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要　　約

胚性幹細胞（Embryonic	Stem	Cell	;	ES 細胞）は自己複製能と様々な細胞へと分化することの出来る分化

多能性を有している細胞である。近年、この ES 細胞を用いた再生修復医療の可能性が注目されている。

しかし、受精卵から ES 細胞を作出するため、移植後に免疫拒絶反応を示すことが示唆されており、ES 細

胞を用いた再生修復医療の 1 つの課題となっている。そこで、片親性の雌性単為発生胚と雄性発生胚から

ES 細胞を樹立し、片親性 ES 細胞の分化多能性を観察した。

緒　　論

ES 細胞は自己複製能と様々な細胞へと分化することの出来る分化多能性を有している細胞である〔1-7〕。

哺乳動物の胚は、たとえそれが片親性のゲノムを有するものであっても着床し、短い期間であれば発生

することが知られている。しかし着床後はゲノム・インプリンティングの関与により胚は最後まで発生す

る事が出来ない。ゲノム・インプリンティングは単親性の発生を防ぐためにゲノムに仕込まれたエピジェ

ネティックな修飾	であり、精子に由来するゲノムには父性的な修飾が、卵子に由来するゲノムには母性的

な修飾が施されている［8］。インプリンティング遺伝子は由来する性によって対照的な修飾がなされてお

り、片親のゲノムすなわち卵子のみに由来するゲノムを持つ雌性単為発生胚（Pg）と２つの精子に由来す

るゲノムを有する雄性単為発生胚（Ag）に分類され、それぞれ卵子、精子から引き継いだ片方のみのパター

ンを有している。このパターンは ES 細胞においても引き継がれることが報告されている。すなわち、

PgES 細胞は両アレルとも母性由来のインプリンティングパターンを持ったゲノムを有しており〔9〕、

AgES 細胞は父性由来のインプリンティングパターンのゲノムを有している。

例えば、PgES 細胞では IgF2 や H19 等の父性由来のインプリンティング遺伝子はメチル化によって不活

性型を示すが、Igf2r や p57KIP2 のような母性由来のインプリンティング遺伝子は活性型である［10,	

11］。この特徴的なエピジェネティックな修飾によって PgES 細胞、AgES 細胞は未分化状態では特徴的な

形質を示すことはないが、分化後にキメラマウス、テラトーマ、あるいは胚様体内で一定の偏った分化を

することが知られている。PgES 細胞は神経系などの外胚葉に分化し易く、内胚葉細胞への分化は殆ど観

察されていない〔12,	13〕。

一方、AgES 細胞は筋組織や骨格筋等の中胚葉に分化し易いが、神経等の外胚葉や内胚葉細胞への分化

はあまり認められない〔14〕。両方のケース共にキメラマウスにおける寄与率は低く、テトラプロイドレ

スキュー法を用いて完全にES細胞由来の産仔を得ることを試みた場合、初期に胎生致死となる。そのため、
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PgES 細胞、AgES 細胞が共に全ての細胞系譜に寄与しているのか、あるいは、成体の中で特定の機能を持っ

