 の 経 時 的 出 現 を 評 価 し た

。 高 密 度 （ 5000cells/well） で は 10％ 血 清 培 地 の み で 分 化 す る が 低 密 度 （ 500cells/well

） の 場 合 で は 分 化 効 率 が 悪 く 、 10％ KSR培 地 に 置 換 す る と 6日 目 か ら Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が

出 現 し て く る 。 8日 目 に は ピ ー ク に 達 す る 。 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 へ の 分 化 の 評 価 は 蛍 光 写 真

に つ い て 、 Luminavision ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 蛍 光 強 度 の 総 和 に よ り 行 っ た 。 B： M15を

用 い て 分 化 誘 導 し た 場 合 の Pdx1/EGFP陽 性 コ ロ ニ ー は 広 が っ た 形 態 を 示 し 、 Pdx1/EGFP陽 性

細 胞 が コ ロ ニ ー の 辺 縁 部 に 位 置 す る 。 Pdx1/EGFP陰 性 コ ロ ニ ー は 丸 い コ ロ ニ ー の 形 態 を 示

す 。 分 化 誘 導 後 7日 目 の 分 化 像 を 示 す 。 C： SK7細 胞 を 用 い た 経 時 的 な 培 養 像 と Pdx1/EGFP陽

性 膵 幹 細 胞 の 出 現 。 分 化 誘 導 後 5日 目 ま で は 丸 い コ ロ ニ ー を 示 す が 、 分 化 誘 導 後 6日 目 に は

、 細 胞 の 移 動 が 急 激 に 起 こ り 、 広 が っ た コ ロ ニ ー の 形 態 を 示 す 。 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が コ

ロ ニ ー の 辺 縁 部 に 位 置 す る 。 分 化 誘 導 後 ９ 日 目 に は Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が 減 少 す る 。

【 図 ４ 】 図 4は 、 RT-PCR解 析 の 結 果 を 示 す 。 各 種 膵 臓 前 駆 細 胞 関 連 遺 伝 子 、 膵 臓 内 分 泌 細

胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 外 分 泌 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 分 化 β 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 肝 臓 マ ー カ

ー 遺 伝 子 の 発 現 が 認 め ら れ た 。 SK7ES細 胞 株 は ICRマ ウ ス よ り 樹 立 し た が 、 ほ か の R1, J1 E

S細 胞 株 に つ い て も 同 様 な M15支 持 細 胞 に よ る 分 化 誘 導 の 促 進 が 検 出 さ れ た 。 M15支 持 細 胞

上 で 分 化 誘 導 し た 細 胞 で は 8日 目 に は pdx1 遺 伝 子 、 あ る い は イ ン ス リ ン 、 膵 ペ プ チ ド , ソ

マ ト ス タ チ ン な ど の 内 分 泌 細 胞 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 検 出 さ れ た 。

