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研究成果の概要（和文）：ヒト ES 細胞の培養維持はマウス ES 細胞に比しきわめて困難で

あることが知られている。一方、胎児性がん細胞（EC 細胞）はヒト ES 細胞やカニクイ

サル ES 細胞培養に比べ容易に培養することができる。本研究においては EC 細胞を用い

て数多くのヒト細胞株を検定し、ふるい分けを行った。有力な候補細胞株はカニクイサル

ES 細胞により詳細な解析を加え、有用なフィーダー細胞の規格設定を行い、分化指向性

に関する検討を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Human embryonic stem (ES) cells are difficult to be cultivated in 
vitro, compared with murine ES cells. In contrast, human embryonal carcinoma (EC) 
cells can easily be cultivated, compared with human ES cells. In this study, we 
evaluated human EC cell lines to investigate which human cells can be used as feeder 
cells. We set specification of human feeder cells in terms of maintenance of human ES 
cells and preservation of pluripotency. We determined human cell types that are 
capable of being feeder cells and indeed established human feeder cells. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒト胚性幹(ES)細胞は、①体を構成するす
べての細胞へと分化できる多能性を保持し、
②増殖し続けることができる極めてユニー
クな細胞である（Kami D, Umezawa A, Plos 

ONE, 2008）。この 2 つの特性を利用して、
ES 細胞を糖尿病やパーキンソン病などに対
する細胞移植療法の細胞供給源として使用

することが大きく期待されている。ヒト ES

細胞培養ではフィーダー細胞を用いて培養
を行う。現在用いられている培養液中にはウ
シ胎児血清（或いはウシ胎児血清代替物）を
用い、フィーダー細胞は多くの場合マウス胎
児の細胞を用いている。最近、このような異
種由来のものを含む環境下で培養維持され
たヒト ES細胞の表面に N-グリコリルノイラ
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ミン酸という糖鎖の発現が認められた。N-グ
リコリルノイラミン酸は、通常ヒト細胞では
存在せず、人体において異質な糖鎖として免
疫系が反応し、この糖鎖を発現している細胞
は“異物”として排除される。将来の再生医療
として臨床応用を見据えた場合、現在のヒト
ES細胞培養システムは、再生医療対応型へ改
善する必要がある。そこで、異種由来物質を
排除した完全ヒト型 ES 細胞培養システムの
構築は急務である。 

 

２．研究の目的 

ヒト ES 細胞を再生医療へ応用するために
は、異物を排除したヒト ES 細胞培養システ
ムの構築は必須である。ヒト ES 細胞の未分
化性を保つフィーダー細胞検定システムを
構築することは異種由来物質を排除した培
養システムの大きな一翼を担うことになる。
具体的には、1. ヒト周産期及び成育期より得
られる組織から細胞株樹立、2. 遺伝子発現解
析による解剖学的部位別細胞株の規格化、3. 

候補細胞ラインのフィーダー細胞化、4. 候補
フィーダー細胞を用いた EC 細胞と霊長類
（カニクイサル）ES細胞未分化維持検定、5. 

完全ヒト型 ES 細胞培養システム構築への橋
渡し研究となり、これらのヒトフフィーダー
細胞を異種排除した完全ヒト型ヒト ES 細胞
樹立培養システムへ応用していく。 

 

３．研究の方法 

(1) フィーダー細胞株の樹立 

すでに周産期及び成育期の組織より様々
な細胞株を樹立培養してきているが、これま
での当研究部の成果によりヒト成育期の一
部の組織が幹細胞と非常に良好にマッチン
グしていることを突きとめてきており、更に
同じ組織内においても部位の違いにより遺
伝子発現パターンなど分子レベルで違いが
あることがわかってきた。本研究では解剖学
的な組織形態の別に分離した各組織から細
胞ラインを樹立する。更に、フィーダー細胞
株を樹立する過程で現在使用している牛胎
児血清を除去した異種由来物を排除した培
養環境でのフィーダー細胞樹立を目指す。 

 

