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研究成果の概要： 
 ES 細胞や iPS 細胞を用いた再生医療の実現には、特定の臓器や組織の細胞に分化させる技
術の他に、それらの細胞を大量に作り出す技術を開発することが必要である。本研究において
は、そのための技術として、分化誘導を行う前段階の胚様体と呼ばれる球状の組織体を大量に
調製するための培養容器の開発を行った。その結果、我々の身近に存在する海藻や植物からの
抽出物を利用して直径約 0.1mmの胚様体を大量に調製する容器を開発することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

「再生医療」の実現は、多くの疾病の根本
的な治療法になりえることから日本も含め
て世界中で多くの検討が行われている。なか
でも、全ての細胞系譜に分化できるとされる
胚性幹細胞（ES 細胞）の分化制御に関する
研究が特に精力的に進められている。この
ES 細胞からの分化誘導においては、胚葉体
と呼ばれる ES細胞の凝集塊を形成させるス
テップを経るのが最も一般的であり、細胞培
養ディッシュの蓋に ES細胞懸濁液滴を付着
させ培養するハンギングドロップ法や、非細
胞接着性の基材を用いた浮遊培養法がその

作製に広く用いられている。しかし、前者で
は得られる胚様体の状態が実験者の手技に
大きく依存すること、後者では胚様体サイズ
の不均一性が問題となっている。これらの問
題点は、分化制御に関する結果の再現性に大
きな影響を及ぼす。さらに、大量の胚様体の
調製が困難であることも共通する問題点で
ある。以上のようなことから、サイズの均一
性の高い胚様体を大量に調製可能な手法の
確立は、再生医療の実現のために不可欠な事
象であると考えられた。 

このような課題に対して、研究代表者は、
それまでに全く異なる用途での使用を目指
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して検討を行っていた細胞包括カプセルを
利用することを着想した。 
 
２．研究の目的 
2 年間の研究期間内に、細胞包括カプセル

を利用して大量に胚様体を得るための基礎
的な培養条件を確定すると共に、再生医療に
関わる検討に使用可能であるために必要な
分化能の保持を明らかにすることを目的と
した。具体的には以下を目的とした。 
（１）カプセル構造の最適化 

申請者がこれまでに確立していた直径 100 
マイクロメートル程度の細胞包括ゲルビー
ズの作製に関する手法をもとに、これまでに
代わる材料を開発し利用することで、より動
物細胞の包括に適したカプセル調製方法を
確立することを目的とした。 
（２）ES細胞のカプセル化 
ES 細胞からの胚様体形成においては、細

胞接触面の細胞接着性などが胚様体形成ま
での期間および得られる胚様体の性質に影
響を与えることが報告されている。したがっ
て、カプセル最外層構成材料の物性が胚様体
の形成過程およびその性質に与える影響を
明らかにすることを目的とした。 
（３）胚様体を回収可能なカプセルの開発 
ES 細胞から胚様体を作製した後には、カ

プセル内から組織体を回収する必要がある。
そこで、細胞に穏和な条件下で組織体を回収
することのできる新たなカプセルの開発を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）カプセル構造の最適化に関する検討 

本研究開始前までに使用していた細胞包
括材料はペルオキシダーゼの酵素反応で架
橋するアルギン酸であった。しかしアルギン
酸は、しばしばその製造過程で取り除くこと
の難しい細胞に傷害をあたえる成分の残留
が問題となっている。そこで、アルギン酸に
代わる材料として高純度のものを安価に入
手可能であるカルボキシメチルセルロース
（CMC）を利用することが可能であるかどう
かの検討を行った。カプセル作製に利用した
CMC誘導体は、CMCに水溶性カルボジイミ
ドを用いてチラミンを結合させることによ
って作製した。この新たに開発した誘導体の
水溶液に動物細胞を分散し、酵素ペルオキシ
ダーゼを溶解させた後に、過酸化水素を溶解
させ、層流状態で流動させた流動パラフィン
流中に押し出した。この操作によって流動パ
ラフィンから供給される過酸化水素を利用
した直径約100マイクロメートル程度のゲル
ビーズの作製を行った。 

