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研究成果の概要（和文）：本研究は、幹細胞（アクセプター細胞）の分化環境を提供する細胞（ドナー細胞）を作製し
、三次元的共培養でアクセプター細胞の分化・形態を制御し、ドナー細胞を除去して移植用の高機能細胞凝集体を調製
することを目指した。アクセプター細胞の前処理やドナー細胞の選択・加工（種々の因子の強制発現）は予定通りに完
成し、共培養によるアクセプター細胞の分化誘導も確認できたが、ドナー細胞の完全除去は困難を極めた。そこで、ド
ナー細胞が提供する因子をアクセプター細胞に発現調節可能な形で直接導入し、それを用いて高機能のアクセプター細
胞集合体（心筋、表皮、軟骨、乳腺上皮）を調製した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at the establishment of effective methods to prepare the 
functional cell aggregates by 1) generating cells (donor cells) that provide appropriate microenvironment 
for the functional differentiation of stem cells (accepter cells), 2) co-culture with donor and acceptor 
cells in three dimensional cell aggregates, and 3) effective removal of the donor cells. The processes of 
step 1 and 2 have been successful, however, the selective elimination of the donor cells (step 3) 
appeared to be difficult. Thus, an alternative approach was carried out, that is, the preparation of 
acceptor cells in which genes of proteins from the donor cells responsible for differentiation-induction 
were expressed under the strict control with tetracycline. By this approach, cell aggregates composed of 
functional cells, including cardiomyocytes, keratinocytes, chondrocytes and mammary epithelial cells, 
were prepared.

研究分野：細胞生物学、再生医学
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１． 研究開始当初の背景 
ES細胞や iPS細胞などの万能細胞を特
定の機能細胞に分化させ、それらを移植
することで疾患治療を目指す再生医療
は次世代の中心医療になり得ると期待
されている。しかし、移植細胞が生体組
織に効率よく生着し生命活動に参加す
るためには、細胞を予め（バラバラに単
離された状態ではなく）、細胞塊として
一定構造を形成させておくことが有効
である。 

 
２． 研究の目的 
本研究では、未分化細胞の分化を支持す
る細胞を用いて万能細胞を3次元の細胞
集合体として効率よく分化誘導し、その
後、万能細胞由来の機能細胞のみを残し、
分化を支持した細胞を選択的に除去す
る技術の確立を目指す。 
 

３．研究の方法 
機能細胞のもとになる未分化細胞をア
クセプター細胞、また、アクセプター細
胞の分化を支持する細胞をドナー細胞
と位置付け、以下の３つの観点で（アク
セプター細胞由来の）機能細胞の集合体
調製法を検討した。 
 
（１）ドナー細胞の調製：生体外で細胞
分化を支持する胎児由来細胞や、未分化
細胞の分化誘導環境を提供するとされ
る細胞に、アクセプター細胞の形態・成
熟を制御するエピモルフィン（とそのフ
ァミリー蛋白）等の遺伝子を導入し、ア
クセプター細胞の分化誘導に必要な３
次元の微小環境創成を行う。エピモルフ
ィンやそのファミリー蛋白質は一部が
外部刺激に応答して細胞外に呈示され
機能を発揮することから、これらの遺伝
子はシグナルペプチドを付加してドナ
ー細胞に導入する。また、導入遺伝子の
人工的な発現誘導・抑制を行うためにテ
トラサイクリン誘導システムを用いて
精密な分化制御環境の調製を試みる。 
 
（２）（１）で創成した 3 次元の微小環
境にアクセプター細胞の凝集体を組み
入れてその分化状態を高精度に制御す
る。アクセプター細胞としては、ES 細
胞や iPS細胞の他、各種テラトカルシノ
ーマ細胞や分化誘導可能な細胞をモデ
ルとして取り上げた。ドナー細胞とアク

セプター細胞の 3次元共培養は、両者を
バラバラの状態でを混合し、遠心操作で
得た細胞塊を多孔性膜上で培養するか、
もしくは、非接着処理されたプレート上
で浮遊培養することで実施する。 
 
（３）（２）の共培養系からドナー細胞
を選択的に除去することでアクセプタ
ー由来の機能細胞凝集体の純化を試み
る。ドナー細胞の選択的な除去は、アク
セプター細胞に予め薬剤耐性遺伝子を
発現させ分化後に薬剤処理を行うこと
を想定した。 

 
４．研究成果 
（１）ドナー細胞に、エピモルフィンやその
ファミリー分子の発現操作を行い、細胞
凝集体としてのドナー細胞凝集体の培
養系を確立した。また、エピモルフィ
ンファミリー分子と他の生理活性物質
の細胞内外での発現調節を組み合わせ、
さらに遠心法を応用させた 3次元培養
を行うことで、アクセプター細胞に提
供する異なる分化誘導環境を作り出せ
ることが明らかになった。 

 
（２）（１）で調製したドナー細胞の提供
する 3次元環境を利用することで、アク
セプター細胞（分化後に蛍光を発する ES
細胞や、iPS 細胞、F9/P19/ATDC5 各種
胚性癌細胞）の効率的な分化誘導とその制
御に成功した。 

 
（３）アクセプター細胞に予め薬剤耐性遺伝
子を導入することで分化誘導後にドナー
細胞のみを死滅させることは可能であっ
たが、その後細胞集合体から死滅したドナ
ー細胞を完全に除去することはできなか
った。そこで、ドナー細胞が提供する分化
誘導因子をアクセプター細胞に発現調節
可能な形で直接導入し、それを用いて高機
能のアクセプター細胞集合体を調製する
ことにした。具体的には、テトラサイクリ
ンによる発現調節系を用いてドナー細胞
が産生するエピモルフィンや関連遺伝子
をアクセプター細胞のみからなる細胞集
合体に発現させた。これにより、組織特異
的な機能を有する細胞集合体をいくつか
作成することができた。それらには、心筋、
表皮、軟骨、乳腺等の機能細胞集合体が含
まれる。 
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