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研究成果の概要（和文）： 
 
受精卵は非常に安定して発生するが、その仕組みには不明な点が多い。そこで、発生
の良いモデルである ES細胞、余分な成分を含まない培養液、細胞が塊を作らずにバラ
バラにできるよう特殊コートした培養皿、微速度での顕微鏡撮影装置を用い、培養状
態をいろいろと変えたときの各細胞の変化を観察するシステムを開発した。このシス
テムを用い、各々の ES細胞が分裂・分化・生死するかを捉える事に成功した。本研究
の成果は、安定して体が形作られる条件の解明に繋がる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The mechanism that provides stability during embryonic development remains to be 
uncovered. To do this, we made a system to observe a single-cell reaction to culture 
medium stimulation. The system consists of four parts: ES cells, which are a good 
model for early development, a culture medium without any unknown factors, a 
specially coated culture dish that enabled us to dissociate cells without aggregation, 
and time-lapse microscopy. This system enabled us to monitor life-and-death, 
proliferation, and differentiation of a single ES cell. Single-cell level observation of 
stimulation response of ES cells will deepen our understanding of developmental 
stability. 
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞内でのタンパク質等の発現量にはゆら
ぎがあるために、細胞はそれ自身ゆらいでい
る上に、周りの環境もゆらいでいる。細胞数
が非常に多い場合には平均化されてゆらぎ
は小さくなるが、初期発生のように細胞数が
少ない場合はゆらぎの影響は大きくなると
予想される。ところが、初期発生は非常に正
確に進行する。つまり、初期発生においては、
多数細胞による平均化以外に、ゆらぎを緩和
する機構があると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題においては、初期発生の良いモデ
ル系であるマウスの胚性幹細胞（ES 細胞）
を使用し、1 細胞で培養、観察しながら様々
な変化を与え、細胞の応答を測定するシステ
ムを開発する。このシステムを使い一つ一つ
の ES 細胞がどのように環境の変化に応答し
て、安定して分裂、分化できるかを探る。本
研究課題の成果は、初期発生の安定性に関す
る重要な知見をもたらすだけでなく、再生医
療を目指した細胞分化の制御技術の向上に
も役立つと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
マウス ES細胞を 1 細胞で培養、観察しなが
ら様々な変化を与え、細胞の応答を測定する
システムを開発する。培地の組成や相互作用
などの環境を厳密に制御しながら 1細胞レベ
ルで ES細胞の応答を光学顕微鏡で測定、解
析できるシステムを構築する。研究代表者の
大沼は ES細胞の無血清・無フィーダ培養、
分担者の 3人はそれぞれ、単一 ES細胞の分
散培養、微細加工技術を用いた 1 細胞計測、
初期発生の安定性に関する研究の専門家で
ある。この 3 人が協力してシステムを開発す
る。このシステムを使い、ES 細胞が一細胞レ
ベルでどのようにゆらぎを緩和し、安定して
分裂、分化できるかを探る。上記のシステム
を使用し、単一のマウス ES 細胞へと分化誘
導因子を作用したときに、細胞がどのように
死ぬか、分裂、分化、するかを測定し、解析
して、その分布より細胞応答のゆらぎを調べ
る。 
 
４．研究成果 

 
１）最初に、我々の無血清・無フィーダ培養、
平面分散培養を用いて、Nanog レポータ ES細
胞が正しく応答するかを確かめた。細胞は未
分化時に発現する転写因子の Nanogのプロモ
ータで GFPが発現する mES細胞を用いた。こ
の細胞は血清・フィーダ有の培養条件では、
未分化な時に緑蛍光が観察でき、分化すると
緑蛍光が消える事が知られている。 
 無血清培地は塩類などの基礎培地にイン
スリンなどの基本的な栄養素を加えたもの
をベースにして 3つの培養液を作った。１つ
目は、未分化維持用培地で、マウス ES 細胞
の未分化維持因子として知られる LIFと BMP4
を加えたもの。2つ目は、LIFと BMP4を抜い
た分化誘導培地である。3つ目は、bFGFを加
えた神経方向への分化条件である。 
 コートには細胞間接着因子の E-Cadherin
を用いた。通常、マウス ES 細胞は立体的な
コロニーを形成するために、個々の細胞の観
察が難しいが、E-Cadherinで培養皿をコート
すると、１細胞ずつにばらばらになり、各細
胞を観察できるとの報告がある。その上、培
養液に入っている因子が、全ての細胞に均等
に作用する。 
 その結果、無血清・E-Cadherin コート培養
で、１細胞ずつバラバラに培養できる事、つ
まり 1細胞観察ができる事が確認できた。ま
た、LIF・BMP4 入りの未分化維持培地に比べ、
分化誘導培地２~４日培養すると GFP 蛍光が
低下し、更に初期分化マーカである FGF5 の
発現が上昇した事が免疫染色により確認で
きた。以上の事より、我々の無血清培地・１
細胞観察系で、Nanogレポータマウス ES細胞
の未分化、分化を制御できる事がわかった。 
 
 

２）以上のシステムを用いて、マウス ES 細
胞タイムラプス観察をし、1 細胞を追跡した。

図１：マウス ES の１細胞追跡のための培養系。
（右）通常の培養系。（左）本実験の培養系。 



1 つの細胞が分裂していく様の樹形図を下記
に示す。途中、細胞が死んだところは×を記
入してある。この結果より、分化条件
（b:Diff）では細胞が多く死んでいる事が推
測できる。 

 
 
３）細胞におけるゆらぎを見るために、タイ
ムラプスデータを元に姉妹細胞解析をおこ
なった。姉妹細胞解析とは、1つの細胞から
分裂した 2つの細胞（姉妹細胞）間の性質と、
ランダムに選んだ細胞間の性質を比較する
事により、ゆらぎを定量化する解析法である。 
 まだ充分な数のデータが得られていない
が、分裂時間の分布が、培養条件により違う
傾向がみられた。また、ランダムに選んだ細
胞間の分裂時間の差と、姉妹間の分裂時間の
差の間に差がある傾向がみられた。さらに同
様の傾向が分化度合い（蛍光強度）に関して
も見られた。まだ、統計的に議論ができる程
のデータが無いが、分化により分裂時間や、
分化度合いの分布（ゆらぎ）が変化すること
が予想される。 
 
本研究課題においては、発生の良いモデルで
ある ES細胞を用い、余分な成分を含まない
無血清培地、細胞が塊を作らずにバラバラに
できる E-Cad-Fcコート、微速度での顕微鏡
撮影装置を用い、培養状態をいろいろと変え
たときの各細胞の変化を観察するシステム
を開発した。このシステムを用い、各々の ES
細胞が分裂・分化・生死する様を追跡し、そ
れを元にゆらぎを定量する事にも成功した。
本研究を進めていくことにより、発生が安定
して進むことを理解する事に繋がる。 
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