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研究成果の概要（和文）： 
化学遺伝学研究法を用いて、ある種の類似化学構造をもった神経伝達物質拮抗剤はヒト ES 細胞
の未分化維持・増殖に効果があることを見出した。これらの化合物を用いることでヒト ES 細胞
の未分化維持・増殖に不可欠な役割を果たしていると考えられている bFGF を培地中に添加する
ことなく、ヒト ES 細胞の長期培養が可能になった。長期培養後も細胞は未分化状態を示し、正
常染色体であり、多分化能を有していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Human embryonic stem cells (hESCs) and induced pluripotent cells have the potential to provide an 
unlimited source of tissues for regenerative medicine. For this purpose, development of 
defined/xeno-free culture systems under feeder-free conditions is essential for the expansion of hESCs. 
Most defined/xeno-free media for the culture of hESCs contain basic fibroblast growth factor (bFGF). 
Therefore, bFGF is thought to have an almost essential role for the expansion of hESCs in an 
undifferentiated state. Here, we report identification of small molecules, some of which were 
neurotransmitter antagonists (trimipramine and ethopropazine), which promote long-term hESC 
self-renewal without bFGF in the medium. The hESCs maintained high expression levels of 
pluripotency markers, had a normal karyotype after 20 passages, and could differentiate into all three 
germ layers. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト ES 細胞は、体を構成する全ての細胞種に分
化する能力及び多分化能を保持したまま、培養
下で無制限に増殖できる株細胞である。このよう

な特性から、将来ヒト ES 細胞を用いた再生医療
への展開が期待されている。また、ヒト体細胞か
ら iPS 細胞という ES 細胞と極めて似た性質を持
つ細胞の作出法も見出されている。しかしながら、
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再生医療を賄うのに必要な正常ヒト ES/iPS 細胞
(以下 ES 細胞と統一して表現する)を大量にどう
調達するか、またその分子的基盤を含めて今後
明らかにしていく必要があった。また、ヒト ES 細
胞は通常フィーダー細胞上で培養を行っており、
フィーダー細胞を用いない培養法の開発が分
子的基盤を理解するためにも、応用学的にも重
要であることが認識されていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では chemical genetics(化学遺伝学
研究法)あるいはchemical genomicsによるアプロ
ーチを用いたヒト ES 細胞の分子制御機構の理
解を目指しており、本研究期間ではそのための
土台づくりまでを目標とする。 
(2)本研究期間では、ヒト ES 細胞の未分化増殖
に効果に関する研究を中心に行う。 
(3) 本研究で見出したヒト未分化増殖に効果の
ある化合物(ヒット化合物)の中に構造的な類似
性が見出することができれば、本研究の発展に
向けて大きな土台となる。 
(4) 本研究で見出されたヒット化合物がヒト ES 細
胞の未分化増殖にほとんど不可欠な役割は果
たしている bFGF に比べてどの程度の性能があ
るかについての検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 ヒト ES 細胞の未分化維持に不可欠な
役割をしていることが知られている OCT4
遺伝子のプロモータ領域に GFP をレポータ
ーとしてつなげたベクター遺伝子を導入し
たヒト ES 細胞株を樹立した。	
 
(2)	
 そしてこの細胞株で GFP の蛍光強度が、
ヒト ES 細胞の分化・未分化状態と強い正の
相関を示しており、High	
 Content	
 Analysis
（HCA）によって、さらに細胞の形態などの
要素を加味し、未分化・分化状態をより厳
密な評価をすることにも成功した。	
 
(3)	
 HCA を行う化合物ライブラリとしては
多様性があり、細胞薬理活性のある
Prestwick	
 Library を用いた。	
 
(4)	
 スクリーニング培地にはヒト ES 細胞
の未分化増殖にほとんど不可欠な役割を果
たしている bFGF を含まない培地を基本培
地として用いた。この培地に 100	
 ng/ml	
 
bFGF を添加することでヒト ES 細胞がフィ
ーダー細胞無しに維持培養できることが既
に発表されている。	
 
(5)	
 この化合物を用いて長期培養したヒト
ES 細胞の未分化状態は細胞の形態、未分化
表面抗原マーカーの発現、未分化マーカー
遺伝子の発現と分化マーカーの発現抑制に
ついて sqRT-PCR と抗体免疫染色により行
った。	
 
(6)	
 この化合物を用いて長期培養したヒト
ES 細胞での染色体の正常性について G-バ
ンド染色を行うことにより検討を行った。	
 

(7)	
 この化合物を用いて長期培養したヒト
ES 細胞の多分化能は、培養下での分化誘導
とテラトーマ形成により検討を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 ヒト ES細胞の未分化・分化状態に対する化
合物の効果を、より客観的に数値化により評価
する系の構築に成功した。 
(2) さらに細胞の形態などの要素を加味し、未分
化・分化状態をより厳密な評価をすることにも成
功した。これにより多種の化合物をスクリーニング
できるハイスループットスクリーニング(HTS)への
発展が可能となった。 
(3) (1)(2)の成果を分子生物学会、再生医療学会
などで、発表を行い、非常に好評であった。また
ランチョンセミナーで招待講演に招かれた。 
(4)	
 多様性があり、細胞薬理活性が知られてい
る約1000化合物についてスクリーニングを行
い。効果のある18種類の化合物を見出すこと
に成功した。	
 
(5)	
 18種化合物の内、5種類が構造的な類似性
と機能的類似性(神経伝達物資の拮抗剤)があ
ることを見出し、さらに、この中の2種の化合
物を用いて詳細な検討を行った。	
 
(6)	
 ヒトES細胞3株を用い、その内2株につい
て、培地中にbFGFを添加することなく長期間
培養維持が可能であることが確認できた。	
 
(7)	
 長期間培養後も形態的には未分化状態を
維持しており、細胞表面抗原やRNAの発現パタ
ーンからも未分化維持増殖を維持していた。	
 
(8)	
 正常な染色体を有していること、また三
胚葉への分化能についても確認できた。	
 
(9) 本研究成果は国際誌Biochemical	
 and	
 
Biophysical	
 Research	
 Communications	
 434,	
 
710-716.	
 
(DOI:10.1016/j.bbrc.2013.03.061)に掲載さ
れた。	
 
(10)	
 本研究に関連した研究成果として、共同
研究などを通じて多くの発表をすることがで
きた。	
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