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研究成果の概要（和文）：幹細胞の未分化状態での保持、培養並びに適切な組織細胞への分化誘導は、幹細胞を用いる
再生医療に必須である。様々な剛性/弾性を有する基板を作成し、その基板上に細胞接着因子並びにオリゴペプチドを
固定化させた基板を調製した。様々なナノセグメント固定化細胞培養基板上において、ES細胞、iPS細胞、造血幹細胞
並びに間葉系幹細胞を培養して、未分化状態で培養させる最適な基板の剛性 /弾性並びに最適な細胞接着因子ペプチド
あるいは細胞外マトリックス蛋白質を判明させた。さらに、適切な組織細胞（骨芽細胞）への分化効率の高い最適な基
板の剛性 /弾性並びに最適な細胞接着因子ペプチドとECMを判明させた。

研究成果の概要（英文）：It is important to keep pluripotency for stem cells (embryonic stem cells, 
induced pluripotent stem cells, mesenchymal stem cells and hematopietic stem cells) during their culture 
and to induce optimal lineages of tissue cells in regenerative medicine using stem cells. We prepared 
biomaterials having different elasticity/stiffness where cell adhesion molecules and oligopeptides 
(nanosegments) were grafted. We have identified the specific cell adhesion peptides and extracellular 
matrices (ECMs), which keep pluripotency of stem cells cultured on the surface grafted with the peptide 
of ECMs. We have also identified the optimal elasticity and cell adhesion peptides, which guide the 
differentiation of osteoblasts from stem cells where the stem cells were cultured on the biomaterials 
grafted with the cell adhesion peptides or ECMs and having the specific elasticity/stiffness.

研究分野： バイオマテリアル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ＥＳ（胚性幹）細胞並びに間葉系幹細胞は、

次世代の医療技術である再生医療において

必須な細胞源であるが、幹細胞の未分化状態

での保持、培養並びに適切な組織細胞への分

化誘導は、いまだに困難を極めており、通常

の細胞培養技術のみでは不十分である。1)例

えば、(a) 糖尿病患者への治療として期待さ

れるインスリン産生細胞（β 細胞）、(b)パーキ

ンソン病への治療として期待されるドーパ

ミン産生神経細胞（TH 細胞）、への胚性幹細

胞（ES 細胞）、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）

並びに間葉系幹細胞（MSC）からの分化は、

いまだ困難を極めている。さらに、ヒト iPS
細胞並びに ES 細胞の未分化状態（多能性を

有する状態）での増殖には、一般にマウス胎

児性繊維芽細胞（MEF 細胞、feeder layer）上

で iPS 細胞並びに ES 細胞を培養しており、

マウス由来のウイルス等の感染の可能性を

否定できない。従って、これらの幹細胞を臨

床応用するためには、(c)MEF 細胞を用いない

新規バイオマテリアル上でのヒト iPS 細胞並

びに ES 細胞の未分化状態での培養法の確立

が必須である。 
ES 細胞、iPS 細胞、間葉系幹細胞を生体内

と同様な環境で、未分化状態の維持並びに適

切な組織細胞への分化誘導を行なう因子と

して、さまざまな因子により制御されている

ことが明らかとなってきている； (1)成長因

子に代表される水溶性因子、（２）細胞―細

胞間相互作用、（３）細胞―バイオマテリア

ル（細胞外マトリックス）相互作用、（４）

細胞培養部位（バイオマテリアル）の物理的

パラメータ（剛性、粘弾性等）。これまで、

EGF、FGF-2 に代表されるような成長因子の

幹細胞に与える効果が主に着目されてきた

が、近年、幹細胞の培養を行なうバイオマテ

リアル（細胞培養基板）が幹細胞の分化誘導

を制御していることが明らかとなってきた。

例えば、Engler (Cell, 126, 677-89, 2006)らは、

細胞培養基板の剛性 /弾性（stiffness）が間葉

系幹細胞の分化方向を誘導することを報告

している（図 1）。しかしながら、これらの研

究は２次元基板のみに当てはまり、組織工学

で用いられる３次元基板の場合には、他の因

子の効果の方が有効であり当てはまらない

場合が多い。また、これらの研究は物理的 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 細胞培養基板の剛性/弾性は幹細胞分

