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多分化能を持つ脹性幹細胞 (ES細目包)や人工多能性幹細胞(ips細胞)など
の幹細胞は再生医療への応用が期待されており、これらの幹細胞を様々な組織

や臓器へと分化を制御する手法の確立が近年求められている[1・3]0特に、 ES細

胞と基層表面材料との相互作用が、 ES細胞の分化に及ぼす影響についての研究

が多くの研究者によって行われている[4-8]。最近では、 iPS細胞も作製され、制

御された分化誘導法は、非常に重要なものになってきている。例えば、種々の

成長因子などを培養液中に添加して、幹細胞の分化誘導が試みられている[9，10]0

また、種々の高分子やコラーゲン、ラミニンなどの細胞外マトリックスを基板

上に固定化したアレイを用いて、その上に接着した ES細胞の接着及び成長を観

察した実験が行われている[4グ]。これらの研究では、添加因子と細胞外マトリッ

クス、フィーダー細胞の組み合わせにより、幹細胞の分化誘導を試みている報

告例である。しかしながら、 ES細胞聞やヘテロ細胞問の相互作用による影響は

ほとんど考慮していなし、。

周囲に存在する細胞が細胞の生死、増殖、分化などに大きな影響を与えるこ

とは良く知られている。このような現象を利用することで、細胞聞の相互作用

を調べることができる。例えば、基板へ接着させた単一細胞に対して、その細

胞から一定の距離内に接着させた細胞の有無によって細胞の生死が決定される。

また、マイクロチャンバー内に未分化ES細胞と分化ES細胞を封入することで、

細胞間相互作用により未分化ES細胞が神経系へ分化誘導されることが報告され

ている[11]。このように、細胞と細胞どうしの直接の相互作用の研究についての

報告はあるものの、いまだ十分な研究が行われていなし、。また、その方法の開

発も行われていなし、。

我々のグループ。で、は、フィーダー細胞と ES細胞との細胞間相互作用を調べて

きた。基板上にスポットした細胞上に ES細胞を播種し、細胞が ES細胞の分化

に及ぼす影響について調べた[12]0金基板上に、 PA6細胞(マウス頭蓋骨髄由来
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細胞)、 COS-l細胞 CCV-l細胞由来)、 HUVEC細胞(ヒトさい帯静脈血管内

皮細胞)を固定したスポット状のアレイを作成し、その上にマウス ES細胞を播

種し、数日間の培養後、マウス ES細胞の分化を観察した。 PA6細胞は ES細胞

を神経系への分化を促進し、 COS-l細胞、 HUVEC細胞では、分化が見られない

ことがわかった。このように細胞間相互作用は、 ES細胞の分化誘導へ非常に影

響を与えることが分かる。

本研究では、細胞間相互作用を調べる新しい手法を提案する。両親媒性高分

子[13・15]とピオチンとストレプトアビジンの強力な結合により細胞聞の接着を

引き起こし、異なる二種類の細胞の配列を試みた。具体的には、ピオチン基を

末端に有するポリエチレングリコール結合脂質(ビオチンーポリエチレングリ

コール (PEG)脂質，スキーム 1(a))にて細胞を表面修飾してビオチン基を導入

し、他方の細胞には、同処理を行った後、ストレプトアビジンを反応させて、

ストレプトアビジンを細胞表面に固定した。両者を混合することによって異な

る細胞聞の接着を引き起こした(スキーム 1(b))。この手法を利用し、マウス ES

細胞の怪様体周囲に異種細胞を固定し、細胞間相互作用による ES細胞の分化の

様子を経時的に観察した。日杢様体中の ES細胞の分化状態を調べ、時空間的な変

化を調べ、細胞間相互作用の解析に取り組んだ。

2.実験

2帽1.細胞の表面修飾と細胞間相互作用の観察

本実験で使用したビオチンを PEG鎖末端に有する PEG脂質(ビオチンPEG脂

質)の構造式をスキーム 1(a)に示した。疎水部分のリン脂質が細胞の脂質二重層

と相互作用して、細胞表面にピオチン PEG脂質を導入することができる(スキ

ーム l(b))。ヒト胎児腎細胞 (HEK293)とヒト T リンパ球性白血球由来細胞

(CCRF-CEM)をそれぞれビオチン PEG脂質溶液(250陀/mLin PBS)に懸濁し、室

温で 30分間振とうした。ハンクス緩衝液で洗浄後、細胞膜にビオチン PEG脂質

を導入した細胞を得た。さらにビオチン PEG脂質を導入した CCRF-CEMを

Fluorescein isothiocyanate (FITC)標識ストレプトアビジン溶液(100陀 /mL)に懸濁

して、 40Cで 10分間振とうし、ストレプトアピジンを細胞表面に導入した。そ

れぞれの細胞(l.Ox105 cells/mL)を 1:1の比率で混合した。混合液を 20μL取り

hanging drop法にて培養し(37oC， 5% C02)、経時的に共焦点レーザー顕微鏡によ

り観察した。

2・2.異種細胞聞による ES細胞の分化誘導

マウス ES細胞から構成される怪様体表面への細胞の固定化は、スキーム l(b)
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に示す方法により行った。マウス ES細胞[16]を培地(GMEM，10%KSR， l%FBS) 