【 図 ５ 】 図 5は 、 免 疫 組 織 化 学 検 査 に よ り SK7細 胞 由 来 の 分 化 細 胞 に お け る 内 胚 葉 関 連 マ ー

カ ー の 発 現 を 検 出 し た 結 果 を 示 す 。 H NF3β 、 ア ル ブ ミ ン 、 Nkx2.1、 Cdx2の 発 現 が 認 め ら れ

た 。

【 図 ６ 】 図 6は 、 ES細 胞 か ら 内 胚 葉 前 駆 細 胞 が 誘 導 さ れ て い る こ と を 示 す 。 ES細 胞 か ら 分

化 し た 内 胚 葉 前 駆 細 胞 の 動 態 を さ ら に 調 べ る た め に 、 マ ウ ス Hnf3β 遺 伝 子 の 内 胚 葉 特 異 的

発 現 制 御 エ ン ハ ン サ ー 領 域 を 用 い た 。 Hnf3β 遺 伝 子 の 発 現 を mRFP1(monomeric Red Fluore

scent Protein 1) レ ポ ー タ ー 蛋 白 質 で 可 視 化 で き る よ う に 、 Pdx1/GFP, Hnf3β /mRFP1 ダ

ブ ル ト ラ ン ス ジ エ ニ ッ ク マ ウ ス よ り ES細 胞 株 を 樹 立 し た 。 樹 立 さ れ た Pdx1/EGFP- Hnf3β /

mRFP1 ES細 胞 株 で は 、 Pdx1/EGFPの 発 現 が 8日 目 よ り 発 現 し て い る の に 対 し て 、 Hnf3β /mRF

P１ の 発 現 が 7日 目 よ り （ 1日 早 く ） 検 出 さ れ 、 し か も Pdx1/EGFP発 現 細 胞 よ り 広 範 囲 の 細 胞

に お い て Hnf3β /mRFP１ の 発 現 が 誘 導 さ れ て い る 。 ト ラ ン ス ジ ニ ッ ク マ ウ ス の 解 析 に よ り

、 Hnf3β 遺 伝 子 は 発 生 初 期 内 胚 葉 の 領 域 化 が 決 定 さ れ る 時 期 （ 胎 生 8.5日 目 こ ろ ） の 腸 管

上 皮 で 前 後 軸 に 沿 っ て 発 現 し て い る こ と 、 pdx1遺 伝 子 に 比 べ て 、 1日 ほ ど 早 く 、 よ り 広 範

囲 に お い て 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ て い る の で 、 こ の H NF3β 陽 性 細 胞 が 領 域 化 さ れ る

前 の ス テ ー ジ に あ る 内 胚 葉 前 駆 細 胞 に 相 当 す る と 示 唆 さ れ た 。 し た が っ て 、 M15支 持 細 胞

上 で の 分 化 誘 導 は 正 常 発 生 過 程 を 反 映 し て い る も の と 考 え ら れ る 。

【 図 ７ 】 図 7は 、 M15に よ る 分 化 誘 導 の 機 序 の 一 部 は ア ク チ ビ ン を 介 し て い る こ と を 示 す

。 A： M15に よ る 膵 分 化 誘 導 機 序 を 解 明 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ で 用 い た 培 養 細 胞 に つ い

て Affymetrixの Gene Chipを 用 い て 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 い 、 生 理 活 性 作 用 を 示 す 遺

伝 子 の 発 現 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 正 常 発 生 に お い て 膵 分 化 誘 導 に 関 与 す る ア ク チ ビ ン の 阻

害 因 子 フ ォ リ ス タ チ ン が M15で 極 端 に 低 い こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 M15細 胞 、 M EF, S

T2細 胞 に お い て 、 あ る 程 度 ア ク チ ビ ン が 発 現 さ れ て い る 。 B： ア ク チ ビ ン に よ り 膵 分 化 誘

導 が 促 進 さ れ 、 フ ォ リ ス タ チ ン に よ っ て 分 化 誘 導 が 阻 害 さ れ た 。 ア ク チ ビ ン 、 フ ォ リ ス

タ チ ン は 分 化 誘 導 後 3日 目 に 添 加 し た 。 3日 目 ま で は FBS入 り 培 地 で 培 養 し 、 3-8日 目 ま で は

KSRで 置 換 し た 培 地 を 用 い た 。 8日 目 の Pdx1/EGFP陽 性 膵 幹 細 胞 の 出 現 を 評 価 し た 。 フ ォ リ

ス タ チ ン の 影 響 を 評 価 す る た め に 分 化 誘 導 時 に フ ォ リ ス タ チ ン を 添 加 す る と 、 濃 度 依 存 的

に 膵 分 化 誘 導 を 阻 害 し た 。 (Cont 比 較 し て 有 意 Student 's t-test, ＊ p<0.05, n=3)。 し か

し 、 M15に よ る 膵 分 化 誘 導 効 果 を 100％ 阻 害 す る こ と は で き な か っ た 。 ま た 、 ア ク チ ビ ン （

10ng/ml） に よ り 膵 分 化 誘 導 効 果 の 促 進 が 見 ら れ た が 、 過 剰 量 の フ ォ リ ス タ チ ン 添 加 に よ
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り そ の 効 果 を 阻 害 す る こ と が で き た （ ア ク チ ビ ン 10ng/ml 添 加 群 と 比 較 し て student 's t