た細胞に分化出来るのかは確認されていない。片親性由来の胚から	ES 細胞の分化の多様性と系譜の偏り

の確認、従来分化しにくいと考えられている系譜への誘導は、ゲノム・インプリンティングの組織発生へ

の関わりを理解する上で有用な情報をもたらすと考えられる。

今回我々は、Pg・Ag 胚という無性的に発生した胚から ES 細胞を樹立し、分化誘導を行うことで、ドー

パミン産生細胞、拍動心筋細胞、アルブミン産生細胞等の機能的な細胞を誘導した。これらの細胞を各系

譜にそれぞれの分化誘導系で誘導した場合でも、従来 in vivo	の実験で報告されていたような分化の偏りが

確認された。

材料と方法

B6D2F1 マウス Pg 胚の作出と PgES 細胞の樹立および培養

B6D2F1 マウスの未受精卵をストロンチウムとサイトカラシン B を用いて 6 時間活性化を行なった。そ

の後、胚盤胞期胚まで発生した胚を 0.5％ Pronase 添加 PBS（−）で処理し、透明帯の除去を行なった。

次に、10％ FBS-DMEM で 3 倍に希釈した抗マウス抗血清、10％ FBS-DMEM で 5 倍に希釈したモルモッ

ト補体で順次処理し、栄養外胚葉層を免疫学的に除去することで ICM を回収した。回収した ICM は、ES

細胞培養培地（LIF+）でマウス胚性繊維芽細胞（MEF）を播種した 4 穴ディッシュ上で培養した。

培養から 5−6 日目に未分化な細胞のコロニーを確認した後に、顕微鏡下でキャピラリーを用いて機械

的にコロニーを 3−4 等分にする操作を 2−3 日行なってコロニー数を増やした。コロニー数が充分増えた

ころに、細胞解離液を加え、単一になった細胞のみを新たな MEF 上に播種した。2−3 日後に多くの未分

化細胞のコロニーが認められれば、継代コロニーの増殖力および未分化性が安定するまでは同様の操作を

行い、樹立を行なった〔15〕。以降、同様の ES 細胞培養培地で継代培養を行なった。

また、AgES 細胞においては、当研究室で、除核した卵子に 2 本の精子を受精させて樹立された株を使

用し、ES 細胞においては B6D2F1 マウスの受精卵から同様の手法を用いて ES 細胞の樹立・継代培養を行

なった。

神経細胞への分化誘導

胚様体形成を誘導するために、Pg/AgES 細胞をコンフルエントな状態になるまで培養し、細胞解離液に

よって回収して、10％ FBS-DMEM 培養液中でそれぞれ浮遊培養を行なった。3−4 日間浮遊培養して胚様

体形成を誘導後、ゼラチンコート処理したディッシュ上で7日間接着培養し、細胞解離液によって回収して、

bFGF	10	ng/ml、EGF	20ng/ml を添加した ES 細胞培養用培地（LIF−）で浮遊培養を行ない、neurosphere

を誘導した。3−4 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。

拍動心筋細胞への分化誘導

同様の方法により胚様体形成を誘導した。3 日間浮遊培養した胚様体を、分化誘導用培地でさらに 4 日

間浮遊培養を行なった。その後、ゼラチンコート処理したディッシュ上で同様の培地を使用して拍動心筋

細胞へと分化誘導した。分化誘導用培地は 20％ FBS-IMDM に H2O2、DMSO を添加したものを使用した。
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アルブミン産生細胞への分化誘導

同様の方法により胚様体形成を誘導した。3−4 日間浮遊培養した胚様体を、ゼラチンコート処理した

ディッシュ上で 21 日間接着培養を行なった。分化誘導用培地は 20％ FBS-IMDM に bFGF	10ng/ml、aFGF	

10ng/ml、EGF	10ng/ml を添加したものを使用した。

アルカリフォスファターゼ（ALP）染色

樹立された Pg/AgES 細胞および ES 細胞を 99％エタノール（−20℃ /5 分）、70％エタノール（−20℃

/5 分）の条件で固定した。染色は AS-BI アルカリフォスファターゼ染色キット〔SIGMA〕を用いて行なった。

テラトーマの作製

3−4 日間浮遊培養した胚様体を SCID マウスの腎臓皮膜下へと移植した。術後 2 週間後、移植した腎臓

を回収し、Tissue-Tek	O.C.T	Compound および Tissue-Tek	Cryomold を使用して凍結（−80℃）し、凍結

ブロックを作製した。

ヘマトキシリン・エオジン染色

凍結ブロックより凍結切片を作製し、10％中性ホルマリンを使用して固定を行なった。その後、定法に

従ってヘマトキシリン・エオジン染色を行なった。

RT-PCR

分化誘導後、１４日目、７日目、２１日目のものを回収し、定法に従って抽出、逆転写および PCR を行なっ

た。

Primer の塩基配列（* 京都大学　多田　高先生より分与）

神経細胞：NF-M、TH

未成熟肝細胞：α-fetoprotein

アルブミン産生細胞：Albumin

免疫組織化学的染色

PgES 細胞ならびに AgES 細胞、それぞれの ES 細胞を神経細胞、拍動心筋細胞、アルブミン産生細胞へ

分化誘導後、14 日目、7 日目、21 日目のものを 10％中性ホルマリンで固定し、定法に従って免疫組織化

学的染色を行なった。

未分化細胞：抗	Oct3/4	抗体、抗	SSEA-1	抗体

神経細胞特異的微小管：抗	β-tublin	class Ⅲ（TUJ）抗体、抗 Nestin 抗体

心筋細胞：抗	Troponin-T（TNT）	抗体、抗 Desmin 抗体
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アルブミン産生細胞：抗	Albumin	（ALB）抗体、抗 Pdx-1 抗体