化の方向を誘導する。 

 
因子のみを考慮しており、生化学的因子と物

理効果の相乗効果の研究はこれまで行なわ

れてこなかった。フィブロネクチン、コラ

ーゲン、ビトロネクチン、ラミニン等、細

胞外マトリックス（ECM）を細胞培養基板に

コーティングした場合、それぞれの ECM に

応じて、幹細胞は固有の組織細胞へと分化す

る傾向があることが明らかとなってきてい

る。例えば、コラーゲンは、幹細胞を骨芽細

胞、軟骨細胞への分化を促進させている。ビ

トロネクチンは、骨芽細胞への分化を促進さ

せる。さらに、ラミニンは心筋細胞、平滑筋

への幹細胞の分化を促進させ、フィブロネク

チンは脂肪細胞への分化を促進させること

が明らかとなってきている。しかしながら、

最適な剛性 /弾性を有する基板上における

ECM の幹細胞分化（骨芽細胞、インスリン産

生細胞、ドーパミン産生細胞）に対する効果

の検討はこれまで行なわれてこなかった。 
ヒト iPS 細胞並びに ES 細胞の未分化状態

（多能性を有する状態）での増殖には、一般

にマウス胎児性繊維芽細胞（MEF 細胞、feeder 
layer）上で培養するのが一般的である。近年、

MEF 細胞を用いずに、ECM を固定化させた

細胞培養基板上における未分化状態でのヒ

ト iPS 細胞並びに ES 細胞の培養が報告され

てきているが、十分な結果は得られていない。
1)特に、最適な剛性 /弾性を有する基板上にお

いて、ヒト iPS 細胞並びに ES 細胞の増殖に

おける ECM に対する効果の検討はこれまで

行なわれてこなかった。 
 
２．研究の目的 
  幹細胞の未分化状態での保持、培養並びに
適切な組織細胞への分化誘導は、幹細胞を用
いる次世代の医療技術である再生医療に必
須である。幹細胞の運命（未分化状態の保持、
特異的組織細胞への分化）の制御は、幹細胞
培 養 基 板 の 物 理 的 特 性 （ 剛 性  / 弾 性
（stiffness））並びに生物化学的特性（細胞接
着部位ペプチドの種類並びに表面密度）に大
いに依存することが示唆されているが、これ
らの研究は個別に行なわれてきており、系統
的な研究はなされてこなかった。そこで、本
研究では、様々な剛性 /弾性を有する基板を
作成し、その基板上に細胞接着因子ペプチド
（ RGDS, CS-1, DEGA, IKVAV, PDSGR, 
YIGSR 等）を固定化させた基板を調製した。
また、様々な剛性 /弾性を有する基板上に細
胞外マトリックス蛋白質（フィブロネクチン、
コラーゲン、ビトロネクチン、ラミニン、マ
トリゲル）を固定化させた基板を調製した。
これら様々なナノセグメント固定化細胞培
養基板上において、ES 細胞、iPS 細胞、造血
幹細胞（HSC）並びに間葉系幹細胞を培養し
て、(1)未分化状態で培養させる最適な基板の
剛性 /弾性並びに最適な細胞接着因子ペプチ



ドあるいは細胞外マトリックス蛋白質
（ECM）を判明させること、並びに、(2)適切
な組織細胞（骨芽細胞、ドーパミン産生細胞、
インスリン産生細胞）への分化効率の高い最
適な基板の剛性 /弾性並びに最適な細胞接着
因子ペプチドあるいは ECM を判明させるこ
とを、本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
本申請研究は、 (a) 様々な剛性  /弾性

（stiffness）を有する細胞培養基板の調製を行

った。細胞培養基板の剛性 /弾性（stiffness）
は、原子間力顕微鏡により計測した。(b) 様々

な剛性 /弾性（stiffness）を有する細胞培養基

板上に間葉系幹細胞（MSC）を培養し、骨芽

細胞、インスリン産生細胞（β 細胞）並びに

ドーパミン産生神経細胞（TH 細胞）への分

化実験を行い、各分化細胞に対する最適な細

胞培養基板の剛性 /弾性を評価した。(c) 様々

な剛性 /弾性を有する細胞培養基板表面に、

細胞外マトリックス（ECM, フィブロネクチ

ン、コラーゲン、ビトロネクチン、ラミニン、

マトリゲル）並びに細胞接着因子ペプチド

（ RGDS, CS-1, DEGA, IKVAV, PDSGR, 
YIGSR 等）をカルボジイミド法を用いて固定

化させた（図 2）。 

 
Fig. 2 Preparation of PVA-IA dishes grafted with 
FN and CS1. (A) Reaction scheme for PVA-IA 
dishes grafted with FN and CS1. (B) Macroscopic 
image of PVA-IA-6-CS1. (C) SEM image of a 
cross-section of PVA-IA-6-CS1.   The bar 
represents 10 m. 
 
