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研究成果の概要（和文）：再生医工学にヒトiPS細胞を活用する上での重要な課題の一つに、ハイドロゲル等の
弾性基材におけるiPS細胞の維持・増殖培養技術の確立があげられる。本研究では、独自に開発したハイドロゲ
ルの弾性マイクロパターニング技術に基づきiPS細胞の品質保持・安定増殖のための基材力学場条件を検証した
ところ、iPS細胞の維持・増殖に至適な基材弾性率条件が存在するとともに、iPS細胞は自発的にその至適弾性領
域を指向して移動して、そこでコロニーを形成しつつ未分化性マーカーの発現を最大化することを見出した。こ
れらの知見は、iPS細胞の維持・増殖培養のための弾性基材設計の重要な方針を与えるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Development of elastic substrate such as hydrogels to assure the stable 
maintenance and proliferation of human iPS cells is strongly required for tissue engineering field. 
In this study, based on our original methodology of microelasticity pattering of hydrogel surface, 
the most optimal mechanical condition of culture substrate for human iPS cells has been scrutinized.
 We have found that iPS cells well proliferate on the hydrogel with optimal middle stiffness, and 
tend to move towards the optimal region to form colonies with maximum expression of 
undifferentiation makers. These findings should provide an essential principle for designing elastic
 substrate for high-qualified iPS cell cultures.

研究分野： 医用生物物理工学
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１．研究開始当初の背景 
	 iPS細胞はES細胞と同等の三胚葉分化能を
有し、倫理面での問題を回避できることから、
医療応用への展開が加速しつつある。種々の
細胞に分化誘導して用いるためには、その前
提として未分化状態を維持したまま高速•大
量に増殖させることが重要であるが、研究開
始当初までに確立されていた二種の培養方
法（フィーダー細胞層利用、およびフィーダ
ーフリーマトリゲル利用）はどちらも生物由
来の原料を元に経験的に決定された条件で
の培養法であり、培養基材の化学的・力学的
特性の明確な定義がなされているとは言え
ず、iPS 細胞の真に最適な培養条件は定まっ
てはいない状況であった。特に、細胞培養基
材の化学・力学特性は幹細胞分化の系統決定
に強く影響する重要なファクターであるこ
とが近年知られつつあり[Discher	et	al.,	
Cell	126,	67	(2006)]、これら二つの特性を
正確に定義した基材の設計が求められてい
た。	
	 このような培養基材の設計を行うために
は、iPS 細胞の標準的な培養で使用されるフ
ィーダー細胞を用いず、かつ系統的に表面化
学と弾性特性を調節可能な培養基材が必要
とされる。この設計要件に対して我々は、独
自に確立した弾性率可変ラミニン固定化ゼ
ラチンゲルを用いて分散培養されたヒト iPS
細胞について、従来のマトリゲル上でのフィ
ーダーフリー培養の 1.5 倍程までに増殖を高
速化できる至適培養基材の力学場設計要件
を見出していた（特願 2014-39524）。この知
見は iPS 細胞の維持培養に iPS 細胞自体の力
覚感知特性が関与し得ることを初めて明ら
かにしたものであった(iPS 細胞のメカノバ
イオロジー)。	
 
２．研究の目的	
	 本研究は、上述の背景を踏まえ、我々が事
前に独自に見出したヒト iPS 細胞の高速増殖
培養基材の設計技術を発展させ、iPS 細胞の
さらに高性能の高速増殖培養基材を開発す
るとともに、iPS 細胞の高速増殖を誘導する
ための生物学的基礎原理の解明を目指した
ものである。	
	 iPS 細胞の増殖培養は再生医療の重要な基
盤技術であるが、実用上必要となる 108〜109

個スケールの細胞数を準備するには数ヶ月
程度かかるのが現状である。この課題に対し
て我々は、上述の弾性率可変のラミニン固定
化ゼラチンゲルを用いて、ゲル表面のラミニ
ン固定密度とゲルの弾性率の両パラメータ
を特定の条件に最適化することで、iPS 細胞
の増殖速度を従来培養法の 1.5 倍までに加速
することができるという予備的知見を得て
いた。これは従来数ヶ月かかっていた細胞の
増殖期間を一ヶ月強ほどまでに短縮できる
可能性を示し、実用上重要な意義がある一方、
さらなる高速化・期間短縮が望まれた。本研
究では iPS 細胞の接触走性を操作する弾性パ

