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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は多細胞システムにおける相互作用を最大化するための精度アップポイ
ントを抽出・再設計し、試験管内において高品質な臓器原基（臓器のたね）を誘導するための人為的構成技術の
確立することである。研究成果としては，（１）未分化細胞に特徴的な膜流動性に着目した新規細胞選別法の開
発を通して，細胞原料を均質化する基盤技術の確立を達成した．さらに（２）複雑な構造を有する肝臓原基の誘
導を目指して，不均一マトリクス環境をモデル化した新規の培養基板開発に成功した．以上によって細胞原料側
だけでなく培養基板の最適化を達成し，本研究課題を大幅に進展させることができた．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to extract physical parameter for maximizing
 interaction in multicellular systems and construct optimized methodology to derive highly organized
 organ bud in vitro. In this project, we established cell purification methodology in large 
quantities focusing on membrane physical fingerprints of pluripotent stem cells. Furthermore, we 
newly developed substrate mimicking heterogeneous mechanical environment in vivo for the derivation 
of liver bud with complex structures. Collectively, the optimization of both cell source and culture
 substrate greatly facilitate future efforts to develop self-organizing systems in vitro.

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は，細胞の物理特性と外部環境の精密な設計・制御が多細胞行動と機能の制御とともに，構
成的細胞操作技術確立のための基礎として極めて重要な知見となる点である．本研究によって支持体の硬さ条件
などの細胞外部環境を踏まえた多細胞系の自律的組織化機構に一歩迫ることができたことは，世界に先駆けて構
成的生物学的な観点からその意義を明快に示すことにつながった．さらに，本研究によって最適化された臓器原
基の創出原理をより質の高い再生医療の実現、創薬研究への応用につながることから，大きな社会的意義の期待
される成果であった．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体内における細胞の形態・運動性・分化機能は，その細胞の属する組織を構成するさまざま
な細胞・組織間の相互作用，および周辺から感受する種々の外的環境により厳密に調節されて
いる．このような細胞内部・外部最適環境の設計は，細胞の行動・機能の制御を通じた複合組
織誘導技術の礎として，次々世代型の再生医療実現に大きく貢献する重要課題の一つである．
しかし，多くの先行研究では，単一種の細胞を平面培養モデル下で解析しているにすぎず，世
界的にみても多細胞システムの時・空間挙動を解析する例は皆無であった． 
一方で研究代表者は、従来の「単一細胞の分化誘導」という開発概念から脱却し，多細胞間の
時・空間的な相互作用を人為的に模倣して「臓器原基の人為的構成」を実現する独創的な幹細
胞培養系を確立している．具体的には，臓器原基（肝芽）の誘導に関わる肝内胚葉，間葉系細
胞，血管細胞の３種類の細胞を混ぜ合わせることで，iPS 細胞から立体的なヒト肝臓原基を創
り出す基盤技術（Organ Bud Generation 法）の確立に成功した．このような複合組織構成技
術は国際的にも類を見ず，その極めて高い独自性が広く評価されてきている（Nature 2013.ベ
ルツ賞, 2014）． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，多細胞システムにおける相互作用を最大化するための各種精度アップポ
イントを抽出し，再設計を試みる．これにより，試験管内において高品質な臓器原基（臓器の
たね）を誘導するための構成的細胞操作技術の確立を目指す． 
 
３．研究の方法 
本研究の礎となるのは我々が確立したヒ
トiPS細胞からの立体的なヒト肝臓原基の
創出技術（Nature 2013 及び Cell Stem Cell 
2015）である．本研究では，より高品質な
器官原基を誘導する内部環境因子（細胞の
質・種類・比率など）及び外部環境因子（培
養基材の力学的・生化学的特性など）の最
適化を図った． 
まず内部環境の中でも，臓器原基の細胞材
料の品質に着目した．細胞原料中に含まれ
る非標的細胞（未分化細胞など）の混入を
克服するため，我々は表面マーカーに頼ら
ない，細胞膜の流動性に着目するという全
く新しい視点のアプローチを進めた． 
膜流動性は細胞膜中のタンパク質集積に
大きな影響を与え，細胞接着などの細胞機
能を制御していることが示唆されてきた
重要な物理特性の一つである．そこで，膜
物性の定量評価を目的として，膜流動性に
応じてその蛍光波長を赤から青まで変化
する環境感受性色素であるLaurdanを用い
て，赤・青の蛍光強度比から相対値である
GP 値（Generalized polarization）として
算出した． 
さらに我々は内部環境だけでなく，外部環
境が肝臓原基の誘導へ与える影響につい
て評価を行った．すなわち，生体内のよう
な不均一な硬さ環境が細胞集合現象にお
よぼす影響の検証を実施した．これまで
我々は均一な硬さを有する培養基板を用
いて，効率的に肝臓原基の効率的な誘導に
成功している（Cell Stem Cell 2015）．そ
こで本研究では本基板をベースに改良を進め，生体内の不均一環境をモデル化した新規の培養
基板を用いて，複雑な組織構築が可能であるかを検証した．以下にこれらの主要な成果の概要
について述べる． 
 