(2) 遺伝子発現解析による解剖学的部位別細
胞株の規格化 

我々は、カスタムメード cDNA アレイ作
成・解析装置及び Affymetrix 社 GeneChip シ
ステムを保有し、遺伝子発現解析研究を推進
している。既存の細胞株マイクロアレイデー
タをヒト ES 細胞未分化維持に働く遺伝子発
現を中心にクラスタリング解析を行った結
果、最初のふるい分けができることが強く示
唆されている。各組織別や同組織のなかで解
剖学的部位別の非常にユニークな遺伝子発
現データを蓄積し、我々が挙げた未分化維持

に働く遺伝子発現パターンに影響を与えて
いるか細胞株の特性を検定する。 

 

(3) 細胞の ES細胞仕様フィーダー化と EC細
胞培養 

ES細胞の培養には分裂を停止させたフィー
ダー細胞（フィーダー化）が必要である。マ
ウスES細胞培養の際に我々が作成しているフ
ィーダー細胞には、X線照射を施している。
これまで我々が行った X線照射線量の条件
設定実験より、ヒトフィーダー細胞化には
30Gy (1.0Gy/min X 30min;HITACHI MBR- 

1520A-TWZ)線量の照射を行う。ヒトEC細胞
であるEC細胞は未分化性を保ちつつ培養維
持がES細胞より容易である。EC細胞は遺伝子
発現パターンとコロニー形態がヒトES細胞に
近似している。未分化維持に必要な遺伝子群
の発現が広く認められる細胞（黒が多い）と、
対象に発現が低い細胞（白が多い）とをフィ
ーダー化しEC細胞を比較培養した結果、発現
が低い細胞でのEC細胞は培養開始後数日内
に多くのコロニーで分化傾向が認められた一
方で、未分化寄与に働くと思われたフィーダ
ー細胞では良好なコロニー形態を保ち培養維
持されていた。 

 

(4) 霊長類（カニクイサル）ES細胞による検
定 

カニクイサルES細胞は、細胞の機能、培養
方法等ヒトES細胞に非常に近似している。
我々は、田辺三菱製薬 先端医学研究所の協
力を受けカニクイサル ES細胞（CMK-6, 

EGFP-CMK-6）の培養を行っている。１～３
で選択できたヒトフィーダー細胞をカニクイ
サルES細胞培養により最終的に未分化維持性
への働きを検定していく。最終段階として、
ヒトフィーダー細胞とヒトES細胞を良好に維
持する細胞株として汎用されているマウス胎
児線維芽細胞（MEF）とヒトES細胞用フィー
ダー細胞として報告のあるヒト包皮細胞株
（HFF；#Detroit 511）とで遺伝子発現解析及
びタンパク質発現解析を行っていく。更に、
１〜３でのネガティブ作用とされたヒト細胞
株を用いて、カニクイサルES細胞に対し強力
に分化誘導効果も検討することで、将来の細
胞移植療法において効率的な分化誘導システ
ムに対し貴重な基盤データとなる。 

 

４．研究成果 

ヒトES細胞の培養維持はマウスES細胞に
比しきわめて困難であることが知られてい
る。米国 NIHに登録されていたヒト ES 細胞
ラインの 70％以上の細胞ラインが実際には
分配不可能となっており、その最たる事由は
未分化培養維持が困難になったためであっ
た。一方、胎児性がん細胞（EC 細胞）はヒ
トES細胞やカニクイサルES細胞培養に比べ



 

 

容易に培養することができる。本研究におい
ては EC 細胞を用いて数多くのヒト細胞株を
検定し、ふるい分けを行った。有力な候補細
胞株はカニクイサル ES 細胞により詳細な解
析を加え、有用なフィーダー細胞の規格設定
を行った。国立成育医療研究センターでは成
育バイオリソースとして現在数百の細胞株
を保有している。それらはヒト由来細胞とし
て大変貴重な研究資源である。この研究手法
には ES 細胞用フィーダー細胞を選択する他
に、ネガティブデータに着目することも大変
重要な意義がある。本研究においてある種の
細胞株はEC細胞及びES細胞を強烈に一定の
方向性をもって分化させる傾向があること
を見出した。本研究ではネガティブな結果も
大変貴重な ES 細胞分化研究のデータとして
有用な成果となった。ヒト成育期由来組織か
らなる成育バイオリソースは、世界的に見て
も希有な細胞及び組織を提供しており、それ
より派生する本研究は世界的にも注目すべ
き研究成果となった。 
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