-test で 有 意 、 ＊ ＊ p<0.01, n=3)。

【 図 ８ 】 図 8は 、 培 地 中 に ノ ギ ン を 加 え る こ と に よ る 分 化 誘 導 に 対 す る 効 果 を 調 べ た 結 果

を 示 す 。 初 期 の 分 化 誘 導 で は FBS入 り の 培 地 を 用 い る が 、 こ の 中 に 含 ま れ る 阻 害 因 子 が 考

え ら れ た 。 様 々 な 期 間 に ノ ギ ン を 加 え 、 リ ア ル タ イ ム に 現 れ る Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 を 評 価

し た 。 分 化 誘 導 の 初 期 に ノ ギ ン を 加 え る こ と に よ り 膵 分 化 誘 導 が 促 進 さ れ た 。 ノ ギ ン を

加 え る こ と に よ る 促 進 効 果 の あ る 日 数 は 2-4日 目 、 あ る い は 最 小 日 数 と し て 3-4日 目 に 特 定

で き た 。

【 図 ９ 】 図 9は 、 ノ ギ ン に よ る 膵 分 化 誘 導 の 促 進 は 血 清 中 に 含 ま れ る B MP2を 阻 害 す る こ と

に よ る も の で あ る こ と を 示 す 。 分 化 誘 導 3-4日 目 に ノ ギ ン 100ng/ml、 あ る い は 所 定 濃 度 の B

MP2を 添 加 し た 。 標 記 が あ る 場 合 は 3-4日 目 の 培 地 中 の FBSを KSRに 置 換 し て い る 。 6日 目 に P

dx1/EGFP陽 性 細 胞 を 評 価 し た 。 FBS入 り 分 化 培 地 で は ノ ギ ン 添 加 に よ り 、 非 添 加 群 と 比 較

し 、 有 意 に 差 が あ っ た （ Student 's t-test, ＊ ＊ p<0.01)。 KSRに 置 換 し た 場 合 は 膵 分 化 誘

導 の 促 進 が 見 ら れ た (ノ ギ ン (-)と 比 較 。 Student 's t-test , ＊ p<0.05,)。 こ の 促 進 は B MP2

の 添 加 に よ り 阻 害 さ れ た （ KSR置 換 分 化 培 地 ノ ギ ン (-)と B MP添 加 群 と 比 較 (＊ p<0.05, ＊ ＊

p<0.01)。 B MP2に よ る 阻 害 は ノ ギ ン 添 加 で 再 び 消 去 さ れ た （ ＊ ＊ , p<0.01)。

【 図 １ ０ 】 図 10は 、 ノ ギ ン と ニ コ チ ン ア ミ ド 、 あ る い は ア ク チ ビ ン と ニ コ チ ン ア ミ ド は

相 乗 的 に 膵 分 化 誘 導 を 促 進 す る こ と を 示 す 。 ニ コ チ ン ア ミ ド 単 独 で は 膵 分 化 誘 導 を 促 進 し

な い が 、 ノ ギ ン あ る い は ア ク チ ビ ン と 併 用 す る こ と に よ り 相 乗 的 に 膵 分 化 誘 導 を 促 進 し た

。 ノ ギ ン ,ア ク チ ビ ン , ニ コ チ ン ア ミ ド の 3つ の 併 用 に よ り Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 の 出 現 が 早

い 時 期 に シ フ ト し 、 分 化 誘 導 後 6日 目 に ピ ー ク を 示 す よ う に な っ た 。 KSR置 換 分 化 培 地 の 対

照 群 と そ れ ぞ れ の 日 数 で 比 較 し Student 's t-test, ＊ ＊ p<0.01)

