
Mem. School. B. O. S. T. Kinki University No. 18 : 25 '"'-' 29 (2006) 25 

ハイドロキシアパタイトコート基材が神経分化誘導に及ぼす影響の検討

竹原俊幸 l、畑中良太 l、楠正暢 2、西川博昭 2、橋本典也 3、本津茂樹 2、細井美彦 4

要旨

現在、組織や臓器の機能修復、疾患治療を目的とした再生医療や細胞移植治療の研究が進められている。

それにともなって、移植細胞の実際の足場となる移植基材の研究・開発がなされている。本実験では、生

体組織との親和性が高く免疫的拒絶も起こらないハイドロキシアパタイトに注目し、これをコートした基

材を用いてハイドロキシアパタイトの ES細胞の分化誘導に及ぼす影響を検討した。

前臨床試験に有用であると考えられるカニクイザ、ル ES細胞株から 4つの過程を経て、初期分化構造体

(日杢様体)及び神経前駆細胞を分化誘導し、後述の各基材上での機能細胞分化/増殖能を比較した。コラ

ーゲンコート、ハイドロキシアパタイトコート基材上では神経細胞の接着性が高く、軸索様構造の形成が

観察されたが、チタン基材上においては神経細胞の接着が弱く、細胞増殖能も低いものとなった。

これらの結果より、ハイドロキシアパタイトは細胞の分化増殖における良好な足場として用いることが

可能で、有用な移植基材となりうると考えられた。

1 .緒論

怪性幹細胞 (EmbryonicStem Cells ; ESCs)は初期脹の脹体部位(内部細胞塊;ICM)から樹立され(1)、

生殖細胞を含むほぼ全ての細胞に分化する能力を維持しながら、体外培養下で無限に増殖する細胞である。

1998年、ヒト ES細胞が樹立(4)されて以来、特に再生修復医療の材料として注目を集めている。 ES細胞は

カニクイザルをはじめとする霊長類でも樹立され(2へ基礎・応用研究を含めて様々な細胞への選択的な分

化誘導研究が行われている(5-8)。

ES細胞は種間での性質が大きく異なることから、再生医療の基礎研究を実用化レベルで、行なっていく上

ではヒト以外の霊長類に由来する ES細胞が必要であり、また法的規制や材料を得る上での申請手順とい

う背景から、特に前臨床的な立場での研究には欠かせない研究材料であると考えられる。

ES細胞から目的とする系列の細胞を分化誘導する際、系に大きく影響する因子として、①分化刺激因子

(レチノイン酸、 DMSO等)②細胞外マトリクス(細胞外環境、接着因子等)③各種サイトカイン があ

る。特に②細胞接着環境に関しては、再生医療に実用する際、移植細胞塊の直接的な足場となりうる。そ

のため、現在では目的に応じた移植用基材の開発が不可欠とされている。ハイドロキシアパタイト

(Hydroxyapatite:HAp)は、生体組織への親和性が高く、移植医療においてすでに使用されているコラーゲン

などと比べて、熱耐性や硬度も高く無機物であるために生体由来素材にもかかわらず免疫的な拒絶がおこ

らないという利点がある。現在では様々な研究機関で再生医療を目的とした HApコート処理基材の開発が

なされている(9)。

本研究では、前述したような性質をもっカニクイザ、ルES細胞株を HApコート処理した基材上へ播種し

て移植基材における細胞の分化増殖能を観察し、再生医療の基盤材料としての有用性を検討じた。
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2.材料と方法

