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研究成果の概要（和文）：非動物由来の材料で、ヒトES細胞並びにiPS細胞培養用基板を開発することは、再生
医療分野で必須である。本研究は様々な架橋度（剛性 /弾性）を有するハイドロゲル上にナノセグメント（細胞
接着因子ペプチド）固定化基板上でES細胞並びにiPS細胞を非動物由来培地中で培養した。25.3Kpaの弾性率を有
するハイドロゲルは、iPS細胞並びにES細胞を長期間培養することに成功した。特に、ジョイントセグメント並
びに2本鎖を有するナノセグメントを固定化したゲルは、ヒトES細胞の培養に優れていた。特に、市販のコーテ
ング素材より、ヒトES細胞の培養に適していることを明らかとした。さらに心筋細胞への分化も成功した。

研究成果の概要（英文）：Establishing cultures of human embryonic (ES) and induced pluripotent (iPS) 
stem cells in xeno-free conditions is essential for producing clinical-grade cells. We designed 
several structures of oligopeptide-grafted poly (vinyl alcohol-co-itaconic acid) hydrogels with 
optimal elasticity, and prepared them in formations of single chain, single chain with joint 
segment, dual chain with joint segment, and branched-type chain. Oligopeptide sequences were 
selected from integrin- and glycosaminoglycan-binding domains of the extracellular matrix. The 
hydrogels grafted with vitronectin-derived oligopeptides having a joint segment or a dual chain, 
which has a storage modulus of 25 kPa, supported the long-term culture of human ES and iPS cells for
 over 10 passages, which showed better performance than commercially available coating materials. We
 also succeeded to differentiate human ES cells into cardiomyocytes on the hydrogels.

研究分野：高分子基板を用いた幹細胞培養並びに分化
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１．研究開始当初の背景 
ヒト ES 細胞並びに iPS 細胞は、幹細胞療
法、再生医療への有効性が期待されている。 
しかしながら、これらの幹細胞を、動物由
来の物質を持ちいずに、多分化能を維持した
状態で培養することが必須である。現在、ES
細胞並びに iPS細胞は、線維芽細胞上あるい
はマウス癌細胞由来のマトリゲル上で培養
することが一般的手法である。非動物由来の
材料で、ES細胞並びに iPS細胞培養用基板を
開発することは、再生医療分野で必須のプロ
セスである。 
ヒト人工多能性幹細胞(iPS 細胞)並びにヒ
トＥＳ細胞（胚性細胞）細胞は幹細胞療法並
びに再生医療において必須な細胞源である
が、これらヒト幹細胞の多分化能状態での培
養並びに適切な組織細胞への分化誘導は、い
まだに困難を極めている。1) 例えば、ヒト ES
細胞、ヒト iPS 細胞からの (a)パーキンソン
病への治療として期待されるドーパミン産
生神経細胞（TH細胞）、 (b) 糖尿病患者への
治療として期待されるインスリン産生細胞
（β 細胞）への分化は、いまだに分化効率が
低く実用化が困難である。さらに、ヒト iPS
細胞並びに ES 細胞の多能性を有する状態で
の増殖には、一般にマウス胎児性繊維芽細胞
（MEF細胞、feeder layer）上でヒト iPS細胞
並びにヒト ES 細胞を培養しており、マウス
由来のウイルス等の感染の可能性を否定で
きない。従って、これらの幹細胞を臨床応用
するためには、(c)MEF細胞を用いない新規バ
イオマテリアル上でのヒト iPS細胞並びにヒ
ト ES 細胞の多分化状態での培養法の確立が
必須である。 
 
２．研究の目的 
幹細胞の運命（多分化状態の保持、特異的組
織細胞への分化）の制御は、幹細胞培養基板
の物理的特性（剛性/弾性（stiffness））並び
に生物化学的特性（細胞接着部位ペプチドの
種類並びに表面密度）に大いに依存すること
が示唆されているが、これらの研究は個別に
行なわれてきており、系統的な研究はなされ
てこなかった。そこで本研究では、(1)物理的
因子と生物化学的因子双方を考慮した幹細
胞培養用基板を設計し、ES細胞並びに iPS細
胞の多分化能を維持した状態での大量培養
の可能性を検討するすること、並びに、(2)
適切な組織細胞（骨芽細胞、ドーパミン産生
細胞、インスリン産生細胞）への分化効率の
高い最適な基板の剛性/弾性並びに最適な細
胞接着因子ペプチドあるいは細胞外マトリ
ックス（ECM）の判明を、本研究の目的とす
る。 
 
