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 1 

序論 

 

（1）胚性幹細胞及び人工多能性幹細胞について 

 マウス胚性幹細胞（embryonic stem cell：ES 細胞）は、1981 年に

マウス胚の発生 3.5 日目の胚盤胞の内部細胞塊（inner cell mass）か

ら樹立され[1]、続いてヒト ES 細胞が 1998 年に樹立された[2]。樹立

された ES 細胞は、白血病抑制因子（leukemia inhibitory factor：LIF）

を培地に添加して培養することで、未分化状態を維持したまま半永久

的に増殖させることができる。さらに、ES 細胞は外胚葉、中胚葉、内

胚葉の 3 胚葉全てに分化する多分化能を有している。これらの特徴か

ら、創薬のための細胞源や移植を目的とした再生医療分野への応用が

期待されている。しかし、ES 細胞は作製の際に受精卵を用いているた

め、倫理的な問題や拒絶反応といった課題がある[3]。一方、これらの

問題をほぼ解決したのが人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem 

cell：iPS 細胞）である。マウス iPS 細胞は、2006 年に 4 つの遺伝子

（Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc）をマウスの繊維芽細胞にウィルスベク

ターを用いて組み込むことで作製された[4]。続いて 2007 年にヒト iPS

細胞が樹立された[5]。iPS 細胞は ES 細胞と同様の増殖能及び多分化

能を有しているだけでなく、体細胞から樹立することが可能なため、

患者由来の iPS 細胞を用いることにより疾患の発症メカニズムの解明

にも有効である[6]。 

 ES 細胞や iPS 細胞を創薬や再生医療分野に応用するには、分化を制

御する基礎研究が重要である。そのため、多くの研究機関で特定の細

胞に効率良く分化させる物質の探索や、遺伝子レベルで分化を制御す

る方法などが試みられている。我々は、ES 細胞や iPS 細胞から神経細



 2 

胞への効率的な分化方法について検討した。 

 

（2）ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化 

 神経変性疾患には多くの場合、効果的な治療薬が少ないことがあり、

ES 細胞や iPS 細胞を用いた創薬研究に期待が寄せられている[7]。ES

細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化誘導法として、LIF を除いた培

養により、3 胚葉に分化する能力を有する胚様体（embryonic body：

EB）を形成させ、レチノイン酸、繊維芽細胞増殖因子（fibroblast 

growth factor-2：FGF）や上皮増殖因子（epidermal growth factor：

EGF）などを添加する方法が用いられている[8]。また、BMP シグナル

と Nodal/Activin/TGF-βシグナルを同時に阻害剤で阻害することで、

神経系への分化効率が上がるという報告がある[9]。これらの報告は、

操作が難しく分化までに時間がかかるといった欠点がある。より簡便

な操作で ES 細胞や iPS 細胞を神経細胞に分化させる方法として、我々

の研究室では、ニワトリ 8 日胚脊髄後根神経節の培養上清液（dorsal 

root ganglia-conditioned medium：DRG-CM）を ES 細胞や iPS 細胞の

分化培養時に添加することで、効率良く神経細胞に分化させることが

可能であることを報告した[10]。しかし、DRG-CM の添加による神経細

胞への分化率は 50%程度であり、より簡便で効率的な分化促進剤の探

索を行った。 

 

（3）Rho キナーゼ（ROCK）阻害剤について 

 Rho キナーゼ（ROCK）は、低分子量 G タンパク質 Rho の下流に位置

するセリン/スレオニンキナーゼとして見出された[11]。Rho/ROCK シ

グナル伝達経路は、アクチン細胞骨格や細胞接着など様々な細胞機能
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に関わっていることが知られている[12、13]。 

ES 細胞や iPS 細胞の研究において、継代培養などの操作では細胞を

分散させる必要があるが、これらの幹細胞は分散させた状態で培養す

る と ア ポ ト ー シ ス に よ り 細 胞 死 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。

Watanabe らは分散により起こるアポトーシスは、Rho/ROCK シグナル伝

達経路が関わっており、ROCK 阻害剤を添加することによりアポトーシ

スが抑制されることを見出した[14]。さらに、細胞を凍結保存する際

に ROCK 阻害剤を添加すると、解凍後の細胞生存率が上がることが報告

された[15]。ROCK 阻害剤は、蒸留水に溶解でき、最低でも 4 週間は室

温で安定しており、時間や濃度依存的に細胞内に取り込まれる[16]。

これらの報告より、ES 細胞や iPS 細胞の増殖培養時に ROCK 阻害剤を

添加することが行われるようになった。 

Hirose ら及び Bito らは、Rho/ROCK シグナル伝達経路が神経細胞の

軸索の退縮に関わっており、ROCK の選択的な阻害剤である ROCK 阻害

剤 Y-27632 を添加することにより、軸索の退縮が抑制されることを報

告した[17、18]。また、Rho や ROCK は、神経変性疾患のアルツハイマ

ー病やパーキンソン病などにも関与しており、創薬のターゲットにな

る可能性が報告されている[19-22]。 

以上のことから、ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞を神経細胞に分

化させる新規分化促進剤として有効であると推測された。 

 

（4）本研究内容 

 Rho/ROCK シグナル伝達経路が様々な細胞機能に関わっていること、

ROCK 阻害剤がアポトーシスや神経細胞の軸索の退縮を抑制することか

ら、ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化を促進さ
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せる効果があるのではないかと考えた。ROCK 阻害剤はアポトーシスを

抑制することから、ES 細胞や iPS 細胞の分化培養時の細胞死を抑制で

きる可能性があること、また神経細胞の軸索の退縮を抑制することか

ら、ROCK 阻害剤が分化促進剤として利用できる可能性がある。そこで、

ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化に及ぼす影響

について研究した。以下に、各章で述べる内容を示す。 

 第１章では、ROCK 阻害剤をマウス ES 細胞や iPS 細胞の培養液に添

加することで、増殖や未分化状態維持に対する ROCK 阻害剤の影響につ

いて述べる。第 2 章では、浮遊培養により得られた細胞コロニーに ROCK

阻害剤を添加することで、神経細胞への分化を促進させる効果がある

かどうかについて検討した結果を述べる。第 3 章では、神経細胞の分

化、生存や増殖に関わるシグナル伝達経路について、タンパク質のリ

ン酸化量の測定及び各シグナル伝達経路の阻害剤による標的タンパク

質の働きを阻害する方法を用いて、ES 細胞から神経細胞への分化に対

する ROCK 阻害剤の作用機作について検討した結果を述べる。 
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第１章 ROCK 阻害剤が ES 細胞及び iPS 細胞の細胞増殖に及ぼす影響 

 

第 1 節 緒言 

マウス胚性幹（ES）細胞は受精後 3.5 日目の胚盤胞の内部細胞塊由

来の細胞であり、自己複製能、多分化能、キメラ形成能といった特徴

がある[1、2]。さらに、マウス人工多能性幹（iPS）細胞はマウス胚繊

維芽細胞に 4 つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc）を導入するこ

とで樹立され、ES細胞に類似した特徴を保持している細胞である[3]。

これら ES 細胞と iPS 細胞を用いて、創薬や再生医療分野において広く

応用研究が行われている。 

Watanabe らは Rho キナーゼ(ROCK)阻害剤の１つである Y-27632 が、

ヒト ES 細胞の分散により誘導されるアポトーシスを抑制することを

報告した[4]。Ohgushi らは分散により起こるアポトーシスの分子メカ

ニズムを明らかにした[5、6]。これらのことから、ROCK 阻害剤を添加

することでアポトーシスを抑制することによって、ES 細胞や iPS 細胞

の分化を促進できるのではないかと推測した。さらに ROCK 阻害剤には、

リプログラミング効率の向上[7、8]、セルソーティング後の細胞生存

率の改善[9]や凍結保存した際の細胞生存率の改善[10-12]などが報告

された。これらの報告より ES 細胞や iPS 細胞の培養に ROCK 阻害剤の

添加が有効であることが示唆される。また ROCK シグナル伝達経路には、

アクチン細胞骨格の制御や、様々な神経機能に寄与していることが報

告されている[13、14]。そこで ROCK 活性を抑制することにより、in 

vitro において ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化を促進できる

可能性があり、新規の分化促進剤として役立つのではないかと考えた。 

本章では、ROCK 阻害剤を添加することにより、ES 細胞や iPS 細胞を
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未分化状態で増殖できるかどうかについて検討し、ROCK 阻害剤を一定

の濃度で添加することで細胞増殖を促進できることを見出した結果に

ついて述べる。 

 

第 2 節 実験方法 

1.2.1 培地等の調製 

0.1%ゼラチン溶液 

 ゼラチン粉末（214340；和光純薬工業株式会社）を 0.1 mg を 99.9 mL

の蒸留水に溶解した後、オートクレーブ滅菌（121℃、5 分間）したも

のを 0.1%ゼラチン溶液とした。 

 

10×リン酸緩衝液（PBS） 

 蒸留水に塩化ナトリウム（NaCl；191-01665；和光純薬工業株式会社）

を 80 g、リン酸水素二ナトリウム・ 12 水和物（Na2HPO4・12H2O；

196-02835；和光純薬工業株式会社）を 27.5 g、塩化カリウム（KCl；

163-03545；和光純薬工業株式会社）を 2 g、リン酸二水素カリウム

（KH2PO4；32379-00；関東化学株式会社）を 2 g 溶解した後、pH を 1N 水

酸化ナトリウム（NaOH；197-02125；和光純薬工業株式会社）溶液で

7.01 に合わせ、蒸留水で 1000 mL にメスアップした。これをオートク

レーブ滅菌（121℃、15 分間）したものを 10×PBS とした。さらに、

10×PBS を蒸留水で 10 倍希釈し、オートクレーブ滅菌（121℃、5 分間）

したものをプレートの洗浄に用いた。 
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フィーダー細胞用培地 

Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM；SLM-220-B；Millipore）

に 15% fetal bovine serum（FBS；16140-063；GIBCO BRL）、1％nucleosides

（ ES-008-D； Millipore）、 1％ non-essential amino acid （ NEAA；

TMS-001-C ； Millipore ）、 0.1 mM 2-mercaptoethanol （ ES-007-E ；

Millipore ）、 1 ％ L-glutamine （ TMS-0020C ； Millipore ）、 1 ％

penicillin-streptomycin（15140；GIBCO BRL）を添加してフィーダー

細胞用培地とした。 

 