【 図 １ １ 】 図 11は 、 ア ク チ ビ ン と bFGFの 添 加 に よ る 膵 臓 へ の 分 化 誘 導 の 促 進 を 示 す 。 図 11

Aは 、 10％ FBS入 り の 分 化 培 地 中 へ の ア ク チ ビ ン 、 bFGF、 又 は ア ク チ ビ ン と bFGFの 両 方 の 添

加 に よ り 、 Pdx1/EGFPの 発 現 細 胞 の 数 が 大 き く 増 え る こ と を ８ 日 目 の Pdx1/EGFP像 で 示 す 。

図 １ １ Ｂ は 、 図 11Aに お け る ア ク チ ビ ン と bFGFの 両 方 を 加 え て い る 条 件 で 得 た 分 化 細 胞 に

つ い て Ｃ － ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で 染 色 し た 結 果 を 示 す 。

【 図 １ ２ 】 図 12は 、 FACSを 用 い て 、 ア ク チ ビ ン と bFGFの 添 加 に よ る 膵 臓 へ の 分 化 誘 導 の 促

進 を 定 量 的 に 評 価 で き 、 そ の 程 度 が 非 常 に 大 き い こ と を 示 す 。 ま た 、 FACSを 用 い て 、 M15

支 持 細 胞 を 分 化 ES細 胞 か ら 選 択 的 に 除 く こ と が 出 来 る こ と を 示 す 。 図 12Ａ は 、 内 胚 葉 （ 胚

性 内 胚 葉 ； definitive endoderm)は E-cadherin,Cxcr4両 陽 性 細 胞 と す る こ と を 示 す 。 図 1

2Bは 、 細 胞 の 内 部 構 造 の 複 雑 さ を 反 映 す る 側 方 散 乱 光 （ SSC） と 細 胞 の 大 き さ を 反 映 す る

前 方 散 乱 光 （ FSC） を 用 い た 分 化 し た ES細 胞 の 集 団 か ら 、 M15細 胞 を 選 択 的 に 除 く 前 後 の 、

分 化 ES細 胞 の FACS展 開 像 を 示 す 。

【 図 １ ３ 】 図 13は 、 セ ル ソ ー タ ー を 用 い た ES細 胞 由 来 の 膵 幹 細 胞 の 純 化 と そ の 発 現 す る 分

子 マ ー カ ー の 解 析 を 示 す 。 M15細 胞 上 で SK7 ES細 胞 を 300,000cells/ 90m m dish で FBS入 り

培 地 で 分 化 誘 導 し 、 9日 目 に FACSを 行 っ た 。 分 化 誘 導 に よ り GFP陽 性 細 胞 の 分 画 の 細 胞 集 団

が 増 え た 。 分 画 1 - 4の 4つ を 分 取 し た 。 分 画 4は GFP強 陽 性 で あ り 、 こ の 分 画 に Pdx1遺 伝 子

の 発 現 細 胞 が 濃 縮 さ れ て い る 。 ほ か に も NeuroD, Somatostatin,イ ン ス リ ン を 発 現 し て い

る 。

【 図 １ ４ 】 図 14は 、 分 化 誘 導 し た Pdx1陽 性 膵 前 駆 細 胞 の 維 持 培 養 方 法 を 示 す 。 分 化 し た ES

細 胞 を 、 M15の 下 、 ア ク チ ビ ン 及 び bFGFの 両 方 を 添 加 し て 、 MPCを 被 覆 し た 低 細 胞 結 合 デ ィ

ッ シ ュ に 再 度 播 種 す る こ と で Pdx1の 発 現 細 胞 を 維 持 培 養 で き る 。

【 図 １ ５ 】 図 15は 、 分 化 誘 導 し た ES細 胞 を マ ウ ス 成 体 腎 臓 皮 膜 下 へ の 移 植 を 示 す 。 図 14の

方 法 で ES細 胞 由 来 の Pdx1陽 性 膵 前 駆 細 胞 を マ ウ ス 成 体 腎 臓 皮 膜 下 へ 移 植 す る 。 図 15A及 び B

は 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 像 を 示 し 、 Pdx1/EGFP陽 性 細 胞 が 保 持 さ れ て い る 。 図 15Cは 、 移 植 片 に つ

