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研究成果の概要（和文）：　ヒトiPS細胞の挙動を制御するための安価な軟培養面の作成に成功し、未分化維持
に用いられる高価なサイトカインを添加することなく、培養面の硬さの制御のみによって、ヒトiPS細胞の未分
化維持培養ができることを明らかにした。
　培養面の硬さおよびECM依存的に、マウス骨格筋芽細胞の自己組織化が誘導されることを明らかにし、ゲルや
スキャホールドなどの足場を用いることなく、収縮する人工骨格筋細胞の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in creating an inexpensive soft culture surface for 
controlling the behavior of human iPS cells. It was clarified that undifferentiated maintenance 
culture of human iPS cells can be performed only by controlling the hardness of the culture surface 
without adding expensive cytokines used for maintenance of undifferentiation.
It was clarified that the self-organization of mouse skeletal myoblasts is induced depending on the 
hardness of the culture surface and ECM. Furthermore, we succeeded in constructing contracting 
artificial skeletal muscle cells without using scaffolding such as gel or scaffold.

研究分野： 生物化学工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
物理刺激のみによってヒトiPS細胞の未分化維持培養ができれば、現在高コストが実用化障壁の1つになっている
ヒトiPS細胞を用いた細胞治療のための、新たな培養プロセス開発の一助となる。
また、自己組織化を効率的に誘導するプロセスを開発したことによって、より生体内の状態に近い人工骨格筋組
織を誘導することができ、世界的な動物実験に対する風当たりの中において、新たな創薬等の研究開発のための
ツールとなり得ると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 生体内において、細胞は多様な物理刺激を常に受けている。例えば血流によって、血管内皮細

胞には剪断応力刺激が負荷される。呼吸によって、肺細胞には伸展刺激が負荷される。細胞はこ

れら多様な物理刺激を生化学的なシグナルへと変換して細胞内に伝達し、それに対して応答す

る（メカノトランスダクション）。細胞は物理刺激に応答することで、本来の機能を維持してい

ることが徐々に明らかになってきている。申請者らはこの物理刺激を、再生医療の細胞源として

期待されているヒト iPS 細胞の培養プロセスに応用すべく、ヒト iPS 細胞の増殖と遺伝子発現が

培養面の硬さ依存的に変化することを見出し、報告してきていた（図１）。さらに申請者らは撹

拌懸濁バイオリアクターを用いた培養プロセス開発において、流れよる剪断刺激がヒト iPS 細胞

の遺伝子発現に影響を与えることを示す知見も得ている。現在、ヒト iPS 細胞を目的の細胞へ分

化誘導するためには、多くの添加薬剤を適切なタイミングで添加することによって行われてい

るが、コストの高さが問題になってくるため、物理刺激のみによって細胞挙動を操ることは細胞

製造プロセスに有用であると考えた。 

 

図１ 培養面硬さ依存的なヒト iPS 細胞増殖変化 

 

２．研究の目的 

 ヒト iPS 細胞を用いた研究の驚異的な進歩により、様々な分化誘導手法が報告されているが、

物理刺激のみで目的細胞まで分化誘導する一連の技術は確立されていない。本研究では、物理刺

激を用いてヒト iPS 細胞の挙動を制御する手法を開発することを到達目標とする。 
 
３．研究の方法 
上記の背景およびこれまでの研究成果をもとに、本研究ではヒト iPS 細胞やマウス骨格筋芽細胞

が培養面の ECM や硬さに対してどのような応答をするのかを評価するために、様々な ECM や

硬さの培養面上でそれぞれの細胞を培養して、その応答を明らかにする。また硬さを変化させた

培養面は、ECM タンパク質を吸着させるための官能基を培養面上に導入するために Sulfo-

SANPAH と呼ばれる試薬を用いており、非常にコストが効果になっている。そこでタンパク質

架橋剤として Sulfo-SANPAH でなく、NHS-acrylamide ester を用いた新しいポリアクリルアミド

ゲル培養系を構築する。 

 
４．研究成果 

 これまでヒト iPS 細胞が硬さ依存的に増殖を変化させることは明らかにしていた、次に未分化

維持において、培養面の硬さが細胞挙動に与える影響を評価した。さまざまな硬さの培養面上に

おいて、ヒト iPS 細胞の未分化維持に必須のサイトカインである bFGF を添加することなく培養

を行った。その結果、より軟らかい培養面で培養した場合において、未分化性が維持されている



ことが明らかとなり、足場の硬さ依存的にサイトカインに依存しない未分化維持が成されてい

ることが明らかとなった（図 2）。 

 
図 2 培養面硬さ依存的なヒト iPS 細胞の未分化維持 

 

 ポリアクリルアミドを用いた安価な軟培養面作成のために、N-ヒドロキシこはく酸イミドア

クリルアミドを用いて軟培養面を作成し、ECM の吸着および細胞培養に使用できるかどうかの

評価を行った。その結果、ECM の吸着（図 3 左）および細胞の増殖を確認でき、Sulfo-SANPAH

を用いた時と同様に、細胞の伸展に変化も確認できた(図 3 右)。よって Sulfo-SANPAH を用いる

ことなく、安価な軟培養面を作成することができたと考えている。 

 

 
図 3 N-ヒドロキシこはく酸イミドアクリルアミドを用いた新規軟培養面 

 
 
 さらに様々な硬さの培養面において、マウス筋芽細胞を用いて挙動の変化を評価した。ヒト

iPS 細胞の筋分化に対する評価は未達であるが、予備的に行ったマウス筋芽細胞群が培養面の硬

さ依存的に自己組織化することを見出した（図 4）。またこの自己組織化は軟培養面上にコート

する ECM の種類によっても挙動が変化することが明らかとなった。これらのパラメーター全て

を最適化することによって、マウス筋芽細胞の効率的な自己組織化を誘導し、骨格筋分化誘導を

行うことによって、生体内と同様に電気刺激によって収縮する人工骨格筋組織を構築すること

に成功した。 
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図 4 軟培養面を用いて誘導した人工骨格筋組織 
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