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研究成果の概要（和文）：ヒト多能性幹細胞を用いた再生医療や創薬スクリーニングの実現化、実用化が期待されてい
る。この実現化のためには均質で高品質な多能性幹細胞を大量調整できる培養法の開発が不可欠である。本研究成果で
は、申請者が開発したプロトコールをさらに発展させ、ラミニン断片だけではなく、合成基質を用いてもほぼ同等の拡
大培養ができる方法を確立した。長期培養した細胞でも細胞の未分化性、染色体の正常性、多分化能について問題がな
いことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cells (hPSCs) including human embryonic stem cells (hESCs) 
and human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) is thought to provide renewable source for a wide range 
of applications in regenerative medicine, and as tools for human disease modeling and drug discovery. For 
these purposes, large numbers of cells with high quality are essential. Recently, we show that biological 
substrate, recombinant E8 fragments of laminin isoforms (LM-E8s) sustain long-term self-renewal of hPSCs 
in defined, zeno-freee media with dissociated single-cell passing. However, biological materials are 
generally expensive to manufacture, have limited scalability and may have batch-to-batch variability. In 
this study, we developed our culture system to show similar performance using LM-E8s to efficient 
expansion of hPSCs under defined, xeno-free conditions using non-biological synthetic substrates.
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１．研究開始当初の背景 
ヒト ES細胞、ヒト iPS細胞などのヒト多能
性幹細胞は、体を構成するほぼ全ての細胞腫
に分化する能力及び多分化能を保持したま
ま、培養下で無制限に増殖できる株細胞であ
る。このような特性から、将来ヒト多能性幹
細胞を用いた再生医療や創薬スクリーニン
グの実現化、実用化が期待されている。その
ためには、均質で高品質な多能性幹細胞を調
整できる大量培養法の開発が不可欠である。
しかし、現在最も一般的に用いられている培
養法では、細胞をコロニーとして継代維持し、
継代毎に分化コロニーを除去するという、研
究室スケールでは可能でも、大量培養には不
適であり、この問題点を解決すべく技術開発
が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究ではヒト多能性細胞の大量培養の
実現化に不可欠な培養法の開発を目指して
いる。 
(2)我々は研究目的(1)に向け 2012 年 Nature 
Communicationsに新しい培養法発表したが、
この培養法をさらに改良し、大量培養に向け
て最適化を進める。 
(3) 低コストで、ロット差を生じない培地の
開発。具体的には成長因子、ヒトアルブミン
などの代替機能を有する化合物の同定を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1)我々は既にラミニン断片(LM-E8)を用い
た単一細胞解離を用いたヒト多能性幹細胞
の 培 養 を 確 立 し た が (2012 年 Nature 
Communications に掲載)、大量培養に適した
培養法にはさらなる改良が必要だった。そこ
で、細胞密度、継代法の検討、培養基質など
について、検討を行った。また、長期間培養
した細胞株について、特性解析を行い、細胞
の品質を検討した。 
(4)大量培養により適した三次元培養への開
発として、単一細胞に解離した状態から、効
率よくスフェア形成し、拡大継大培養が可能
かどうかの検討を行った。 
(5)ヒトアルブミンの代替として機能を有す
る化合物のリストアップし、その代替機能に
ついて検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト多能性幹細胞の高品質・均質培養と
して、細胞を単一分散解離して培養を行う手
法に着目し、その成果は 2012 年に Nature 
Communications に掲載されたが、この汎用性
のある培養法を普及するため詳細なプロト
コールを日本語と英語で、論文・本などで発
表を行った(Curr. Protoc. Stem Cell Biol.英語；
「ES・iPS 細胞のフィーダーフリー培養法」
（実験医学 別冊「ES・iPS 細胞実験スタン
ダード」)。実際、本プロトコールは多くの
人によって再現されている。 

(2) このプロトコールは研究室で行う小規
模培養には適していたが実用化、産業化を目
指す大量培養に適したプロトコールへの改
良が必要であり、培養方法の検討を行った。
その結果、LM-E8 だけではなく、人工基質で
ある Synthemax (Corning)を用いても、この
継代維持培養法が可能であることを見いだ
した。LM-E8 は intact なラミニンに比べ、分
子量も小さく安価ではあるが、人工基質の方
が均質で工業化しやすく、より安価となり、
また長期保存も容易という有利性がある。 
(3) Synthemax を培養基質として用い、複数
のヒト多能性幹細胞を用い、市販されている
いろいろなxeno-freeグレードの培地(TeSR2、
NutriStem、PSGro など)で培養を行った。そ
の結果、いずれの場合でも、長期培養したヒ
ト多能性幹細胞では細胞の形態、未分化表面
抗原マーカーの発現、未分化マーカー遺伝子
の発現と分化マーカーの発現抑制について
リアルタイム PCR、抗体免疫染色などにより、
未分化状態を維持していることが確認でき
た。さらに染色体の正常性について G-バンド
を用いた核型解析とCGHマイクロアレイを用
いて、染色体の正常性について確認を行った。
これらをまとめ国際誌 2014 年に Methods of 
Molecular Biology に掲載された。さらにこ
の論文投稿後に、in vitro と in vivo で三胚
葉への分化能があることを確認した。 
 (4) 接着培養ではスケール化に限界がある
ことから、三次元培養に着目し、単一解離し
た細胞から三次元拡大維持培養が可能であ
るかの検討を行った。単一細胞からもスフェ
アを形成し、長期間未分化維持培養は可能で
あることを見いだすことに成功したが、その
拡大率が接着培養に比べて低いこと、また安
定性に問題があるということも明らかにし
た。また、我々は先行論文の再現を行ったが、
細胞をコロニーあるいは単一細胞に解離し、
三次元培養を用いた場合、拡大率が低く、安
定性に問題があることが確認された。 
(5) xeno-free グレードの培地ではロット差
バッチ差が大きく、その大きな要因としてヒ
トアルブミンがあった。そこでアルブミンの
代替物を見いだすことを目指し、培養以外の
研究などでアルブミンの代替として使われ
ているもの(例えばポリビニルアルコール)
あるいは脂質などに着目して平成 25 年度に
リストアップすることに成功した。 
(6) ヒトアルブミンを含まない培地として
開発された培地がいくつか販売されていた
が、安定した培養は難しかった。しかしなが
ら、TeSR-E8 (STEMCELL Technologies)は非
常に安定的に良好な結果を示すことを見い
だしたので、平成２６年度においては当該部
分のプロジェクトを中断することにした。し
かしながら、TeSR-E8 は依然として培地の価
格が高く、培地中に高価な成長因子(bFGF 及
び TGFb/Activin)を大量に含むことから、こ
れらの代替機能を示す低分子化合物の同定
が今度重要となる。我々は bFGF の代替化合



物の同定に成功しており(2013 年 Biochem. 
Biophys. Res. Commun.に発表)、今後さらにこ
の成果を発展させ、この問題点の解決してい
くことが期待できる。 
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