LIF 入りの ES 細胞用増殖培地：以下 ES 細胞用増殖培地と記述 

Dulbecco’s modified Eagle medium に 15% knockout serum 

replacement（ KSR； 10828-028； GIBCO BRL）、 1％ L-glutamine、 1％

nucleosides、0.1 mM 2-mercaptoethanol、1％non-essential amino acid、

1％penicillin-streptomycin、1000 U/mL leukemia inhibitory factor

（LIF；125-05603；和光純薬工業株式会社）を添加して ES 細胞用増殖

培地とした。KSR にはフィーダー細胞が培養プレートに接着するのを

阻害する働きがあるため、フィーダー細胞の培養時には用いなかった。 

 

LIF 入りの iPS 細胞用増殖培地：以下 iPS 細胞用増殖培地と記述 

Dulbecco’s modified Eagle medium に 15% fetal bovine serum、1％

L-glutamine、0.1 mM 2-mercaptoethanol、1％non-essential amino acid、

1％penicillin-streptomycin、1000 U/mL leukemia inhibitory factor

を添加して iPS 細胞用増殖培地とした。 
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アルカリフォスファターゼ（AP）染色用試薬 

 Alkaline Phosphatase Detection kit（SCR0004；Millipore）に含

まれる Fast Red Violet solution と Naphthol Phosphate solution 及

び滅菌水を直前に 2:1:1 の割合で混合して使用した。 

 AP 染色の際の洗浄には 1×rinse buffer を使用した。調製方法を以

下に示す。 

1×rince buffer 

蒸留水に 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール

（Tris, 013-16385；和光純薬工業株式会社）を 242.28 mg、塩化ナト

リウム（NaCl；191-01665；和光純薬工業株式会社）を 876.6 mg 溶解

した後、塩酸（HCl；080-01066；和光純薬工業株式会社）で pH を 7.4

に合わせ、Tween20（103168；和光純薬工業株式会社）を 0.05 mL はか

りとり溶解した。その後、蒸留水で 100 mL にメスアップし、オートク

レーブ滅菌（121℃、15 分間）したものを 1×rinse buffer とした。 

 

1.2.2 培養プレートの調製 

 0.1%ゼラチン溶液を 100 mmφ組織培養ディッシュ（430167；Corning, 

NY, USA）には 5 mL または 60 mmφ組織培養ディッシュ（353002；BD 

Falcon）には 2 mL、96 穴組織培養プレート（3860-096；Iwaki）には

各ウェル 50 µL 添加して、室温で 1 時間以上静置した。0.1%ゼラチン

溶液を除去した後、等量の PBS で 1 回洗浄し、ゼラチンコートディッ

シュとした。 
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1.2.3 フィーダー細胞の培養 

 液体窒素中に保存したフィーダー細胞（R-PMEF-H；初代マウス胚繊

維芽細胞、ハイグロマイシン耐性、マイトマイシン処理済み；Millipore）

を取り出し、37℃のウォーターバスで急速に融解させた。融解したフ

ィーダー細胞を 5×106 cells 取り、フィーダー細胞用培地を 9 mL 入

れた 15 mL 遠心チューブ（1332-015S；Watoson）に入れて、軽くピペ

ッティングして懸濁した。1000 rpm で 5 分間遠心分離し、上清液を除

去した後、フィーダー細胞用培地を 1 mL 加え、軽くピペッティングし

て分散させた。9 mL のフィーダー細胞用培地を入れたゼラチンコート

100 mmφディッシュにフィーダー細胞を播種し、37℃、5％CO２条件で

24 時間培養した。培養後、フィーダー細胞のディッシュ底への接着を

確認し、全量培地を交換した。以後、3 日間毎に培地交換することで 1

週間程度フィーダー細胞の活性を維持できた。 

 

1.2.4 マウス ES 細胞の増殖培養 

 フィーダー細胞を播種した 100 mmφディッシュの培地を、9 mL の

ES 細胞用増殖培地に交換した。液体窒素に保存した未分化マウス ES

細胞（R-CMTI-1A；129SV；継代数 11-12、Millipore）を取り出し、37℃

のウォーターバス中で急速に融解させた。融解した ES 細胞を 2.0×106 

cells 取り、2 mL の ES 細胞増殖用培地を入れた 15 mL の遠心チューブ

に移し、1 分間静置した。その後、2 mL の ES 細胞増殖用培地を添加し

て 1 分間静置し、さらに、4 mL の ES 細胞増殖用培地を添加して 1 分

間静置した。ES 細胞懸濁液を軽くピペッティング後、730 rpm で 3 分

間遠心分離した。上清液を除去した後、1 mL の ES 細胞用増殖培地を

添加して軽くピペッティング後、フィーダー細胞接着培養プレートに
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播種し、37℃、5% CO２条件で培養した。毎日培地を全量交換し、細胞

の継代培養を 3-4 日間毎に行った。 

 

1.2.5 マウス ES 細胞の継代培養と凍結保存 

 培養 3-4 日目の対数増殖期にある ES 細胞培養中の培地を除去し、PBS

を 5 mL 添 加 し て ES 細 胞 を 洗 浄 し た 。 ト リ プ シ ン /EDTA 溶 液

（SM-2003-C；Millipore）を 2 mL 添加して室温で 30 秒間反応させた

後、トリプシン/EDTA 溶液を除去した。2 分間静置して ES 細胞の剥離

を確認し、ES 細胞用増殖培地を 5 mL 添加して軽くピペッティングし、

ES 細胞を脱離させた。15 mL 遠心チューブに細胞懸濁液を回収し、軽

くピペッティングして細胞を分散させた。730 rpm で 3 分間遠心分離

して上清液を除去した後、1 mL の ES 細胞増殖用培地を添加し、軽く

ピペッティングして細胞を分散させた。トリパンブルー溶液（使用前

に 0.2%トリパンブルー：4.25% NaCl＝4：1 となるように調製した）で

ES 細胞を染色し、血球計数盤（B0746; サンリード硝子有限会社、埼

玉）を用いて 1 µL 中に含まれる細胞数に希釈倍率をかけ、そこに全液

量をかけて計数した。そのときの計算式を以下に示す。 

 

生細胞数＝（4 区画の生細胞数の合計÷4×10×2）×全液量（µL） 

 

継代培養を次のように行った。730 rpm で 3 分間遠心分離して上清

液を除去した後、1 mL の ES 細胞用増殖培地を添加して細胞を分散さ

せた。細胞数を計数した後、フィーダー細胞を接着させた 100 mmφデ

ィッシュに 0.5×106 cells/10 mL になるように播種し 37℃、5％CO2

条件で培養した。毎日培地を全量交換し、継代培養を 3－4 日毎に行っ
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た。 

凍結保存を次のように行った。730 rpm で 3 分間遠心分離して上清

液を除去した後、1 mL の ES 細胞用増殖培地を添加して、ピペッティ

ングにより細胞を分散させた。細胞数を 2×106 cells に調整した細胞

懸濁液と凍結保存培地（ES-0002-D；Millipore）を 1：1 となるように

混合し、セラムチューブ（2732-002；Iwaki）に加えた。4℃で 5 分間、

－20℃で 30 分間、－80℃で 24 時間それぞれ静置した後、液体窒素容

器内に保存した。 

 

1.2.6 マウス iPS 細胞の増殖培養 

 フィーダー細胞を播種した 100 mmφディッシュの培地を、9 mL の

iPS 細胞用増殖培地に交換した。液体窒素に保存した未分化マウス iPS

細胞（iPS-MEF-Ng-20D-17；APS0001；継代数 14、RIKEN Cell Bank）

を取り出し、37℃のウォーターバス中で急速に融解させた。融解した

iPS 細胞を 1.0×106 cells 取り、5 mL の iPS 細胞用増殖培地を入れた

15 mL の遠心チューブに入れた。その後、iPS 細胞懸濁液を軽くピペッ

ティング後、1000 rpm で 3 分間遠心分離した。上清液を除去した後、

5 mL の iPS 細胞用増殖培地を添加して軽くピペッティング後、再度

1000 rpm で 3 分間遠心分離した。上清液を除去した後、1 mL の iPS 細

胞用増殖培地を添加して軽くピペッティングして、フィーダー細胞を

接着させた培養プレートに播種し、37℃、5% CO２条件で培養した。毎

日培地を全量交換し、細胞の継代培養を 3-4 日間毎に行った。 
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1.2.7 マウス iPS 細胞の継代培養と凍結保存 

培養 3-4 日目の対数増殖期にある iPS 細胞の培地を除去し、PBS を 5 

mL 添加して iPS 細胞を洗浄した。トリプシン/EDTA 溶液を 2 mL 添加し

て 37℃で 10 分間反応させた後、iPS 細胞用増殖培地を 4 mL 添加して

軽くピペッティングし、15 mL 遠心チューブに細胞懸濁液を回収した。

培養に使用した 100 mmφディッシュに再度 4 mL の iPS 細胞用増殖培

地を添加して、15 mL 遠心チューブに細胞懸濁液を回収した。730 rpm

で 3 分間遠心分離して上清液を除去した後、2 mL の iPS 細胞用増殖培

地を添加し、軽くピペッティングして細胞を分散させた。トリパンブ

ルー溶液で iPS 細胞を染色し、血球計数盤を用いて細胞数を計数した。 

継代培養を次のように行った。730 rpm で 3 分間遠心分離して上清

液を除去した後、2 mL の iPS 細胞用増殖培地を添加して、ピペッティ

ングにより細胞を分散させた。細胞数を計数した後、フィーダー細胞

を接着させた 100 mmφディッシュに 1×106 cells/10 mL になるように

播種し 37℃、5％CO2 条件で培養した。毎日培地を全量交換し継代培養

を 3－4 日毎に行った。 

凍結保存を次のように行った。730 rpm で 3 分間遠心分離して上清

液を除去した後、2 mL の iPS 細胞用増殖培地を添加して細胞を分散さ

せた。細胞数を 1×106 cells に調整した細胞懸濁液と、凍結保存培地

（DMSO（041-29351；和光純薬工業株式会社）：iPS 細胞用増殖培地＝1：

4）を 1：1 となるように混合し、セラムチューブに加えた。4℃で 5 分

間、－20℃で 30 分間、－80℃で 24 時間それぞれ静置した後、液体窒

素容器内に保存した。 
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1.2.8 ES 細胞及び iPS 細胞の未分化状態の確認 

