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研究成果の概要（和文）：ヒト人工多能性幹細胞(ヒトiPS細胞)を用いた再生医療や創薬などの産業的利用のためには
，未分化維持培養や分化誘導方法としての培養環境の改良や評価手法の確立が不可欠である．そこで本研究では｢ヒトi
PS細胞遊走性の制御に基づく内在的分化指向性の誘導｣を目指した．特に，細胞組織工学における基盤技術として，二
次元ヒトiPS細胞培養における細胞の初期運命決定の仕組み(未分化と脱未分化を制御する機構)やどのような機構によ
って細胞の分化方向性(外胚葉，中胚葉，内胚葉)を制御するのか解明を行った．さらに，それらの生物的現象を用いて
，未分化状態と多分化能の制御のための分化誘導培養プロセスの設計への応用を示した．

研究成果の概要（英文）：In order to apply human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) for industrial app
lication including regenerative medicine, elucidating the mechanisms underlying behaviour is required for 
regulating hiPSC fate determination. In this study, we focused on the initial fate decision of hiPSCs duri
ng the two-dimensional cultures with feeder cells. In addition, we proposed culture strategy designed deal
ing with determination of hiPSC fates. These studies provide a novel approach for expansion of hiPSCs thro
ugh regulation of cell-cell and cell-substrate interactions.
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１．研究開始当初の背景 
 
2007 年，京都大学の山中伸弥教授が世界で
初めてヒトの iPS細胞の作製に成功して以来，
医療への応用が待ち望まれている．iPS 細胞
とは，皮膚細胞などのすでに分化が完了した
体細胞を，いくつかの遺伝子を導入すること
で初期化し，さまざまな種類の細胞に分化す
る能力（多分化能）を持たせたものである．
ES 細胞とほぼ同等の分化多能性を示すこと
から組織の再生過程に重要な役割を果たす
と考えられている．iPS 細胞の増幅培養，分
化した細胞の組織化培養を実施する際に，
iPS 細胞の未分化性･多能性の維持や目的と
する分化細胞への制御が不可欠となる．しか
し，未分化状態の維持機構や分化誘導条件な
ど未解明な点が多く，さらには肝臓や心臓と
いった組織再生のために必要な細胞数の確
保や確実で安定な移植細胞への分化など解
決すべき問題も多く，新たな手法に基づく培
養システムの確立が求められている． 
これまで，足場の設計指針と細胞機能を決定
する「骨格」の形成機構を解明し，その制御
を目的としたグルコース提示型デンドリマ
ー面の設計に取り込んできた．特に，本培養
面は，間葉系幹細胞に対して，機能的な細胞
接着のダイナミックな再構築と細胞の遊走
により三次元構造をもつ細胞集塊形成し，細
胞内在的シグナリング制御により心筋細胞
への分化に対する単一な分化方向性誘導を
実現することができた． 
 
２．研究の目的 
 
本研究開発の目標は，（１）ヒト iPS 細胞遊
走性の制御に基づく内在的分化指向性の誘
導を目指し，さらにそれらの技術を用いて，
（２）分化誘導培養プロセスを確立するもの
である．具体的には，細胞組織工学における
基盤技術として，ヒト iPS 細胞培養における
細胞の初期運命決定の仕組み（未分化と分化
を制御する機構）やどのような機構によって
細胞の分化方向性（外胚葉，中胚葉，内胚葉）
を制御するのかを解明するための指針設計
を行う．さらに，それらの生物的現象を用い
て，未分化状態と多分化能の制御のための分
化誘導培養プロセスの設計指針を提示する． 
 
３．研究の方法 
 
フィーダー細胞との共培養におけるヒト iPS
細胞（Tic 株）の培養は ReproStem 培地およ
び MEFと SNL フィーダー細胞を用い培養を行
った．iPS 細胞播種後 5 日目まで，同一コロ
ニーの画像を 24 時間ごとに取得し，コロニ
ー内の未分化および逸脱現象を観察した．
MEF フィーダー細胞上で培養した iPS 細胞の
遊走阻害が逸脱現象に及ぼす影響を検討す
るため，培養 3日目に 100 nM Rac1 inhibitor
を添加し，逸脱コロニー形態を観察した． 

また，10 継代培養した細胞は未分化マーカー
や初期分化マーカーの遺伝子解析により未
分化・分化状態を評価した． 
 
４．研究成果 
 
（１）二次元フィーダー細胞との共培養にお
けるヒトiPS細胞の運命決定メカニズムの解
明 
 ヒト iPS 細胞の未分化維持培養は，分裂能
を欠如させたマウス胎児組織由来細胞を支
持細胞（フィーダー細胞）とした共培養によ
り行われている．フィーダー細胞は，細胞成
長因子や細胞外マトリックスを産生するが，
フィーダー細胞によって，iPS 細胞の増殖速
度や未分化逸脱傾向が異なり，未分化状態維
持に重要である．そこで本研究では，iPS 細
胞培養における未分化状態からの逸脱現象
を解明し，細胞未分化維持における間接着結
合と細胞基質間接着結合のバランス制御を
試みた．また，ヒト iPS 細胞の遊走阻害によ
る未分化・分化の制御の関係について検討し
た．SNL と MEF フィーダー細胞を用い，ヒト
iPS 細胞を培養したところ，図 1 に示すよう
に，SNL フィーダーの培養において，未分化
を逸脱した細胞がコロニー中心部において
発生することを明らかにした．発生メカニズ
ムは，コロニーが大きくなると必然的に逸脱
現象が生じており，中心部分で圧迫された細
胞が一部培養面から剥離することで，細胞－
基質間接着の劣化し，アポトーシスが引き起
こされる．その後，E-カドヘリンを介した細
胞－細胞間接着の崩壊により逸脱細胞が 
発生し，活発な分裂による自己増幅により，
逸脱細胞がコロニー内で優勢となることが
分かった．一方，MEF フィーダー上では，iPS
細胞の遊走が活発となり，コロニー中心部分
での逸脱現象が見られないが，周辺部におい
て，遊走が活発であるため E-カドヘリンを介
した細胞－細胞間接着が崩壊し，逸脱細胞が
偶発的に発生している現象が見られた．さら
に，遊走性を阻害するRac1阻害剤の添加は，
コロニー周辺部の逸脱細胞の発生を抑制し，
反対に中心部にて発生し，SNL フィーダー上
と同様の逸脱現象が見られた． 
さらに，SNL と MEF フィーダー上で培養した
ヒトiPS細胞が長期間培養中に細胞運命決定
に関与しているかどうかを評価するため，ヒ
ト iPS 細胞を 10 継代にわたって培養した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
10 継代培養した細胞は未分化マーカーや初
期分化マーカーの遺伝子解析を行ったとこ
ろ，図 2 に示すように，SNL フィーダー上で
培養した細胞では，1 継代培養での細胞と同
様の未分化維持マーカーである Oct4，Nanog，
Tra1-60 の発現レベルが確認されたが 
初期分化マーカー遺伝子では一部のマーカ
ーについて発現が示された．しかし，10継代
後の MEF フィーダー上で培養した細胞では，
未分化維持マーカーである Oct4 と Sox2 遺伝
子の発現の低下し，中胚葉，外胚葉の分化マ
ーカーの発現が上昇することが示された． 
以上の結果から，フィーダー細胞が提供して
いる培養環境下で細胞遊走性の違いによる
細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着のバ
ランスが変化され，内在的分化指向性の誘導
に影響を及ぼすことが分かった． 
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