ウェスタンブロッティングならびにウェスタンブロッティングを用いた定量解析

神経細胞、拍動心筋細胞、アルブミン産生細胞へ分化誘導後、１４日目、７日目、２１日目のものを SDS に

溶解し、定法に従ってウェット式によるウェスタンブロッティングを行なった。

アルブミン産生細胞：抗	Albumin	（ALB）抗体

心筋細胞：抗	Troponin-T（TNT）	抗体

神経細胞特異的微小管：抗	β-tublin	class Ⅲ（TUJ）抗体

ドーパミン産生細胞：抗 Tyrosine	hydroxylase（TH）抗体

結　　果

今回得られたマウス Pg/AgES 細胞を免疫組織化学的手法によって評価した結果、Pg/AgES 細胞は受精

卵から樹立された ES 細胞と同様に未分化細胞マーカーである ALP 活性、OCT3/4、SSEA-1 を発現してい

ることが示された（図 1-a）。また、キメラマウスの作製（図 1-b）やテラトーマ形成（図 1-c）からも分

化多能性が示された。

図 1-a．PgES 細胞、AgES 細胞の未分化細胞マーカーの発現解析と分化多能性の検討
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図 1-b．PgES 細胞、AgES 細胞から得られたキメラマウス

図 1-c．ES 細胞を SCID マウスに移植する事によって得られたテラトーマ
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RT-PCR によって各分化誘導後の細胞を評価した結果、α-fetoprotein、Neurofilament-M（NF-M）、

Tyrosinhydroxylase（TH）の遺伝子発現が認められた（図 2）。それぞれの細胞に向けた分化誘導によって、

各遺伝子発現が上昇していることが分かる。ネガティブコントロール（N.C）にはマウス繊維芽細胞を用い、

ポジティブコントロール（P.C）にはマウスの脳、心臓、肝臓の各臓器を用いた。

さらに、分化誘導後の細胞をウェスタンブロッティング（図 3）および免疫組織化学的染色（図 4）

によって評価した結果、ALB、	TNT、	TUJ、TH の局在およびタンパク質の発現が認められた。ウェスタ

ンブロッティングのネガティブコントロール（N.C）にはマウス繊維芽細胞を用い、ポジティブコントロー

ル（P.C）にはマウスの脳、心臓、肝臓の各臓器を用いた。

図 3.	ウェスタンブロッティングによるタンパク質発現の確認

図 2．	RT-PCR による mRNA の発現解析
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考　　察

