
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０２

挑戦的萌芽研究

2014～2013

分化と運動の相関：ノコギリ型により細胞のミクロなゆらぎをマクロな運動へと変換

Correlation between cell migration and differentiation

５０３９６８３４研究者番号：

大沼　清（Ohnuma, Kiyoshi）

長岡技術科学大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５６５００４９

平成 年 月 日現在２７   ６ ２２

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：ヒトの誘導多能性幹細胞（iPS細胞）は各種の細胞に変化できるが、各種の細胞が勝手に動
き回ると制御が難しくなる。ところが、各種の細胞の動きがどの様に異なるかは未だに明らかでない。
本研究は、細胞を型の中に閉じ込め、かつ様々な条件を一度に観察することにより、各種の細胞の運動の特徴を効率的
に調べる事を目標とした。その結果、髪の毛の太さ程度の小さな型の中にヒトiPS細胞を閉じ込める新技術の開発に成
功した。またヒトiPS細胞が別の細胞に変化し始めると動きが遅くなるを明らかにした。
各種の細胞の動きを知り、それを制御する技術が開発できれば、再生医療に大きく貢献できるだろう。

研究成果の概要（英文）：Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) have the ability to differentiate 
into all types of cells. Letting many types of cells wander around culture dish could lead to out of 
control behavior, and there are still unknown differences in the movement of various cell types derived 
from hiPSCs.
In this study, we attempted to restrict the movement of hiPSCs to a specific pattern and to observe cell 
movement under multiple conditions simultaneously. We succeeded in creating a hair-thin (200 μm in 
diameter) circular pattern of hiPSCs. We also discovered that the early differentiating hiPSCs move 
slower than the undifferentiated hiPSCs.
The knowledge about cell movement and the development of the cell-movement regulation technique 
contribute to future regenerative medical applications.

研究分野： 幹細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
発生・再生で細胞は、分化するだけでなく、
正しい場所へ動いて初めて機能する。つまり、
分化と移動が適切にリンクすることが重要。
しかし、この２つを結び付ける研究はあまり
ない。問題は、動きの観測に時間がかかり、
多様な条件を一度に試せないことだ。 
申請者は、既知成分を用いた ES・iPS 細胞
の培養で多くの業績が有る。また、連携の豊
田と共に、微細加工を用い、細胞が付く足場
がノコギリ型だと細胞が一方向に動くこと
を発見した（下記 1~4）。そこで、この 2 つ
を併せれば、分化に伴い細胞の動きの量的・
質的（速さ、揺らぎ、記憶）の変化を定量で
きるとの着想にいたった。 
 
２．研究の目的 
ノコギリ型の 3 つの条件（隙間・幅・波長）
を変えた接着領域を作り、未分化・分化のヒ
ト iPS 細胞、栄養供給細胞が「どちらに動く
（たまる）か」を観察し、これらが明確に違
う条件を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
目標を達成するため、初めに基礎研究として
以下の 2 つを行う。 
（１）細胞の運動領域を制限するため、細胞
を型（微小な 2 次元パターン）の中に閉じ込
めて培養するための再現性良い作製条件。 
（２）細胞運動実験のコントロール実験とも
なる、自由空間（型を使わずに自由に動ける
状態）での細胞の運動特性の解析。 
以上の 2つを元に、本実験の中心課題である、
細胞運動が変化するノコギリ型の探索を行
う計画であった。 

 
４．研究成果 
（１）細胞接着領域の再現性良い作成条件の
探索では、当初に予定していたマイクロコン
タクトプリント法のスタンプの作製が困難
であったため、代案である物理マスクとプラ
ズマを用いる方法を検討した。プラズマによ
り親水化のパターン処理した後、細胞接着タ
ンパク質のビトロネクチンをコートすれば、
細胞接着のパターンができると予想して実
験を進めたが、予想に反して細胞のパターン
ができなかった。そこで、細胞接着せず疎水
性フラグメントをもつγグロブリンを混ぜ
れば疎水面への接着を阻害できると考え、γ
グロブリンとビトロネクチン混ぜてコート
した結果、ヒト iPS 細胞の接着パターンがで
きることが明らかになった（図１、雑誌論文
２～４）。 
更により細かいパターンを作製する手法の
開発を試みた。上記は直径 2mm という大きな
パターンしか成功していなかったので、直径
0.2 mmの円形のパターンを作る事に挑戦した。
シリコーンゴムに穴を空けてプラズマ用の
マスクを作製していたのに対し、PMMA にドリ
ルで穴を空けた。また、γグロブリンの代わ
りに入手し易く安価な BSA を用いてみた。そ
の結果、直径 200μm の円形領域に数十個の
ヒト iPS 細胞を閉じ込めることに成功した。
一度に 100 カ所以上の型が作製できるため、
効率、再現性ともに非常に良く、細胞の運動
観察が容易になった（図２、雑誌論文１）。 
 
（２）自遊空間（型の中ではなく、細胞が自
由に動くことができる状態）での細胞運動を
調べる実験も平行に進めた。型の中での細胞
運動を観察するためのポジティブコントロ
ール実験となる。生細胞の核染色色素の
Hoechst を用いて細胞の核を染め、タイムラ
プス（微速度撮影）蛍光顕微鏡観察した。ヒ
トiPS細胞を培養するときの栄養供給細胞と
して使用するマウス繊維芽細胞（MEF）と比
べた場合、ヒト iPS 細胞は数分の１以下の速
さで運動していることが明らかになった。 
また、非常に興味深いことに、同じヒト iPS
細胞でも単一細胞が孤立している場合と、集

図１：プラズマ処理した後、γグロブリン
とビトロネクチン混ぜてコートすると（A
中央）、ビトロネクチンのパターンができ
（C緑）、ヒト iPS 細胞のパターンができた
（F）。（雑誌論文２より転載） 

図２：してプラズマ処理と、BSA とビトロ
ネクチン混ぜたコートにより、直径 200μm
のヒト iPS 細胞のパターンを、未分化マー
カで免疫染色した結果（青は核）。右図で
赤紫楕円が細胞の核であり、約 60 個の全
ての細胞が未分化マーカーを発現してい
る。（雑誌論文１より転載） 



団を形成して平面コロニーを形成している
場合とでは、大きく運動性が違う事が明らか
になった。 
更に、初期分化させた細胞も同時に比較しな
がら追跡が可能な系を立ち上げた。2 つの培
養条件を同時に観察するための専用の培
養・観察チャンバーを作製した。これを用い、
ヒト iPS 細胞を BMP4 を用いて初期分化した
場合と、未分化な場合とを比較した。その結
果、未分化な細胞の平均速度が、分化細胞の
それに比べて有意に高い事を発見した（図３、
論文準備中）。 
 本研究課題では、当初予定した細胞接着領
域の制御技術が使え無いことが判明し、代替
案を採用したため想定以上に時間がかかり、
基本技術である（１）細胞パターンの作製、
（２）自遊空間での運動解析、の 2つを進め
たのみで、当初の予定であるノコギリ型の細
胞運動領域を用いての細胞の選別をする研
究までは至らなかった。しかし、型内におい
て複数の培養条件で細胞運動を観察する系
が確立でき、かつヒト iPS 細胞が分化するこ
とにより運動性能が変化する事も発見でき
たため、遅れはあるものの目標に向けて順調
に研究は進んだと言える。 
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