2. 1 力ニクイザル ES細胞株の樹立

カニクイザ、ル由来日杢盤胞期医を 0.5%Pronase添加PBS(うで処理し、透明帯を除去した。次に ES細胞培養

用培地で3倍に希釈した抗カニクイザル抗血清、ES細胞培養用培地で5倍に希釈したモルモット補体で順

次処理することにより栄養外経葉層を免疫学的に破壊し、 ICMを回収した。回収した ICMは、 ES細胞培

養用培地でフィーダー細胞を敷いた 35mmディッシュ上で培養した。培養から 6-8日目に未分化な細胞を

持つコロニーを確認した後、細胞解離液を加え、未分化細胞のみを適度な大きさに細切した。未分化細胞

塊を新鮮なフィーダー細胞上に継代培養し、数日後に未分化細胞が成長しているコロニーが認められれば

最初の継代培養法と同様の操作を行った。以降、継代コロニーの増殖力及び未分化性が安定するまでは同

様の操作を繰り返し行ない、樹立を行った。

2. 2 力ニクイザルES細胞株の培養

PBS(ー)で一度洗浄後、細胞解離液を加え、 37
0

C、5%C02飽和湿度下で 3分間培養した。その後、コロニ

ーを崩さないように全ての細胞を 15m1コニカルチューブに回収し、 1000ゅm、3分間、室温で遠心した。

上清を除去して新鮮な ES細胞培養用培地を 2m1加え、ピペッティングを行なった後、新しくフィーダー

細胞を敷いた 35mmディッシュ中に継代した。以後は 3-4日置きに同様の操作を行い、継代培養を行った。

2.3 分化誘導

本実験では、神経細胞への分化誘導を4つの行程を経て行った。

(1)怪様体作製

カニクイザ、ルES細胞を 3-4日間培養後、細胞解離液によって ES細胞コロニーを回収した。コロニ一周

辺に付着しているフィーダー細胞を除去後、 ES細胞培養用培地中で、浮遊培養を行った。

(2)神経前駆細胞へ分化誘導

3・4日間浮遊培養して怪様体形成を誘導後、あらかじめコラーゲンコートしたディッシュ上で接着培養

を行った。培養液には、 DMEM/F12 99m1、ITS-Asupp1ement 1m1(100倍希釈)、 Fibronectin0.5mg (5μg/m1) 

を添加したものを使用した。

(3) neurosphereへの分化誘導

接着培養7日後、歴様体より派生してきた神経前駆細胞を機械的に単離し、ディッシュ上で浮遊培養を

行った。培養液にはDMEMlF12 99m1、N2-supp1ement1m1(100倍希釈)、1aminin50μ1(1μg/m1)、bFGF10ng/m1 

を使用した。

(4)神経細胞へ分化誘導

浮遊培養を開始してから 7日後、 neurosphereを①コラーゲンコートディッシュ ②チタン基材 ③HAp 

基材上で接着培養を行い、神経細胞へと分化誘導した。培養液にはDMEMIF1299m1、N2-supp1ement1m1 

(100倍希釈)、 1aminin50μ1(1μg/m1)を使用した。

2.4 免疫組織化学的評価

神経細胞へ分化誘導後、 7日目のものを 4%パラホルムアルデ、ヒドで固定しヲサンプルとした。免疫染色

は定法に従って行った。

神経前駆細胞:抗Nestin抗体

神経細胞特異的微小管:抗 s-tub1in classllI抗体
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3. 結果