で 5.0x1 03 cells/mLに懸濁し 20μLずつ hangingdrop法にて 3日間培養し(37
0
C，

5% C02)、怪様体を形成した。ビオチン PEG脂質を導入した脹様体とストレプ

トアピジンを細胞表面に導入した GFP発現 HEK293細胞あるし、は Celltracker⑧

で緑色蛍光標識したマウス頭蓋骨由来ストローマ細胞 (PA6)[17，18] と混合し

怪様体周囲に細胞を接着させた。その後、浮遊培養によって培養し、共焦点レ

ーザー顕微鏡で経時的に観察した。また、経時的に脹様体の凍結切片(厚さ 6μm)

を作製し、免疫染色法から神経細胞への分化状態を調べた。本実験では、 2種類

の神経マーカー(Nestin(神経前駆細胞マーカー)、 TuJ1(成熟神経細胞マーカー))

により免疫染色を行った。
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Scheme 1. (A) Chemical struc刷reof biotin-PEG-conjugated DPPE (biotin-PEG-lipid). (B) 
Scheme for the immobilization of streptavidin-immobilized cells on the surface of 
biotin-PEG-lipid-modified EBs. Biotin-PEG-lipid has two long alkyl chains and is 
incorporated into the lipid bilayer of the cell membrane via hydrophobic interaction. A layer 
of s坑tr問ept阻av吋idωinwas present on the bio飢tin.平EG-li中pid-mod副if白iedcell surface. After mixing 
streptavidin-immobilized cells and biotin-PEG-lipid-modified EBs， they were hanging drop 
cultured in medium at 370C. 
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3.結果

3・1.PEG脂質による細胞間相互作用の観察

まず、細胞表面に導入したビオチンPEG脂質とストレフ。トアビジンにより細

胞聞の接着が引き起こされることを調べるために、 HEK293細胞と CCRF・CEM

細胞を用いて単個細胞レベルで、細胞間接着を検討した。ビオチンPEG脂質を表

面修飾した HEK293細胞と FITC標識したストレプトアビジンで表面修飾した

CCRF-CEM細胞を混合し、浮遊培養により培養し、共焦点レーザー顕微鏡で観

察した(図 1)。混合直後は HEK293細胞と CCRF・CEM細胞聞の相互作用はみら

れず、接着はほとんど見られなかったが、 15分後にはそれぞれの細胞が交互に

並んで、いる様子が見られた。このことは、 PEG脂質を利用して細胞膜上へ導入

されたビオチン基とストレプトアビジン聞の相互作用により、異なる細胞聞の

接着が引き起こされたものと考えられた。

(A・0)

(A・15)

(A・180)

(6) 

Figure 1. Confocal laser scanning and differential interference microscopic images of the 
mixed cells. (A) GFP下-HEK293and CCRF下-CEMcells labeled with PKH26 (r閃edの)wer閃e 
modified with biotin-PEG-lipid and s坑tr閃.官ep戸tav吋idinト-bio叫tinト.平EG-li中pi凶d，respectively. A-O， A・30，
andA・180are images taken 0， 15， and 180 min after mixing the cel1s in culture. (B) Either the 
GFP・HEKor CCRF・CEMcells were not treated with biotin-PEG-lipid or streptavidin. The 
image was taken 3 hr of culture. 

次に、同様にしてPEG脂質を利用して、マウスES細胞の怪様体表面にHEK293

細胞 (GFP発現)あるいはPA6細胞(緑色蛍光標識)を固定し、共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察した(図 2)0ES細胞の凝集体である腔様体の大きさは、およそ
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200μmである。全ての怪様体表面に細胞が固定化されていることが分かる。こ

のことは、ビオチン PEG脂質とストレプトアビジンを用いることで、 HEK293

細胞及び PA6細胞のいずれの細胞において、日壬様体表面へ固定することが可能

であることを示す結果である。この脹様体を浮遊培養の状態で培養を行い、観

察した(図 3)。培養 3日後では、 HEK293細胞は脹様体表面を取り囲むように

伸展していた(図 3 (A))。他方、 PA6細胞では怪様体表面に接着しているもの

の伸展はみられなかった(図 3 (B))。培養 5、9日後では、 HEK293細胞は脹様

体の表面上を分裂・伸展し、被覆する様子が観察された。しかしながら、 PA6

細胞では細胞の伸展はみられず、月壬様体内部に侵入している像が見られた。

Figure 2. Phase-contrast and confocal laser scanning microscopic images of (A) EBs， (B・1，
B・2)GFP・HEKcells immobilized on EBs， and (C・1，C・2)PA6 cells immobilized on EBs 
immediately after prepar剖ion.The PA6 cells were previously labeled with PKH67 (green). 