ゲルビーズの作製後に、セルラーゼを用い
て分解を試み、分解に要する時間とその後の
生存活性を行った。 

 
（２）ES細胞のカプセル化に関する検討 
 マウス ES細胞のカプセル化にはペルオキ
シダーゼの酵素反応でゲル化するアルギン
酸誘導体を使用した。具体的には、培養皿か
ら剥離したマウス ES細胞をアルギン酸誘導
体の水溶液に分散させた後、ペルオキシダー
ゼを溶解させ、上述と同じ方法で直径約 100
マイクロメートルの ES細胞包括アルギン酸
ゲルビーズを作製した。このゲルビーズを 40
度に保ったアガロース水溶液に分散させた
後、過酸化水素を含まない層流で流動させた
流動パラフィン流中に押し出し、得られたエ
マルションを冷却した。次いで、アルギン酸
分解酵素であるアルギン酸リアーゼを含有
する培地に浸すことによってアルギン酸ゲ
ルビーズを分解し、球状の中空構造を得た。
その後、培養を行い増殖性と、ES 細胞の未
分化性に関して評価を行った。 
 
（３）胚様体を回収可能なカプセルの開発に
関する検討 
（２）の検討ではアガロースをカプセル膜と
して利用したが、アガロースゲルを細胞に穏
和な環境で分解することは不可能であった。
これを受けて、次いでいずれもペルオキシダ
ーゼの酵素反応でゲル化可能なアルギン酸
誘導体と CMC誘導体を利用して中空カプセ
ルを作製した。具体的には、まず CMC誘導
体のゲルビーズに細胞を包括した後に、アル
ギン酸ゲル皮膜を酵素反応によって形成さ
せ、セルラーゼで内部の CMC誘導体ゲルを
分解し、中空構造を作製した。適当な培養期
間の後に、内部で細胞塊が形成されたカプセ
ルを、アルギン酸リアーゼを含む培地に浸し
てカプセル壁の分解を行った。これにより回
収された組織体を新しい細胞培養ディッシ
ュに移し、各操作の際に最も影響を受けやす
いと考えられる組織体最外層の細胞の接着
挙動を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）カプセル構造の最適化に関する検討 

CMC 誘導体の利用可能性を探るために、
まず直径 100 マイクロメートル程度のゲルビ
ーズを作製可能であるかどうかを調べた。そ
の結果、図１に示されるように、流動パラフ
ィンの流速をコントロールすることによっ
て粒子径の制御が可能であることが明らか
となり、目標とするサイズのゲル粒子も得る
ことができた。次いで、ネコ腎由来の繊維芽
細胞の包括を行い、図２に示される細胞包括
ゲルビーズを得ることができた。また、この
細胞の生存活性推移を測定した結果、培養日
数の経過と共に増加したことから（図３）、
この材料は細胞死を招くことはないことが
明らかとなった。さらに、このゲルビーズを



セルロース分解酵素であるセルラーゼ含有
培地に浸したところ、ゲルの分解が可能であ
り、それによって放出された細胞の生存率は
85%以上であったことから、この分解プロセ
スも細胞に悪影響を与えないことが示され
た。 

 30 年以上にわたり研究が続けられている
動物細胞包カプセルの分野において、生体適
合性の高いセルロースのみから構成される
カプセルはこれまで報告が無く、本研究で開
発を行った胚様体調製用のカプセル材料以
外のカプセル化用途においても有望な材料

を開発できたと言える。また、アルギン酸よ
りも安全性の高い材料の開発に成功した。 

 

（２）ES 細胞のカプセル化に関する検討 

 マウス ES 細胞をアルギン酸ゲルビーズに
包括した後に、アガロースゲル皮膜を付与し、
その後アルギン酸リアーゼを用いてアルギ
ン酸ゲルの分解を行った。その結果、図４に
示されるように、包括直後にはバラバラに分
散していた ES 細胞が、カプセル作製 12 時間
後には凝集して数個の細胞塊を形成した。さ
らに培養を続けると、組織体の大きさはカプ
セル中空を埋め尽くすまでに成長した。こう
して得られた細胞塊に対してアルカリフォ

図１.ゲルビーズ粒子径と流動パラフ

ィン流速の相関. 

