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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロウェルチップとマイクロパターニングチップを利用して、幹細胞胚様
体を取り巻くミクロ培養環境が幹細胞の分化特性に与える効果を評価した。マイクロウェルチップ培養では、ウェル径
、ウェル間距離、チップ上の胚様体数が、胚様体の増殖と分化に影響を与えることを示した。マイクロパターニング培
養では、胚様体間距離が少なくとも500μm以下になると胚様体間の干渉作用が現れること見出した。これらの結果は、
胚様体を取り巻くミクロ培養環境の設計は、幹細胞の分化特性の重要な因子であることを示す。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated that the effects of culture microenvironments of em
bryoid bodies (EBs) on the stem cell differentiation. To control the culture microenvironments of EBs, we 
designed two kinds of microchips, microwell and micropattern chips by microfabrication and surface modific
ation techniques. In the microwell chip culture, growth and differentiation of EBs were influenced by the 
microwell diameter, distance between the microwells, and microwell numbers. In the micropattern chip cultu
re, growth and differentiation of EBs were influenced by the presence of neighboring EBs when the separati
on distance was less than 500 micron. These results indicated that the designs of culture microenvironment
s of EBs are important factors for regulation of stem cell properties.
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１．研究開始当初の背景 
 未分化状態での増殖能と様々な機能性細
胞へと分化できる多分化能を有する ES/iPS
細胞は、再生医療や創薬研究などの有望な細
胞源である。これら幹細胞から各種機能性細
胞への分化誘導過程では、その初期ステップ
において「胚様体」と呼ばれる細胞集合体を
形成させる方法が一般的である（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 「胚様体」培養では、その内部における酸
素・栄養素・分泌物・細胞外マトリクスなど
の分布状態や細胞間の接着・コミュニケーシ
ョンの形成状態の違いが、細胞分化のスイッ
チングや方向性に重要な役割を果たすこと
が知られている。また、胚様体は幹細胞同士
が集合・凝集化した細胞集合体であることか
ら、胚様体サイズによって内部の物質移動現
象や相互作用が異なることが指摘されてい
る。さらに、培養系に胚様体が多数存在する
場合には、隣接する胚様体間で相互作用（干
渉作用）が発生することが考えられる。した
がって、胚様体を取り巻くミクロ培養環境と
細胞分化特性の関係を知ることは、幹細胞研
究において重要な知見を与えることが期待
できる。 
 しかしながら、一般的な胚様体形成法とし
て利用されているハンギングドロップ法、U
型プレート法、浮遊旋回・攪拌培養法などで
は、培養下における胚様体の位置や距離など
を厳密に制御することはできず、「ミクロ培
養環境と細胞分化特性の関係」を網羅的かつ
系統的に評価することは難しい。 
 一方、我々はこれまでに微細加工技術と表
面化学修飾技術を巧みに組み合わせ、均質な
胚様体を規則的に培養できるマイクロチッ
プ技術を開発してきた。そこで、これらのマ
イクロチップ技術の特徴を活かすことによ
って、胚様体の内部環境状態ばかりでなく、
胚様体間で見られる干渉作用も網羅的かつ
系統的に解析することができ、ミクロ培養環
境と幹細胞分化特性の関係が明らかにでき
ると考え、本提案に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「胚様体を取り巻くミクロ培
養環境と幹細胞分化特性」の関係を明らかに
することを目的とし、研究期間内において以
下の二つの現象を評価・解析することを試み
た。 
 

(1)「胚様体内部環境と幹細胞分化特性の関
係」：サイズの異なる胚様体を用い、その内
部における酸素濃度勾配、細胞外マトリクス
の分布状態、細胞間コミュニケーションの発
達度合いなどの違いが、幹細胞の分化特性に
与える影響を明らかにする。 
 