ES 細胞や iPS 細胞は未分化状態では細胞膜アルカリフォスファター

ゼを高レベルで発現していることが知られている。未分化状態を維持

するために LIF を含む培地で培養するが、未分化の状態を維持してい

るか、また ROCK 阻害剤の添加により未分化状態の維持に影響がないか

を調べるため、AP 染色を次のように行った。3-4 日間培養した各細胞

の培地を全て除去し、PBS で洗浄後、4%パラホルムアルデヒド・リン

酸緩衝液（163-20145；和光純薬工業株式会社）を添加して 1-2 分間静

置することで細胞を固定した。4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝

液を除去し、1×rince buffer で洗浄した。遮光下で AP 染色用試薬を

細胞が浸漬されるまで添加し、室温で 15 分間静置した。AP 染色用試

薬を除去し、乾燥を避けるために PBS に細胞を浸漬し、倒立顕微鏡下

で AP 染色により赤く染色されているかどうかを観察した。 

 

1.2.9 ROCK 阻害剤による ES 細胞及び iPS 細胞の細胞増殖への影響 

 ES 細胞や iPS 細胞の特徴の 1 つとして、半永久的に増殖することが

可能であることがある。ROCK 阻害剤の添加により細胞増殖に影響がな

いかを調べるために、トリパンブルー染色をして生細胞数を計数した。 

 フィーダー細胞を播種し 96 穴組織培養プレートに 500 cells/well

となるように ES 細胞及び iPS 細胞を播種し、ROCK 阻害剤を添加して

37℃、5% CO2 条件で培養した。毎日培地を全量交換し、培養 2、4、6

日間毎にトリパンブルー染色を行い、生細胞数を計数した。 
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第 3 節 実験結果 

1.3.1 ES 細胞及び iPS 細胞の増殖 

ES 細胞や iPS 細胞は未分化状態を維持しながら、半永久的に増殖す

ることが可能である。しかし、継代培養を繰り返すうちに性質が変化

した細胞が現れる可能性があるため、性状が変化していないことが確

認されている細胞を使用する必要がある。そこで ES 細胞の場合には継

代数 16-20、iPS 細胞の場合には継代数 15-17 の細胞を実験に使用した。 

フィーダー細胞を接着させた 100 mmφディッシュに、ES 細胞または

iPS 細胞を播種して 3 日間培養した ES 細胞及び iPS 細胞を光学顕微鏡

で観察した結果を Fig.1-1（A）（B）及び Fig.1-2（A）（B）に示す。ES

細胞や iPS 細胞は、フィーダー細胞上にコロニーを形成しながら増殖

していた。また、未分化状態を維持した細胞は写真のように輪郭がは

っきりとしており、コロニー内の細胞が明確に区別できず、AP 染色で

赤く染まった。しかし、Fig.1-1（C）及び Fig.1-2（C）に示すように、

分化を始めた ES 細胞及び iPS 細胞は赤く染まらず、かつコロニー内の

細胞が区別できるようになった。そのため、顕微鏡で観察し、コロニ

ー内の細胞が区別できるディッシュは実験に用いなかった。 

 

1.3.2 ROCK 阻害剤添加による ES 細胞及び iPS 細胞の増殖への影響 

未分化状態を維持した ES 細胞及び iPS 細胞の増殖における ROCK 阻

害剤の影響について検討した。ROCK 阻害剤を 0-100 µM の濃度で培地

に添加し、37℃、5% CO2 条件で 3 日間培養後、AP 染色により未分化状

態が維持されているかどうかを検討した結果を Fig.1-3 及び Fig.1-4

に示す。0-20 µM の ROCK 阻害剤を添加した場合、AP 染色により赤く染

まり、未分化状態を維持していた。一方、50-100 µM の ROCK 阻害剤を



 18 

添加した場合、コロニーの形状が崩れ、AP 染色により赤く染まらなか

った。 

ROCK 阻害剤を 0-40 µM の濃度で培地に添加し、2-6 日間培養した。

培養後トリパンブルー染色を行い、血球計算盤を用いて生細胞数を計

数した結果を Fig.1-5 及び Fig.1-6 に示す。ES 細胞、iPS 細胞ともに

培養 2 日から 6 日と培養すると細胞数が増加した。また、ROCK 阻害剤

を 10 µM の濃度で添加した場合に ES 細胞と iPS 細胞ともに増殖した細

胞数が最も多くなった。 

 

第 4 節 考察 

ES 細胞及び iPS 細胞の増殖に対する ROCK 阻害剤の影響を検討した。

5-20 µM の ROCK 阻害剤を添加した場合に、未分化状態を維持していた

（Fig.1-3 及び Fig.1-4）。細胞数を計数した結果（ Fig.1-5 及び

Fig.1-6）、10 µM の ROCK 阻害剤を添加した場合において生細胞数を大

きく増加させた。これらのことから、ROCK 阻害剤は ES 細胞や iPS 細

胞の増殖を促進させた。Watanabe らは、ROCK 阻害剤が接着培養におい

て、分散したヒト ES 細胞の生存を可能にすることを報告した[4]。

Koyanagi らは、Rho/ROCK 経路の抑制がマウス ES 細胞由来の神経前駆

細胞の生存を増強することを報告した[15]。これらの報告は ROCK 阻害

剤が様々な細胞種のアポトーシスを抑制することで生存を可能にする

ことを示している。また、Kitajima ら及び Pakzad らは、ゼラチンコ

ートやフィブロネクチンといった細胞外マトリックスにおけるヒト多

能性幹細胞の接着の増強を報告した[16、17]。これらの報告及び我々

の研究結果から、ROCK 阻害剤はアポトーシスを抑制し、細胞接着を増

強することにより増殖を促進していると考えられる。 
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第 5 節 結言 

本研究において、ROCK 阻害剤を添加して ES 細胞及び iPS 細胞を培

養した結果、培地に ROCK 阻害剤を 0-20 µM の濃度で添加した場合、未

分化を維持したまま培養することができるが、それ以上の濃度で添加

するとコロニーの形状が崩れ、未分化の状態を維持できないことが分

かった。さらに、10 µM の ROCK 阻害剤を培地に添加して培養すること

で、細胞の増殖が促進されることを明らかにした。 

以上の結果、ROCK 阻害剤には細胞増殖を促進させる効果があること

が示された。次章では、分化促進剤として ROCK 阻害剤を用いて分化培

養を行い、ES 細胞及び iPS 細胞から神経細胞や筋肉細胞への分化に及

ぼす影響について検討した結果について述べる。 
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Fig.1-1 Optical micrographs of ES cells  

Scale bar: 100 µm 

(A) Control 

(B) AP staining 

(C) AP staining 

23 



(A) Control 

(B) AP staining 

(C) AP staining 

Fig.1-2 Optical micrographs of iPS cells  
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Fig.1-3 Effects of ROCK inhibitor on the proliferation of 

undifferentiated ES cell colonies  
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Fig.1-4 Effects of ROCK inhibitor on the proliferation of 

undifferentiated iPS cell colonies  

Scale bar: 100 µm 

ROCK inhibitor was added to the culture medium in the range of 0-100 µM 
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Fig.1-5 Effects of ROCK inhibitor on the proliferation 

of ES cells 

27 



0 

10 

20 

40 

60 

80 

30 

50 

70 

N
u

m
b
er

 o
f 

 c
el

ls
 (
×

1
0

4
) 

0 5 10 15 20 25 30 

ROCK inhibitor concentration (µM) 

2 d of culture 4 d of culture 6 d of culture 

Fig.1-6 Effects of ROCK inhibitor on the proliferation 

of iPS cells 

28 



 29 

第 2 章 ROCK 阻害剤が ES 細胞及び iPS 細胞の分化に及ぼす影響 

 

第 1 節 緒言 

 第 1 章では、増殖培養時に低濃度の ROCK 阻害剤を添加することによ

り、未分化状態を維持したまま効率良く増殖させることができること

を明らかにした。本研究で用いた ROCK 阻害剤 Y-27632 は、最初に血管

平滑筋弛緩薬として合成された化合物である[1]。その後の研究により、

細胞遊走、アクチン細胞骨格やアポトーシスなど様々な細胞機能に関

わっていることが報告された[2、3]。また、高血圧のモデルラットに

おいて血圧を下げる効果があることや、血管攣縮に関連するくも膜下

出血に対する有効性なども報告されている[4、5]。さらに Fasudil と

いう ROCK 阻害剤は、眼圧を下げることで緑内障の治療薬として使われ

ている。これらのことから、ROCK 阻害剤は人体に適用しやすいと考え

られ、分化促進剤として ES 細胞や iPS 細胞の分化を促進させる効果が

あった場合、再生医療分野、とくに神経再生や移植治療などに用いる

細胞を作成する際に利用できる可能性が期待できる。 

Hirose ら及び Bito らは、神経芽細胞種 N1E-115 細胞や中枢神経系

の神経細胞において Rho/ROCK シグナル伝達経路が軸索の退縮に関わ

っており、ROCK 阻害剤を添加することでその作用が抑制されることを

報告した[6、7]。これらの報告から、ES 細胞や iPS 細胞の分化培養時

に ROCK 阻害剤を添加することで、神経細胞への分化を促進させる可能

性が示唆される。 

 本章において、分化培養時に ROCK 阻害剤を添加することによる、ES

細胞や iPS 細胞の分化に及ぼす影響について検討し、ROCK 阻害剤が神

経細胞と筋肉細胞への分化を促進させる効果を有することを見出した
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結果について述べる。 

 

第 2 節 実験方法 

2.2.1 培地等の調製 

0.1%ゼラチン溶液 

 第 1 章 1.2.1 に記述したように調製した。 

 

分化用培地 

 49% Dulbecco’s modified Eagle medium に 49% F-12K nutrient 

mixture（21127-022；GIBCO BRL）、1% N-2 supplement（17502-048; GIBCO 

BRL）、1% penicillin-streptomycin を添加して分化用培地とした。 

 