 

３．研究の方法 
本申請研究は、(a) 様々な剛性/弾性（stiffness）
を有する幹細胞培養基板の調製を行なった。
細胞培養基板の剛性/弾性（stiffness）は、基
板高分子ゲルの架橋度を調整して制御した。
調製した細胞培養基板の剛性/弾性は原子間
力顕微鏡により計測した。(b) 様々な剛性 /
弾性を有する細胞培養基板表面に、細胞外マ
トリックスをカルボジイミド法を用いて固
定化させた（図１）。 (d) 細胞外マトリック
ス並びに細胞接着因子ペプチド固定化細胞
培養基板（ナノセグメント固定化細胞培養基
板）上でヒト iPS 細胞並びにヒト ES 細胞の
培養を行い、多能性状態に何継体まで培養可
能か評価した。さらに、(e)ヒト iPS細胞並び
に ES 細胞をナノセグメント固定化細胞培養
基板上で培養を行い、骨芽細胞、インスリン
産生細胞（β 細胞）並びにドーパミン産生神
経細胞（TH 細胞）への分化実験を行い、各
分化細胞に対する最適なナノセグメントの
特性並びに表面濃度を評価した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 細胞接着因子ペプチド固定化細胞培
養基板の調製 
 
４．研究成果 
ヒトES細胞並びにiPS細胞を動物由来の物質
を持ちいずに、多分化能を維持した状態で培



養することが必須である。現在、ES細胞とiPS
細胞は、線維芽細胞上あるいはマウス癌細胞
由来のマトリゲル上で培養することが一般的
手法である。非動物由来の材料で、ES細胞並
びにiPS細胞培養用基板を開発することは、再
生医療分野で必須のプロセスである。本研究
は、様々な架橋度（剛性 /弾性）を有するポ
リビニルアルコールハイドロゲル上にナノセ
グメント（細胞接着因子ペプチド（ビトロネ
クチン由来オリゴペプチド；KGGPQVTRGDVFTMP 
(VN1) 、 GGGGKGGPQVTRGDVFTMP (VN1G), 
GCGGKGGPQVTRGDVFTMP (VN2C), GKKQRFRHRNRKG 
(HBP1),GCGGGKKQRFRHRNRKG (HBP2C) 並びに
KGGNGEPRGDTYRAY (BSP)）固定化細胞培養基板
上でヒトES細胞（H9）並びにヒトiPS細胞を
Xeno-フリー培地中で培養した。25.3 Kpaの弾
性率を有するハイドロゲルは、iPS細胞並びに
ES細胞をXeno-free状態で長期間培養するこ
とに成功した（図２―図４）。 
特に、ジョイントセグメントのあるVN1Gナ
ノセグメント並びに2本鎖を有するVN2Gナノ
セグメントをハイトロゲル上に固定化した基
板は、ヒトES細胞（H9）並びにヒトiPS細胞の
培養に特に優れていた。特に、市販のコーテ
ング素材より、ヒトES細胞の培養に適してい
ることを明らかとした。さらに心筋細胞への
分化も検討した。本研究の結果、細胞培養基
板の物理特性（弾性率）並びに生物学的特性
（特異的細胞接着オリゴペプチド）は、ヒト
ES細胞（H9）並びにヒトiPS細胞の培養に重要
であることを明らかとした。本研究の成果は、
Scientific Reports 7 (2017) 45146等に掲載
された。 
 
本 研 究 成 果 等 で 、 AIBME (American 
Institute for Medical Biological 
Engineering) Fellow (USA)等を受賞すること
が可能となった。日本学術新公開並びに国立
研究開発法人理化学研究所に感謝いたします。 
 

 
図２ 細胞接着因子ペプチド固定化細胞培養
基板に培養したヒト ES 細胞（H9）の多分化
能性 
 
 
 

 
図３ 細胞接着因子ペプチド固定化細胞培養
基板に培養したヒト ES 細胞（H9）の３胚葉
分化性 
 

 
図４ 細胞接着因子ペプチド固定化細胞培養
基板に培養したヒト ES 細胞（H9）の３長期
培養特性 
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