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研究成果の概要（和文）：従来の生物学的手法（生体シグナル因子添加や遺伝子導入での制御）

ではなく、電子線リソグラフィーを基盤に開発したナノスケールの細胞パターニング基板で培

養するだけで、間葉系幹細胞（MSC）を分化誘導する手法を構築した。幅 500 nm の微細な溝状

パターンで培養した MSC は、パターンに沿って著しく伸展し核の変形も見出された。さらに、

ナノ溝パターンの深さを適切に設定すると、MSC の増殖が抑制されると共に骨や神経の分化マ

ーカー遺伝子の発現が顕著に亢進し、分化誘導を達成した。

研究成果の概要（英文）：The novel cell patterning system was developed by utilizing the
electron beam (EB) lithography and the EB-reactive polymer resists. And as a new method,
we achieved inducing differentiation of mesechymal stem cell (MSC) just by culturing at
the nano-topographic pattern of a single linear groove in 500 nm width, without
transfecting any DNA and/or applying any biosignaling factor like concentional biological
methods. MSCs were extraordinarily streched along the groove, presumably accompanying
mechanical stress, and markedly increased gene expression of the neural markers and the
osteogenic markers.
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１．研究開始当初の背景
多分化能を有する幹細胞（E S 細胞や iPS

細胞、間葉系幹細胞）は、再生医科学分野な

どでの活用が大きく期待されている。これら
多能性幹細胞を元に移植用などの組織を構
築するためには、特定の細胞種への分化誘導
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が必須であり、そのための技術開発は世界的
に激烈な競争となっている。例えば、骨髄由
来の間葉系幹細胞は、発生・分化に関わる
Notch 遺伝子を導入しさらに特定のサイトカ
イン・栄養因子（bFGF、CNTF、forskolin）
を加えることで、神経系細胞へ誘導されるこ
とが示されている。しかし、外来遺伝子を細
胞に導入しなければならず、臨床応用に向け
ては安全性の確保が懸念される。
一方、生体内では、細胞の維持・増殖・分

化やそれらに基づく生体組織の形成を制御
するために、支持細胞や細胞外マトリックス
および液性因子などから構成される細胞周
辺環境（細胞ニッチ）が重要な役割を果たし
ていることが明らかになってきた。そこで、
このような培養環境を人工的に構築し、遺伝
子導入やサイトカインの添加を要せずに幹
細胞を分化誘導する技術を開発すれば、従来
の分化誘導法の問題点に対する有力な解決
策となり得る。よって、この言わば人工細胞
ニッチの開発は、将来の再生医科学への応用
に極めて有用である。さらに、人工ニッチ研
究は、細胞周囲環境による細胞機能の制御に
関する分子細胞生物学的な理解を一層深め、
生体内の細胞ニッチの機構解明にも大きく
寄与すると期待される。

２．研究の目的
独自に構築した電子線リソグラフィー（EB

lithography）による細胞パターニングシス
テムを応用して、幅 100 nm オーダーの直線
状の溝（トレンチ）構造パターンを EB 反応
性高分子表面に作製する。このナノパターン
を微細培養場とし、間葉系幹細胞を接着領域
が制限されたこのパターン上で培養するだ
けで、分化誘導するシステムの確立に取り組
む。
間葉系幹細胞は中胚葉由来であるので、筋

や骨といった中胚葉由来の組織への分化を
評価すると共に、本来は外胚葉由来である神
経 細 胞 へ の 分 化 形 質 転 換 誘 導
（transdifferentiation）も検討する。
主な検討項目を以下にまとめる。

(1) 分化挙動を、蛍光免疫染色法に加えて
RT-PCR による発現遺伝子解析など分子生物
学な手法からも明らかにする。
(2) 分化誘導の効率の最大化と機構解明の
ため、ナノ・溝（トレンチ）パターン構造の
最適化を行うと共に細胞の接着様式や伸展
度合いを詳細に解析する。また、抗リン酸抗
体による免疫染色により、分化形質転換に関
与する細胞内シグナル伝達の解析を試みる。
(3) 細胞には、分化形質が異なると言われて
いる骨髄由来と胎盤由来の間葉系幹細胞を
用い、細胞種の違いによる分化挙動の差異を
解析する。

(4) 分化誘導した間葉系幹細胞を実験動物
に移植して生体内環境での更なる分化や癌
化の有無など細胞挙動を解析し、移植医療で
の細胞ソースとして有効性を検証する。

