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研究成果の概要（和文）：本研究では，細胞組織工学における基盤技術として，ヒトiPS細胞培養における未分化状態
からの逸脱現象の解明し，さらにそれらの生物的現象を用いて，培養プロセス開発の応用を示した．特に，ヒトiPS細
胞のコロニー内の未分化状態からの逸脱現象は，細胞遊走による細胞－細胞間と細胞－基質間接着のバランスを不均衡
により生じることを明らかにした．細胞遊走と増殖の役割を利用したiPS細胞の未分化維持培養プロセスの開発への応
用が期待される．

研究成果の概要（英文）：In this study, we describe an understanding of the possible mechanisms that 
control hiPSC self-renewal in cell culture conditions in the presence of feeder cells. From the 
standpoint of the deviation from the undifferentiated state in colonies of hiPSCs on feeder layers, the 
most important aspects for cell migration and growth inside a single colony are a balance between 
cell-cell and cell-substrate interactions that induces spatial differences in their morphological and 
functional characteristics. This approach can be applied to an important generic technology for expanding 
the in the undifferentiated state of hiPSCs.

研究分野： 工学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト iPS細胞及びその他の多能性幹細胞

から作成した組織（心臓，肝臓，神経等）に
ついては，再生医療および新薬候補のスクリ
ーニングへの活用に向けて世界各国で研究が
本格化しつつある．iPS 細胞の未分化を維持し
つつ細胞数の増幅を目指した増幅培養におい
て，未分化状態から必然的または偶発的に分
化が引き起こされる「未分化状態からの逸脱」
の現象が多くみられる．継代培養中にこの未
分化状態からの逸脱現象を放置し，継代回数
を重ねると逸脱した細胞（逸脱細胞）からな
るコロニーが多くなり未分化維持が困難とな
る．その結果，未分化維持には，熟練した操
作者の丁寧な培養ならび継代時のコロニーの
選別という煩雑な操作が不可欠となっている．
これまで，未分化逸脱現象の発生防止を目指
し，培地や基質の開発が行われており，その
発生頻度は低頻度となって実用化されている．
しかし，依然，偶発的に発生した逸脱細胞を
含むコロニーに対して，人手による丁寧な除
去が不可欠である．未分化状態の維持機構に
ついては不明な点が多く残されているため，
未分化状態を調整する仕組みを明らかにし，
その仕組みを利用した未分化状態良好に維持
した培養手法の構築が望まれている．  
 
２．研究の目的 
本研究では，細胞組織工学における基盤技

術として，ヒト iPS 細胞培養における未分化
状態からの逸脱現象の解明し，さらにそれら
の生物的現象を用いて，培養プロセス開発す
る．具体的には，ヒト iPS 細胞のコロニー内
における未分化逸脱現象に着目し，各細胞群
の増殖性を速度論的に解析する．さらに，ヒ
ト iPS細胞の未分化維持の仕組みを利用して，
iPS 細胞の未分化維持培養システムの開発を
目指す．  
 
３．研究の方法 
ヒト iPS 細胞（Tic 株）を用い， ReproStem

培地および SNL と MEF フィーダー細胞を用
い培養を行った．iPS 細胞播種後 24～144 時間
まで，同一コロニーの画像を 6 時間ごとに取
得し，コロニー内の未分化および逸脱した領
域を目視で区切ることで面積を算出した．
SNL と MEF フィーダー細胞上での未分化逸
脱現象に関する結果に対して，培養中のコロ
ニー内の未分化細胞の領域と逸脱細胞の領域
の比増殖速度を合計し，その大小関係を比較
することによってコロニー内の逸脱現象を解
析した．図 1 に示すように，培養細胞観察装
置を用いて継時的にヒト iPS 細胞の自発的に
発生する逸脱現象は細胞分裂と未分化から分
化状態への転移であるため，の個別コロニー
内の未分化細胞の領域と逸脱細胞の領域の面
積と増殖速度を指標とする細胞未分化評価を
行った．また，コロニー内の全細胞，未分化
細胞・逸脱細胞数に変換するために，未分化
マーカー (Oct3/4) と細胞核 (DAPI) 蛍光染

色から各領域の面積と細胞数の関係式を導い
た．培養細胞コロニーの面積と未分化マーカ
ーである Oct3/4 陽性または陰性細胞核との間
の相関性を調査し，比増殖速度方程式から得
られたコロニー内の未分化と逸脱した領域を
算出した． 

未分化領域：     

逸脱した領域：   

未分化から逸脱に変化：   

t = t1，t = t1 + 24 h 
（t1：未分化状態から逸脱した時間） 
 
また，培養中のコロニー内の逸脱現象を解

明するために細胞遊走（Rac1），細胞－細胞間
接着（E-cadherin），細胞死（Caspase-3）関連
するタンパクの発現を蛍光染色により検討し
た． 
 
4． 研究成果 
4.1ヒト iPS細胞のコロニー内における未分化
逸脱現象の速度論的解析 
ヒト iPS 細胞の培養中の自発的に発生する

未分化逸脱現象に着目し，異なるフィーダー

 

 



