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研究成果の概要（和文）：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、(2)適切な組
織細胞（骨芽細胞、心筋細胞並びに間葉系幹細胞）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
胞外マトリックス（ECM）の判明を本研究の目的とした。弾性率が25kPa前後のポリビニルアルコール系ハイドロ
ゲルが基板として最適であった。最適なナノセグメント固定化細胞培養基板上の細胞接着因子ペプチド（ラミニ
ンβ４由来ペプチドに2本鎖構造、ジョイント基並びに塩基性リジンを添加したペプチド）が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this study were (1) to design stem cell culture substrates
 that take into account both physical and biochemical factors, and to investigate the possibility of
 mass culturing ES and iPS cells while maintaining their pluripotency, (2) to determine the optimal 
substrate stiffness/elasticity and the optimal extracellular matrix (ECM) and oligopeptide for 
efficient differentiation into appropriate tissue cells (osteoblasts, cardiomyocytes and mesenchymal
 stem cells). Polyvinyl alcohol hydrogels with an elastic modulus of around 25 kPa were found to be 
the most suitable substrates for ES and iPS cell culture. The cell adhesion peptides (peptides 
derived from laminin β4 with double-stranded structure, joint groups and basic lysine) on the 
nanosegment-immobilized cell culture substrates were found to be the optimal for peptide-grafted 
hydrogels for ES and iPS cell culture and differentiation.

研究分野：生体材料

キーワード： 幹細胞培養　生体適合性材料　オリゴペプチド　分化　細胞培養基板　細胞接着因子ペプチド　弾性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療の発展のためには、特定の組織細胞に幹細胞を高効率で分化させること、さらにヒトiPS細胞並びにES
細胞を多分化能状態で、細胞増殖を行なうことが必須である。本研究成果は、幹細胞培養並びに分化に最適な細
胞培養基板の剛性/弾性の同定を行なった。さらに、最適な剛性/弾性を有する細胞培養基板上に固定化された最
適なナノセグメント（ECM並びに細胞接着因子ペプチド）を同定したことが、学術的意義であり独創的な点であ
る。本研究成果の概念が普及することにより、幹細胞並びにＥＳ（胚性幹）細胞の培養並びに分化が容易にな
り、再生医療に貢献することが期待される（社会的意義）。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

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。 

ES 細胞並びに iPS 細胞を生体内と同様な環境で、未分化状態の維持並びに適切な組織細
胞への分化誘導を行なう因子として、さまざまな因子により制御されていることが明らか
となってきている； (1)成長因子に代表される水溶性因子、（２）細胞―細胞間相互作用、
（３）細胞―バイオマテリアル（細胞外マトリックス）相互作用、（４）細胞培養部位（バ
イオマテリアル）の物理的パラメータ（剛性、粘弾性等）。これまで、EGF並びに FGF-2に
代表されるような成長因子の幹細胞に与える効果が主に着目されてきたが、近年、幹細胞の
培養を行なうバイオマテリアル（細胞培養基板）が幹細胞の分化誘導を制御していることが
明らかとなってきた。例えば、Englerらは、細胞培養基板の剛性 /弾性（stiffness）が間葉系
幹細胞の分化方向を誘導することを報告している。2) 神経細胞が大部分である脳と同様に軟
性度の高いゲル上では、幹細胞は神経細胞に分化する傾向がある。また、骨のように剛性の
高い基板上では、幹細胞は骨芽細胞に分化する。 

ヒト造血幹細胞（HSC)に関しては、申請者らは、HSC の未分化状態での増殖には最適な
剛性/弾性を有する細胞培養基板が必須であることを明らかとしている。3）しかしながら、
Englerらの研究は物理的因子 1,2) のみを考慮しており、生化学的因子と物理効果の相乗効果
の研究はこれまで行なわれてこなかった。 
フィブロネクチン、コラーゲン、ビトロネクチン、ラミニン等の細胞外マトリックス（ECM）