(2)「隣接する胚様体間相互作用と幹細胞分
化特性の関係」：培養系内において隣接する
胚様体間の距離を変化させ、胚様体間の干渉
作用が発生する条件やその作用によって導
き出される幹細胞分化特性を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、二つのマイクロチップ技術を
利用して「胚様体を取り巻くミクロ培養環境
と幹細胞分化特性の関係」の評価を実施した。 
 
(1)「マイクロウェルチップ培養による胚様
体特性の評価」 
 微細加工技術と表面化学修飾技術によっ
てマイクロウェルチップを作製した。このチ
ップは、数センチ角の培養基板上に規則的な
マイクロウェル（マイクロ培養空間）を設け、
その表面はポリエチレングリコール（細胞非
接着分子）が化学修飾された構造をしている。
このチップに幹細胞を播種すると、細胞は自
発的に集合・凝集化し、胚様体を形成する（図
2）。 
 本研究では、チップのウェル径、ウェル数、
さらには播種細胞数を変化させることによ
って、ミクロ培養環境が幹細胞の分化特性に
与える効果を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)「マイクロパターニング培養による胚様
体特性の評価」 
 マイクロコンタクトプリンティング技術
を利用してマイクロパターニングチップを
作製した。このチップは、数センチ角の平坦
な培養基板上にゼラチン（細胞接着分子）ス
ポットをプリンティングし、その周囲はポリ
エチレングリコール（細胞非接着分子）が修
飾された構造をしている。このチップに幹細
胞を播種すると、細胞はまずゼラチンスポッ
ト上に接着・伸展し、その後、細胞の増殖に
伴って胚様体を形成する（図 3）。 

図 1．ES/iPS 細胞の胚様体培養 

図 2．マイクロウェルチップ培養 



 本研究では、ゼラチンスポット間距離を変
化させることによって、ミクロ培養環境が幹
細胞の分化特性に与える効果を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 なお、本研究では、胚様体自身が造りだす
ミクロ培養環境に着目していることから、す
べての実験において特定の分化誘導剤は未
添加の培養条件とした。 
 
 
４．研究成果 
(1)「初期胚様体サイズの違いが細胞分化特
性に与える効果」 
 4種類のマイクロウェルチップ；チップ400
（ウェル径 400μm、ウェル数 572 個）、チッ
プ 600（ウェル径 600μm、ウェル数 270 個）、
チップ 800（ウェル径 800μm、ウェル数 150
個）、チップ 1000（ウェル径 1000μm、ウェ
ル数 105 個）を設計・作製した。このチップ
に 1.0×105個のマウス ES 細胞を播種するこ
とにより、各チップのウェル当りの細胞数が、
チップ 400 では約 200 cells、チップ 600 で
は約 400 cells、チップ 800では約 700 cells、
チップ 1000 では約 1000 cells となり、初期
サイズの異なる胚様体を形成させて、幹細胞
分化特性との関係を評価した。 
 各チップにおいて培養1日目には胚様体が
形成され、そのサイズはチップ400では約100
μm、チップ 600 では約 130μm、チップ 800
では約 150μm、チップ 1000 では約 180μmで
あった。その後、細胞増殖に伴って胚様体サ
イズは増加したが、細胞の増殖性はチップ
400、600、800、1000 の順で高く、初期胚様
体サイズが小さい程、細胞増殖が活発に起こ
ることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 培養 7日目における細胞分化マーカー遺伝
子の解析を行った結果、チップ径が小さい
（初期胚様体サイズが小さい）程、肝分化（内
胚葉系）が促進され、逆にチップ径が大きい
（初期胚様体サイズが大きい）程、心筋分化
（中胚葉系）が促進される傾向にあることを
見出した（図 4）。 
 これらの結果より、初期胚様体サイズの違
いは、胚様体の増殖性と分化の方向性に影響
を与えることが明らかとなった。 
 