2.2.2 培養プレートの調製 

 0.1%ゼラチン溶液を用いて、第 1 章 1.2.2 項に記述したようにゼラ

チンコート 96 穴組織培養プレートを調製した。 

 

2.2.3 マウス ES 細胞の浮遊培養 

第 1 章に記述したように、ES 細胞をフィーダー細胞上で 3-4 日間培

養し、継代培養を行った。細胞数を計数後、ES 細胞（5×105 cells）

を非接着性 100 mmφディッシュ（AU3100；栄研化学株式会社）に播種

し、ES 細胞用増殖培地を加えて全量を 10 mL にしたものを 37℃、5% CO2

条件で 8-9 日間培養した。3 日毎に半分量の培地を交換し、直径 200 µm

の ES 細胞コロニーを形成させた。 

浮遊培養の際に、播種する細胞数が多すぎるとコロニー同士が接着

して直径が大きなコロニーが多数形成され、細胞数が少なすぎると長
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期培養してもコロニーが殆ど形成されない。 

 

2.2.4 マウス iPS 細胞の浮遊培養 

 2.2.3 項に記述した ES 細胞の場合と同様に、浮遊培養により直径 200 

µm の iPS 細胞コロニーを形成させた。なお、培養期間を 6-7 日間とし、

3 日毎に半分量の培地を交換した。 

 

2.2.5 浮遊培養で形成された細胞コロニーの未分化状態の確認 

 直径 200 µm の細胞コロニーを実体顕微鏡下で観察しながらピペット

マンを用いて採取し、2 mL の PBS を入れた 35 mmφディッシュ（430165；

CORNING）に入れて洗浄した。PBS を除去し、1.2.8 項で記述したよう

に AP 染色を行い、浮遊培養により形成された細胞コロニーが未分化状

態を維持しているかどうかを調べた。 

 

2.2.6 細胞コロニーの分化培養 

 ES 細胞、iPS 細胞ともに浮遊培養することで得られた直径 200 µm の

細胞コロニーを、実体顕微鏡下でピペットマンを用いて採取し、ゼラ

チンコート 96 穴組織培養プレートの 1 ウェルあたり 1 個のコロニーを

播種した。培養開始時に、分化用培地に ROCK 阻害剤または ROCK 阻害

剤 と 10 ng/mL の 神 経 成 長 因 子 （ Recombinant Human β -NGF ：

256-GF-100/CF；R&D Systems, Inc.）を添加して、37℃、5% CO2 条件

で 12 日間培養した。3 日毎に半分量の培地を交換した。ROCK 阻害剤の

添加濃度の検討には、分化用培地に ROCK 阻害剤を 0、5、10、20、50 µM

になるように添加して培養した。 
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2.2.7 免疫蛍光染色法 

 細胞を分化培養した 96 穴組織培養プレートの各ウェルから培地を

少し残して除去し、細胞を冷 PBS で 3 回洗浄した後、4%パラホルムア

ルデヒド・リン酸緩衝液を用いて、室温で 30 分間反応させて固定した。

冷 PBS で 3 回洗浄後、細胞を 99.8%の冷メタノール（131-01826；和光

純薬工業株式会社）を用いて－80℃で 15 分間処理した。冷 PBS で 3 回

洗浄した後、5% bovine serum albumin（BSA；019-21272；Wako）を含

む 0.5% Ttiton X-100 溶液でブロッキングした。1 次抗体をサンプル

に加え、4℃で一晩インキュベートした。1 次抗体には、250 倍希釈し

た 神 経 細 胞 の マ ー カ ー で あ る 抗 β Ⅲ -tubulin 抗 体 （ MAB1637 ；

Millipore）、500 倍希釈した運動神経細胞のマーカーである抗 Lim-3

抗体（AB3202；Millipore）、500 倍希釈した感覚神経細胞のマーカー

である抗 Brn-3 抗体（sc-6026；Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA）、500 倍希釈した筋肉細胞のマーカーである抗α-actinin 抗

体（sc-7453；Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）、250

倍 希 釈 し た 平 滑 筋 細 胞 マ ー カ ー で あ る 抗 α -smooth muscle 抗 体

（A5228；Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）、250 倍希釈した心筋

細胞マーカーである抗 cardiac troponin I 抗体（ab47003；Abcam, 

Cambridge, UK）、250 倍希釈した骨格筋細胞マーカーである抗 actin-

α-1 抗体（C0121；Assay Biotechnology, Sunnyvale, CA, USA）を使

用した。1 次抗体を除去し、冷 PBS で 3 回洗浄した後、Alexa Fluor 

488-labeled 2 次抗体（A-11005 or A-11008；Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA）を用いて、振盪しながら室温で 30 分間蛍光標識した。2 次

抗体を除去し、冷 PBS で 3 回洗浄した後、フルオロ・イメージアナラ

イザー（FLA-3000GF; 富士フィルム株式会社、東京）を用いてパソコ
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ンに蛍光イメージを取り込み、画像解析ソフトにより蛍光強度を解析

し、各細胞への分化率を求めた。 

 

2.2.8 フローサイトメトリーによる陽性細胞数の計数 

 分化培養した細胞を冷 PBS で 3 回洗浄した後、トリプシン/EDTA 溶

液を添加して室温で 2 分間インキュベートした。血清入りの培地を添

加してトリプシン/EDTA の働きを止めた。15 mL 遠心チューブに細胞を

移し、800 rpm、5 分間遠心分離した。冷 PBS で細胞を洗浄し、1.5 mL

エッペンチューブに細胞を移した。ピペッティングにより細胞コロニ

ーを分散させ、4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液を用いて、室

温で 30 分間反応させて固定した。1200 rpm、5 分間遠心分離した後、

冷 PBS で洗浄した。1200 rpm、5 分間遠心分離した後、細胞を 99.8%

の冷メタノールを用いて－80℃で 15 分間処理した。1200 rpm、5 分間

遠心分離した後、冷 PBS で洗浄した。1 次抗体を加え 4℃で一晩反応さ

せた。冷 PBS で 3 回洗浄した後、2 次抗体を加え室温で 30 分間蛍光標

識した。冷 PBS で 4 回洗浄後、フローサイトメーター（JSAN；Bay 

Bio-science, Kobe, Japan）を用いて陽性細胞数を計数した。 

 

2.2.9 統計分析 

 測定値を平均値±標準誤差で示した。各データを多重比較法の一次

元配置分散分析（one-way ANOVA）における Tukey-Kramer test を用い

て検定し、p<0.05 のとき統計学的に有意であると判断した。 
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第 3 節 実験結果 

2.3.1 ES 細胞及び iPS 細胞コロニーの未分化状態の確認 

 5×105cells の未分化マウス ES 細胞及び iPS 細胞を、非接着性 100 mm

φディッシュに増殖用培地を用いて浮遊培養し、直径 200 µm の細胞コ

ロニーを形成させた。浮遊培養中のディッシュには、直径 400 µm 以上

のもの、コロニー同士が接着しているものやコロニー内の細胞が詰ま

っていないものが混在していた。以前の研究で、コロニー内の細胞が

詰まっていないものは分化能が悪く、直径が 400 µm 以上のものは分化

を始めているコロニーである可能性があることが明らかになっている

[8]。そこで本研究には直径 200 µm で、かつコロニー内の細胞が詰ま

っているコロニーを用いた。Fig.2-1（1）及び（2）に示す直径 200 µm

の細胞コロニーは AP 染色により赤く染まっていたことから、未分化状

態を維持できていた。 

 分化培養する際に一部の細胞コロニーを AP 染色し、未分化状態を維

持しているかどうかを確認してから使用した。 

 

2.3.2 ROCK 阻害剤添加による神経細胞への分化に及ぼす影響 

 ROCK 阻害剤が ES 細胞及び iPS 細胞から神経細胞への分化に及ぼす

影響について検討した。浮遊培養を行い、直径 200 µm の細胞コロニー

を形成させた後、96 穴組織培養プレートに播種した。ROCK 阻害剤また

は ROCK 阻害剤と NGF（10 ng/mL）を同時に添加して 12 日間分化培養

し、フルオロ・イメージアナライザーを用いて神経細胞のマーカーで

あるβⅢ-tubulin の蛍光強度を測定した。ES 細胞の結果を Fig.2-2（A）

に、iPS 細胞の結果を Fig.2-3 に示す。ROCK 阻害剤や NGF を添加せず

に培養した ES細胞と iPS細胞コロニーの蛍光強度を 100％とした。ROCK
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阻害剤を添加した場合の蛍光強度は、無添加の場合の蛍光強度より高

いという結果が得られた。さらに、ROCK 阻害剤と同時に NGF を添加し

た場合の蛍光強度は、ROCK 阻害剤を添加した場合の蛍光強度より高く、

神経細胞への分化促進効果が増大した。ES 細胞、iPS 細胞ともに 20 µM

の ROCK 阻害剤を添加した場合に最も神経細胞への分化が促進された

ことから、これ以降の分化培養には 20 µM の ROCK 阻害剤を用いた。蛍

光顕微鏡を用いて ES 細胞由来の神経細胞を観察した結果を Fig.2-2（B）

に示す。コントロールと比較して、ROCK 阻害剤を添加することで神経

突起の数が増加しており、NGF を同時に添加することでさらに増加し

た。 

 ROCK 阻害剤の分化促進効果が、アポトーシスを抑制したことで、生

細胞数が増加した結果によるものかどうかについて検討した。ROCK 阻

害剤または ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加して 12 日間分化培養を行

い、生細胞数を計数した結果を Fig.2-4 に示す。ROCK 阻害剤を添加し

た場合、ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加した場合ともに、コントロー

ルに比較して細胞数に大きな差は見られなかった。これより、ROCK 阻

害剤は生細胞のアポトーシスを抑制して、分化した細胞数を増加させ

るのではなく、ROCK 阻害剤には ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への

分化を促進させる効果があると考えられる。 

 ROCK 阻害剤を添加することで、どの程度の割合で神経細胞に分化し

ているかについて検討した。12 日間分化培養を行った ES 細胞及び iPS

細胞コロニーを免疫蛍光染色し、フローサイトメーターを用いて陽性

細胞数を計数した。ES 細胞の結果を Fig.2-5 に、iPS 細胞の結果を

Fig.2-6 に示す。ES 細胞の場合、分化用培地で培養すると 44%が神経

細胞に分化した。さらに、ROCK 阻害剤を添加した場合には 61%、ROCK
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阻害剤と NGF を同時に添加した場合には 71%が神経細胞に分化した。

