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研究成果の概要（和文）：大きさならびに形状の異なるマイクロ空間形状プレートを用いて，マウスiPS細胞か
ら細胞スフェロイドの作製を試みた結果，播種細胞数によってスフェロイドのサイズをコントロールすることが
可能であることが明らかとなった。各サイズにおけるスフェロイドの内部構造を観察した結果，スフェロイドの
小さいサイズにおいては単一な構造を認めたのに対し，スフェロイドのサイズが大きくなるにつれ、スフェロイ
ド内部には2層構造を認め，中心部は壊死を起こしている可能性が示唆された。iPS細胞スフェロイドを骨芽細胞
に分化誘導を行った結果，スフェロイドのサイズによって化合物ならびに自己組織化の反応性が異なることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that mouse iPS cells could  control the size of the 
spheroids  using micro well plates with different sizes and shapes  by the number of seeded cells. 
As the result of observing the internal structure of the spheroids in each size, the spheroids of 
the small size was conposed of a single structure. On the other hand,  as the spheroids size 
increased, these spheroids was conposed of a two-layered structure, and the central part may be 
caused in necrosis. The induction of osteogenic differentiation of iPS cell spheroids revealed that 
the reactivity of the compounds and self-assembly differed depending on the spheroids size.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の三次元培養方法の進展は，細胞の大量培養および，二次元培養では不可能であった細胞の自己組織化を可
能とし，ES細胞やiPS細胞などの多能性幹細胞を用いた再生医療への応用が現実的になってきている。iPS細胞
は，細胞自身が三次元的な周囲環境を認知し，物理的因子および自身が分泌する因子を有効活用する自己組織化
によって，特定の組織や器官にまで分化できる可能性がある。本研究で得られたこれらを制御する技術は，バイ
オエンジニアリングを基盤としたこれからの再生医療の発展に重要な役割を果たすことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 “万能細胞”と呼ばれる iPS 細胞は，培養環境さえ整えば，細胞集合体（スフェロイド）を経
た自己組織化によって，試験管内で組織や器官に分化する可能性を秘めている。スフェロイド
のサイズは分化に大きな影響を与えるが，その詳細は不明な点が多い。申請者らはこれまでに，
三次元振盪培養を用いて iPS細胞を細胞塊で分化誘導することで骨様組織に誘導できたことか
ら，至適サイズに培養した均一な iPS 細胞スフェロイドに小分子化合物を応用することで，自
己組織化した大量の骨様組織を試験管内で作製するバイオエンジニアリングを着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，サイズコントロールを行って作製する iPS 細胞スフェロイドおよび，これ
にケミカルバイオロジーを応用した新たな三次元培養・分化誘導方法を用いることによって，
iPS 細胞の骨組織への自己組織化誘導技術を基盤とする新たな骨造成技術を開発することであ
る。 
 
３．研究の方法 
（１）空間形状が付与されたサイズの異なる
丸底プレート（100-1000 µm；Elplasia，ク
ラレ社：右図）を用いてマウス iPS 細胞（研
究室所有）スフェロイドを作製した。作製し
たスフェロイドの均質性およびサイズを計
測した。 
 
（２）前項で作製した iPS 細胞スフェロイドの各サイズにおける内部構造の評価を HE 染色に
よる組織学的観察，ならびに Live and Dead 染色を用いて行った。 
 
（３）さらに iPS 細胞スフェロイドの各サイズにおける iPS 細胞の骨組織への自己組織化能を
評価するため，レチノイン酸化合物を添加し，中胚葉分化特異的遺伝子の発現ならびに骨芽細
胞分化特異的遺伝子の発現をリアルタイム RT-PCR 法を用いて確認した。  
 
４．研究成果 
（１） 
空間の大きさならびに形状の異なるマイクロ空間形状プレートを用いて，マウス iPS 細胞胚

様体から細胞スフェロイドの作製を試みた結果，それぞれにおいてサイズの均一な細胞スフェ
ロイドの形成が確認できた。さらに，播種細胞数によってスフェロイドのサイズをコントロー
ルすることが可能であることが明らかとなった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 
各サイズにおけるスフェロイドの内

部構造を，HE 染色による組織学的観察
ならびに，Live and Dead 染色による細
胞生死観察による評価した結果，スフェ
ロイドの小さいサイズにおいては単一
な構造を認めたのに対し，スフェロイド
のサイズが大きくなるにつれ、スフェロ
イド内部には 2 層構造を認め（右図上
段：RB700-900），中心部は壊死を起こ
している可能性が示唆された（右図下段，
赤染色部）。 
 
 



 
（３） 
各サイズにおける iPS 細胞スフェロイドを骨芽細胞へ分化誘導を行い，分化に及ぼす影響を

検討した。リアルタイム RT-PCR 解析の結果，誘導 4 日目において，サイズの大きいスフェ
ロイドが有意に分化を促進したことから，スフェロイドのサイズによって化合物ならびに自己
組織化の反応性が異なることが明らかとなった（下図）。 
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