い て の 免 疫 組 織 化 学 的 な 解 析 に よ り イ ン ス リ ン 、 Pdx1/EGFPダ ブ ル 陽 性 細 胞 が 存 在 し て い

る こ と を 示 す 。

【 図 １ ６ 】 図 16は 、 カ ニ ク イ ザ ル ES細 胞 を 用 い た 内 胚 葉 前 駆 細 胞 お よ び 肝 膵 の 細 胞 へ の 分

化 誘 導 の 結 果 を 示 す 。 図 Aで は 、 分 化 誘 導 4日 目 に は 内 胚 葉 前 駆 細 胞 と 中 胚 葉 前 駆 細 胞 が 多
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く 分 化 誘 導 さ れ て い る 。 分 化 後 4日 目 （ A） と 8日 目 （ B） の 細 胞 に つ い て 、 H NF3β （ 赤 ： 内

胚 葉 マ ー カ ー ） 、 T(緑 ： 中 胚 葉 マ ー カ ー ） と D APIに よ る 核 染 を 重 ね た 像 。 図 Bで は 、 分 化

誘 導 8日 目 に は 内 胚 葉 細 胞 が 多 く 残 っ て い る 。 中 胚 葉 前 駆 細 胞 は も う 検 出 で き な い 。 図 Cで

は 、 分 化 誘 導 10日 目 に は 膵 臓 前 駆 細 胞 の Pdx1陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） と 小 腸 前 駆 細 胞 の Cdx2陽 性

細 胞 (緑 色 ） が 検 出 さ れ た 。 両 者 は 異 な る 細 胞 集 団 で あ る 。 図 Dで は 、 分 化 誘 導 10日 目 に は

肝 臓 前 駆 細 胞 の ア ル ブ ミ ン 陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） と α フ ェ ト プ ロ テ イ ン 陽 性 細 胞 （ 緑 色 ） が 検

出 さ れ た 。 そ れ ぞ れ 単 独 に 発 現 す る 細 胞 が 多 い が 、 共 発 現 す る 細 胞 も 観 察 さ れ た 。 図 Eで

は 、 分 化 誘 導 10日 目 に は 胆 管 細 胞 の CK19陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） と α フ ェ ト プ ロ テ イ ン 陽 性 細 胞

（ 緑 色 ） が 検 出 さ れ た 。 そ れ ぞ れ 単 独 に 発 現 す る 細 胞 が 観 察 さ れ た 。

【 図 １ ７ 】 図 17は 、 ヒ ト ES細 胞 を 用 い た 内 胚 葉 臓 器 へ の 分 化 誘 導 の 結 果 を 示 す 。 図 Aで は

分 化 誘 導 12日 目 に は 内 胚 葉 細 胞 の Hnf3β 陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） と 小 腸 前 駆 細 胞 の Cdx2陽 性 細 胞

(緑 色 ） が 検 出 さ れ た 。 共 発 現 す る 細 胞 が 多 い が 、 Cdx2単 独 陽 性 細 胞 も 見 ら れ た 。 図 Bで は

、 分 化 誘 導 12日 目 に は 肝 臓 前 駆 細 胞 の ア ル ブ ミ ン 陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） と α フ ェ ト プ ロ テ イ ン

陽 性 細 胞 （ 緑 色 ） が 検 出 さ れ た 。 図 Cで は 、 分 化 誘 導 12日 目 に は 胆 管 細 胞 の CK19陽 性 細 胞

（ 緑 色 ） と α フ ェ ト プ ロ テ イ ン 陽 性 細 胞 （ 赤 色 ） が 検 出 さ れ た 。

【 図 １ ８ 】 図 18は 、 M15支 持 細 胞 上 に お け る 無 血 清 培 地 を 用 い た 分 化 誘 導 に よ る 膵 前 駆 細

胞 の 誘 導 の 結 果 を 示 す 。
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