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研究成果の概要（和文）：本研究では、PMMA（酸素供給が低い）およびPDMS（酸素供給が高い）マイクロウェル
チップを利用して、iPS胚様体を取り巻く酸素環境が幹細胞の分化特性に与える効果を評価した。PDMSチップの
iPS胚様体は、PMMAチップよりも細胞増殖能や低酸素状態が改善された。また、PMMAチップでは肝分化が促進さ
れるのに対し、PDMSチップでは血管系分化が促進され、酸素環境の違いによって分化スイッチング現象がみられ
た。これらの結果から、胚様体を取り巻く酸素環境は幹細胞特性を制御する重要な因子であることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated that the effects of culture oxygen 
environments on embryoid body (EB) differentiation of iPS cells. As a culture platform, we designed 
PMMA microwell chip (low oxygen permeability) and PDMS microwell chip (high oxygen permeability), 
and then mouse iPS cells cultured in these chips. The cell proliferation and hypoxia condition of 
the EBs in PDMS chip were improved than those in PMMA chip. Furthermore, the vascular and hepatic 
differentiations of EBs were promoted in the PDMS chip and PMMA chip cultures, respectively. These 
results indicate that the differentiation fates of stem cells are varied by the difference of oxygen
 environment surrounding EBs.

研究分野：生物工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療や細胞アッセイなどの技術開発では、細胞特性を培養下でいかに制御するかが重要である。ここで、培
養細胞の特性は栄養素、酸素、サプリメント、細胞代謝物などの様々な環境因子の影響を受ける。本研究では細
胞を取り巻く「酸素環境」に着目し、酸素供給能が異なる独自の培養プラットフォームを作製してiPS細胞の特
性を評価した。その結果、酸素環境の違いによって細胞の増殖性や分化状態が大きく変動することを明らかにし
た。これらの成果は、細胞特性を制御するための培養環境設計に重要な指針を与えるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 幹細胞（ES 細胞や iPS 細胞など）から分化した機能性細胞（肝細胞、心筋細胞など）を再生
医療や創薬研究などへと応用するためには、幹細胞の分化特性を制御することが重要である。
幹細胞の分化誘導法の一つとして、「胚様体」と呼ばれる細胞集合体を形成させて初期分化を促
し、次いで各種分化誘導因子を順次作用させる手法が確立されている。この方法は、発生過程
でみられる細胞形態や分化誘導因子を培養下において模倣する「発生学的アプローチ」であり、
目的細胞への分化が可能になってきているが、分化の方向性制御や分化効率の向上は未だに改
善されるべき問題点である。 
 一方、我々は均質な胚様体を効率的に形成・アレイ化できる新しい培養法として、微細加工
技術と表面化学修飾技術を巧みに組み合わせた「マイクロウェルチップ」技術を独自に開発し
てきた。そして、このチップを用いたマウス ES/iPS 細胞の胚様体の研究において、以下のこと
をこれまでに明らかにしてきた。 
 ・マイクロウェル径や隣接する胚様体間の距離に依存して細胞の分化特性が変化する。 
 ・従来のハンギングドロップ培養（微小液滴内で胚様体を形成させる方法）とチップ培養で

は細胞の分化特性が異なる。 
 これらの発見は、チップ培養は従来の胚様体培養法とは異なる培養環境が形成されているこ
とを示すものである。そして、それはチップ培養に起因する自発的な酸素環境の変化が関与し
ていることが考えられる。そこで、この現象を詳細に解析することにより、幹細胞分化におけ
る酸素環境の役割やそのメカニズム、分化に適した酸素環境条件などが明らかとなり、将来的
には幹細胞の分化方向性の制御や分化効率の向上へとつながると考え、本研究の提案に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マイクロウェルチップ培養による酸素環境の変化によって iPS 胚様体の分化が
スイッチングする現象とそのメカニズムを明らかにし、胚様体培養における酸素環境設計の重
要性を証明することを目的とした。具体的には、以下の項目を明らかにすることに取り組んだ。 
 ・培養系内への酸素供給能が異なるチップを設計・作製し、iPS 胚様体の分化と酸素環境の

関係性を明らかにする。 
 ・iPS 胚様体の内部状態を解析するとともに、胚様体近傍の酸素濃度分布を明らかにする。 
 ・酸素環境の変化に伴う iPS 胚様体の分化スイッチング現象のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 独自に開発した「マイクロウェルチップ」を培養プラットフォームとした。このチップは、
数センチ角の培養基板上に規則的なマイクロウェル（マイクロ培養空間）を設け、その表面が
細胞非接着分子（MPC）で修飾された構造をしている。このチップに ES/iPS 細胞を播種すると、
細胞は自発的に集合・凝集化し、胚様体を形成する（図１左）。 
 本研究では、培養系内への酸素供給能が異なるチップとして、ガス透過性が低いポリメチル
メタクリレート（PMMA）製チップとガス透過性が高いポリジメリルシロキサン（PDMS）製チッ
プを設計・作製した（図１右）。ここで、一般的な培養プラットフォーム（本研究では PMMA
チップが該当）では培養液中への酸素供給は気液界面を介して行われるのみである。これに対
し、PDMS チップは気液界面を介した酸素供給に加え、PDMS を介した固液界面からの酸素供給も
加わるため培養系内への酸素供給能が向上する。 
 これらのチップで iPS 胚様体を培養し、酸素環境が細胞特性に与える効果を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）培養系内への酸素供給能の違いがマウス iPS 胚様体特性に与える効果 
 作製した PMMA チップと PDMS チップの培養系内への酸素供給能を評価した結果、PDMS チップ
は PMMA チップに比べて約 15 倍高い酸素供給能を有することがわかった。両チップにおいてマ
ウス iPS 胚様体を培養すると、PDMS チップの胚様体増殖性は PMMA チップよりも飛躍的に向上

