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研究成果の概要（和文）：本研究では，新しいダイレクトリプログラミング技術として，細胞の「形態」に着目
した． 細胞の形態制御が，ある体細胞から別の体細胞への直接的な変化を実現する可能性についてである．本
課題では，線維芽細胞（スタート細胞）から脳組織を構成するアストロサイト（ターゲット細胞）へのダイレク
トリプログラミングを試みた．アストロサイトのパターン上に播種されたヒト新生児皮膚線維芽細胞において，
アストロサイトの分化マーカーであるGFAPの発現が観察された．この結果は，スタート細胞をターゲット細胞の
形状に制御することにより，スタート細胞がターゲット細胞へ分化する可能性を示唆している．

研究成果の概要（英文）：We paid attention to cellular morphology as a new technology for direct 
reprogramming. It means that we discussed about the potential of cellular alteration from a cell of 
the body into the other cell of the body by controlling the cellular morphology. We tried to change 
from a fibroblast (start cell) into an astrocyte (targeting cell) through the morphological direct 
reprogramming. The expression of GFAP, which is a differentiation marker of astrocyte, was observed 
from human dermal fibroblasts who were seeded on the astrocyte-formed cellular adherence 
micropatterns. This result suggests that the characteristics of start cells could be changed into 
the one of targeting cells just by controlling the cellular morphology.

研究分野：バイオメカニクス

キーワード： ダイレクトリプログラミング　再生医療　マイクロパターニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ダイレクトリプログラミングは，幹細胞へ戻す初期化プロセスを経ないため，初期化プロセスを経る分化誘導法
と比して効率が約10倍増加する．しかし既存のダイレクトリプログラミング手法は，体細胞をiPS細胞へ戻す初
期化プロセスと基本的に同じ遺伝子導入法を用いている．そのため，プロセス数は軽減されるが，発がん化リス
クおよびコストの問題などは解決されていない．本研究で得られた成果は，既存の再生・細胞医療の繁雑なプロ
セスを劇的に簡略化させるとともに，そこに内包されるがん化リスク，コスト問題を克服する可能性を秘めてい
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 

現在の再生・細胞医療は，患者から体細胞を採取し，初期化のための遺伝子導入により様々
な細胞へ分化する能力をもつ幹細胞（iPS 細胞）に戻すことから始まる．そしてさらなる遺伝子
導入により別の体細胞へ分化を促す．この一連のプロセスの効率は現在でも決して高いとは言
えず，例えば 100 個の体細胞を採取したとしても，最終的に別の体細胞として得られるのは 0～
1 個と極めて少ない．加えて，遺伝子導入で使用するウイルスによる発がん化リスク，高価な液
性因子のコストの問題など，再生・細胞医療が基盤医療・基幹産業の一つとなるには，乗り越え
るべき課題はいくつもある． 

 
そのような背景で，さらなる効率化が模索され，ダイレクトリプログラミングが開発される

に至る [1]．ダイレクトリプログラミングは，幹細胞へ戻す初期化プロセスを経ないため，効率
が約 10 倍も増加する．しかし既存のダイレクトリプログラミング手法は，体細胞を iPS 細胞へ
戻す初期化プロセスと基本的には同じ遺伝子導入法を用いている．そのため，プロセスの数は軽
減されるが，発がん化リスクおよびコストの問題などは解決されていない． 
 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では，新しいダイレクトリプログラミング技術として，細胞の「形態」に注目
した．私たちの体を構成する細胞は，それぞれの機能に応じた特徴的な形態をもっている．その
ため，細胞の形態を操作することにより，その機能を変化させることができる可能性を秘めてい
る．すなわち，細胞の形態制御が，ある体細胞から別の体細胞への直接的な変化を実現する可能
性である．これは，既存の再生・細胞医療の繁雑なプロセスを劇的に簡略化させるとともに，そ
こに内包されるがん化リスク，コスト問題を克服する．このコンセプトは根拠のない発想ではな
く，既に形態制御を用い，幹細胞から体細胞へ分化させる技術は報告されている [2, 3]．そのた
め，遺伝子導入法に頼らず形態制御によりダイレクトリプログラミングを実現できる可能性は
十分にある．本課題では，線維芽細胞（スタート細胞）から脳組織を構成するアストロサイト（タ
ーゲット細胞）へのダイレクトリプログラミングを試みた．アストロサイトをターゲット細胞と
した理由は，脳組織を構成するアストロサイトなどの細胞は一度損傷を受けると再生が難しく，
再生医療技術による展開が強く必要とされる一つの細胞であるためである． 
 
