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研究成果の概要（和文）：ヒト多能性幹細胞(ES細胞やiPS細胞)は、特定の培養条件下で、多能性を保ったまま
無限に増殖させること(自己複製)や、人体の全ての細胞種を作り出すことが可能である。このため、細胞移植治
療や創薬、疾患研究への利用が期待されている。本研究では、大量の細胞が必要となるこれらの応用利用を安全
に安価で行うために、自己複製のメカニズムを解明し、化合物で制御することで合成培養システムの開発を行っ
た。その結果、3種類の化合物を用いることで、従来より安価で安定した合成培地を開発し、この培地を用いた
培養システムの開発に成功した。本システムによって多能性幹細胞を利用した再生医療が加速されるものと期待
される。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cells including ES and iPS cells have ability of 
infinitely self-renewal and differentiation into all major lineages of cells in the human body. A 
chemically-defined culture system, free of any biomaterials, is the ideal platform for the 
quality-controlled, large-scale, cost-effective production of human pluripotent stem cells for use 
in cell-based therapy and drug discovery. One major objective in developing such a system is to 
reduce the costs associated with recombinant proteins used as supplements in basal culture media. In
 this project, we have developed a a defind culture system including growth factor-free culture 
medium utilizing only three chemical compounds and the least number of recombinant proteins of any 
other commercially available medium. This culture system may serve as a new benchmark for the 
development of completely xeno-free, chemically defined, synthetic culture systems.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトヒト多能性幹細胞(ES 細胞や iPS 細
胞)は、未分化性を維持し無限に自己複製でき、
全ての細胞種に分化可能なため、細胞移植治
療や創薬、疾患研究への利用が期待されてい
る。大量の細胞が必要となるこれらの応用利
用を安全に安価で行うために、その培養から
タンパク質等の動物由来成分を排除した完
全化学合成培養システムが望まれている。し
かし、ヒト ES/iPS 細胞の維持には成長因子
FGFと TGFβ、細胞外基質ビトロネクチンや
ラミニン等のタンパク質が必要とされ、これ
らタンパク質を置換可能な化合物が無く、そ
のシグナル経路も殆ど解明されていないこ
とは、完全合成培養システムの開発の大きな
妨げとなっていた。 
 我々は、Wntシグナルがヒト ES細胞の増
殖促進と分化誘導の両方に作用することを
発見し (Hasegawa K. et al. Stem Cells, 
2007)、これを制御できればWntによってヒ
ト ES細胞を自己複製可能と考え、Wntシグ
ナル経路のβカテニンと転写補助因子
(p300/CBP)の結合バランスによる運命決定
の仮説を立てた。この仮説に基づき低分子化
合物スクリーニングを行い、Wntによる分化
誘導のみを阻害できる化合物 ID-8 を得た。
また、ID-8が DYRKの特異的阻害剤である
ことを見出し、ID-8とWnt3を組み合わせる
こ と に よ り 、  FGF/TGF β 非 依 存 で
Wnt/ID-8 依存の培養システムを開発した
(Hasegawa K. et al. Stem Cells 
Translational Medicine, 2012)。しかし、こ
の培養システムでのヒト ES/iPS 細胞の増殖
は遅いこと、Wntタンパク質は培養細胞から
精製する必要があり高価であること等の問
題があり、さらなる未分化性維持機構の解明
と、それによる培養システムの発展が必要で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト多能性幹細胞(ES細胞や
iPS細胞)の自己複製の制御機構を解明し、完
全化学合成培養システムを開発することを
目的とした。   
 ヒト ES/iPS 細胞の自己複製について、必
要な成長因子や転写因子、エピジェネティッ
ク制御については多く報告されているもの
の、細胞内シグナル伝達については殆ど報告
がない。我々は、化合物を使用することで、
成長因子非依存的にヒト ES/iPS 細胞の自己
複製が可能なことを見出していた。これを利
用し、これまでの成長因子依存的な自己複製
と比較することで、ヒト ES/iPS 細胞の自己
複製における細胞内シグナル経路とその機
構の解明、ならびにシグナルを制御可能な化
合物を用いた化合成培養システムの開発を
目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的は、ヒト ES/iPS 細胞の自己

