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片親性ＥＳ細胞に由来する神経幹細胞の遺伝子発現解析

小野寺　勇　太 1、寺　村　岳　士 1、三　原　敏　敬 1 , 2、

松　岡　俊　樹 3、細　井　美　彦 2、福　田　寛　二 1 , 3、

要　　約

ES 細胞（Embryonic Stem Cell：胚性幹細胞）は種々の細胞へと分化することができる分化多能性と、

分裂した後も同じ性質 ･ 能力を持った細胞である。我々は片親由来の ES 細胞である単為発生胚由来 ES 細

胞（Parthenogenetic ES：PgES）/ 雄性発生胚由来 ES 細胞（Androgenetic ES:AgES）の多分化能性を示し

てきた。今回、受精卵由来の ES 細胞と Pg ES 細胞 /AgES 細胞の 3 種類の ES 細胞より神経幹細胞への分

化誘導を行い、神経幹細胞に特徴的な遺伝子発現をそれぞれ比較 ･ 検討した。その結果、どの ES 細胞株か

らも神経幹細胞ならびに神経細胞への分化誘導が可能であった。しかし、AgES 細胞由来の神経幹細胞と

他の神経幹細胞との間に幹細胞の自己複製能に関わる Bmi-1 の発現に差が見られ、AgES 細胞が体内で外

胚葉由来の細胞へと寄与しにくい原因の１つであることが示唆された。

緒　　論

ES 細胞は多種多様な細胞へと分化することができる分化多能性と、分裂後も同じ性質 ･ 能力を保持した

細胞をほぼ無限に作り出すことのできる自己複製能を持った細胞である［１－５］。ES 細胞はオーダーメー

ド医療の材料の 1 つとして注目され、さまざまな研究がなされてきた。近年、終末分化した細胞から ES

細胞と同等の能力を持つ iPS 細胞が注目を浴びている［６］。一方で、従来からある ES 細胞の基礎研究の

重要性が増してきている。我々はこれまで、受精卵以外の材料から ES 細胞を樹立し、三胚葉それぞれに

由来する細胞へと分化誘導を行い、その分化多能性と遺伝子発現の違いについて示してきた［７］。

今回我々は、単為発生胚に由来する ES 細胞（PgES 細胞）と雄性発生胚に由来する ES 細胞（AgES 細胞）、

受精卵から作成された ES 細胞の 3 種の ES 細胞を用いて、神経幹細胞の分化誘導を行った。

マウス PgES 細胞は神経系の細胞をはじめとした外胚葉系の細胞に分化し易いことが知られている。ま

た、テラトーマや胚様体を形成させると、内胚葉の発達が悪く、神経細胞へと分化しやすいことが知られ

ており、偏った分化能力を有していると報告されている［８，９］。単為発生胚は特定の遺伝子を操作する

だけで個体として発生することが知られており、単為発生胚では個体形成をする上で、必要な基本的な要

素の多くを持っていると考えられる。また、キメラマウスへの寄与率も比較的高いことからも、マウス

PgES 細胞の分化能の高さを推測することができる。マウス AgES 細胞は、キメラマウスにおいて骨格系の

組織への寄与が著しく高く、キメラマウス自体への低率の寄与であっても、骨格形成に異常をもたらすこ

とから、中胚葉に偏った分化をしていることが知られている［10］。また、テラトーマ形成より主に骨格

筋などの中胚葉への寄与が著しく高く、神経や内胚葉への寄与が低いことが観察されている。雄性単為発

生胚は着床後、発生過程途中に致死となること、あるいは寄与率が高いキメラマウスが同じく致死性の異

常を示すことから、機能を含む詳細な分化する能力を有しているかどうかは不明であった。近年、一定の

分化の偏りがあるもののPgES細胞ならびにAgES細胞において、体外における分化多能性が示されており、
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PgES 細胞も AgES 細胞も体外において全ての胚葉に由来する細胞へと分化することが示されている。