このとき、ROCK 阻害剤や NGF を添加せずに培養したコントロールに対

して統計処理したところ、ROCK 阻害剤を添加した場合に p<0.05、ROCK

阻害剤と NGF を添加した場合に p<0.01 で統計的に有意差があることが

示された。iPS 細胞の場合、分化用培地で培養すると 25%が神経細胞に

分化した。ROCK 阻害剤を添加した場合には 34%、ROCK 阻害剤と NGF を

同時に添加した場合には 38%が神経細胞に分化した。このとき、ROCK

阻害剤や NGF を添加せずに培養したコントロールに対して統計処理し

たところ、ROCK 阻害剤を添加した場合及び ROCK 阻害剤を添加した場

合ともに p<0.05 で統計的に有意差があることが示された。また、フル

オロ・イメージアナライザーによる蛍光強度の結果と、フローサイト

メーターによる分化した神経細胞の割合の結果が一致した。 

 

2.3.3 分化した神経細胞の種類の同定 

  ROCK 阻害剤を添加することで ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への

分化が促進されるという結果が得られたことから、ROCK 阻害剤を添加

して分化した神経細胞の種類について検討した。以前の研究では、ES

細胞は主に運動神経細胞及び感覚神経細胞に分化していた[9]。12 日

間分化培養した ES 細胞を、運動神経細胞のマーカーである Lim-3 と感

覚神経細胞マーカーである Brn-3 で標識し、フルオロ・イメージアナ

ライザーを用いて蛍光強度を測定した結果を Fig.2-7 に示す。ROCK 阻

害剤や NGF を添加せずに培養した ES 細胞コロニーの蛍光強度を 100％

とした。運動神経細胞及び感覚神経細胞ともに ROCK 阻害剤を添加する

ことで蛍光強度が高くなった。しかし、ROCK 阻害剤と同時に NGF を添

加した場合、蛍光強度の増加は見られなかった。 
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 ROCK 阻害剤を添加することで、どの程度の割合で各神経細胞に分化

しているかについて検討した。12 日間分化培養を行った ES 細胞コロ

ニーを免疫蛍光染色し、フローサイトメーターを用いて各種陽性細胞

数を計数した結果を Fig.2-8（A）に示す。ROCK 阻害剤を添加すること

で運動神経細胞（抗 Lim-3 抗体により染色された細胞）が 28%、感覚

神経細胞（抗 Brn-3 抗体により染色された細胞）が 24%という結果が

得られた。ROCK 阻害剤を添加することで 61%が神経細胞に分化してい

たことから、分化した神経細胞の内約 50%が運動神経細胞、約 40%が感

覚神経細胞に分化していることが明らかになり、この結果はフルオ

ロ・イメージアナライザーで測定した蛍光強度の結果と一致した。ま

た、蛍光顕微鏡観察の結果を Fig.2-8（B）に示す。蛍光写真からも、

感覚神経細胞より運動神経細胞に多く分化している様子が観察できた。 

 

2.3.4 ROCK 阻害剤添加による筋肉細胞への分化に及ぼす影響 

 これまでの研究で、ES 細胞や iPS 細胞は神経細胞以外に筋肉細胞に

も分化することが明らかになっている[10]。また、ROCK は Rho ファミ

リーによるアクチン細胞骨格のコントロールなど、様々な細胞応答に

関わっていることが明らかになっている[3]。これらのことから、ROCK

阻害剤の添加は神経細胞以外に筋肉細胞への分化も促進している可能

性が示唆される。そこで、ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞から筋肉

細胞への分化に及ぼす影響について検討した。12 日間分化培養を行い、

筋肉細胞のマーカーである抗α-actinin 抗体で標識し、フルオロ・イ

メージアナライザーを用いて蛍光強度を測定した。ES 細胞の結果を

Fig.2-9（A）に、iPS 細胞の結果を Fig.2-10 に示す。ROCK 阻害剤及び

NGF を添加せずに培養した場合の蛍光強度を 100%とした。ES 細胞と iPS
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細胞ともに、ROCK 阻害剤を添加することで蛍光強度が高くなった。一

方、ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加した場合、ROCK 阻害剤を添加した

場合に比較して蛍光強度は低くなった。これは、NGF を添加すること

で神経細胞への分化が促進されたためであると考えられる。また、蛍

光顕微鏡観察の結果を Fig.2-9（B）に示す。蛍光写真からも、ROCK 阻

害剤を添加することで筋肉細胞に多く分化している様子が観察できた。 

 ROCK 阻害剤を添加することで、どの程度の割合で筋肉細胞に分化し

ているかについて検討した。12 日間分化培養を行った ES 細胞コロニ

ーを免疫蛍光染色し、フローサイトメーターを用いて陽性細胞数を計

数した結果を Fig.2-11 に示す。ROCK 阻害剤及び NGF を添加せずに培

養した場合、16%が筋肉細胞に分化した。ROCK 阻害剤を添加した場合

に 28%、ROCK 阻害剤と同時に NGF を添加することで 18%が筋肉細胞に

分化した。この結果は、フルオロ・イメージアナライザーで測定した

蛍光強度の結果と一致した。 

 

2.3.5 分化した筋肉細胞の種類の同定 

 ROCK 阻害剤を添加して分化した筋肉細胞の種類について検討した。

12 日間分化培養した ES 細胞を、平滑筋細胞のマーカーであるα

-smooth muscle の抗体、心筋細胞のマーカーである cardiac troponin 

I の抗体や骨格筋細胞マーカーである actin-α-1 の抗体で標識し、フ

ルオロ・イメージアナライザーを用いて蛍光強度を測定した結果を

Fig.2-12 に示す。ROCK 阻害剤及び NGF を添加せずに培養した ES 細胞

コロニーの蛍光強度を 100％とした。平滑筋細胞では ROCK 阻害剤を添

加しても蛍光強度はほとんど変らず、心筋細胞及び骨格筋細胞におい

て ROCK 阻害剤を添加することで蛍光強度が高くなった。 
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第 4 節 考察 

 浮遊培養により得られた直径 200 µm の細胞コロニーを AP 染色した

結果（Fig.2-1）、赤く染まったことから未分化状態を維持していた。

Osakada らは、ヒト多能性幹細胞を ROCK 阻害剤で処理することで、胚

様体の形成が促進されることを報告した[11]。このことから、浮遊培

養時に ROCK 阻害剤を添加することで、細胞コロニーの形成が改善され

る可能性が考えられる。 

 ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞から神経細胞への分化に及ぼす影

響について検討した。ROCK 阻害剤を添加して 12 日間分化培養した結

果（Fig.2-2 及び Fig.2-4）、20-50 µM の ROCK 阻害剤を添加すること

で ES 細胞、iPS 細胞ともに神経細胞への分化が促進した。さらに、20 

µM の ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加することで、より神経細胞への

分化が促進した。他の研究者たちが、骨髄由来間葉系幹細胞、胎盤由

来の多能性細胞、脂肪組織由来幹細胞、マウス神経幹細胞、マウス ES

細胞における ROCK 阻害剤の影響について報告した[12-16]。また

Minase らは、低濃度の NGF で処理した PC12 細胞に ROCK 阻害剤を添加

することで、神経突起伸長が促進されることを報告した[17]。これら

の報告及び我々の研究結果から、ROCK 阻害剤は ES 細胞及び iPS 細胞

から神経細胞へ分化させる際の分化促進剤として有用であると考えら

れる。 

 また、ROCK 阻害剤が ES 細胞や iPS 細胞から筋肉細胞への分化に及

ぼす影響について検討した。ROCK 阻害剤を添加して 12 日間分化培養

した結果（Fig.2-9 及び Fig.2-10）、ROCK 阻害剤を添加することで筋

肉細胞への分化が促進された。Krawetz らは、胚性癌細胞の P19 細胞

を ROCK 阻害剤で処理することで、外胚葉及び中胚葉系の細胞への分化
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を増強することを報告した[18]。これらのことから、ROCK 阻害剤は神

経細胞への分化だけでなく、筋肉細胞への分化も促進させる効果があ

ると考えられる。 

  

第 5 節 結言 

 ES細胞及び iPS細胞の分化培養時に ROCK阻害剤を添加することで、

神経細胞と筋肉細胞への分化を促進させる効果があることを見出した。

さらに、ROCK 阻害剤と同時に NGF を添加することで、相乗効果により

神経細胞への分化が促進されることを見出した。また、分化した神経

細胞と筋肉細胞の割合を比較すると、神経細胞に多く分化しているこ

とを明らかにした。 

以上のことから、ROCK 阻害剤は ES 細胞や iPS 細胞を分化させる際

の分化促進剤として有効であることが示唆される。次章では、ROCK 阻

害剤を添加することで、どのようなシグナル伝達経路を活性化させて

神経細胞への分化を促進させるかについて検討した結果について述べ

る。 
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(A) Control (B) AP staining 

Fig.2-1 Optical micrographs of ES cell and iPS cell colonies 

                      Scale bar: 100 µm 

(A) Control (B) AP staining 

（1）ES cell colonies 

（2）iPS cell colonies 
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Control ROCK i ROCK i + NGF 

(A)  ES cell differentiation into neurons by  addition of ROCK inhibitor and NGF 

(B)  Fluorescence micrographs of the ES cell colonies with neurite outgrowth 

       The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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iPS cell differentiation into neurons by addition of ROCK inhibitor and NGF 



Fig.2-4 Number of viable cells after neuronal 

differentiation at 12 day cultivation 
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The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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Fig.2-5 The number of neurons differentiated from ES cells 
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The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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Fig.2-7 Fluorescence intensity of types of neurons from 

differentiated ES cells  
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Fig.2-8 The number of types of neurons from differentiated ES cells 

(A) ES cell differentiation into neurons 

The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 

(B)  Fluorescence micrographs of differentiated ES cell colonies 

The 20 µM ROCK inhibitor was added to the culture medium 
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Control ROCK i ROCK i + NGF 
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(A)  ES cell differentiation into muscle cells by  addition of ROCK inhibitor and NGF 

