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マウス胚性幹細胞から心筋細胞への分化に及ぼす人参含有成分の効果
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Bioactive compounds that may control the speciˆc diŠerentiation from mouse embryonic stem (ES) cells into
cardiac-like cells have been screened from herbal medicines. Among seven preparations, Panax ginseng was found to
promote the diŠerentiation into beating cells and to sustain their beating for longer than the control. Active compounds
were found in its water-soluble fraction. Although they were not isolated, their candidates were surveyed in 42 com-
pounds selected from the database of P. ginseng. Finally we found that vitamin B12 (VB12) and methionine were active.
VB12 accelerated the diŠerentiation into beating cells and made the beating rate constantly 100％. Moreover, VB12 was
eŠective in the recovery of beating that was inhibited by spermine action. The mechanism of action of VB12 is discussed
in termo of the relevance of intercellular electrical signal transduction.
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序 論

胚性幹細胞（ES 細胞）は，発生初期胚の内部細

胞塊に由来するものであり，自己複製能と個体を形

成するすべての細胞種へと分化できる多分化能を有

する．したがって，ES 細胞から in vitro で，心筋

細胞など様々な種類の細胞を分化誘導させ，それら

を用いた細胞治療の可能性や安全性などに関する議

論が盛んになされている．13)しかし，実際に細胞

治療や移植に利用できるような，十分な純度と形状

を持った細胞塊や組織を得ることは極めて難しい．

分化過程を高精度に制御する分子機構の解明が強く

求められている所以である．

われわれは，特に心筋細胞への分化を精密制御す

るために，マウス ES 細胞の分化培養系を用いて，

新規制御分子を探索している．そのリソースとして

注目しているのが生薬である．生薬は，古くから様

々の治療に利用されてきたことからも分かるよう

に，多くの薬理活性物質が含まれているはずであ

り，実際，今日までに単離され分子構造が明らかに

なった分子の種類は少なくない．4)そして，それ以

外にも，いまだ同定されていない活性分子が数多く

含まれているはずである．かつて，生薬から抗真菌

活性物質を探索していたが，その際，自ら開発した

高感度アッセイシステムを利用して探索した結果，

多くに新規活性物質の存在を確認することができ

た．57)その経験に基づき，本研究でも，ES 細胞か

ら心筋細胞への分化過程に影響を及ぼす新規物質の

探索を行った．なお，アッセイ系としては，拍動率

を指標とする常法によった．

材 料 と 方 法

1. 細胞培養 CD1 マウス由来初代線維芽細

胞を Dulbecco's Modiˆed Eagle's Medium（高グル
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コース，10％ FBS を含む）で 3 日間培養後，マイ