本研究では、PgES 細胞、AgES 細胞の分化能力の比較と、その原因の一部を解明することを目的に、受

精卵由来ES細胞、PgES細胞、AgES細胞を用いて神経幹細胞への誘導を行い、遺伝子発現の比較･検討を行っ

た。

材料と方法

Oct4-GFP 遺伝子発現 ES 細胞株の作製

60mm 細胞培養用ディッシュにコンフルエントになった各 ES 細胞を準備し、各ディッシュに

0.25%Trypsin /0.04%EDTA-PBS（ － ）を加え、37℃、5%CO2 飽和湿度下で 3 分間培養した。その後、

10%FBS-DMEM を同量加えて Trypsin を止め、良くピペッティングを行い、1.0×107 個に調節した細胞

を 15ml のコニカルチューブへ移した。次に 1500rpm、5 分間、室温で遠心して上清を除去し、5μg の

DNA が入った PBS（－）0.5ml に再浮遊させ、0.4cm 幅滅菌キュベットに移し、5 分間氷中に保存した。

　導入用の DNA は、pPKJ2 ベクター、pGOF-18ΔPE GFP ベクター［11］を制限酵素で処理し、直鎖状

にしたものを用いた。pPKJ2 ベクターと pGOF18ΔPE GFP ベクターは co-transfection を行った。pGOF-

18ΔPE GFP ベクターは東北大学・松居靖久教授より分与されたものを使用した。

尚、導入条件としては Capacitance 950μF、0.2 kV の条件で pluse を 1 回印加し、10 分間静置後、

5ml の ES 細胞培地を加え、フィーダー細胞の敷いてある 60mm dish に 2.0 〜 2.5×105 個で播種した。

培養から 42 － 48 時間後に、G418 を添加し、そのまま 6 日間培養を継続した。薬剤選抜終了後、蛍光顕

微鏡下でコロニーを選択・採取し、4well dish へ継代培養を行った。

ES 細胞の培養

0.1% ゼラチンでコートした細胞培養ディッシュに各 ES 細胞を播種し、20％ knockout serum 

replacement（Invirogen）、1mM L-glutamine（GIBCO）、0.1mM β-mercaptoethanol（GIBCO）、0.1mM 

MEM non-essential amino acid solution（GIBCO）、1000U of leukemia inhibitory factor（ESGRO）を添加

した培地（ES 細胞培養培地）を用い、37℃、5%CO2 下で培養を行った。継代培養時においては、培地を

除去した後に 0.25%Trypsin /0.04%EDTA-PBS（－）を加え、3 分間 37℃、5%CO2 下で培養し、同量の

10％ FBS を添加した DMEM で酵素反応を停止させ、1500rpm 5 分間遠心し 0.1% ゼラチンでコートした

細胞培養ディッシュに各 ES 細胞を播種した。

神経幹細胞への分化誘導

胚様体形成を誘導するために、各 ES 細胞をコンフルエントな状態になるまで培養し、トリプシン

-EDTA によって回収し、10％ FBS-DMEM 培養液中でそれぞれ浮遊培養を行なった。5 日間浮遊培養して

胚様体形成を誘導後トリプシン -EDTA によって乖離 ･ 回収し、bFGF 10 ng/ml、EGF 20ng/ml を添加した

ES 細胞培養用培地（LIF-）で浮遊培養を行なった。こうして得られた neurosphere を数回乖離し同様の手

法を用いて誘導した。数日間浮遊培養した neurosphere をゼラチンコート処理したディッシュ上で接着培

養し、神経細胞へと分化誘導した。培養液は、bFGF 10 ng/ml、EGF 10ng/ml を添加した ES 細胞培養用

培地（LIF-）を使用した［12］。

神経幹細胞から神経細胞への分化誘導

得られた神経幹細胞を 10%FBS-DMEM 下で細胞培養ディッシュに接着させ、接着後に bFGF 10 ng/ml
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を添加した ES 細胞培養用培地（LIF-）で 14 日間培養を行った。

フローサイトメトリーによる細胞のソーティング

本研究で作製した OCT4 ⊿ PE GFP-ES 細胞は、分化細胞により GFP の発現を消失する。そのため、GFP

をマーカーにフローサイトメトリーを行う事で、誘導して得られた神経幹細胞のみを得る事が出来る。本

実験では、FACS-Vantage を用いて分化細胞群中に存在する未分化な細胞を除去し、GFP のシグナルが消

えている細胞群をサンプルとして回収した。

Real-time PCR

分化誘導後、TRIzol（Invitrogen）を用いて各サンプルを溶解し、クロロホルム（Wako）処理によって

タンパク質を除去した。次にイソプロパノール（Wako）沈殿によって核酸を得たあと RNase free water

に溶解し、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Takara）を用いて逆転写反応を行った。逆転