を細胞培養基板にコーティングした場合、それぞれの ECMに応じて幹細胞は固有の組織細
胞へと分化する傾向があることが明らかとなってきている（図２参照）。例えば、コラーゲ
ンは幹細胞を骨芽細胞、軟骨細胞への分化を促進させている。ビトロネクチンは、骨芽細胞
への分化を促進させる。さらに、ラミニンは心筋細胞、平滑筋への幹細胞の分化を促進させ、
フィブロネクチンは脂肪細胞への分化を促進させることが明らかとなってきている。しか
しながら、最適な剛性/弾性を有する基板上における ECM の多能性の維持並びに幹細胞分
化（骨芽細胞、インスリン産生細胞、ドーパミン産生細胞）とに対する効果の検討はこれま
で行なわれてこなかった。 
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）上あるいは、マウス癌細胞由来のMatrigel上で培養す
るのが一般的である。近年、MEF細胞を用いずに、ECMを固定化させた細胞培養基板上に
おける未分化状態でのヒト iPS細胞並びに ES 細胞の培養が報告されてきているが、十分な
結果は得られていない。1)特に、最適な剛性 /弾性を有する基板上において、ヒト iPS 細胞
並びにES細胞の増殖におけるECMに対する効果の検討はこれまで行なわれてこなかった。 
 

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
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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、本研究の目的とした。 
 
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
する。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。 (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、間葉系幹細胞、
心筋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。 
 
４．研究成果 
 

hPSC（ヒト多能性幹細胞）を特定の細胞系譜に分化させるための最適かつ効率的
な分化方法を開発する上で、細胞培養用生体材料は重要な要素である。我々は、細胞の
凝集体やコロニーが表面から容易に剥離し、細胞生存率が劇的に低下させることが可能
な hPSCの心筋細胞への分化に最適な細胞培養用生体材料を検討した。本研究では、数
種類の細胞外マトリックス（ECM）コートディッシュを選択した。ここで選択した ECM
は、コラーゲン（COL）、フィブロネクチン（FN）、CellStartTM、ヒトビトロネクチン、
組み換え型ビトロネクチン（rVN）、マトリゲル、Synthemax II、ラミニン-511（LN-511）、
ラミニン-521（LN-521）である。図 1（a）は，胚性幹細胞（hESC）から心筋細胞への
分化誘導中に，様々な ECMコートディッシュで培養した hESCの生存率における時間
依存性を示す。すべての ECMコートディッシュで培養した細胞生存率は、分化時間が
長くなるにつれて低下することが明らかとなった。コラーゲンコート、CellStartTMコー
ト、ヒトビトロネクチンコートした細胞培養基板では、hESCから分化した細胞が接着
せず、3〜5 日後にはすべての細胞がこれらの ECM コートディッシュから剥離するこ
とが明らかとなった。 

 
hPSCを分化させてた 10日後において、Matrigel コート、Synthemaxコート、rVN

コート、LN-511 コート、LN-521 コート、FN コートの各ディッシュで培養した細胞の
生存率は、10％以上を維持したものの、30％以下に減少することが判明した。 

 
また、マトリゲルコート、Synthemaxコート、rVNコート、LN-511コート、LN-521

コート、FNコートさせた各ディッシュは、細胞生存率の観点から、hESCs から心筋細
胞への分化に適した細胞培養用バイオマテリアルであることが明らかとなった。さらに、
マトリゲルコート、Synthemax コート、rVNコート、LN-511コート、LN-521コート、
FN コートの各ディッシュで得られた拍動コロニー数を計測した。その結果を図 1（b）
に示した。各 ECM コートディッシュ上における拍動コロニー数を評価したところ、
6cmディッシュあたり60個以上のコロニーが拍動していることが確認された。Matrigel
コート、Synthemax コート、LN-521 コート、FN コートの各ディッシュで分化した細
胞の拍動コロニー数は、本研究で用いた他の種類の ECMコートディッシュで分化した
細胞よりも高いことが明らかとなった。さらに、Matrigel コート、Synthemax コート、
rVNコート、LN-511 コート、LN-521コート、FNコートの各ディッシュにおける拍動
振動数を調べ、その結果を図 1（c）に示した。Matrigel コート、Synthemax コート、
LN-521 コートのディッシュで培養した hESC 由来の心筋細胞の拍動回数は約 50〜55
回／分であり、これは成人の心臓拍動回数（60〜70回／分）に近いことがわかった。 