(B)  Fluorescence micrographs of the ES cell colonies with neurite outgrowth 

       The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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Control ROCK i ROCK i + NGF 
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The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 
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The 20 µM ROCK inhibitor and 10 ng/mL NGF were added to the culture medium 

Control ROCK i ROCK i + NGF 
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第 3 章 ROCK 阻害剤による ES 細胞の神経細胞への 

分化促進メカニズム 

 

第 1 節 緒言 

 第 2 章では、ES 細胞及び iPS 細胞の分化培養時に 20-50 µM の ROCK

阻害剤を添加することにより、神経細胞への分化を促進させることを

明らかにした。ROCK 阻害剤を ES 細胞や iPS 細胞の分化促進剤として

用いる場合、どのような機構で ROCK 阻害剤が神経細胞への分化を促進

させるのかを明らかにすることが重要である。 

 mitogen-activated protein kinase（MAPK）シグナル伝達経路には、

様々な刺激によって活性化される MAP kinase 1（ERK1）及び MAP kinase 

2（ERK2）がある。MAPK シグナル伝達経路は細胞の増殖や分化または

細胞運動や細胞死など様々な細胞機能に関わっていることが明らかに

されている[1]。また Li らは、ES 細胞から神経細胞への分化や ES 細

胞の生存には、ERK1/2 の活性化が重要であることを報告した[2]。ERK

シグナル伝達経路は Fig.3-1 に示すように、NGF 受容体である TrkA に

NGF が結合することで Ras/Raf/MEK/ERK と活性化していく。また、ERK

シグナル伝達経路以外にも、TrkA 受容体は PLC シグナル伝達経路や

PI3K/Akt シグナル伝達経路にも関与しており、どの経路も細胞の生存

や分化に重要な役割を果たしている。これらのことから、ROCK 阻害剤

による神経細胞への分化促進にも、ERK が関わっている可能性が示唆

される。 

 本章において、ウェスタンブロッティング法によりタンパク質のリ

ン酸化量を測定する方法と、各シグナル伝達経路の阻害剤による標的

タンパク質の働きを阻害する方法を用いて、ROCK 阻害剤による ES 細
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胞から神経細胞への分化促進メカニズムについて検討した。その結果、

ROCK 阻害剤が ERK 経路を活性化させることで神経細胞への分化を促進

させていることを見出したのでそれらの経緯について述べる。 

 

第 2 節 実験方法 

3.2.1 培地等の調製 

0.1%ゼラチン溶液 

 第 1 章 1.2.1 に記述したように調製した。 

 

分化用培地 

 第 2 章 2.2.1 に記述したように調製した。 

 

3.2.2 培養プレートの調製 

 0.1%ゼラチン溶液を用いて、第 1 章 1.2.2 項に記述したようにゼラ

チンコート 96 穴組織培養プレートを調製した。 

 

3.2.3 マウス ES 細胞の浮遊培養 

第 2 章、2.2.3 項で記述したように、非接着性 100 mmφディッシュ

に 5×105 cells となるように細胞を播種し、37℃、5% CO2 条件で 8-9

日間浮遊培養して、直径 200 µm の ES 細胞コロニーを形成させた。 

 

3.2.4 ウェスタンブロッティング法による ERK 及び Akt の検出 

（1） 細胞サンプルの調製 

 浮遊培養により得られた直径 200 µm の細胞コロニーを各サンプルに

つき 10 個ずつ、ゼラチンコートした 35 mmφディッシュ（153066：Nalge 
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Nunc International, Roskilde, Denmark）に播種し、20 µM の ROCK

阻害剤及び 10 ng/mL の NGF を添加して、37℃、5% CO2 条件で 30 分間

培養した。細胞コロニーを 15 mL 遠心チューブに回収し、1,500 rpm、

5 分間遠心分離した。上清液を除去した後、500 µL の冷 PBS で洗浄し、

1.5 mL エッペンドルフチューブに懸濁液を移した。再度 1,500 rpm、5

分間遠心分離した。上清液を除去した後、50 µL の Pathscan sandwich 

ELIZA lysis buffer（7018：Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA）で細胞を処理し、タンパク質を抽出してウェスタンブロッティン

グ用サンプルとした。 

 

（2） SDS-PAGE 電気泳動による ERK または Akt の分離及びウェスタン

ブロッティングによる検出 

 各細胞サンプルを 10 µL、30 ng の標準品 total ERK（MAP kinase p-42；

sc-4042：Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を 10 µL、

またはリン酸化 ERK の標準品として、5 ng の GST-tag 標準リン酸化 ERK

（MAP kinase1/Erk1, active；14-439：Upstate）を 10 µL、total 及

びリン酸化 Akt の標準品として、40 ng の標準 Akt（Akt1, active；

7701-5：Biovision）を 10 µL、それぞれ等量の 2×loading buffer（2% 

SDS、2% 2-メルカプトエタノール、100 mM Tris-HCl pH6.8、40% グリ

セリン、0.01% bromophenol blue）を加えて混合した。100℃で 5 分間

煮沸した後、サンプルをすぐに氷冷した。 

PVDF 膜（AE-6665；Atto, Tokyo, Japan）をゲルの大きさに切り、

30 秒間メタノール処理した後、転写バッファー（0.1 M Tris、0.192 M 

グリシン、20% メタノール）を入れたバットに移し、60 rpm で 2 時間

以上振盪した。5-20% e-PAGEL（E-T520L；Atto, Tokyo, Japan）に各
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標準品及び細胞サンプルを充填し、20 mA の定電流条件で 1 時間半電

気泳動により分離した[3]。転写バッファーを入れたバットにゲルを移

し、37℃に設定したオーブンで 5 分間振盪しながら 3 回洗浄操作を行

った。ブロッティング装置（AE-6677；Atto, Tokyo, Japan）に、ゲル

の大きさに切り、転写バッファーに浸したろ紙、PVDF 膜及びゲルを積

層し、100 mA の定電流条件で 1 時間ブロッティングした。ブロッティ

ング中に、0.1% TBS-T（10 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、1 mL Tween-20）

に 3%となるようにスキムミルク（198-10605；Wako）を溶解し、ブロ

ッキングバッファーを調製した。ブロッティング後、PVDF 膜を TBS-T

で 2 回洗浄した。PVDF 膜をタッパーに移し、ブロッキングバッファー

を加え 37℃のオーブンで 1 時間振盪させた。TBS-T と 0.3%ブロッキン

グバッファーを混合した溶液に、1 次抗体として 500 倍希釈となるよ

うに抗 ERK 抗体（ERK1（K-23）；sc-94：Santa Cruz Biotechnology, CA, 

USA）を、1000 倍希釈となるように抗リン酸化 ERK 抗体（Phospho-p44/42 

MAP kinase（Erk1/2）（Thr202/Tyr204）antibody；9101：Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA）を、1000 倍希釈となるように抗 Akt

抗体（Akt antibody；9272：Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA）を、1000 倍希釈となるように抗リン酸化 Akt 抗体（Phospho-Akt 

(Ser473) antibody；9271：Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA）を調製した。ブロッキング後、PVDF 膜を TBS-T で 5 分間、3 回繰

り返し洗浄後、ERK 抗体については 37℃に設定したオーブンで 1 時間

反応させた。リン酸化 ERK の抗体、Akt の抗体及びリン酸化 Akt の抗

体については 37℃で 15 分間振盪させた後、4℃で一晩反応させ、翌日

に 37℃で 1 時間反応させた。TBS-T と 0.3%ブロッキングバッファーを

混 合 し た 溶 液 に 、 2 次 抗 体 （ ECL Anti-rabbit IgG, Horseradish 
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Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibody（from donkey）；

NA934：GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）を 1250 倍希釈となる

ように調製した。1 次抗体を除去し、PVDF 膜を TBS-T で 5 分間、3 回

繰り返し洗浄後、調製した 2次抗体を用いて 37℃で 1時間反応させた。

2 次抗体を除去し、PVDF 膜を TBS-T で 5 分間、3 回繰り返し洗浄した。

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent （ RPN2232 ； GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK）に付属されている検出溶液 A 及び

検出溶液 B を 1：1 の割合で混合し、洗浄した PVDF 膜に滴下して、室

温、暗所で 5 分間反応させた。ECL Mini-Camera（RPN2069；GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK）にセットして数秒間から 1 分間、インスタント

フィルム（FP-3000B；富士フィルム）を感光させ、各バンドを検出し

た[4]。 

 

3.2.5 各シグナル伝達経路の阻害 

 ES 細胞の分化培養時に各シグナル伝達経路をそれらの阻害剤を添加

することで阻害した。用いた阻害剤を以下に示す。K252a（TrkA 阻害

剤；420298：Calbiochem, Darmstadt, Germany）、lovastatin（Ras 阻

害剤；10-1222：Funakoshi, Tokyo, Japan）、GW-5074（Raf 阻害剤；

10-1031 ： Funakoshi, Tokyo, Japan ）、 U0126 （ mitogen-activated 

protein kinase（MAPK）/ERK kinase（MEK）阻害剤；662009：Calbiochem, 

Darmstadt, Germany）、U-73122（phospholipase C（PLC）阻害剤；662035；

Calbiochem, Darmstadt, Germany）、bisindolylmaleimide I（protein 

kinase C（PKC）阻害剤；203290：Calbiochem, Darmstadt, Germany）、

LY294002（phosphatidylinositol-3 kinase（PI3K）阻害剤；203290：

Calbiochem, Darmstadt, Germany）、AZA1（Cdc42/Rac dual inhibitor；
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530152：Calbiochem, Darmstadt, Germany）。浮遊培養により得られた

直径 200 µm の細胞コロニーをゼラチンコートした 96 穴組織培養プレ

ートに播種し、各シグナル伝達経路の阻害剤を添加して 37℃で 15 分

間処理した。処理後、20 µM の ROCK 阻害剤を添加し、12 日間分化培養

を行った。3 日毎に半量の培地替えを行い、試薬も添加した。培養後、

免疫蛍光染色を行い、フルオロ・イメージアナライザーを用いてパソ

コンに蛍光イメージを取り込み、画像解析ソフトにより蛍光強度を解

析し、神経細胞への分化率を求めた。 

 

3.2.6 免疫蛍光染色 

 2 章、2.2.7 項で述べたように、分化培養した ES 細胞を免疫蛍光染

色した。なお、1 次抗体に神経細胞マーカーである抗βⅢ-tubulin 抗

体を、2 次抗体には Alexa Fluor 488 を用いた。 

 

