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研究成果の概要（和文）： 光反応性ゼラチンを介して種々のシグナル分子を培養基材表面に固

定化した。その表面上で幹細胞を培養し、その分化状態が制御できるかを検討したところ、固

定化するマトリックス分子や増殖因子によって、幹細胞の多能性維持、分化誘導などの可能性

が示唆された。LIF は未分化維持、activin は量に応じた異なる胚葉系細胞への分化、そして

VEGFは直接マウス iPS細胞からの CD31陽性細胞への誘導が可能であった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Various signal proteins such as cytokines and growth factors 
were photo-immobilized on culture vessels to investigate the effect of them on stem cells. 
Immobilized LIF and MCP1 chemokine grow ES cells in undifferentiated state. Activin-A 
immobilized at high dose enhanced ES cells to differentiate into endodermal cells, and 
at lower dose to cells with mesodermal phenotype. Immobilized VEGF grow CD31 positive 
cells directly from mouse iPS cells without prior sorting of differentiating cells. These 
results suggest the possibility of culture devices for stem cells that can regulate 
differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 

再生医療の実現化に向けて、今後、移植用

の細胞のより効率的な増幅培養や、特定の組

織構造体を形成してから移植する等の手法

の確立が求められていくと考えられる。通常

の培養法では細胞に刺激を与える増殖因子

や分化誘導因子など（以下シグナル因子類）

は培地に添加される。しかし、これら蛋白性
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の因子は、培地中で活性が不安定であり、繰

り返し添加する必要がある。我々は、それに

代わり、因子類を培養基材等の固相表面に化

学的処理で固定化することが有効と考えて

きた。（Itoら 1991; Biomaterials 12,440）。 

固定化法としては増殖因子を遺伝子工学的

に改変してマトリックス結合性を付与した

融合蛋白質とするという手法も考えられて

いる（代表者の平成 18-19年度科研費採択課

題）。これら固定化あるいは、結合性の付与

によって、因子の効果の持続性が期待され、

長期にわたる細胞増殖を支持する効果がみ

られている。しかしながらこれらの手法が幹

細胞の培養に応用された例は少ない。特に幹

細胞の分化状態を制御する上で有効かどう

かは明らかではなかった。 

 
２．研究の目的 

これまでの研究例では、シグナル因子等の

固定化の利点として、活性の持続性が主に考

えられてきたが、本研究では、固定化により、

複数種の因子類を、同一容器の中に別々に配

置できるという点に着目する。 

培地に複数種の因子を添加しても、容器内

の環境としては一様であり、原理的にはどの

細胞に対しても一様の効果を及ぼすため、細

胞の反応は一様である。これに対して、固定

化の場合は、別々の因子が固定化された区画

ごとに、異なる環境が存在することになる。

つまり、多種の因子がアレー状に配置される

ことで、同一容器内でも、異なるシグナルを

受容する細胞が存在することになると想定

される。すなわち、どの因子が幹細胞の未分

化状態の維持にあるいは分化誘導に有効か

などを同時に比較検討することが可能にな

ると考えられる。さらに、たとえば幹細胞か

ら 2種類以上の細胞が分化しそれらが相互作

用を行うことも期待される。基本的な組織構

造の形成に至る可能性も考えられる。将来的

には、ある適切な固定化条件で「幹細胞の分

化→細胞間の相互作用→組織の形成の初期

段階」までが、培養器の中で再現できるかも

しれない。 

従って本研究の目的は、「シグナル因子類

の固定化によって幹細胞の分化状態を制御

できる培養システム」が可能かを検証するこ

とにある。そのために、培養器材へ固定化す

るシグナル因子の種類、固定化量、区画の形

状、およびその配置の検討を行うものである。

主に血管系細胞への分化と組織構造形成を

対象に行うが、それ以外の細胞・組織にも適

用できる方法原理を見いだしたい。 

 
３．研究の方法 

種々のシグナル因子類を、アジドフェニル基

を導入した生体高分子（ゼラチンなど）と混

合して基材上にスポットし、乾燥後ＵＶ照射

することで固定化する。複数種の因子のスポ

ット（径0.2〜3mm）は、スタンパーにより、

同一ウェル内に作成され、マウスES細胞、iPS

細胞などの幹細胞を播種して、スポット上で

の細胞の変化を比較解析した。 

 因子の種類、固定化量、固定域のサイズな

どが、１）幹細胞の未分化状態の維持、２）

幹細胞からの胚葉分化方向性、３）血管細胞

への分化にどのような影響を及ぼすかについ

て、表面マーカー等の染色をもとに検討した。 

 