トマイシン処理を 3 時間行い，0.1％トリプシンで

分散しゼラチンコートした 35 mm ディッシュにコ

ンフルエント状態になるように播種し，これをフ

ィーダー細胞とした．調製したフィーダー細胞上で

マウス ES 細胞を CO2 インキュベーターで 37°C に

て 3 日間培養した．ES 細胞は 129 line/RCMTI1

を使用した．培地は Dulbecco's Modiˆed Eagle's

Medium（高グルコース，15％ FBS, 1000 U/ml マ

ウス LIF，0.1 mM 2 メルカプトエタノール，1 mM

ピルビン酸，0.1 mM 非必須アミノ酸を含む）を使

用した．

2. 分化誘導 ES 細胞を in vitro で分化させ

る際には，未分化維持に必要な LIF を加えずに高

密度になるまで培養するか，ディッシュに接着しな

いようにした液滴培養（ハンギングドロップ法）中

で細胞塊を形成させるかすることによって，二重の

細胞層からなるボールのような胚様体（embryoid

body; EB 体）と呼ばれる球状の構造を形成させる

ことが最も広く用いられている方法である．

この常法に従い，フィーダー細胞上で 3 日間培養

した ES 細胞を 0.1％トリプシンで分散をしたのち

に回収した．800 cells/drop 又は 2000 cells/drop に

なるようにそれぞれハンギングドロップを作製し，

CO2 インキュベーターで培養を開始し，これを分

化誘導培養 0 日目とした．培地は Dulbecco's Modi-

ˆed Eagle's Medium（高グルコース，15％ FBS, 0.1

mM 2 メルカプトエタノール，1 mM ピルビン酸，

0.1 mM 非必須アミノ酸を含む）を使用した．2 日

間培養し，EB 体を形成させたのち，4 ウェルプ

レートの各ウェルに 1 個ずつ EB 体を播種し，24

時間後に，各試料を含む培地に交換し培養，観察を

行った．

3. 生薬粗抽出物の調製 強心，強壮作用が報

告されている黄耆，生姜，天門冬，百合，人参，地

黄，肉 蓉の 7 種類の生薬を選び，株栃本天海堂よ

り購入した．

5 g の各生薬に対して 50 ml の 60％アセトンを加

えて 3 日間室温で静置し抽出した．この抽出液を濾

別したのち，さらに 50 ml の 60％アセトンを加え

て 2 日間静置し，抽出を続けた．同様に抽出液を濾

別したのち，初めの濾液と合わせ，これをエバポ

レーターで濃縮し，凍結乾燥した．これを，粗抽出

物とした．この粗抽出物に上記の培地を加えて，最

終濃度が 0.5 mg/ml，あるいは 1.0 mg/ml になるよ

うに調製して，以後の活性試験に用いた．

7 種類の生薬のうち，人参のみが活性を示した

（後述）ので，さらに分画を進めた．すなわち，粗

抽出物をヘキサン，酢酸エチル，及び水で処理し，

各溶媒に抽出された画分について，各々，活性を調

べた．また，人参の含有成分に関するデータベース

に基づき，42 種類の非サポニン水溶性既知成分を

選び，各々について活性を調べた．

4. 拍動率の算出法 ES 細胞から心筋細胞へ

の分化の指標として拍動率を採用した．拍動率は常

法に従って以下のように算出した．4 ウェルプレー

トの各ウェルに 1 個ずつ EB 体を播種し，ディッシ

ュ上に接着を確認したのち，生薬入り培地に換え，

観察を続けた．また，適宜培地交換を行った．毎

日，顕微観察（IX70，オリンパス）により，EB 体

の拍動の有無を調べた．EB 体をディッシュの底面

に付着させて培養すると，数日後に EB 体の一部が

自律的に動き出し，規則的に収縮する様子をみるこ

とができるので，EB 体の一部でも動き出したとき

に「拍動した」と判断する．1 条件につき総数（N0）

1220 個の EB 体を用い，拍動が観察された EB 体

の数を NP とし，NP/N0×100（％）を拍動率とし

た．

結 果

1. 生薬の拍動率及び形態学的変化に及ぼす影響

　予備実験の結果，人参抽出物を加えた場合は，拍

動が活発になり，より長期間拍動し続けるような印

象を得た．しかし，観察時間を決めて繰り返し実験

を 3 回行ったところ，2 回は有意差が認めらたが，

他の 1 回は有意差が認められなかった．一方，人参

抽出物を入れた場合は最長 85 日後でも拍動を続け

た例が得られた（途中の観察記録は取得せず）．し

かし，コントロールでは約 40 個の EB 体で調べた

が，33 日以上拍動し続けたものは 1 個もなかっ

た．以上の結果から，人参粗抽出物には，拍動維持

に効果のある物質を含んでいるのではないか，と推

察された．Figure 1 に有意差が得られた連続実験結

果を 2 例示す．Figure 1(a)において，生薬を含ま

ないコントロールでは，分化誘導培養 7 日目に初め

て拍動が観察されたのち，徐々に拍動率が上昇し，
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Fig. 1. EŠect of the Acetone Extract of Panax ginseng on the
Beating Rate of EBs