 
３．研究の方法 
(1) スタート細胞の培養 

スタート細胞として，ヒト新生児皮膚線維芽細胞
（RCB0222: NB1RGB）を使用した（図１）．指定の培地を用い，
温度 37℃，CO2濃度 5%の環境下のインキュベータで培養した．
培地は毎日交換し，継代を 2～3 日ごとに行った． 
 
(2) ターゲット細胞の形態の取得 

ターゲット細胞には，脳神経アストロサイトを使用した．
指定の培地を用い，温度 37℃，CO2濃度 5%の環境下のインキ
ュベータで培養した．数日間培養した後，位相差顕微鏡によ
る形態画像を取得した．エッジ処理などの画像処理を施し，
パターン化したアストロサイトの画像を図２に示す．  
 
(3) 細胞培養基板の作製 

フォトリソグラフィを使用し，ガラスウェハ上の 5×5 mm2

の領域にターゲット細胞の形状を反転させたパターンをも
つモールドを作製した．そのモールドに培養基板となる PDMS
を流し込み，成形する．その結果，PDMS の細胞培養基板上に
ターゲット細胞の形状が凸型として作製される（図３）．その
後，細胞培養基板上のターゲット細胞の形状をした凸部に細
胞接着分子であるフィブロネクチンをコーティングした． 
 
(4) スタート細胞の播種濃度 

ターゲット細胞の 1 つのパターン上に，1 個のスタート細
胞を効果的に播種する必要があるため，本研究では，スター
ト細胞を 1.0×103，1.0×104，1.0×105，1.0×106 cells/cm2

の細胞濃度について検討した． 

 

図１ ヒト新生児皮膚線維芽
細胞 

 
図２ アストロサイトのパ
ターン 



 
図３ PDMS 細胞培養基板
上に作製されたアストロサ
イトのパターン 

 
図４ 細胞濃度に対するパターン上への播種の成功割合 
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図５ パターン上に播種された細胞の免疫蛍光染色．左：DAPI，右：GFAP 

 
(5) 免疫蛍光染色 

免疫蛍光蛍光染色として，細胞核を染色する DAPI，および
アストロサイトに特異的に発現する GFAP（Glial Fibrillary 
Acidic Protein）を使用した．  
 
 
４．研究成果 
(1) スタート細胞の細胞濃度 

それぞれの細胞濃度におけるパターン上への播種の成功率
を図４に示す．青が 1 つのパターン上に 1 個の細胞が播種され
た割合であり，赤が 1 つのパターン上に複数個の細胞が播種さ 
れた割合を示している．1.0×103 cells/cm2の細胞濃度では，パターン上への播種が成功しなか
ったが，細胞濃度が増加するにつれて，パターン上への細胞の播種割合は増加していくが，複数
個の細胞が播種される割合が大幅に増加する．本研究では，1つのパターン上に 1 この細胞の播
種割合が最も高かった 1.0×105 cells/cm2の細胞濃度を採用した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 免疫蛍光染色 

アストロサイトのパターン上に播種されたスタート細胞の免疫蛍光染色結果の一例を図５に
示す．細胞核とほぼ同じ位置に，アストロサイトの分化マーカーである GFAP の発現が観察され
た．ちなみに，スタート細胞であるヒト新生児皮膚線維芽細胞を形態制御を行わず，自由平面上
での二次元培養を行った場合でも GFAP の発現は若干観察された．しかし，アストロサイトのパ
ターン上に播種された線維芽細胞の方が，その発現が定性的ではあるものの高い傾向を示して
いた．この結果は，スタート細胞をターゲット細胞の形状に制御することにより，スタート細胞
がターゲット細胞へ分化する可能性を示唆している． 
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