４．研究成果 

１）幹細胞の未分化維持培養 

現在汎用されている方法は、フィーダー細胞、

あるいはそれに相当するとマトリックス物質

のうえに、ＬＩＦを加えた培地で培養すると

いうものであるが（マウスＥＳ細胞など）、

これらフィーダーやマトリックスを用いず、

ＬＩＦの容器への固定化によっても未分化状

態が維持された。またケモカインＭＣＰ１も

同様の効果があった。しかしいずれも培地添



 

 

加の量に比べるとかなり多量を要した（LIF

で３桁、MCP1で１桁程度多く必要）。両因子

を混合して固定化するとさらに効果が高まる

が、やはり培地添加に比べると多量に必要。

固定化は有効だが、コスト的には課題が残っ

た。 

このほか、アジド基を導入した低分子ヒア

ルロン酸が、培養器のコート材料として、マ

ウスＥＳ細胞の未分化維持培養に有効である

ことを見いだした。(この項、研究協力者との

共同研究)。 

 ２）胚葉系分化への固定化 activinの効果  

BMP4，FGF2，PDGF，EGF，VEGF，HGFなどとと

もに固定化した領域においてマウス ES 細胞

を培養し、分化状態を FoxA2（内胚葉系）お

よび SMA（中胚葉系）で検討した。培養後 3

～12 日の間でみたところ、FGF2 は activin

の効果を抑制したが、それ以外の因子との共

存では activin（10ng/mm2程度）の内胚葉系

への分化促進効果が認められた。また、

activin 固定化領域外に移動した細胞は中胚

葉系の分化傾向を示し、activin の影響を受

ける時間が内胚葉分化程度に影響している

可能性が示唆された。 

３）血管内皮細胞誘導  

多数の因子類（１７種類）を activin無し

の条件で、スポットアレーとして固定化した

うえに、マウスｉＰＳ細胞を播種した。培養

8-14 日で、VEGF 固定化領域上に、CD31 陽性

の細胞が高頻度で見られた。EGF あるいは

BMP4 固定化領域上でも CD31 陽性細胞が見ら

れたが、ごく少数で細胞の増殖程度が非常に

悪かった。また血管新生因子である FGF2, HGF

などの固定化域でも増殖がほとんど無く、陽

性細胞もみられなかった。 

固定化 VEGF は、内皮細胞への初期分化段階

(flk1陽性)の細胞を捕捉し、かつそれに対し

て増殖刺激を与えるという仕組みが想定さ

れる。すでに報告されている方法ではＥＳ細

胞から flk1 陽性細胞を選別する操作が必要

であったが、固定化 VEGF は、分化した細胞

だけを選択的に増殖させるためすぐれた培

養法といえる。（なお、VEGF 自体が細胞に対

して flk1 発現を誘導しているのかどうかは

今後明らかににする必要が有ろう）。 

VEGFと同様、シグナル因子の受容体が分化マ

ーカーとして発現してくるものは同様な培

養原理の適用が想定される。例えば、内中胚

葉から中胚葉の段階で発現してくる PDGF の

受容体（PDGFRα）を持つ細胞に、固定化 PDGF

が増殖刺激を与えることができるのではな

いか？ 逆に EGF, FGF, HGFなどは、分化段

階にリンクして受容体が発現するものでは

ないために、効果を示さないのかもしれない 

 

「まとめ」本研究により、基材に固定化す

るシグナル因子類の選択・組み合わせ方によ

って、未分化維持あるいは、内胚葉系、中胚

葉系への分化を制御できる可能性が見いだ

され、特に血管内皮細胞への分化条件など、

培養基材開発の手がかりを得た。 

「今後」固定化領域ですべての細胞が同調

して分化する条件や、異なる細胞の相互作用

を誘発させるための因子配置形状などが検

討課題である。さらに培地組成や、基材表面

の影響などとの兼ね合いも検討していく必

要が有る。 
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