細胞外マトリックス並びに細胞接着因子

ペプチド固定化表面濃度は、マイクロ BCA
分析並びに XPS 測定により評価した。反応時

間並びに反応濃度を制御することにより、細

胞外マトリックス並びに細胞接着因子ペプ

チドの細胞培養基板表面濃度を様々な値に

制御させた。(d) 細胞外マトリックス並びに

細胞接着因子ペプチド固定化細胞培養基板

（ナノセグメント固定化細胞培養基板）上に

間葉系幹細胞（MSC）、ヒト iPS 細胞並びに

ES 細胞を培養し、骨芽細胞、インスリン産生

細胞（β 細胞）並びにドーパミン産生神経細

胞（TH 細胞）への分化実験を行い、各分化

細胞に対する最適なナノセグメント（細胞外

マトリックス並びに細胞接着因子ペプチド）

の種類並びに表面濃度を評価した。さらに、

(e) ナノセグメント固定化細胞培養基板上に

ヒト iPS 細胞並びにヒト ES 細胞の培養を行

い、多分化状態に何継体まで培養可能か評価

した。多分化能の評価は、未分化細胞表面マ

ーカーの発現度並びにテラトーマ形成能で

評価を行った。 
 
４．研究成果 
 幹細胞の運命の制御は、幹細胞培養基板の

物理的特性（剛性/弾性）並びに生物化学的特

性（細胞接着部位ペプチドの種類並びに表面

密度）に依存するが、これらの研究は個別に

行なわれてきており、系統的な研究はなされ

てこなかった。本研究では、様々な剛性/弾性

を有する基板を作成し、その基板上に細胞接

着因子ペプチドあるいは細胞外マトリックス

蛋白質（ECM）を固定化させた基板を調製し

た。これら固定化細胞培養基板上において、

ES 細胞、iPS 細胞、造血幹細胞並びに間葉系

幹細胞を培養して、未分化状態を維持する最

適な基板、あるいは、適切な組織細胞（骨芽

細胞、インスリン産生細胞等）への分化効率

の高い最適な基板の剛性/弾性並びに最適な

細胞接着因子ペプチドあるいはECM を判明

させることを本研究の目的とした。 
ポリビニルアルコール・イタコン酸

（PVA-IA）架橋ゲルを調製した。様々な剛性 
/弾性（stiffness）を有する細胞培養基板の調製

は、架橋反応時間（15分、30分、1時間、2時
間、4時間、8時間、12時間、24時間48時間）

を制御することにより行った。調製された

PVA-IA細胞培養基板の剛性 /弾性は、原子間

力顕微鏡を用いて計測した。 
造血幹細胞(HSC)を架橋ゲル上で培養を行

ったところ、フィブロネクチン細胞結合部位 
 

 
 

Fig. 3 CFU fold expansion (CFU-GM and 
CFU-GEMM colonies) observed in freshly 
isolated HSPCs purified from UCB using the 
Ficoll-Paque method followed by MACS (UCB), 
or using HSCs following ex vivo expansion in 
PVA-IA (left, white), PVA-IA-FN (middle column, 
red), PVA-IA-CS1 (left column, blue), and TCPS 
dishes at a seeding density of 450 HSCs/dish after 
14 days. 
 



である CS-1 を固定化させた比較的弾性の低

いゲルにおいて、造血幹細胞の増殖が増大す

ることを見出した。本研究の成果より、造血

幹細胞増殖における培養基板の最適な弾性

率を始めて世界に報告した（図３）。さらに、

胚性幹細胞（WA09）並びに人工多能性幹細

胞（iPS）を様々な弾性を有する架橋ゲル上で

培養したところ、最適な弾性を有する架橋ゲ

ル上で数十継体もの間多分化能を維持する

ことが明らかとなった（図４）。 
 

 
 
Fig. 4 H9 hESC culture on hydrogels grafted 
with specific nanosegments after a five-day 
culture. (a) hESC morphology on the soft 
hydrogel with a 10 kPa storage modulus, (b) 
hESC morphology on the middle soft hydrogel 
with a 12-16 kPa storage modulus, (c) hESC 
morphology on a relatively hard hydrogel with a 
25 kPa storage modulus, and (d) hESC 
morphology on a hard hydrogel with a 30 kPa 
storage modulus. 
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