本研究において、 2株(2/9・22.2%)のカニクイザルES細胞を樹立した。これらの ES細胞は体外培

養下で長期にわたる継代が可能であり、 1年間の継代培養後も未分化マーカー遺伝子である Nanog、Oct-4

の発現が確認できた。次に、各基材上で神経細胞へと分化誘導を行い、免疫組織化学的評価を行った。そ

の結果コラーゲンコートでは神経軸索様構造の伸展が確認できた。またハイドロキシアパタイトコート基

材上では、コラーゲンコートと同様の割合で神経軸索様構造が確認できた。しかしチタン基材上において

はほとんど神経軸索様構造が確認できず、確認できたものにおいても割合が少なくなる傾向にあった(図

1 )。

コラーゲンコート チタン基材 HApコート基材

図 1 各種基材上における神経様構造の形成

4. 考察

カニクイザ、ルES細胞を用いて、ハイドロキシアパタイトコートしたチタン基材における細胞の分化/増

殖能を検討した結果、同実験区で、はコラーゲンコートディッシュ実験区と同等の効率で軸索様構造の誘導

が観察された。チタン基材単独の実験区では細胞の接着性、増殖力が弱く、通常培養中にも細胞の解離が

みられた。また、ハイドロキシアパタイトコート基材上での神経誘導と比べて神経軸索様構造の形成率が

低く、全く形成が生じない培養区も多く見られた。

以上より、ハイドロキシアパタイトコート基材は組織幹細胞・前駆細胞を多く含むと考えられる ES細

胞由来分化初期構造体の接着性を阻害せず、神経細胞等への分化誘導に良好な足場となりうると考えられ

た。

ES細胞を生体に移植した場合、少なくない割合で腫場(テラトーマ)を形成することが知られている。

また、未分化な幹細胞が体細胞と融合して未分化性を誘導するとしづ現象や、系譜が決定しかかっている

細胞が他の細胞系譜へ再度分化する分化転換とし1う現象が知られており、ES細胞を再生医療の材料とする

ことを疑問視する意見もある。現在、再生医療・細胞移植医療の具体的な材料として、各組織に由来する

神経幹細胞や骨髄幹細胞などの組織幹細胞を供給源とするという考えもあり、今後はこういった多様な幹

細胞の応用研究が盛んになる可能性がある。

一般的に組織幹細胞は接着性が弱かったり、増殖性がよくないという性質があり、培養下でもサイトカ

インや細胞外マトリクスの選択がきわめて重要である。また、再生医療・移植医療を行う上で、体内にお
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いて問題なく利用できる基材が必要である。今回我々が検討したHApコード基材はアミノ酸の吸着性が強

いため、細胞との接着性が高いと考えられている。そして、骨の主成分の一つであるため生体親和性に優

れているとされている。骨親和性に優れていることから歯科領域では、セメントや根管充填材、骨充填材、

人工歯根材に使われている。医科領域では、人工骨・関節や薬剤坦体、皮膚組織とも親和性がよいことか

ら、経皮端子(皮膚端子)にも応用されている。現在、このような細胞の足場として用いられている有機

物であるコラーゲンと比べ、無機物であるため HApコート基材は体内において拒絶反応が起こりづらいと

いったようなことから HApコート基材は生体応用基材への期待されている。今回の研究結果より、 HAp

コート基材は、細胞の接着性及び、細胞増殖力を損なわない、という性質が認められたことから、体性幹

細胞のような培養の難しい細胞の基盤としても有用であると考えられる。
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Recently， advance to research for regenerative rnedicine and transplantation rnedicine of recover tissue. The 

transplant radical rnaterial that becornes an actual work stand of transplanted cells is researched and it is developed 

along with it. We study the inf1uence on the differentiation induction of the ernbryonic stern cell (ESC) was 

exarnined by cornpatibility's with the biological tissue paying atlention to the hydroxyapatite in which an irnrnune 

rejection did not happen high either， and using the radical rnaterial that did this in the coating. 

lnduce by differentiation frorn four processes; the initial differentiation structure (ernbryonic body) and the 

neural precursor cell were differentiating induced frorn the Cynornolgus rnonkey ESC is utilized as a tool for the 

clinical trial. We then were cornpared function cell differentiation/proliferation potency on each radical rnaterial. It 

becarne the one that adhering the neuronal cell was weak， and the cell proliferation potency is low on the titaniurn 

radical rnaterial though adhering the neuronal cell was high， and the forrnation of the axon extemals structure was 

observed on the collagen coated and the hydroxyapatite coated radical rnaterial. 

It was thought that the hydroxyapatite was able to use as an excellent work stand in the differentiation 

proliferation of the neuronal cell， and was able to becorne a useful transplant radical rnaterial企ornthese results. 
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