(2)「胚様体増殖性の違いが細胞分化特性に
与える効果」 
 ウェル数を一定（195 個）とし、ウェル径
が異なる 4種類のマイクロウェルチップ；チ
ップ 400（ウェル径 400μm）、チップ 600（ウ
ェル径 600μm）、チップ 800（ウェル径 800
μm）、チップ 1000（ウェル径 1000μm）を設
計・作製した。各チップのウェル当りの細胞
数が約 1000 個となるようにマウス ES細胞を
播種し、胚様体増殖性が幹細胞分化特性に与
える効果を評価した。 
 各チップにおいて培養1日目には約160μm
の胚様体が形成された。その後、細胞増殖に
伴って胚様体サイズは増加したが、細胞の増
殖性はチップ 1000、800、600、400 の順で高
く、ウェル径が大きい程、細胞増殖が活発に
起こることが示された。 
 培養 10 日目における細胞分化マーカー遺
伝子の解析を行った結果、各チップにおいて
分化の方向性には違いが見られなかったが、
ウェル径が大きい程、細胞の分化が促進され
ることがわかった（図 5）。また、マウス iPS
胚様体を用いた実験でも同様な傾向が得ら
れた。 
 これらの結果より、マイクロウェルチップ
の条件によって、胚様体の増殖性と分化速度
を制御できる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)「胚様体間干渉作用が細胞分化特性に与
える効果」 
 ゼラチンスポット（300μm）を一定（91 個）
とし、スポット間ピッチ（胚様体間距離）が
異なるマイクロパターニングチップ；チップ
500（ピッチ 500μm）とチップ 1500（ピッチ
1500μm）を設計・作製した。 

図 3．マイクロパターニング培養 

図 4．分化マーカー遺伝子の比較 

図 5．分化マーカー遺伝子の比較 



 播種したマウス ES 細胞は、まずはゼラチ
ンスポットに接着・伸展し、その後、細胞の
増殖に伴って胚様体を形成した。チップ 1500
では、チップ上の胚様体サイズはほぼ同程度
であったが、チップ 500 では周辺部に比べ、
内部に存在する胚様体サイズが小さく、細胞
増殖が抑制されていることがわかった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 形成した胚様体を周辺部と内部にエリア
分類して回収し、細胞分化マーカー遺伝子の
解析を行った。チップ 1500 ではチップ上の
胚様体はほぼ同様な分化状態を示したのに
対し、チップ 500 では周辺部に比べ、内部に
存在する胚様体は未分化維持と肝分化促進
の傾向がみられた。 
 これらの結果より、胚様体間距離が少なく
とも 500μm 以下になると胚様体間相互作用
（干渉作用）が発生し、その作用は細胞分化
特性に影響を与えることが示された。 
 
(4)「胚様体のパターニング転写技術の確立」 
 マイクロウェルチップは、均質な胚様体を
大量形成できる有望な培養ツールである。し
かしながら、形成させた胚様体を回収し、別
の細胞接着培養基板上へと再播種を行う際
に胚様体同士が接着・融合し、その結果とし
て培養系内の胚様体サイズが不均一となる
という問題があった。 
 本研究では、マイクロウェルチップの発展
型として、ウェルを構成するフレームとウェ
ル底面が分離できるチップを開発した。この
チップを利用することによって、マイクロウ
ェルチップにおいて浮遊状態で形成させた
胚様体を細胞接着基板上へと規則的に転写
し、パターニング培養できる技術を確立した。 
 
(5)「まとめと展望」 
 本研究では、マイクロウェルチップおよび
マイクロパターニングチップを用いて、胚様
体を取り巻くミクロ培養環境が幹細胞の分
化特性に与える効果の一環を明らかにした。
すべての検討に共通していえる知見は、胚様
体が嫌気的になりやすい環境が発生すると、
細胞増殖が抑制され、さらに肝分化が促進さ
れる傾向を示すことである。 
 今後、これらの検討をさらに進め、ミクロ
培養環境の制御と分化誘導剤の添加を組み
合わせることにより、効率的な分化誘導技術
へと発展させることが期待できる。 
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