３．研究の方法
(1) 間葉系幹細胞の分化誘導効率を最大に
するため、ナノ・溝（トレンチ）パターン幅
の条件を最適化する。
(2) 骨や筋ならびに神経など各分化マーカ
の発現を、蛍光免疫染色法による解析と
RT-PCR 法による遺伝子解析の両面から詳細
に検討する。
(3) 分化誘導の機構解明のため、ナノ・溝（ト
レンチ）パターンへの細胞接着様式を明らか
にする。このため、細胞の接着複合体や接着
斑関連タンパク質の局在を、CLSM や TIRF な
どの顕微鏡観察により詳細に解析する。また、
抗リン酸抗体による免疫染色により、分化に
関与する細胞内シグナル伝達の解析を試み
る。
(4) 胎盤由来と骨髄由来の間葉系幹細胞を
ナノ・溝（トレンチ）パターン培養基板上で
培養し、細胞種の違いによる分化誘導の差異
を比較する。
(5) ナノ・溝（トレンチ）パターン上で分化
形質転換誘導した間葉系幹細胞をラットな
どへ移植して生体内での挙動を解析し、移植
医療における細胞ソースとしての有効性を
検証する。

４．研究成果

(1) 間葉系幹細胞の分化を誘導する微細培

養場としてのナノ・溝（トレンチ）パターン

基板の構築：

電子線リソグラフィー技術を用いて、ガラ

ス基板上に固定された電子線反応性高分子

レジストに一本の細長い溝（トレンチ）状の

パターンを作製し、微細培養場に用いた。パ

ターンの幅を 100～500 nm とナノレベルでさ

まざまに変化させ、さらに 1～50 m とマイ

クロスケールのパターンも加えて、まずヒト

胎盤由来の間葉系幹細胞（hpMSC）を播種し、

これら微少な溝（トレンチ）パターン上での

挙動を観察した。この hpMSC は、いずれのナ

ノ・溝（トレンチ）パターン上にも接着する

ことが可能であり、細胞の接着率は幅 200 nm

から顕著となった。これら細胞は、溝に沿っ

て接着、伸展して、力学的負荷を伴うと考え

られる紡錘状の形態を呈した。また、一般的

な培養皿での培養と比較して、接着面積の減

少、溝に沿ったアクチンフィラメントの配向、

核の変形などの特徴も見出された。溝に沿っ



て配列した細胞は単一細胞として存在して

隣接する細胞と接着しなかった。このため、

従来のパターン基板培養系とは異なり、培養

細胞間の接触による情報伝達の影響を排し

て、基板表面の微細構造が細胞挙動に及ぼす

効果のみを評価することが可能となった。一

方、幅 5～50 m のパターン内では細胞が増

殖し、細胞同士が密に隣接するコンフルエン

トの状態となった。

そこで、生体シグナル因子を使用せず、ナ

ノ・溝（トレンチ）パターンで培養するだけ

で分化誘導が起こるかを評価した。蛍光抗体

染色による解析では、播種後 5日間の培養に

おいて、神経分化マーカーである Tuj1 の発

現が確認された。そこで、qRT-PCR によって

GAPDH の mRNA 発現を基準として Tuj1 の mRNA

の相対的発現量を評価した。通常平面培養細

胞と比較して幅 500 nm のパターン上で培養

した細胞では 1.92 倍の増大が見られ、遺伝

子の発現亢進が最も顕著であった。以上より、

ナノスケールの微小培養場で通常とは異な

る力学的環境において間葉系幹細胞を培養

することで、液性因子を用いることなく分化

を誘導できることが強く示唆され、その効果

は幅 500 nm のパターンで最も顕著となるこ

とが見出された。

(2) ナノ・溝（トレンチ）パターン上での分

化挙動の詳細な解析：

ナノ・溝（トレンチ）パターン上培養にお

ける接着や分化挙動を、hpMSC に加えてヒト

骨髄由来 MSC（hbmMSC）についても検討を行

い、細胞種による違いを詳細に評価した。パ

ターン幅は、hpMSC での Tuj1 遺伝子発現を顕

著に亢進した 500 nm に固定した。

まず、いずれの細胞でも、通常平面培養細

胞と比較して、幅 500 nm の溝パターン上で

培養した細胞では有意な増殖抑制が観察さ

れた。このため、幹細胞の 2つの能力のうち、

自己複製ではなく分化へと活動が傾いてい

ることが推察された。そこで、GAPDH の mRNA

発現を基準とした qRT-PCR による定量的な

mRNA 発現解析を行った。hpMSC および hbmMSC

のいずれにおいても、神経分化マーカーであ

るnestinならびに骨分化マーカーであるOCN

の発現の顕著な亢進が見出された（5 日間培

養時で、nestinはそれぞれ約10倍と約7倍、

OCN は約 4倍と約 3.5 倍）。また、神経細胞の

分化系列において、神経幹細胞マーカーの

nestinはいずれのMSCで発現亢進しているが、