ターニングゲルの設計（後述）により、iPS
細胞コロニー形成を迅速に安定化する基材
表面設計の条件を明らかにすることで、iPS
細胞のさらなる高速増殖基材の構築を目的
とした。	
	
３．研究の方法	
	 ヒト iPS 細胞の維持・増殖のための培養基
材の設計を考えるとき、特に本質的な問題が
ある。それはヒト iPS 細胞は孤立分散したシ
ングルセル状態からの培養が困難であり、マ
ウス ES/iPS 細胞の場合とは異なり、細胞間
接着を解除して個々の細胞にバラバラに分
散した状態にするとアポトーシスを起こし、
維持・増殖させることができない。これを阻
止するために通常ヒト iPS 細胞の継代培養は、
最小限の細胞間接着を確保する小さい細胞
クラスターの状態から行うか、またはミオシ
ン過剰活性化を阻止するROCK阻害剤Y-27632
の培養液への添加が必須である。この現象の
原因の一つとしては、細胞間接着を解除され
た状態の iPS 細胞において細胞膜直下の表層
アクチン／ミオシン網に過剰な機械的張力
が生成し、その機械的ストレスがミトコンド
リアへのアポトーシス誘導シグナルを駆動
する可能性が指摘されており[Ohgushi	et	
al.,	Cell	Stem	Cell	7,	225	(2010)]、iPS
細胞自体の内部の応力状態がその維持・増殖
に関連を持つことが予想されていた。細胞の
内部応力は一般に、培養環境・培養基材の表
面化学と機械的特性に依存して制御される
が、我々が本研究課題の実施に先立って見出
していたヒト iPS 細胞の高速増殖現象とその
基材条件は、iPS 細胞の増殖に最適な細胞内
部応力の設定に関与するものであると推察
されるところであった。	
	 孤立分散的に播種されたヒト iPS 細胞の維
持・増殖のため培養基材条件の最適化が本研
究の第一の前提となるため、本研究の具体的
アプローチとしてはまず、iPS 細胞の運動方
向を制御し、自発的な集合を誘導する同心円
状の収束型弾性勾配パターニングゲルの開
発を予定した。この方針によれば、分散培養
iPS 細胞の細胞間接着が迅速に誘導され、生
存性を速やかに確保したのち、増殖に移るも
のと期待したためである。この iPS 細胞の走
性制御の弾性パターニング基材の設計最適
化と、iPS 細胞の高速増殖基材条件の探索を
行うとともに、高速増殖を可能とする培養環
境の機械力学的効果の系統的解析を進め、
iPS 細胞の高速増殖を誘導する生物学的基礎
原理を明らかとする知見の獲得に挑戦する
ことが当初予定した研究方法であった。	
	 しかし、iPS 細胞の分散培養技術に関する
研究動向は、本研究課題の実施中にも大きな
発展が進んでおり、特に次の二つの技術と試
薬が上市されるに至って、上述の方法論によ
る iPS 細胞の維持・増殖培養法の優位性は限
定的なものとなった（平成 28年度において）。
一つは、細胞非接着皿において丸底ないし U