3.2.7 細胞内 Ca2+レベルの測定 

 ES 細胞コロニーをゼラチンコートした 96 穴組織培養プレートに播

種し、3 日間培養させることで底面に接着させた。培養液を除去後、2 

µM fluo 4-AM（F14217；Molecular Probes, Eugene, OR, USA）と 0.008% 

pluronic F-127（924150；Molecular Probes, Eugene, OR, USA）を含

む培地を 200 µL ずつウェルに添加し、37℃で 1 時間培養した。培養後、

洗浄液（solution A：150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl 2, 1 mM MgCl2, 

10 mM HEPES-NaOH, 5.5mM D-glucose, pH7.4）で 3 回洗浄し、再度培

地を加えた。IN Cell Analyzer 1000（GE Healthcare）を用いて 2 秒

ごとに蛍光写真を撮影し、120 秒まで行った。20 µM の ROCK 阻害剤は、

撮影開始 10 秒後に添加した。細胞内 Ca2+レベルの蛍光強度は、撮影開
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始を 100%とし、計数値を 3 ウェルの平均値と標準誤差で示した[5]。 

 

3.2.8 統計分析 

 2.2.9 に記述したように統計処理した。 

 

第 3 節 実験結果 

3.3.1 ROCK 阻害剤が ERK シグナル伝達経路に及ぼす影響 

 神経細胞のモデル細胞として一般的に用いられるラット副腎髄質由

来褐色細胞腫（PC12 細胞）は Fig.3-1 に示すように、NGF を添加する

と ERK シグナル伝達経路を活性化させて神経突起を伸長させ、ERK シ

グナル伝達経路の ERK の上流にある MEK を阻害剤により阻害すると、

NGF による神経突起の伸長が抑制される [6]。さらに、ES 細胞の神経

細胞への分化にも ERK シグナル伝達経路が関わっていることが報告さ

れている[2]。また、ES 細胞の分化培養時に ROCK 阻害剤と同時に NGF

を添加することで相乗効果が得られたことから、ROCK 阻害剤の ES 細

胞から神経細胞への分化促進には、ERK シグナル伝達経路が関わって

いるのではないかと推測した。 

 ROCK 阻害剤の添加が ERK シグナル伝達経路に影響を及ぼすかどうか

検討するため、ROCK 阻害剤及び ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加した

場合の全 ERK 量及びリン酸化 ERK 量をウェスタンブロッティング法に

より検出した。全 ERK 量に対するリン酸化 ERK 量の割合を算出した結

果を Fig.3-2 に示す。ERK は写真のように、哺乳動物において ERK1（分

子量；44kDa）と ERK2（分子量；42kDa）の 2 つの ERK が発現している

ことが知られている。ROCK 阻害剤及び NGF を添加しない場合と比較し

て、ROCK 阻害剤を添加することでリン酸化 ERK 量の割合が増加した。
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さらに、ROCK 阻害剤と NGF を同時に添加することで、リン酸化 ERK 量

がより増加した。以上の結果から、ROCK 阻害剤を添加することによる

ES 細胞から神経細胞への分化促進には、ERK のリン酸化が関わってい

ることが示唆された。 

 ERK が活性化されたので、ROCK 阻害剤がどのように ERK を活性化さ

せているかを、NGF 受容体（TrkA）から ERK の上流に位置する MEK ま

での各シグナル伝達経路の阻害剤である K252a（ TrkA 阻害剤）、

lovastatin（Ras 阻害剤）、GW-5074（Raf 阻害剤）、U0126（MEK 阻害剤）

を用いて働きを阻害することで検討した。Fig.3-3 に示すように、ROCK

阻害剤及び TrkA 阻害剤を添加せずに培養した場合（コントロール）を

100%としたとき、ROCK 阻害剤を添加することで蛍光強度が高くなった。

神経細胞への分化が約 50%阻害される TrkA 阻害剤の濃度を使用した

（0.01 nM）ところ、TrkA 阻害剤と ROCK 阻害剤を同時に添加した場合、

ROCK 阻害剤により分化が促進された。これより、TrkA は ROCK 阻害剤

による分化促進には無関係と考えられる。一方、Fig.3-4～Fig.3-6 に

示すように、1.25 nM の Ras 阻害剤、10 nM の Raf 阻害剤及び 1 µM の

MEK 阻害剤と同時に ROCK 阻害剤を添加した場合、ROCK 阻害剤による分

化促進効果は見られなかった。Fig.3-7 に神経細胞に分化した ES 細胞

コロニーの蛍光写真を示す。コントロールに比較して、ROCK 阻害剤を

添加した場合、神経突起の数が増加した。TrkA 阻害剤を添加した場合、

コントロールに比較してやや神経突起の数が減少しており、TrkA 阻害

剤と ROCK 阻害剤を同時に添加することで神経突起の数が増加してい

た。Ras 阻害剤を添加した場合、神経突起の長さが短くなっており、

Ras 阻害剤と ROCK 阻害剤を同時に添加した場合にも、ROCK 阻害剤によ

る神経突起数の増加はなかった。これより、Ras/Raf/MEK は ROCK 阻害
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剤による分化促進に関係していると考えられる。 

 

3.3.2 ROCK 阻害剤が PI3K/Akt シグナル伝達経路に及ぼす影響 

  ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）/Akt シグナル伝達

経路は主に細胞の生存に関わっており、その他細胞増殖、分化やアポ

トーシスにも関与することが知られている[7]。さらに、PI3K/Akt シ

グナルは PC12 細胞の神経突起の伸長にも関わっていることが報告さ

れた[8]。これらのことから、ROCK 阻害剤による神経細胞の分化促進

には、PI3K/Akt シグナル伝達経路が関わっているのではないかと考え、

LY294002（PI3K 阻害剤）を用いて活性化を阻害することにより、ES 細

胞から神経細胞への分化に及ぼす影響と、ROCK 阻害剤を添加した場合

の全 Akt 量及びリン酸化 Akt 量をウェスタンブロッティング法により

検出した。 

PI3K 阻害剤及び ROCK 阻害剤を添加して分化培養を行い、フルオロ・

イメージアナライザーで蛍光強度を測定した結果を Fig.3-8 に示す。2 

µM の PI3K 阻害剤と ROCK 阻害剤を添加した場合、ROCK 阻害剤による分

化促進効果はなかった。これより、PI3K は ROCK 阻害剤による分化促

進に関係していると考えられる。 

ROCK 阻害剤を添加した場合の全 Akt 量及びリン酸化 Akt 量をウェス

タンブロッティング法により検出し、全 Akt 量に対するリン酸化 Akt

量の割合を算出した結果を Fig.3-9 に示す。コントロール及び ROCK 阻

害剤を添加した場合のリン酸化 Akt 量に大きな差はなかった。これよ

り、Akt は ROCK 阻害剤による分化促進には無関係であると考えられる。 
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3.3.3 ROCK 阻害剤が PLC シグナル伝達経路に及ぼす影響 

PLC シグナル伝達経路は、PLC から PIP2 を経てイノシトール 1,4,5-

三リン酸（IP3）及びジアシルグリセロール（DAG）にシグナルが伝達

せれ、PKC を活性化する。IP3 は、小胞体の IP3 受容体を通じて貯蔵さ

れた Ca2+を放出させる。PKC は DAG と放出された Ca2+により活性化され

る。PLC シグナル伝達経路は、細胞増殖や分化に関わっていることが

知られている[9、10]。さらに、PC12 細胞において、ROCK 阻害剤の神

経突起伸長は、IP3 受容体が関わっていることが報告されている[11]。

ROCK 阻害剤による神経細胞への分化促進に、PLC シグナル伝達経路が

関わっているかどうかを調べるために、U-73122（ PLC 阻害剤）と

bisindolylmaleimide I（PKC 阻害剤）を用いたシグナル伝達経路の阻

害と、ROCK 阻害剤を添加することで細胞内 Ca2+レベルが増加するかを

検討した。Fig.3-10 に示すように、0.1 µM の PLC 阻害剤を添加して分

化培養をした場合、ROCK 阻害剤による分化促進効果が見られた。これ

より、PLC は ROCK 阻害剤による分化促進には無関係であると考えられ

る。細胞内 Ca2+レベルの増加を検討した結果を Fig.3-11 及び Fig.3-12

に示す。ROCK 阻害剤を添加しても、Ca2+レベルの増加は見られず、コ

ントロールと同様の結果であった。これより、ROCK 阻害剤は細胞内 Ca2+

レベルを増加させないと考えられる。一方、Fig.3-13 に示すように、

20 nM の PKC 阻害剤を添加して分化培養をした場合、ROCK 阻害剤によ

る分化促進効果は見られなかった。これより、PKC は ROCK 阻害剤によ

る分化促進に関係すると考えられる。 
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3.3.4 ROCK 阻害剤が Cdc42/Rac に及ぼす影響 

Rho ファミリーの Cdc42/Rac は神経突起の伸長に関わっており、

Rho/ROCK シグナル伝達経路が Cdc42/Rac による神経突起の伸長を抑制

していること、ROCK 阻害剤を用いて Rho/ROCK シグナル伝達経路の働

きを阻害することにより、Cdc42/Rac の活性化及び神経突起の伸長が

誘導されるという報告がある[12]。この報告から、ROCK 阻害剤による

神経細胞への分化促進には、Cdc42/Rac が関与している可能性がある

と考え、AZA1（Cdc42/Rac dual 阻害剤）を分化培養時に添加し、ES

細胞から神経細胞への分化に及ぼす影響について検討した。Fig.3-14

に示すように、1 µM の Cdc42/Rac 阻害剤を添加して分化培養をした場

合、ROCK 阻害剤による分化促進効果は抑制された。これより、Cdc42/Rac

は ROCK 阻害剤による分化促進に関係していると考えられる。 

 