図 2. CMC誘導体から作製した直径約

100 マイクロメートルの細胞包括ゲル.

ーズ.  

図 3. ゲルビーズ包括細胞のミトコン

ドリア活性推移. 

図5. ES細胞のALP染色写真. Bar:100

マイクロメートル. 

図 4. (a)ES細胞包括直後, (b)12時間後, 

(c)3日後の顕微鏡写真. 



スファターゼ染色を行った結果、強く赤く染
まる部分が確認され、カプセル内で形成した
細胞塊にも、既存の方法と同じように未分化
な部分が存在することが明らかとなった。ま
た、さらに培養期間を延長しても細胞が漏洩
することはなく、これまでの実験系では不可
能であった細胞塊のサイズの増大を伴うこ
となく長期間胚様体を培養できる培養器と
なることが明らかとなった。この成果に関し
ては、非常にインパクトのある結果として、
著 名 な 学 術 誌 で あ る Biotechnology and 

Bioengineering 誌の表紙に掲載されると共に、
掲載号の論文の中でインパクトを与えるで
あろう論文の一つとして紹介された。また、
2009 年 2 月 17 日には化学工業日報の一面に
おいても紹介された。 

 

（３）胚様体を回収可能なカプセルの開発に
関する検討 

 上述のアガロースカプセルの欠点である
カプセル壁を細胞に穏和な条件下で分解で
きない欠点を解決するために、研究成果（１）、
（２）で記載した CMC 誘導体とアルギン酸
誘導体から中空カプセルを作製した。まず
CMC 誘導体ゲルビーズに包括後、アルギン

酸皮膜の形成を行い、その後にアルギン酸皮
膜の分解を行ったところ（図６）、細胞の生
存率は約 85%と非常に高く、このカプセルが
細胞の生存をほとんど損なうことなく作製
可能であることが明らかとなった。次いで、
2 週間の培養を行ったところ、アガロースゲ
ルを皮膜とした場合と同様に、カプセル内で
細胞は球状の組織体を形成した。 

 カプセル壁の分解の影響を調べるために
アルギン酸分解酵素を含む培地に浸したと
ころ、1 分後にはアルギン酸カプセル皮膜は
消失し、カプセル内部から球状の組織体を回
収することができた。このように短時間で組
織体を回収できることは予想外であったが、
短時間で作業が終わることは実用化を考え
た場合に非常に重要なポイントとなると考
えられる。さらに、回収された組織体を別の
培養ディッシュに移して培養したところ、40

分後には接着し、180 分後には細胞の伸展が
確認され、1 日後には明らかな増殖が確認さ
れた。このことは、カプセルの分解プロセス
が組織体の表面近傍の細胞にも極めて穏和
に進行したことを示している。 

 これまで世界中で検討が行われてきた細
胞包括カプセルの歴史において、カプセル内
部から細胞や組織を取り出して使用するた
めの容器としてカプセルを開発・利用した報
告はなく、この成果は世界で初めてのもので
あり、同分野に大きなインパクトを与えると
考えられる。 

 今後は、このカプセルを利用してすい臓や
心臓の細胞への分化を試みる。 
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図6. CMC誘導体ゲルビーズを分解して

作製したアルギン酸誘導体カプセル. 

図 7. アルギン酸皮膜を分解後の細胞塊

形態変化. Bars: 100マイクロメートル. 
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