写反応終了後、SYBR Green Ⅱ（Takara）を用いて、7700 Real-time PCR System により 95℃ 10 秒、

95℃ 5 秒、60℃ 30 秒を 40 サイクル繰り返した。各サンプルは各 ES 細胞の発現量によって補正されて

いる（ddCt 法）。プライマーの配列は以下の通り。

免疫組織化学的染色・ウェスタンブロッティング

各 ES 細胞を神経幹細胞・神経細胞へと分化誘導し、分化誘導後の細胞を 10％中性ホルマリン（Wako）

で固定し、定法に従って免疫組織化学的染色を行った。また、分化誘導後のサンプルを SDS（nacalai）、

Urea（nacalai）と DTT（nacalai）を用いて、100℃まで加熱してタンパク質を抽出した。7.5％ポリアク

リルアミドゲルで SDS － PAGE を行い、ウェット式でブロッティングを行った。この後、定法に従って行っ

た。用いた抗体は以下の通り。
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結　　果

今回使用した受精卵由来の ES 細胞、単為発生胚由来の PgES 細胞、雄性発生胚由来の AgES 細胞はそれ

ぞれ OCT4 ⊿ PE-GFP が導入されており（Fig1）、ES 細胞が分化すると OCT4 の発現低下に伴って GFP の

発現も低下する。この各 ES 細胞から浮遊培養法により胚様体を作製し、その後神経幹細胞として LIF（－）

/bFGF（＋）/EGF（＋）の ES 細胞培養培地で数日間培養した。分化誘導を行っている際には、各細胞間

に細胞増殖などには差が認められなかった。分化誘導によって得られた神経幹細胞を単一細胞へと分離し

フローサイトメトリー（FACS）によってソーティングを行った。これにより、OCT4（＋）細胞を取り除

いたものを神経幹細胞として用いた（Fig2）。

次に、分化誘導によって得られた神経幹細胞を免疫蛍光染色によって観察したところ、NESTIN の発現

が認められた。神経幹細胞を接着させた後に LIF（－）/bFGF（＋）/EGF（＋）の ES 細胞培養培地で分化

誘導を数日間行ったところ、軸索を有する神経細胞が多数観察された。成熟神経細胞マーカーである TUJ

に対する抗体あるいはドーパミン産生細胞マーカーである TH に対する抗体を用いて免疫蛍光染色をおこ

なったところ、両マーカーともに発現が認められた（Fig3）。これらマーカー遺伝子の発現は、ウェスタ

ンブロットによっても確認することが可能であった（Fig4）。

Fig１．各 ES 細胞の OCT 発現

Fig２．FACS による OCT4（－）細胞のソーティング
Ａ：未分化な ES 細胞　Ｂ：分化誘導後の ES 細胞
Ｃ：未分化な ES 細胞の除去後（神経幹細胞）
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次に、Real-time	PCR（ddCt 法）を用いて、未分化神経幹細胞における神経幹細胞マーカーの発現量の

比較を行った（Fig5）。Musashi-1 の発現量には差が認められなかったが、NESTIN に関しては AgES 由来

神経幹細胞で最も発現が高く、Bmi-1 は PgES 由来神経幹細胞において最も高い発現が認められた。また、

分化マーカーである Nf-M の発現量は AgES 由来神経幹細胞で有意に低いことが明らかとなった。

Fig３．神経幹細胞と神経細胞の免疫組織化学的染色

Fig４．神経幹細胞と神経細胞のウェスタンブロット解析
N.C：ネガティブコントロール／骨格筋
P.C ポジティブコントロール／脳
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考　　察