 
我々の開発した分化プロトコル 4 を用いて、Matrigel コート、Synthemax コート、

rVNコート、LN-511 コート、LN-521コート、FNコートした各ディッシュで培養した
hESC 由来の心筋細胞における cTnT(心筋細胞マーカー)の発現量を評価し、各種類の
ECM コートディッシュで調製した hESC 由来の心筋細胞の純度を検討した。その結果
を Fig.2 に示す。Matrigel コート、Synthemax コート、LN-521 コートした各ディッシ
ュ上で分化させた hESC 由来の心筋細胞のうち、60％以上の細胞が cTnT の発現を示
していた。特に本研究では、シンテマックスコートしたディッシュ上で分化させたhESC
由来の心筋細胞の 90〜97％は cTnTの発現を示していることが明らかとなった。 
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図 2 プロトコル 4 を用いた hESC 由来の心筋細胞

における心筋細胞マーカーの発現をフローサイト

メトリーで解析した結果。細胞は数種類の ECMコ

ートディッシュで培養した。(a）分化 14 日目にお

けるMatrigel コート、Synthemax コート、rVNコー

ト、LN-511 コート、LN-521 コート、FN コートし

たディッシュ上で心筋細胞に分化誘導させた hESC

（H9）の cTnT 発現を計測させたフローサイトメト

リーヒストグラム。 (b) 分化 14 日目における

Matrigel コーティング、Synthemax コーティング、

rVNコーティング、LN-511 コーティング、LN-521

コーティング、FN コーティングしたディッシュ上

で心筋細胞に分化誘導させたhESCs(H9)の cTnT（心

筋細胞マーカー）発現率。 

 

 

 

 

以上のことから、本研究では、hESC由来心筋細胞の生存率だけでなく、拍動コロニー数

や振動数、さらには hESC 由来心筋細胞の純度（高い cTnT発現率）の観点から、マトリゲ

ルコート、シンテマックスコート、LN-521コートディッシュが心筋細胞分化培養用として

好ましいバイオマテリアルであることが明らかとなった。 

hESC 由来の心筋細胞における 3 つの特異的な心筋細胞タンパク質、α-アクチニン、
MLV2c（ミオシン軽鎖）、cTnTの発現を、免疫染色法により調べた。細胞はMatrigelコー
ト、Synthemaxコート、rVNコート、LN-511コート、LN-521コート、FNコートの各デ
ィッシュ上で培養し、その結果を図 3に示した。今回調べたいずれの ECMコートディッシ
ュを用いて分化させた hESC 由来の心筋細胞は、α-アクチニン、MLV2c、cTnT を広範囲
に発現していることが明らかとなった。 
本研究で検討したいずれの ECM コートディッシュ上で分化させた hESC 由来心筋

細胞において、共焦点レーザー顕微鏡によるα-アクチニンの発現解析により、サル
コメア構造（ラダーモルフォロジー）が明確に観察された。Matrigel コート、Synthemax

図 1 プロトコル 4 を用いた

hESCsの心筋細胞への分化に対

する ECM コートディッシュの

効果。 (a）Matrigel コート、

Synthemaxコート、rVNコート、

LN-511コート、LN-521コート、

FN コートした各ディッシュ上

で心筋細胞に分化させた hESC

（H9）の生存率の時間依存性。

(b) 6cm ディッシュ上で心筋細

胞への分化を誘導させた

hESCs(H9)の拍動コロニー数の

時間依存性。(c) 14 日目後にお

ける心筋細胞に分化させた

hESCs(H9)の拍動回数。                                                                                                           



 

 

コート、rVN コート、LN-511 コート、LN-521 コート、FN コートの各ディッシュ上
で分化させた hESC 由来の心筋細胞の平均サルコメア長（ラダー形態のピッチ）を評
価した。 

Matrigel コート、Synthemax コート、LN-511 コート、LN-521 コート、FN コートし
た各ディッシュ上でプロトコル 4 を用いて分化させた hESC 由来の心筋細胞のサル
コメア長は 1.4-1.7μm であった。これは健常なヒト心臓組織のサルコメア長（1.5μ
m）とほぼ同等であった。さらに、Matrigel コート、LN-521 コートしたディッシュ上
の心筋細胞では、rVN コートしたディッシュ上における心筋細胞よりもサルコメア
の長さが長いことが明らかとなった（p<0.05）。 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