次に、それぞれの匹様体の分化状態を調べるために、凍結切片(厚さ 6μm)を作製

し、 2種類の神経マーカー(Nestin(神経前駆細胞マーカー)、 TuJl(成熟神経細胞

マーカー))により免疫染色を行った(図 4)0Hanging drop法により作製した怪様体

(0日目)では、 NestinとTuJlの発現は見られず、神経への分化はみられない。

培養 3日後の脹様体では、脹様体内部の全体に Nestinの発現が認められ、 TuJl

の発現が表面に見られた。他方、 PA6細胞を固定化した脹様体では、 Nestin及び

TuJlの発現が局所的に見られた(矢印)。このことは、 PA6細胞と相互作用して

いる領域から神経への分化が促進されたためと考えられる。時間の経過ととも

に、 Nestin及び TuJ1の発現がより広範囲に見られ、怪様体の表面から分化が引
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き起こされていた。培養 9日後では、 Nestin及び'fuJlの発現がさらに増加し、

怪様体と PA6細胞を固定化した伍様体聞に、顕著な差は見られなかった。

(A) (B) 
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3 day 3day 司島

5 day 5day 

7 day 7 day 

9 day 9 day 

Figure 3. Morphological changes ofEBs carrying (A) GFP-HEK cells or (B) PA6 cells over 9 
days of hanging drop culture. The HEK and PA6 cells were immobilized on EBs through 
biotin and streptavidin interaction. Images were obtained with a confocal laser scanning and 
di百erentialinterference microscope. 

他方、 HEK293細胞を固定化した脹様体では、培養 9日目までNestin及び TuJ1

の発現は全く見られなかった。このことは、 HEK293細胞と怪様体聞の相互作用

により、 ES細胞の分化が抑制されたためと考えられる。

4.考察

細胞間相互作用を調べる方法は、これまでに数例報告されている [11]。しか

しながら、細胞同士の直接の接触により相互作用を調べている報告は、ほとん

ど無い。これまでに我々は、基板上に固定化した細胞とマウス ES細胞との相互

作用を調べ、 PA6細胞と接触した場合では、神経系へ分化するが、他の細胞で

は、神経への分化が抑制されることを報告してきた[12]。本研究では、両親媒性

のPEG脂質により怪様体表面へ導入したビオチンとストレプトアピジンにより

細胞接着を引き起こし、細胞間接着による相互作用を調べることが実現できて
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いる。ビオチン PEG脂質とストレプトアビジンにより、細胞表面を修飾するこ

とによって、異種細胞の接着を誘導できることがわかった。この手法を用いて、

細胞同士の接着を意図的に行わせることが可能になり、任様体表面へPA6や

EB HEK293/EB PA6/EB 

o day 

3day 

6 day 

9 day 

Figure 4. Immunocytochemical analyses of EBs immobilized with HEK293 and PA6 cells 
over 9 days of hanging drop culture. Untreated EBs were used as controls. Frozen sample 
sections were stained with antibodies for Nestin (red) and TuJl (green)， which are markers of 
neural progenitor cells and ma同reneurons， respectively. Hoechst 33342 dye (blue) was used 
for nuclear staining. The pictures are merged images合omNestin， TuJl， and Hoechst 33342 
staining by a f1uorescence microscope. The a町owsindicate the local expression ofNestin and 
TuJ 1. Insets show the confocal laser scanning images. GFP・HEKand PA6 cells labeled with 
PKH67 (green) were used. 

HEK293細胞の固定化が可能であり ES細胞との細胞間相互作用を調べることが

可能になった。 HEK293細胞では、日杢様体周囲へ固定化後、伸展・増殖し、応様

体周辺を被覆したものの、 PA6細胞では、 EB表面上での伸展はあまりみられず、

任様体表面は被覆されていないものの、月歪様体内部へ細胞が移動する現象が認

められた。この挙動の違いについては、詳しい理由については分かつていなし、。

免疫染色像から、 HEK293細胞で被覆した腔様体では、神経系マーカーである

Nestin及び~TuJl の発現が見られず、神経系への分化が抑制されていることが示唆

された。これらの現象は、以前報告したように、 HUVECやCOS-lでも認められ
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た現象である。どのような相互作用が関与しているのかは、今後詳細に調べる

必要がある。一方、 PA6細胞で処理した腔様体では、 NestinおよびTuJlの強力な

発現が局所的に見られた。脹様体表面上に接着したPA6細胞がマウスES細胞の

神経系への分化を促進したと考えらる。

5.結論

以上により、両親媒性高分子及びピオチン、ストレプトアビジンを用いるこ

とによって、異なる細胞同士の接着が可能となり、細胞間相互作用を調べるこ

とが可能になった。 ES細胞に異種細胞を接着させ、その分化状態を経時観察す

ることにより、細胞聞の相互作用を観察することができた。
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