At the arrow, medium was replaced by a fresh medium containing P.
ginseng extract.
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10 日目には拍動率は 100％になった．一方，人参の

粗抽出物（0.5 mg/ml）を添加した培地で培養した

場合は，拍動率は 9 日目で 100％に達した．

いったん，拍動開始したのち，その維持期間に対

しても，人参粗抽出物の効果がみられた．すなわ

ち，コントロールでは 12 日目以降 14 日目まで 70

％以上の拍動率を維持したものの，16 日目からは

減少し，29 日目に拍動が停止した．これに対し，

人参の粗抽出物を添加した培地で培養した場合は，

29 日目以降も拍動を維持し続けた．

Figure 1(b)においても，パターンは異なるもの

の，拍動維持期間を長くする効果があることが認め

られた．

一方，生姜，天門冬を添加した場合は，0.5 mg/

ml, 1.0 mg/ml いずれの場合においても拍動は観察

されなかった．黄耆は 0.5 mg/ml の濃度ではコン

トロールと同程度の 7075％の拍動率を示したが，

1.0 mg/ml ではかえって拍動率は低下し，高々 30

50％であった．百合，肉 蓉の場合は 0.5 mg/ml の

濃度では若干，拍動率を上昇させる傾向が認められ

たが，1.0 mg/ml ではコントロールとほぼ同等であ

った．地黄はコントロールと比べ差がなかった．

2. 人参粗抽出物の各種溶媒で抽出及び各画分の

活性 490 g の人参に対して 1.5 l の 60％アセト

ンを加えて 3 日間室温にて抽出した．この抽出物を

濾別後，さらに 1.5 l の 60％アセトンを加えて 2 日

間室温にて抽出を繰り返した．同様に抽出液を濾別

したのち，初めの濾液と合わせ，エバポレーターに

より濃縮し，凍結乾燥し，64.634 g の粗抽出物を得

た．この粗抽出物に 150 ml のヘキサンと 150 ml の

水を加え，各相で抽出した．ヘキサン相を分取した

のち，残った水相にさらに 150 ml のヘキサンを加

え同様に抽出操作を繰り返した．ヘキサン相を分取

し，初回の抽出分と合わせて，ヘキサン画分とし

た．引き続き，水相に 150 ml の酢酸エチルを加

え，抽出を繰り返して酢酸エチル画分を得た．得ら

れたヘキサン画分，酢酸エチル画分，水画分の乾重

量は，それぞれ 1.116 g, 1.093 g, 40.345 g であった．

ヘキサン画分を作用させた場合は，拍動率は低か

った．また，高濃度では，細胞に与えるダメージも

増加した．すなわち，0.06 mg/ml 及び 0.12 mg/ml

で作用させたところ，拍動率は高々 40％程度であ

り，それも持続しなかった．酢酸エチル画分を作用

させた場合は，拍動開始時期が早まったが，拍動率

はコントロールと同程度であった．これに対して，

水相画分を 0.12 mg/ml，及び 0.5 mg/ml で作用さ

せた場合，拍動開始時期が早まり，また，特に

0.12 mg/ml の場合は，拍動率も 80％程度に達し

た．以上のことから，拍動を促進させる活性を示す

成分は水画分のみに存在することが分かった．

3. 人参含有水溶性成分の心筋分化に及ぼす影響

　人参に含まれている 42 種類の非サポニン水溶性

既知成分について，拍動率に対する効果の有無を調

べた結果，1) 拍動率に影響を及ぼさなかったもの

は，リノレン酸，ファルネソール，ビオチン，ニコ

チンアミド，リシン，フェニルアラニン，1,4- ブタ

ンジアミン，アデニン，n- カプロン酸，ロイシ

ン，システイン，2- ピロリドン，リンゴ酸，フマ

ル酸の 14 種類であった．Figure 2(a)はリノレン酸

の場合の結果である．

また，2) 拍動率がコントロールより低かったも

のは，スペルミン，アスパラギン酸，プロリン，マ

レイン酸，スピナシン，DL- バリン，ニコチンアミ

ド，チロシン，フェルル酸，オイゲノール，硫酸イ
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Fig. 2. EŠects of Water Soluble Compounds that are Known to be Components of P. ginseng on the Beating Rate of EBs
(a) A case of no eŠect caused by linolenic acid action, (b) a case of inhibition eŠect obtained with spermine, (c) a case of promotive eŠect obtained with VB12