本研究では、無性的に発生した胚から樹立された ES 細胞が三胚葉すべての系譜の機能細胞に分化する

能力を持っているかどうかを検討し、これによりエピジェネッティックな修飾が直接的に系譜決定を制限

しているのかどうか、さらに、片親性 ES 細胞が機能再生を目的とした移植の材料になりうるような分化

能力を備えているのかについて明らかにすることを目指した。

我々の用いた分化誘導系では、全ての細胞系譜に分化した。マウス PgES 細胞は外胚葉、特に神経系の

細胞に分化し易いことが知られている。テラトーマの形成あるいは胚様体を形成させると、内胚葉の発達

が極めて悪く、神経系に偏った分化能力を有していると報告されている。単為発生胚に関しては特定の遺

伝子を操作するだけで個体として発生しうるという事実〔15〕もあり、雌性単為発生胚では生物体として

必要な基本要素を備えているとも考えられる。また、キメラマウスへの寄与率も比較的高く〔16〕、今回

in vitro でも多様な分化能力が示されたことは、予想された結果であるといえる。

一方で雄性単為発生胚は着床後、形態形成が終わる前に堕胎することから、個体構成という意味におい

て全ての細胞系譜の分化能力を有しているかどうかは不明であった。Ag 胚から樹立した ES 細胞は、キメ

ラマウスにおいて、骨格系、骨格筋への寄与が極めて高く、全体として低い寄与であっても骨格形成に異

常をもたらすことから、偏った分化をしていることが推測されていた。また、テラトーマを作成させると、

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た。

今回我々が用いた in vitro の系では、どちらの ES 細胞であっても、神経系細胞、アルブミン産生細胞、

心筋様細胞へ分化した。

神経細胞への分化誘導において、	PgES 細胞と AgES 細胞の間で誘導に要する期間、誘導効率に差は見ら

れなかった。どちらも約 3 日で内胚葉の膜を有する胚葉体を形成し、これをペトリッディッシュに播種す

図 4．免疫組織化学的染色によるタンパク質発現の確認
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ると、内胚葉の細胞、繊維芽細胞様細胞、尿膜細胞を進展した。2 日後に再度非接着培養系に戻すと、約