神経前駆細胞ならびに成熟神経細胞マーカ

ーである Tuj1 は hbmMSC では亢進していなか

った。すなわち、ナノパターンの微小培養場

で、液性因子を用いることなく分化誘導が可

能であること、また分化の方向性は定まって

いる訳でなく、複数の遺伝子が動いているこ

とが強く示唆された。さらに、hpMSC と

hbmMSC の比較においては、Tuj1 の発現の差

異が見られ、MSC の種によって分化挙動の異

なることが見出された。

(3) ナノ・溝（トレンチ）パターン上での幹

細胞分化誘導機構検討と体細胞の挙動制御

への拡張：

ナノ・溝（トレンチ）パターンの溝の深さ

を 100 nm または 400 nm に変化させて、間葉

系幹細胞の接着性や分化挙動を比較した。幅

は 500 nm に固定した。hpMSC についての

qRT-PCR での定量的な mRNA 発現解析では、深

さ400nmにおいて神経分化マーカーnestinお

よび骨分化マーカーOCN の平均発現量が共に

100 nm よりも約 2 倍に増大した。一方、抗

P-paxillin 蛍光免疫染色で評価したパター

ンへの接着斑形成は、400 nm の方が小さかっ

た。さらに、接着基板からの細胞内へのメカ

ノストレス伝達に関与すると考えられてい

る II 型ミオシンについて、機能阻害剤であ

る blebbistatin を添加しても nestin の遺伝

子発現量は顕著に変化しなかった。これらよ

り、これまでに議論のあった「接着斑からア

クチンストレスファイバー/ II型ミオシンを

介したメカノストレス伝達」以外の hpMSC 分

化誘導機構の存在が示唆された。

ナノ・溝（トレンチ）パターンで培養した

間葉系幹細胞は、現時点では特定の細胞種へ

完全に分化誘導制御されず、神経や骨の複数

の遺伝子発現が亢進することが見出された。

そこで、実験動物へ移植することでの移植医

療における細胞ソースとしての有効性の検

証については、特定細胞種への分化制御が達

成するまで延期し、ナノ・溝（トレンチ）パ

ターン上培養による細胞挙動制御について、

対象とする細胞種を幹細胞から体細胞へと

拡張してさらなる検討を進めた。

体細胞には、中枢神経系におけるグリア細

胞の一つであるであるアストロサイトを選

択した。アストロサイトは、in vivo では線

維状突起を伸長させた星状形態を呈し、グル

タミン酸トランスポーターGLT1 の発現が亢

進する。一方、通常の in vitro 平面培養で

は広く伸展した形態へと変化し GLT1 発現も

低下する。ここで、100 nm 幅のナノ溝パター

ンを十字に組み合わせたパターン上培養で

アストロサイトを疑似星状形態へ誘導する

と、GLT1 発現が平面培養との比較で 5.7 倍に

増大した。すなわち、体細胞であっても、ナ



ノ溝パターンで培養することでメカノスト

レスを負荷するまたは形態を操作すること

により、分化もしくは形質の変化を誘導し得

る可能性を見出した。

(4) 総括・将来展望

独自の電子線リソグラフ加工細胞パター

ニングシステムを応用し、接着領域が制限さ

れたこのパターン上で間葉系幹細胞を培養

するだけで分化誘導する基板を構築した。ま

た、ナノスケールの直線状溝パターンにおけ

る凹凸形状の違いが、hpMSC の接着性、分化

挙動に異なる効果を及ぼすことを見出した。

特に、接着斑やストレスファイバーを介した

メカノストレス伝達もしくはこれら分子形

成の動的な変動が間葉系幹細胞の分化を促

進するとの仮説に反し、接着が不十分な微小

培養場を構築することで間葉系幹細胞の分

化を誘導し得ることを見出した。すなわち、

メカノストレスに大きく依存しない新たな

幹細胞分化誘導機構の存在を示唆すると共

に、微小培養場の新たな設計論を提案した。

さらに、ナノ溝パターンでの培養が、幹細胞

だけでなく体細胞であるアストロサイトの

形質の変化も誘導し得ることを示した。

今後は、間葉系幹細胞については、さらに

多くの分化マーカーを対象に分化挙動を網

羅的かつ詳細に解析し、特定の細胞種へと分

化誘導が可能かを検討していく。また、アス

トロサイトについては、パターン上培養で遺

伝子発現が亢進された GLT1 が、タンパク質

レベルでも発現が上がりグルタミン酸取り

込み能の機能が増大しているかを解析する。

これらの取り組みにより、ナノ・溝（トレン

チ）パターン微細培養場の設計をさらに進化

させていく。
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