and L-methionine. At the arrows, medium was replaced by a fresh medium containing respective compounds.
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ソプロピル，ピラジンの 12 種類であった．Figure

2(b)はスペルミンを作用させた場合の結果である．

一方，3) 拍動率がコントロールより高かったも

のは，ビタミン B12 (VB12），メチオニン，コハク

酸，グルタミン酸，イソロイシン，アルギニン，塩

化コリン，クエン酸，ピルビン酸，オレイン酸，イ

ンドール -3- 酢酸，葉酸，プロピオン酸イソブチ

ル，ピログルタミン酸，2- オキソグルタル酸，グ

アニンの 16 種類であった．したがって，上記の水

相画分には，これら 16 種類の物質が混在していた

可能性がある．この 16 種類の中では，特に，

VB12，メチオニンの効果が顕著であった［Fig. 2

(c）］．そこで，VB12 を選び，拍動率に及ぼす効果

について，さらに詳しく調べた．VB12 の濃度を変

化させたところ，0.5 mM では顕著な効果が認めら

れたが，より高濃度では，逆に阻害効果が優勢にな

った（Fig. 3）．

4. 拍動阻害作用後の回復過程に及ぼす VB12 の

効果 分化誘導培養 12 日目にスペルミン 1 mM

を 1 日間作用させたところ，すべての EB 体の拍動

が停止した．そこで，スペルミンを洗浄除去後，

VB12 を含む培地を添加し，拍動が再開する過程を

観察した．その結果，0.5 mM の VB12 を作用させた

場合は，コントロールよりも，常に高い拍動率を示

した（Fig. 4）．さらに，拍動が一度回復したのち

にスペルミンをもう一度作用し拍動を停止させたの

ち，VB12 によって拍動が回復するか調べたが，こ

の場合は，コントロールとの差は認められなかった．

考 察

人参は，生薬の中では最も多彩な薬理作用が報告

されているものの 1 つであり，古来，様々な疾患の

治療に用いられてきた．したがって，その薬理活性

の多くは，生物個体に投与して得られた症状の観察

結果，治療効果の評価，に基づいて見い出されてき

たものである．比較的高濃度に含まれているサポニ

ンには，例えば，血圧の降圧作用，8)ヒト遅延整流

性カリウムイオンチャネルへの影響，9)心的外傷に

対する保護効果，10)心筋細胞の代謝活性に及ぼす効

果，11)などがある．一方，サポニン以外の画分に

も，例えば，インスリン様作用を示す成分の存在が

報告されている．12)そして，今回新たに，心筋細胞
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Fig. 3. Comparison of the Beating Promotion EŠects Obtained with DiŠerent Concentrations of VB12

At the arrow, medium was replaced by a fresh medium containing respective concentration of VB12.

Fig. 4. EŠect of VB12 on the Recovery of Beating Activity that was Once Inhibited by Spermine Action
Spermine (1 mM) and VB12 (0.5 mM) were added to the medium at black arrows and hatched arrows, respectively.