４．研究成果 
(1)分化と細胞膜流動性の関係 
未分化細胞から内胚葉誘導で得た前期分化細胞（Definitive endoderm, DE）および後期分化細
胞（Hepatic endoderm，HE）の GP カラー図を取得した所，それらの差はほぼ観察されなかった
（図１A左）．ここで（１）脂質分子の配向性と（２）コレステロール量の２つの重要なパラメ
ーターが細胞膜物性を制御している．そこで MβCD（methyl beta-cyclodextrin）を添加して

図 1：未分化細胞に特有な膜物性指紋の
発見．（A）分化と膜物性の経時変化とそ
の（B）定量解析結果．MβCD が脂質膜か
らのコレステロール除去剤として機能す
る．コレステロール量の推定には反応前
後の GP 値の差分から定量．Stem Cell 
Reports から許可を得て転載． 



コレステロールを除去し，脂質分子からの増
強シグナルを観察した．すると分化が進むに
連れて，緑色で低流動的な細胞膜へと変化す
ることが明らかとなった（図１A右）．さらに
定量的なデータを得るために，１日置きに細
胞を浮遊状態で平均 GP の経時変化を測定し
た（図１B上）．先述した傾向と一致するデー
タが得られた．つまり，未処理の膜では内胚
葉誘導が進んでもほぼ GP 値は変化しないの
に対して，コレステロールが脱離された状態
では GP 値が２倍増大して高配向な脂質分子
が増大していることが推測される．ここで未
処理群（赤）から MβCD 処理群（赤）のデー
タを差し引くことで，細胞膜中のコレステロ
ール量を推定できる．すると分化誘導日数と
ともに総量が減少していくことを確認でき
た．以上のデータから推測される脂質膜の組
成のモデル図を示す（図１B下）．未分化細胞
膜は分化細胞膜に比べてコレステロールが
多く，低配向性の脂質分子から構成されるこ
とが明らかになった．よって未分化細胞の膜に
は特有の物性が存在することを初めて報告 し
た． 
 
(2)分子生物学的アプローチを用いた膜流動性
の変化のメカニズム 
興味深いことに高配向の脂質分子が増大するこ
とが引き金となって，未分化状態からの離脱が促進されていく．なぜこうした脂質分子の配向
性の変化が分化には必要なのだろうか？我々が着目したのは内胚葉誘導に必須の Activin 経路
である（図２A）． Activin はレセプターに結合すると，Smad2/3 がリン酸化される．ここに低
配向性の脂肪酸（オレイン酸）を添加して強制的な流動化を促すと，Activin に応答しない不
活化集団が 10-20 %程度現れた（図２A左）．ここでレセプターは ActRII/IIB と ALK4 の複合体
で形成される．高配向性の脂質分子に支えられる本レセプターが，強制的な流動化によって脱
乖離し，Activin に不応答になったものと考えられる．以上のように脂質膜の配向性が高くな
ることは，分化誘導因子の結合レセプターの構造を安定化に大きく寄与していることがわかり，
さらにその後の分化誘導を増強するのに優位に働いているものと考えられる． 
どのような分子生物学的な指標（タンパク質）が未分化膜の物性を構成しているのだろうか？
網羅的な遺伝子発現解析から，未分化細胞は低配向性の脂肪酸合成に関わる脂肪酸不飽和化酵
素（Stearoyl-CoA desaturase-1 ,SCD1）及びコレステロール生合成に 関わる酵素（3-hydroxy-3- 
methylglutaryl-coenzyme A reductase，HMGCR）を高く発現していることを見出している．そ
こでこのような酵素の阻害剤を添加した際に，細胞の未分化性が変化するかどうかを評価すれ
ば，本タンパク質が膜の組成を優位に制御していることが推察できる．そこでまずは SCD1 の直
接阻害剤（CAY10566）の未分化細胞のマーカー（Tra2-49/6E）の発現強度に対する影響をフロ
ーサイトメーターにより評価した（図２B）．すると阻害剤の濃度が上昇するに伴い未分化マー
カーが減少し，細胞は未分化状態からすばやく離脱することを見出した．同様にして HMGCR の
直接阻害剤（Lovastatin）を添加しても，未分化マーカ―の低減が確認できた．以上によって
未分化細胞膜において SCD1 と HMGCR が恒常的に高く発現することで，低配向性の脂肪酸と豊富
なコレステロールを有する特徴（以降、膜指紋と呼ぶ）を支えることを初めて見出した（図２
B右）． 
 