上でのヒト iPS 細胞の逸脱現象を評価した．
細胞観察装置により各フィーダー細胞上での
未分化逸脱したコロニーの挙動を経時的に観
察したところ，SNL の条件では，培養 3 日目
からコロニー中心部から未分化を逸脱した細
胞が自然に生まれ，コロニーの中心から外側
に増殖しながら未分化細胞を押し出し，培養
中にコロニー内に逸脱した細胞の領域が段々
広がっていく様子が観察された．しかし，MEF
の条件では，コロニーの周囲部分から脱未分
化細胞が発生して，未分化逸脱した細胞の領
域が外側に活発な遊走を伴う増殖で広がって
行くのが観察された．ヒト iPS 細胞を培養 6
日間行い，代表的な未分化を逸脱したコロニ
ー画像を図 2 に示す．この代表的なコロニー
は，各 SNL, MEF 条件下において，脱未分化
コロニーが培養容器の全コロニーの 14±9%, 
16±13%の頻度で生じていた．ヒト iPS 細胞
コロニー内の未分化細胞の領域と逸脱細胞の
領域の未分化性を検討するために Oct3/4 の蛍
光染色を行ったところ逸脱細胞の領域では陰
性であることが確認された． 
そこで培養

3 日目から 17
時間，各フィ
ーダー細胞上
で培養したヒ
ト iPS 細胞コ
ロニー内の逸
脱細胞の領域
の面積と増殖
速度を指標と
する細胞脱分
化評価を行っ
た と こ ろ ，
SNL の条件で
は17時間後の
未分化逸脱し
た領域の面積
は 1.5 倍に，
MEF の条件で
は，未分化逸
脱した領域の
面積は 4 倍に
増加し，SNL
の条件の比増
殖速度は未分
化細胞の増殖速度の 3.7 倍であることが分か
った（図 3）． 
各フィーダー細胞条件下での未分化逸脱し

たコロニー26 個以上に対し，逸脱細胞の発生
前後において未分化細胞の比増殖速度 
(μun

app) はほぼ同じレベルだと仮定し，Eq. (2)
と(3)から (μt

app，μde
app) を求めた (図 1)．その

結果，MEF 条件下での逸脱細胞の平均比増殖
速度 (μde

app) は (7.16±2.60)×10-2 h-1 で，SNL
条件下の 1.3 倍高く，SNL 条件下の未分化か
ら逸脱細胞への平均変換速度  (μt

app) は 
(1.53±0.60)×10-2 h-1で，MEF 条件下の 7.7 倍高
いことがわかった．この結果から MEF 条件下

では，逸脱領域の拡大には主に逸脱細胞の増
殖が大きく影響を与えていることが示唆され
た． 
以上の結果より，MEF フィーダー細胞を用

いたヒト iPS細胞培養では SNLの条件と比べ
逸脱細胞の増殖性が高いため，継代を繰り返
すことでその逸脱細胞の発生頻度が高くな
ることが示唆された．以上の結果より，分化
細胞は未分化細胞と比べ増殖性が高いため
培養中にコロニー内の主となる細胞が未分
化な細胞から分化細胞へとシフトされ，継代
を繰り返すことでその分化細胞の発生頻度
が高くなることが示唆された．ヒト iPS 細胞
の未分化性を保ったまま継代培養を行うた
めには，播種時に分化した細胞を継代しない
ことが重要であると考えられる． 

 
4.2．ヒト iPS 細胞のコロニー内における細胞
遊走と細胞－細胞間接着の検討 
異なるフィーダー細胞上での未分化逸脱

現象を検討するため，培養 6 日間培養を行い
細胞間接着タンパクである E-cadherin と細胞
死のマーカーである Caspase-3 の蛍光染色を
行った．図 4 に示すように，未分化逸脱した
コロニーの場合，培養 3 日目に中心部の核密
度が高くなり Caspase-3 の発現が周囲部の細
胞と比べ強いことが分かった．これは細胞分
裂により細胞密度が高くなったコロニー中
心では細胞間接着が強いため細胞－基質接
着能を失っていまい，細胞死と逸脱細胞が生
まれたと考えられる．MEF の条件では培養中
に細胞中心と周辺部では細胞死の Caspase-3
の発現は見られなかった． 

さらに，細胞遊走とヒト iPS 細胞の逸脱現
象との関連を検討するため，E-cadherin と細
胞遊走性の関連タンパクである Rac1 の蛍光
染色を行ったところ，MEF の条件で発生した
E-cadherin の発現が見られなかった周囲部の
逸脱細胞において，Rac1 の発現が強く見られ
た（図 5）．以上の結果より，異なるフィーダ
ー上でのヒト iPS 細胞の増殖と遊走の違いが
ヒト iPS 細胞の逸脱のコロニー形成パターン
に関与することが示唆された． 
図 6 に以上の概念図を示す．SNL フィーダ

ーの培養において，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

 
図 3．SNL(A)と MEF(B)フ
ィーダー細胞上での未分
化状態から逸脱したヒト
iPS 細胞コロニーの速度論
的解析．●未分化細胞，○
逸脱細胞，□全細胞  



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
れる．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．
以上より，異なるフィーダー上でのヒト iPS
細胞の遊走性の違いがコロニー中心部また
は周辺部で逸脱した細胞を発生させること
が示唆された．ヒト iPS 細胞の未分化維持培
養手法の開発には，細胞遊走による細胞－細
胞間と細胞－基質間接着のバランスを維持
させることが重要であると考えられた． 
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