465No. 3

への分化促進，及びその拍動活性の維持という，心

筋細胞に対する全く新しい効果が見い出された．

活性成分を追究する方法には，拍動現象を指標に

して分画精製を繰り返しながら直接その成分を得る

方法と，入手できる化学物質を網羅的に作用させて

同様の効果を示すものを推定する方法があるが，人

参の場合は，その含有成分に関して膨大なデータが

蓄積されているため，本研究では，後者の方法によ

った．その結果，16 種類が有望であり，さらに

VB12 の効果が顕著であることを見い出した．

VB12 は哺乳類の生体内ではメチオニンシンター

ゼとメチルマロニル -CoA ムターゼの補酵素として

働いており，これらの酵素を介して，様々の代謝に

関与している．具体的には，血液細胞の形成，13)神

経システムの維持，14)急性心筋梗塞の患者における

高ホモシステイン血症の症状軽減効果15)などが報告

されている．しかし，細胞分化過程の制御に直接関

与しているとの報告は見当たらない．

今回，見い出された VB12 の効果では，拍動細胞

がはじめて現れるまでの培養時間は 6 日目でコント

ロールと変わらなかったが［Fig. 2(c）］，いった

ん，拍動細胞が現れたのちは，コントロールよりも

速やかに拍動率が上昇した．コントロールでは 2 日

後の 8 日目で高々 40％であるのに対して，VB12 を

作用させた場合は 85％以上に達した（Fig. 3）．同

様な拍動率上昇の促進効果は，スペルミン処理によ

っていったん，拍動が停止させたのちに，再度回復

する際にも観察された（Fig. 4）．

拍動するためには，1) 収縮性タンパク質ができ

ることと，2) それを駆動して自律的拍動するため

の電気化学的シグナル伝達系が必要である．未分化

な細胞では 1)，2)ともに存在しないため，拍動を
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指標とすることで心筋細胞としての機能を有した細

胞へ分化したと判断できる．

VB12 の添加によって，コントロールに比べて早

い時期に拍動率の上昇が認められたが，拍動領域は

コントロールと同程度であった．このことは，

VB12 の作用により，収縮タンパク質が多く産生さ

れたという訳ではなく，むしろ，ギャップジャンク

ションなどを形成することで電気化学的シグナル伝

達系の構築が促進され，その結果，拍動開始時期が

早まり，拍動率が高くなったのではないかと考えら

れる．このため，VB12 によって得られた上記の効

果は，1)よりも 2)に対する効果の方が大きいので

はないかと推察される．これまでに，ES 細胞から

心筋細胞への分化誘導因子として報告された物質は

アスコルビン酸16)とカルディオゲノール，17)ぐらい

であるが，それらの効果は，いずれも収縮性タンパ

ク質の合成に関する遺伝子に及ぼす効果であった．

したがって，VB12 の作用は，これらの物質とも異

なる新しい効果と考えられる．

今回，観察された VB12 の有効濃度は 0.51.0 mM

であった．ペプチドホルモンや神経伝達物質などの

有効濃度よりもはるかに高い濃度である．したがっ

て，特異的レセプターを介しての作用，あるいは酵

素のアクチベーターとしての作用など，化学的増幅

を伴う作用ではなく，直接，代謝系で消費されて作

用するような作用形式ではないかと想像される．ま

た，有効濃度以上では効果が失われることから，標

的反応系が，フィードバック制御を構成しているこ

とが推察される．このような作用形式は，これまで

に報告された VB12 の作用形式とは異なるものであ

る．

人参粗抽出物には，スペルミンのような拍動阻害

物質も少なからず含まれていると思われる．したが

って，阻害性物質をすべて除去し，有効成分のみを

集め，それらを同時に作用させたならば，相乗効果

によって，予想以上の高い効果が得られるかも知れ

ない．

なお，本研究で用いている ES 細胞は既に樹立さ

れたマウス ES 細胞である．マウス ES 細胞を樹立

するためにはマウス受精卵及びマウス個体を使用す

るが，動物愛護の観点から動物を科学的利用に供す

る場合は，「3R の原則（Replacement, Reduction,

Reˆnement）」等に配慮するように努めなくてはな

らず，法律に基づいた適切な利用をしなくてはなら

ないのは当然のことである．
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