複製におけるシグナル経路の解明と、合成培
養システムの開発である。これを達成するた
め、以下の方法を用いた。 
(1) Wnt/ID-8 依存的培養システムと TGFβ 
/FGF 依存的培養システムで培養した細胞を
用い、Wnt シグナル経路や DYRK シグナル
経路で制御される分子の発現およびリン酸
化、局在の比較、網羅的遺伝子発現解析によ
る自己複製関連遺伝子群の変化の解析を行
った。 
(2）上記の解析で得られた予想される自己複
製シグナル経路について、制御可能な小分子
化合物を収集し、自己複製における機能の同
定 
(3) 高価の見られた低分子化合物群の組合せ
を検討し新規培地の開発 
(4) 開発した培地と様々な基質や継代法を組
合せのて検討し新規培養システムの開発 
(5）開発した培養システムで複数株のヒト
ES/iPS細胞を長期培養し、安定性と増殖性、
未分化性の確認 
(6) 開発した培養システムを用いたヒト iPS
細胞の作成の確認 
(7) 開発した培養システムで培養した細胞が
既存の分化誘導方法に対応可能か確認 
 
４．研究成果 
 我々の予測に反して、網羅的遺伝子発現解
析では、既知の自己複製に関わる分子や、発
生や分化、細胞増殖等に関わる分子の遺伝子
の発現に大きな変動は見られなかった
(Ikeda T. ＆ Hasegawa K. The Chemical 
Times, 2016)。一方で、糖代謝に違いが見ら
れたため、培地基礎成分の改変を行った。 
 ID-8 の作用機序として、Wnt シグナルの
下流の p300/βカテニン複合体形成を間接的
な阻害が分かっていたため、明らかにしてい
たため、p300/βカテニン複合体形成を直接
阻害可能な化合物 YH249/250 を検討したと
ころ、ID-8の方が自己複製効果が高いことが
わ か っ た (Higuchi Y. et al. Current 
Molecular Pharmacology 2016)。ID-8の更
な る 解 析 か ら 、 DYRK 群 の 中 で も
DYRK1A/B を阻害することで、主に神経分
化誘導が抑制されることを見出した。また、
DYRKの阻害により NFATcファミリータン
パク質の発現上昇、リン酸化の促進および核
内への蓄積が増加すること 、NFATc 経路の
阻害により、いくつかの細胞株では増殖が促
進されることも見出した。 
 様々なアミノ酸や糖類、脂質、シグナル阻
害剤等の単独および組合せ検討を繰り返し、
改良を重ね、1-AzaKenpaullone (Wntシグナ
ルを活性化する GSK3 市街剤 )、 ID-8 
(DYRK1A/B 阻 害 剤 ) 、 Tacrolimus 
(Calcineurin/NFATc 阻害剤)を組合せた完全
合成培地（AKIT培地）を完成させた。 
 AKIT 培地は、細胞株によっては他の培養
システムに比べて若干遅く、Tacrolimusの濃
度調整が必要であること等、市販培地として



は改良が必要な点もあったが、用いているタ
ンパク質が既存のどの培地より少なく安価
で安定した培地であるため、AKIT 培地を用
いて培養システムの開発を行うこととした。 
 AKIT 培地と、様々な基質タンパク質・ペ
プチドやポリマー、継代溶液・方法の組合せ
を組合せ、浮遊培養システムと接着培養シス
テムの研究開発を行った。浮遊培養について
は、我々が開発していた浮遊培養法(Otsuji 
TG. et al. Stem Cell Reports, 2014)と AKIT
培地との組合せでは Tacrolimus による増殖
促進効果が見られず、システム開発を中断し
た。一方で、接着培養システムでは、基質と
してラミニン 511-E8 断片、継代法として高
浸透圧クエン酸ナトリウム溶液が最も良い
ことを見出し、接着培養での AKIT培養シス
テムを完成させた 
 開発した AKIT 培養システムは、 用いた
全ての細胞株(5ES 細胞株と 3iPS 細胞株)を
長期に拡大培養可能であった。これらの細胞
では、未分化性維持や分化能も保たれており、
ゲノムの安定性も他の培養システムと優劣
無いことを確認できた。また、既存の iPS細
胞作成法や分化誘導法への使用にも問題が
なく使用できることも確認できた。 
 本研究で得られた知見やデータ、開発した
培養システムは、最終年度 3月に論文として
発 表 し た (Yasuda S. et al. Nature 
Biomedical Engineering, 2018)。 
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