(3)未分化細胞膜の物性指紋に着目した新規細胞選別法の開発 
 上述した未分化細胞と分化細胞との膜流動性の個性差は，流動性制御剤（独自ライブラリー
から特定：ポリフェノール）が大きくかつ迅速に拡大することを見出している．脂質膜の流動
性が変化する事は膜タンパク質の集積の変化を介して細胞接着に寄与することが推測できる．
よって３０分以内の短時間で完了する細胞接着をアウトプットにすれば，臨床応用に向けた大
量選別を高速かつ低毒性（ポリフェノールは副作用は小さい）での実施可能性が期待される． 
本コンセプトの実証に向けて，蛍光ラベルされた未分化細胞と無標識の分化細胞を混ぜ合わせ，
接着選別から未分化細胞の除去率を定量評価した．この時の接着条件は， 
（a）生化学的条件（基質の種類と濃度） 
（b）物理学的条件（溶質の種類と濃度） 
（c）時間条件（培養時間，３０分以内） 
で構築した１１５０条件の接着条件アレイであり，分化細胞としては内・中・外胚葉細胞の超
網羅的な条件である．興味深いことに内・外胚葉は上澄みに濃縮され除去率の最大値も基質条

図２：膜流動性の物理・生物学的な制御
による未分化状態への影響．（A）流動的
な脂質分子の添加によるアクチビンシグ
ナルへの影響．（B）脂肪酸・コレステロ
ール合成経路の阻害に伴う未分化状態の
変化．Stem Cell Reports から許可を得
て転載． 



件で多く見られた．これは未分化細胞に比べて
内・外胚葉細胞の接着強度が弱いため，未分化
細胞が好む基質条件（Laminin や Matrigel）で，
上澄みに分化細胞が濃縮されたためである．一
方で中胚葉細胞においては基板側に迅速に濃縮
されていることがわかった．これは未分化細胞
に比べて中胚葉細胞の接着強度が強いことと，
未分化細胞の接着強度を流動性制御剤（ポリフ
ェノール）が弱めるために，除去率の最大値が
ポリフェノール条件側で多く見られたものと考
えられる． 
本システムは質量分析法などでは得られない生
きた細胞膜の物理特性を取得できる重要な技術
である．また，発生だけでなくがんなどの様々
な生命現象のメカニズムを物理的・生化学的な
アプローチの両面からの解明に大きく寄与する
ことが期待される．一方で本手法の選別法とし
ての応用性は，未分化細胞と分化細胞との流動
性の個性差を利用することで，8分で最大 94 %
の細胞選別が達成できる．本手法は何度も繰り
返すことができるので，例えば 1%の未分化細胞
の混入の場合，2回繰り返すことで(6/100)3 ＝ 
0.004％と高純度になることが期待される．よっ
て本研究システムが基礎的な研究だけでなく，
実際の臨床応用に用いる細胞原料の選別法とし
て広く利用されていくことを期待される．  
 
(4)生体内の不均一環境をモデル化した新規培
養基板の開発 
古くから胚発生（原腸陥入や眼杯形成）におい
て硬さの時空間分布の重要性が提言されている．
しかしながら，我々が着目している肝臓原基の

形成に対して周囲の硬さの“不均一“環境が如何に影響を与えているかといった情報は未知で
ある．そこで我々が開発してきた均一基板をさらなる改良として（Cell Stem Cell 2015）光応
答性ラジカル重合剤（Irgacure2959）を導入することで光照射による硬さパターンを有した新
規培養基板の構築に成功した（図３A）．既存法はブラックライトを光源に用いていたが（図３
B），非集光のためにブラックライト管の位置に応じて硬さパターンに偏りが生じる（図３C青）．
一方，本研究で開発した独自の照射装置は高圧水銀光源から投光管を介して平行光にしている
ために，均一に光照射が可能となる．反応溶液に励起光を照射する際にはフォトマスクを介す
ることで励起光の強照射/弱照射（硬い/柔らかい）領域のパターンを施した．なおこの時に得
られる硬さの空間パターンは（I）フォトマスクの黒色パターン（II）反応溶液中の架橋剤濃度
（III）UV 照射時間の 3 つのパラメーターで自在に制御可能である．そのため今回の硬さパタ
ーン以外にも自在な硬さ空間パターンを基板に施すことが可能であり，本ゲルの拡張性・汎用
性は非常に大きい．実際に研究提案者らが開発した中心が硬く周囲が柔らかい硬さパターンゲ
ルに対して細胞を均一に播種した（図３D）．すると均一細胞を播種したにもかかわらず，中心
の硬い領域には長さ 500 μm 程度の長方形の集合体が形成され，組織集合を場の硬さパターン
で制御することに成功した（論文投稿中，2019）. 
 以上の細胞原料側の均質化，さらに器官原基を誘導する培養場の最適化を含む成果によって
本研究課題を大幅に進展させることができたと考えられる． 
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