図１．マイクロウェルチップ技術 



し、酸素供給環境の違いで細胞増殖性が異なることが示された。また、PMMA チップでは肝分化
が促進されるのに対し、PDMS チップでは血管系分化が促進され、従来のハンギングドロップ培
養と類似した分化特性を示すことを見出した（図２）。 
 培養系内の酸素濃度は酸素の供給速度と細胞の酸素消費速度によって決定されることから、
PDMS チップ上のウェル数（＝胚様体数）を 100 個、300 個、500 個と変化させることで胚様体
近傍の酸素環境が異なる条件を作製した。iPS 胚様体はウェル数の増加に伴って分化速度が低
下し、ウェル数の少ないチップでは血管系分化、ウェル数の多いチップでは肝分化が促進され
る傾向を示した。 
 これらの結果から、チップの材質や設計条件によって iPS 胚様体の分化スイッチング現象が
起こり、低酸素環境は細胞分化がゆっくりと進行し、かつ肝分化が促進されやすい環境である
ことを見出した。 
 
（２）iPS 胚様体内部状態の解析 
 上記の検討は培養系全体の評価であることから、次に個々の iPS 胚様体内部の特性を比較し
た。低酸素蛍光プローブを用いて PMMA チップと PDMS チップにおけるマウス iPS 胚様体内部の
酸素化状態を評価したところ、PMMA チップでは胚様体中心部において低酸素環境が発生（体積
比にして約 25%の領域）したのに対し、PDMS チップでは低酸素環境の発生はほとんど見なれな
かった（図３）。また、PDMS チップにおける低酸素応答遺伝子の発現は、PMMA チップに比べ著
しく低かった。さらに、蛍光プローブを用いて胚様体内部の未分化状態を評価すると、PMMA チ
ップではその中心領域に多くの未分化細胞集団が存在した。 
 これらの結果から、培養系内への酸素供給能の違いは、iPS 胚様体内部の酸素化状態に影響
することがわかった。さらに、iPS 細胞の分化は胚様体周辺部から進行し、低酸素環境が発生
する胚様体内部では未分化状態が維持されやすい傾向にあることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）培養系内の酸素濃度分布 
 ハンドリングや現象観察が容易な HepG2 スフェロイドをモデル評価系とし、パターニング培
養を利用してスフェロイド間隙における酸素濃度分布を評価した。具体的には、基板上に 37
個の HepG2 スフェロイドをパターニング培養し、ニードル式マイクロ酸素センサーを用いてス
フェロイド間隙における溶存酸素濃度を測定した。培養液中（37℃）の飽和溶存酸素濃度は
6.8ppm であるのに対し、隣接するスフェロイド間距離が 1500μm、1000μm、500μm と近づく
につれてスフェロイド間隙の溶存酸素はそれぞれ約 4ppm、3ppm、2ppm へと減少した。 
 これらの結果より、スフェロイドの酸素消費に対して培養系内への酸素供給は十分に追いつ
いておらず、スフェロイド近傍の酸素濃度は隣接するスフェロイド間距離に依存して低下する
ことが明らかになった。すなわち、スフェロイドが低酸素環境へと陥る律速因子は培養液への
酸素供給能であり、iPS 胚様体においても同様な現象が発生していることが考えられる。 
 
（４）酸素環境応答性分化メカニズムの解析 
 PMMA チップと PDMS チップにおいて、マウス iPS 胚様体が分化スイッチングを起こす細胞内
シグナル経路の探索を試みた。様々なシグナル因子のなかで、細胞が自己分泌するタンパク質
である Wnt5a の発現に変動がみられ、そのシグナル伝達の下流に位置する細胞内酵素である
AKT1 の作用が分化調節に関与している可能性を見出した。具体的には、通常酸素環境（PDMS
チップ）では下流シグナルである Akt1 の高発現に伴う血管系分化の促進が起こり、低酸素環境
（PMMA チップ）では Akt1 発現の低下に伴う Foxa2 の高発現化によって肝分化の促進が起こっ
ていることが示唆された（図４）。 

図２．iPS 胚様体の分化スイッチング 図３．胚様体内部の酸素化状態 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）ヒト iPS 胚様体の酸素環境応答現象 
 上記のように、酸素環境に応答するマウス iPS 胚様体の特性変動はほぼ解明できたが、再生
医療や創薬研究などへの技術展開を考えると「ヒト iPS 細胞」の酸素応答現象を明らかにする
意義は大きい。そこで、マウス iPS 胚様体で確立した条件をもとにヒト iPS 胚様体でみられる
現象を評価した。 
 マウス iPS 胚様体では酸素環境に応じて血管系分化と肝分化の分化促進スイッチング現象が
起こったが、ヒト iPS 胚様体ではスイッチング現象はみられず、その代わりに酸素供給能が高
い PDMS チップにおいて神経分化が飛躍的に促進されることを見出した。この結果は、細胞種に
よって酸素応答現象が異なる可能性を示唆するものであり、さらなる詳細な検討を進めること
で酸素環境設計の重要性を明らかにできると思われる。 
 
（６）マイクロウェルチップ技術の幹細胞スフェロイド培養への展開 
 本研究では iPS 胚様体の酸素応答性に焦点を絞って研究を進めたが、神経幹細胞スフェロイ
ドや間葉系幹細胞スフェロイドにおいても酸素環境によって応答性が変化することを予備的に
見出した。さらに、本マイクロチップ技術を利用すると、間葉系幹細胞スフェロイドの骨分化
が促進することも明らかにした。 
 今後、各種幹細胞スフェロイドと酸素環境の関係性を明らかにすることにより、優れた培養
環境設計の提案へとつながることが期待できる。 
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