第 4 節 考察 

ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進メカニズムに

ついて検討した。ERK シグナル伝達経路は、NGF などの刺激を伝達する

細胞内シグナル経路として広く知られている。NGF 受容体の TrkA に NGF

が結合することで、Ras-Raf-MEK-ERK とシグナルが伝達され、細胞増

殖、生存及び分化の細胞応答が行われる[13]。ROCK 阻害剤を添加する

ことで、リン酸化 ERK 量が増加するか検討した結果（Fig.3-2）、コン

トロールと比較して ROCK 阻害剤を添加することでリン酸化 ERK 量が増

加した。TrkA 阻害剤を添加して分化培養した場合（Fig.3-3）、ROCK 阻

害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進効果は見られたが、Ras

阻害剤、Raf 阻害剤、MEK 阻害剤を添加して分化培養した場合（Fig.3-4

～Fig.3-6）、ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進効
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果は抑制された。これらの結果から、TrkA を除いた Ras/Raf/MEK/ERK

シグナル経路は、ROCK 阻害剤による神経細胞への分化促進に関与して

いる可能性が示唆された。 

PI3K/Akt シグナル経路は主に、細胞の生存に関わっている[7]。

Kimura ら及び Kim は、PI3K の活性化は PC12 細胞における神経突起の

伸長に関わっている可能性があると報告している[8、14]。PI3K 阻害

剤を添加して分化培養した場合（Fig.3-8）、ROCK 阻害剤による ES 細

胞から神経細胞への分化促進効果は抑制された。一方、リン酸化され

た Akt 量 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 測 定 し た 結 果

（Fig.3-9）、コントロールと比較して、大きな差は見られなかった。

これらの結果から、PI3K は ROCK 阻害剤による神経細胞への分化促進

に関わっているが、Akt は関与していないことが示唆された。 

PLC シグナル伝達経路は、細胞増殖や分化に関わっていることが知

られている[9]。Itoh らは、PLC-γ及び IP3 受容体の活性化は、筋弛緩

薬のパパべリンによる PC12 細胞の神経突起伸長効果に関わることを

報告している[15]。Minase らは、PC12 細胞における ROCK 阻害剤の神

経突起伸長効果は、IP3 受容体が関わっていることを報告した[11]。し

か し 、 PLC 阻 害 剤 を 添 加 し て ES 細 胞 を 分 化 培 養 し た 場 合 に は

（Fig.3-10）、ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進効

果は抑制されず、ROCK 阻害剤による細胞内 Ca2+レベルの増加もなかっ

た（Fig.3-11 及び Fig.3-12）。一方、PKC 阻害剤を添加して分化培養

した場合（Fig.3-13）、ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分

化促進効果は抑制された。これらの結果から、ROCK 阻害剤による ES

細胞から神経細胞への分化促進には、PKC が関わっており、PLC や細胞

内 Ca2+は関わっていないことが示唆された。 
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Hirose らは、Rho/ROCK 経路の活性化は、Cdc42/Rac シグナルによる

神経突起伸長効果を抑制しており、ROCK 阻害剤を添加することで ROCK

の活性化を阻害すると、神経突起の伸長が見られることを報告した

[12]。Cdc42/Rac 阻害剤を添加して分化培養した場合（Fig.3-14）、ROCK

阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進効果は抑制された。こ

のことから、ROCK 阻害剤による神経細胞への分化促進には、Cdc42/Rac

が関わっている可能性が示唆された。 

PI3K は Cdc42/Rac と結合することが知られていることから、PI3K

は Cdc42/Rac のシグナルを受けている可能性があり、また PI3K は

Ras-Raf-MEK-ERK シグナル伝達経路を直接制御している可能性が報告

されている[16、17]。PKC は PI3K または DAG と結合することによって

活性化され、活性化された PKC は ERK シグナル伝達経路の活性化を促

進するとの報告がある[16]。Rac 及び Raf シグナルは、MEK/ERK の活性

化を促進する可能性が報告されている[18]。これらの報告及び本実験

で得られた結果から、ROCK 阻害剤による神経細胞への分化促進メカニ

ズムとして、Fig.3-15 に概略図を示す。 

 

第 5 節 結言 

 ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進には、ERK シグ

ナル伝達経路の ERK の活性化が関与していることを見出した。さらに、

ERK は、Ras/Raf/MEK シグナル経路、PI3K 及び PKC シグナル伝達経路

と Cdc42/Rac シグナル伝達経路を介して活性化される可能性があるこ

とを見出した。以上のことから、ROCK 阻害剤による ES 細胞の分化促

進メカニズムを明らかにすることができ、ROCK 阻害剤は ES 細胞や iPS

細胞から神経細胞に分化させる際の強力な分化促進剤として有効であ
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ると考えられる。 
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Fig.3-7 Fluorescence micrographs of the ES cell colonies with 
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終章 総括と今後の課題 

 

総括 

 本 研 究 は 、 血 管 平 滑 筋 弛 緩 薬 と し て 合 成 さ れ た 化 合 物 で あ る

Rho/ROCK 経路の阻害剤、ROCK 阻害剤 Y-27632 を ES 細胞と iPS 細胞に

対する神経細胞への新規分化促進剤として使用できるかどうかについ

て検討したものである。 

 第 1 章では、ROCK 阻害剤添加による ES 細胞及び iPS 細胞の増殖に

ついて検討した。ES 細胞及び iPS 細胞を増殖培養する際に、ROCK 阻害

剤を 0-100 µM の濃度で添加して増殖させた細胞を AP 染色した場合、

20 µM の濃度まで、細胞は未分化状態を維持していた。また、トリパ

ンブルー染色して細胞数を計数した結果、10 µM の濃度で ROCK 阻害剤

を添加した場合に ES 細胞と iPS 細胞ともに増殖した細胞数が最も多く

なった。このように、低濃度の ROCK 阻害剤には細胞増殖を促進させる

効果があることを見出した。 

 第 2 章では、ROCK 阻害剤添加による ES 細胞及び iPS 細胞コロニー

から神経細胞及び筋肉細胞への分化について検討した。ROCK 阻害剤を

添加して分化培養した場合、無添加の場合に比較して ES 細胞及び iPS

細胞から効率良く神経細胞に分化できることを見出した。さらに、ROCK

阻害剤及び NGF を同時に添加することで、神経細胞への分化がより促

進されることが明らかになった。また、ROCK 阻害剤を添加して分化培

養すると、61%が神経細胞に分化しており、分化した神経細胞のうち約

50%が運動神経細胞、約 40%が感覚神経細胞に分化していることを見出

した。一方、ROCK 阻害剤を添加することによる、ES 細胞及び iPS 細胞

コロニーから筋肉細胞への分化についても、ROCK 阻害剤を添加するこ
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とで無添加の場合と比較して効率良く筋肉細胞に分化できることを見

出した。また、分化した神経細胞と筋肉細胞の割合を比較すると、神

経細胞に多く分化していることを明らかにした。このように、ES 細胞

や iPS 細胞の分化培養時に ROCK 阻害剤を添加することで、神経細胞だ

けでなく筋肉細胞への分化も促進させることから、ROCK 阻害剤は分化

促進剤として有効であることを初めて見出した。 

 第 3 章では、ROCK 阻害剤添加による ES 細胞から神経細胞への分化

促進メカニズムを明らかにするために、神経細胞の増殖、生存及び分

化に関わることが知られている ERK シグナル伝達経路、PI3K/Akt シグ

ナル伝達経路、PLC シグナル伝達経路について検討した。ROCK 阻害剤

を添加することで、ERK シグナル伝達経路の ERK が活性化されること

を見出した。さらに、ERK は Ras/Raf/MEK、PI3K、PKC 及び Cdc42/Rac

を介して活性化される可能性を見出し、Fig.3-15 に示した概略図のよ

うに、ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化を促進させる

メカニズムを示した。 

 まとめると、本研究では血管平滑筋弛緩薬として合成された化合物

である ROCK 阻害剤を新規の分化促進剤として利用するために、ES 細

胞と iPS 細胞に対する ROCK 阻害剤の影響を検討し、ROCK 阻害剤が ES

細胞と iPS 細胞から効率良く神経細胞に分化させる効果を有するとい

う新しい知見を得ることができた。さらに、ROCK 阻害剤による ES 細

胞から神経細胞への分化促進には ERK シグナル伝達経路の ERK の活性

化が関わっていること、ERK のリン酸化は Ras/Raf/MEK、PI3K、PKC 及

び Cdc42/Rac を介してなされる可能性を見出し、Fig.3-15 に示したよ

うに ROCK 阻害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進機構の概略

図を示した。以上、ROCK 阻害剤を用いることで簡便に効率良く神経細
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胞に分化させることができたことから、ROCK 阻害剤を創薬や移植治療

などに用いられる細胞を作成する際の新規分化促進剤として利用でき

る可能性を見出した本研究の意義は非常に大きいと考えられる。 

 

今後の課題 

 本研究では ROCK 阻害剤による分化促進機構を明らかにするために、

分子機構の研究で広く用いられている手法である、各標的タンパク質

に対する阻害剤を用いることで各シグナル経路の働きを阻害した。し

かし、阻害剤は標的タンパク質だけでなく、他のタンパク質にも影響

が出る可能性がある。そのため、ウェスタンブロッティング法により、

今回得られた ROCK 阻害剤による分化促進に関わるタンパク質のリン

酸化の測定を行い、また RNA 干渉（RNA interference：RNAi）法を用

いて、ROCK 阻害剤の分化促進に関わる標的タンパク質をノックダウン

させることによる、ES 細胞から神経細胞への分化に及ぼす影響につい

て検討する。 

 分化した神経細胞の種類を検討する際、約 50%が運動神経細胞、約

40%が感覚神経細胞に分化していたが、約 10%が何に分化したか不明の

ままである。そのため、GABA 作動性ニューロン、セロトニン作動性ニ

ューロンやコリン作動性ニューロンなどの抗体を用いて、より詳細な

神経細胞の種類を同定する。 

 ROCK 阻害剤を添加することで ES 細胞と iPS 細胞から分化した神経

細胞の割合はどちらも高くなるが、ES 細胞と比較して iPS 細胞から分

化した神経細胞の割合は少ない。そのため、今回明らかにした ROCK 阻

害剤による ES 細胞から神経細胞への分化促進メカニズムと、iPS 細胞

から神経細胞への分化促進メカニズムが同様であるかどうか検討する。 
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以上、ES 細胞と iPS 細胞に対する ROCK 阻害剤の作用機作を明らか

にすることにより、ROCK 阻害剤の新たな生理機能の解明に繋げ、将来

的には再生医療分野への応用が期待できる。 
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