底形状を持つコロニー安定化ウェルの開発
が企業において完成したこと、もう一つはラ
ミニン 511-E8 フラグメントの市販品の一般
への流通である。これらの二つの技術および
試薬がヒト iPS 細胞の維持・増殖において極
めて有効であることが、実際に使用してわか
り、本研究課題の当初目的を凌駕するもので
あることが了解された。そこで本研究では、
それらの既存技術においてもなお困難とな
っている iPS 細胞の維持・増殖培養系につい
て、焦点をシフトして研究を続行・推進した。	
	 その新たな焦点は、ハイドロゲル上におい
ての iPS 細胞の維持・増殖培養の最適化であ
る。増殖・分化操作後の、足場材料や人工 ECM
へのシームレスな移行を考えた場合、ハイド
ロゲル等の弾性基材上における iPS 細胞の分
散培養が必要となる。本研究では、ハイドロ
ゲル上での iPS 細胞の分散培養を可能とする
表面生化学および培養力学場の最適条件の
確立を目指し、ラミニン固定化弾性率可変ゼ
ラチンゲルを用いてその増殖動態および iPS
細胞の幹細胞性の解析を行った。	
	 実際の実験方法としては、ゼラチンに p-
ビニル安息香酸を縮合したスチレン化ゼラ
チン（StG）を用いた。StG の 30wt%	PBS 溶液
に開始剤 SCQ(カンファーキノン-10-スルホ
ン酸)を加え光照射を行い StG ゲルを作製し
た。AFM を用いた微視的圧入試験によりゲル
の 弾 性 率 を 測 定 し た 。 続 い て 、
EDC(1-(3-Dimethyl	 aminopropyl)-3-ethyl	
carbodiimide)と)	NHS（N-ヒドロキシスクシ
ンイミド）を用いてラミニン 511-E8 フラグ
メントを StG のカルボキシル基との間で縮合
固定した。このラミニン固定StGゲル上にiPS
細胞を 3.0	x	103	cells/cm2の密度で播種し、
七日間培養した後、Oct4 に対する免疫抗体染
色を行い、蛍光顕微鏡観察および蛍光強度解
析を行った。	
	
４．研究成果	
	 2〜40	kPa の異なる表面弾性率を有する
StG ゲル上で iPS 細胞の増殖培養を行ったと
ころ、これらのゲル上における iPS 細胞の安
定した増殖の再現性を確認した。弾性率 5kpa
以下のゲルで培養した iPS 細胞の増殖スビー
ドがやや低下し、10kPa 以上では増殖挙動に
大きく変化は見られないことがわかった
（Fig1）。	

	 さらに培養ゲルの弾性率を 5〜130	kPa の
範囲で変えて長期培養した iPS 細胞の未分化
マーカーOct4 の発現性について免染画像の
蛍光強度解析を行ったところ、30〜40kpa の
ゲル上において Oct4 の発現が最も高いこと
がわかった(Fig.2)。このことは、iPS 細胞の
幹細胞性の維持において、30〜40kPa の中程
度の弾性率域が最適であることを示してい
る。	

	 以上を踏まえてさらに興味深いことに、今
回調査した弾性率条件を選んで設計したマ
イクロパターニングを施したゲル上で、播種
後の iPS 細胞は 30〜40kpa の領域を好んで移
動し、かつ長期培養過程でその領域にコロニ
ーを形成する傾向も観察された。30kPa の領
域と 200kPa の領域を非一様にパターニング
したゲル基材においては、iPS 細胞のコロニ
ーは 30kPa 領域を目指して移動し（硬→軟へ
の移動）、そこで安定した増殖を示すことが
確認された（Fig.3）。	

	 予備的検討では 5kPa 領域と 30kPa 領域を
パターニングしたゲル上においては、今後は
逆に軟→硬への移動を示しつつ、やはり
30kPa 領域において安定増殖をしめし、そこ
で Oct3/4 の発現がもっとも高まった。これ
らの結果より、iPS 細胞の品質保持・安定増
殖には基材の至適弾性率条件が存在すると
ともに、iPS 細胞は自発的に至適弾性領域を
指向して移動する性質を有することがわか
った。この知見は iPS 細胞の局所的集積技術

Fig.1 異なる弾性率条件のゼラチンゲル上にお
ける iPS細胞の増殖挙動 

Fig.2 異なる弾性率条件下で形成された iPS 細
胞コロニーにおける Oct4 の免疫染色蛍光強度
分布 

Fig.3 弾性パターニングゲル上における iPS 細
胞のコロニー形成. 四角ドメイン：200kPa、周
囲 30kPa. コロニーは優先的に軟領域に移動し
た上で形成されており、かつ、その領域におい
て Oct3/4の発現が最大となる. 
 



の基盤として活用可能であり、集積させたの
ちに他の種類の細胞を領域区分的な追加共
培養を施すことで iPS 細胞を含む異種細胞の
機能的局所配置に応用でき、オルガノドテク
ノロジーへの展開も期待される。	
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