図３ 数種類の ECMコートディッシュ上で分化させた hESC由来の心筋細胞の免疫染色法
による解析。分化 14日目におけるMatrigelコート、Synthemaxコート、rVNコート、LN-511

コート、LN-521コート、FN コートした各ディッシュ上で分化させた hESC由来心筋細胞の
-アクチニンと MLV2c の発現を免疫染色法で解析した。核は Hoechst 33342 で染色した。
スケールバーは 100mを示す。 

 
 

 RNA センダイウイルスベクターを用いたゼノフリー、フィーダーフリーの条件で、
ヒト羊水からヒト誘導多能性幹細胞（hiPSC）を様々な生体適合材料上で作製した。ゼ
ノフリーの培養液をもちいて、羊水からのヒト羊水幹細胞の樹立効率に与える影響を評
価した。さらに、ヒト羊水幹細胞から hiPSCへのリプログラミングの際における細胞培
養用バイオマテリアルがリプログラミング効率に及ぼす影響を検討した。 

ラミニン 511、ラミニン 521、シンテマックス II でコートしたディッシュ並びに、
最適な弾性率を持つハイドロゲルにビトロネクチン由来の特異的オリゴペプチドをグ
ラフトさせた基板に培養させた細胞は、高効率で hiPSCにリプログラミングさせた。こ
の細胞は、多能性タンパク質を発現し、生体外および生体内において３胚葉に由来する
細胞に分化させる能力を有していた。 hiPSC は、完全に動物非由来物質をもちいた条
件で、高い効率（0.15-0.25%）で生成することが明らかとなった。 

羊水由来幹細胞から hiPSCへのリプログラミングには、2種類のタイプの細胞培養
用バイオマテリアルを使用した。(a) COL-PS, FN-PS, CELLstart-PS, Syn II-PS, LN-511-PS, 
LN-521-PS, Matrigel-coated dish などの ECM（細胞外マトリックス）コートディッシュ、
(b) 異なる弾性率を有しオリゴビトロネクチン（P-Y-VN2C）をグラフトさせたポリ（ビ
ニルアルコール-酢酸ビニル-コイタコン酸）ハイドロゲル。今回用いた P-2-VN2C、P-4-
VN2C、P-6-VN2C、P-12-VN2C、P-24-VN2C、P-48-VN2Cの各ハイドロゲルの弾性率は、
それぞれ 10.6、11.1、15.8、18.3、25.3、30.4kPa であった。 

各バイオマテリアル上で培養した羊水由来幹細胞について、初期化(リプログラミ
ング)効率を評価した。マトリゲルを塗布したディッシュ（動物由来物質含有ディッシ
ュ）で培養した細胞の初期化効率は約 0.2%であり、いくつかのヒト細胞種（線維芽細
胞、血液細胞、hADSCs）を用いて報告されている初期化(リプログラミング)効率と同程
度であることが明らかとなった。 COL-PS ディッシュ上でも初期継代で hiPSC を作製
できることが明らかとなった。しかし、コラーゲンⅠ型はウシ由来物質であり、初期化
効率はマトリゲルコートディッシュを用いた場合よりも低いことが明らかとなった。 

我々は、ヒト羊水から最適な生体材料に、RNAセンダイウイルスベクターを用いて
多能性遺伝子を導入することにより、高効率（0.15-0.25%）で hiPSCを作製することに
成功した。ラミン-511、ラミン-521、シンテマックス IIをコーティングしたディッシュ
と、最適な弾性率を有するハイドロゲルに、ビトロネクチン由来の特定のオリゴペプチ
ドを導入した細胞培養基板が、hAFSCsを高効率で hiPSCに初期化するための最適な細
胞培養用バイオマテリアルであることが明らかとなった。リプログラムされた細胞は、
多能性タンパク質を発現し、生体外および生体内において 3胚葉に由来する細胞に分化
する能力を持っていることが明らかとなった。本研究のプロトコルは、前臨床研究や臨
床研究における幹細胞治療の実施を容易にするものである。 
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