6 日間で Neurosphere 様構造を形成した。Neurosphere は酵素により容易に継代することが出来た。接着

環境に戻し、EGF、bFGF といった神経系への誘導が効果的であるという報告のある成長因子を加えると、

ほぼ全ての sphere が軸索を伸長した〔17〕。このことから、AgES 細胞も、PgES 細胞と同等の神経系分化

能を備えていることが分かった。

今回我々は、胚様体を接着させ、H2O2 と DMSO を添加することで心筋細胞を誘導した。心筋細胞の発

生には ROS シグナルが重要な働きをしていると考えられており、H2O2 の添加は細胞内 ROS シグナルの上

昇と、効率の上昇に効果的であるとする報告がある〔18,	19,	20〕。拍動は、早い場合では胚様体接着から

2 日目に生じた。拍動心筋細胞の形成率について、PgES 細胞 -AgES 細胞間で差が認められた。AgES 細胞

は in vivo で中胚葉系へ分化しやすいことが報告されているが、in vitro においても拍動心筋細胞への分化が

高率となることが認められた。

アルブミン産生細胞の誘導に関しては、どちらの細胞を利用しても発現が認められた。アルブミン産生

細胞等、内胚葉系の細胞の誘導には aFGF と bFGF、EGFの添加が有効であるという報告がある〔21,	22,	23〕。

本研究では、システィックな形態を有した胚様体から誘導を行うことで、効率的にアルブミン産生細胞を

誘導する事が可能であった。この方法では、直接に分化誘導を行うというよりも、システィックな胚様体

の中で自発的に出現した前駆細胞が、培地に添加した aFGF や bFGF、EGF によって選択的に増殖した結果

であると考えられる。内胚葉系細胞への分化は、特に PgES 細胞で制限されているという報告があるが、

意図的な誘導系ではそのような傾向は認められず、出現に要する期間やコロニーの大きさにも違いは認め

られなかった。

アルブミン産生細胞などの内胚葉機能細胞への分化には、周りの支持細胞とそれによって作り出される

niche が必須であるとされている。我々の研究は、インプリンティング修飾とそれによる発現制御が、直

接的に細胞系譜の決定や分化の決定付けに関わっている訳ではなく、分化に伴う細胞増殖の制御や、成長

因子を受容するレセプターの発現、niche を構成する細胞の増殖速度等に関わっている可能性を示してい

る。細胞系譜の決定および機能細胞の分化に関わる副次的な要素としては、雌性単為発生、雄性発生それ

ぞれの特徴的なキャラクターに起因する可能性がある。Androgenote に由来する細胞は、Parthenote に由

来する細胞に比べて老化が起こりにくく、細胞増殖速度が早いという報告がある。神経細胞は分化の際に

細胞増殖を停止する必要があり、細胞増殖速度が止まり易い PgES 細胞が神経系に分化するという傾向が

認められたのかもしれない。また、心筋細胞等の中胚葉の細胞には Igf2 による刺激が非常に効果的である

という報告がある。Igf2 は重要なインプリンティング遺伝子であり、雄性ゲノムから発現する。つまり、

自発的分化により Igf2 を分泌し、それをパラクラインで伝達出来る AgES 細胞のほうが、心筋細胞に分化

し易いと考えられる。

in vitro で神経細胞は、成長因子の添加に応じて分化が進行したことから、成長因子のレセプター群やそ

れに続く分化カスケードは通常の ES 細胞と共通で感受性も殆ど等しく、分化後のインプリンティング遺

伝子の発現により制限されていないことが推測される。In vivo で分化が偏ることの要因の一つには、成長

因子の受容状態が in vitro と違い、強制的に分化が起こるにはおそらく十分ではないこと、さらに、インプ

リンティングによって発現量が大きく変わる分子の影響も原因だと考えられ、IGF2 などのような分子の影

響が、成長因子の濃度が in vivo では in vitro よりも大きくなり、分化系譜の制限や特定の系譜の増殖に繋がっ

ていることも推測される。

今回の結果で重要な事は、卵子あるいは精子の提供者と同一の遺伝情報を持つ ES 細胞が得られ、それ

が全ての細胞系譜に由来し、機能的な細胞に分化誘導することが出来るという事である。PgES 細胞は提

供者に対しては免疫拒絶反応を誘起しないという報告〔24〕もあり、細胞移植の点で理想的な素材となり
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うることが考えられる。ヒトでは現在未だクローン ES 細胞の樹立が達成していないため、ES 細胞を再生

修復医療の素材として用いることが出来ない〔25〕。また、特定の因子を導入して様々な細胞から得られ

る iPS 細胞がヒト細胞においても報告された〔26〕が、今回の片親性 ES 細胞は遺伝子導入などの外来因

子による操作・導入を行なわないため、選択肢の一つとなる可能性がある。

今回我々は、PgES 細胞、AgES 細胞も三胚葉由来の機能的な細胞に分化しうることを示した。これは、

哺乳類の発生において重要であると考えられているエピジェネティックな修飾が、細胞の系譜決定に直接

的に影響しているというよりも、副次的な要素で決定されるという事を示唆する。また、無性的に発生し

た胚からも分化誘導に応じて機能的な細胞が得られるということから、AgES、PgES 細胞が、再生修復医

療の素材となりうることが明らかとなった。
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英 文 要 旨

Induction	of	three	germ	layer	cells	from	parthenogenetic	or	androgenetic
embryo	origin	embryonic	stem	cells	in	vitro

Yu-ta	Onodera1,	Takeshi	Teramura2,	Toshiyuki	Takehara1,	Hideki	Murakami1,	Madoka	Ozawa1,	

Hiroki	Takeuchi1,	Masayuki	Anzai3,	Hiromi	Kato3,	Tasuku	Mitani3,	Kazuya	Matumoto1,	

Kazuhiro	Saeki1,	Akira	Iritani1,	Norimasa	Sagawa2,	Yoshihiko	Hosoi1

Abstract

Embryos	of	some	kind	of	mammals	can	precede	early	development	even	 if	 it	possesses	only	mono-

sexual	genome.	And	embryonic	stem	cells	（ESCs）	could	also	be	established	from	the	asexual	embryos.	

ESCs	only	have	female	genome	is	called	parthenogenetic	ESC	（PgESCs）,	and	the	ESCs	only	have	male	

genome	is	androgenetic	ESC	（AgESCs）.	Some	researchers	confirmed	both	ESCs	can	contribute	chimera	

mice	and	 it	can	differentiate	some	tissues.	However,	 these	ESCs	cannot	 form	total	mouse	bodies	and	

delivered	as	a	live	born	when	it	was	injected	in	tetraploid	embryos.	

In	the	present	study,	we	demonstrated	multi-differentiation	potency	of	these	ESCs	in	vitro	using	some	

defined	induction	methods.	After	differentiation	induction	using	some	chemicals	and	growth	factors,	both	

AgESCs	and	PgESCs	differentiated	dopamine-producing	cells,	beating	cardiomyocytes,	albumin-producing	

cells	and	 insulin-producing	cells.	These	results	show	that	even	ESCs	originated	from	asexual	embryos	

possess	differentiation	potency	to	some	kind	of	functional	cells	derived	from	three	different	embryonic	

layers.	Furthermore,	 it	may	suggest	 that	 the	asexual-ESCs	can	be	another	material	 for	 regenerative	

medicine	since	these	cells	were	established	from	embryos	never	developed	as	individuals.
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