今回我々は、受精卵由来の ES 細胞、単為発生胚、雄性発生胚から樹立された ES 細胞からそれぞれ神経

幹細胞を誘導し、遺伝子発現を比較・検討を行った。

分化誘導において、神経幹細胞の形態や形成に要する時間には差が認められず、一様に神経幹細胞を作

製することが可能であった。

Real-time PCR によって遺伝子発現を比較したところ、神経幹細胞の遺伝子発現のパターンに差が認め

られた。誘導した神経幹細胞では、Musashi-1 の発現が未分化 ES 細胞と比較して、それぞれ 9-12 倍に発

現量が上昇していた。Musashi-1 は脳室下帯の神経幹細胞が密集している領域（SVZ）において顕著な発

現が確認されており［13］、神経幹細胞の自己複製能に関与するとされている RNA 結合タンパクである

［14-17］。AgES 細胞は神経系細胞へと傾倒しにくいとの報告があるが、Musashi-1 の発現には有意な差は

認められなかった。

一方、AgES 細胞由来の神経幹細胞では Nestin の発現量が増加していた。Nestin は中枢神経系幹細胞に

一過性に発現する中間径フィラメントで、神経細胞やアストロサイトなどに分化が進むにつれて消失して

いくことが知られている［18 － 21］。また、分化神経細胞のマーカーである Nf-M の発現量においては、

受精卵由来の ES 細胞と PgES 細胞に比べて、AgES 細胞由来の神経幹細胞においては有意に低い値が認め

られた。Nf-M の発現は神経細胞などで認められており、これを発現する細胞はやや分化の進んだ段階に

あるといえる。AgES細胞由来の神経幹細胞では未分化神経幹細胞マーカーが高発現しており、分化マーカー

の発現が低い事から、他の 2 種に比べて未分化を維持する性質が強い事が示唆された。

AgES 細胞に由来する分化細胞は、父性アレルからの発現を示す Igf2 の発現が高いことが知られている。

Igf2 は強力な細胞増殖促進因子であり、ヒト ES 細胞では未分化性の維持にも関与していることから、我々

は AgES 由来神経幹細胞では未分化性の高い神経幹細胞が自己複製しやすい状態になっているのではない

かと考えた。そこで、体性幹細胞の自己複製能を維持することが知られている Bmi-1 の発現を観察したと

ころ、他の 2 種に比べ AgES 細胞由来の神経幹細胞での発現が有意に低下していることが明らかとなった

Fig５．�Real-time PCR による神経幹細胞の遺伝子発現解析
ddc 法による（n ＝ 3 ／異符合巻間に有意差あり）
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（Fig4）。Bmi-1 をノックアウトすると、生後間もなくの SVZ の神経幹細胞の割合は 20％近く減少するこ

とが知られている。さらに、Ink4a/ARF インヒビターの p16 と p19 は細胞周期を G1 期で停止させるこ

とが知られているが、Bmi-1 はこの細胞周期の停止を抑制する［22］。AgES 細胞由来の線維芽細胞では

ES 細胞や PgES 細胞由来の線維芽細胞よりも高い増殖能力を有していることが知られている一方、AgES

細胞由来の線維芽細胞では p16 の発現量が高い傾向にあることが確認されている［23］。この報告は、今

回観察された AgES 由来神経幹細胞における Bmi-1 の低発現と一致するものである。AgES 細胞由来の線維

芽細胞は細胞増殖・自己複製能維持に IGF2 の関与が示されている。このことは、AgES 細胞が他の ES 細

胞に比べて、Igf2 に依存した細胞増殖・自己複製能を維持していることを示唆している［24］。　

AgES細胞由来の神経幹細胞におけるBmi-1の発現低下は、ノックアウトマウスに認められる形質と同様、

直接的にキメラマウスの脳組織における低率な寄与と関連しているのかもしれない。

今後は、神経幹細胞の自己複製能を維持するとされている Bmi-1 や Musashi-1 以外の因子、たとえば

p53［25,26］や p57KIP2［27］といったその他の遺伝子発現に関しても検討する必要が重要であり、こ

れらを検討していくことで、単為発生・雄性発生胚の分化能力の偏りをもたらす要因の解明に結びつく可

能性がある。また、分化後の AgES 細胞由来の神経幹細胞の自己複製能を高めることで、外胚葉由来幹細

胞の獲得向上とキメラマウスの寄与の向上につながるかもしれない。
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英 文 要 旨

Gene expression analysis of neural stem cells derived from normal, 
parthenogenetic and androgenetic embryonic stem cells.

Yuta Onodera 1，Takeshi Teramura 1，Takahiro Mihara 1 , 2，

Toshiki Matsuoka 1，Yoshihiko Hosoi 2，Kanji Fukuda 1

Abstract

Embryonic stem cells（ESCs）possess extensive self-renewal capacity and pluripotency with the 

potential to differentiate three embryonic germ layers.

Recently, we established the ESCs from asexual origins, i.e. parthenogenetic embryos and androgenetic 

embryos, and demonstrated their multiple differentiation properties. Here, we performed differentiation 

induction to neural stem cells（NSCs）from normal ESCs, parthenogenetic ESCs and androgentic ESCs, 

and observed the difference of NSC- and neural cell-specific gene expressions to elucidate an mechanisms 

of unbalanced differentiation properties of. In this study, significantly lower expression of self-renewal-

related gene Bmi-1 was observed in AgESC-derivatives, it was suggested the insufficiency of the gene 

expression in NSCs might result the restricted contribution in the brain. 
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