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研究成果の概要（和文）：物理的刺激が様々な細胞の増殖や分化に影響を与える事が知られているが，幹細胞に対する
影響についてはほとんど分かっていない，そこで本研究では，物理的刺激が胚性幹細胞の未分化性に影響を与えるか検
討した．
フィーダー細胞フリーで維持培養可能なマウスES細胞を底面がシリコーンの培養プレートに培養し，LIF（Leukemia In
hibitory Factor）非存在下で10%，0.16Hzの引張り応力を負荷しながらの培養条件が幹細胞の未分化マーカーであるNa
nogの発現を維持させた．一方，物理的刺激によってPI3K-Aktシグナルの活性化が見られ，これがNanog発現と関連する
と考えられた．

研究成果の概要（英文）：Mechanical strain has been reported to affect the proliferation/differentiation of
 many cell types. however, the effects of mechanotransduction on embryonic stem (ES) cells remains unknown
. To investigate the effects of mechanical strain on ES cell fate, we examined the expression of Nanog as 
well as Nanog-associated intracellular signaling during uniaxial cyclic stretch. The mouse ES cell was pla
ted onto elastic membranes, and we applied 10% strain at 0.16 Hz. The expression of Nanog was reduced duri
ng ES cell differentiation in response to the withdrawal of leukemia inhibitory factor (LIF); however, two
 days of mechanical strain attenuated this reduction of Nanog expression. On the other hand, the mechanica
l strain promoted PI3K-Akt signaling, which is reported as an upstream of Nanog transcription.These findin
gs imply that mechanical force plays a role in regulating Nanog expression in ES cells through the actin c
ytoskeleton-PI3K-Akt signaling.
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１．研究開始当初の背景 
 発生途中の受精卵の内部細胞塊から樹立
された ES 細胞（embryonic stem cell）と，体
細胞に転写因子を導入して誘導された iPS 細
胞（induced pluripotent stem cell）は，どちら
も自己複製能と全能性をあわせ持ち，再生医
療における細胞ソースとして期待されてい
る．将来的に iPS 細胞等幹細胞を臨床応用す
るためには，これら幹細胞を安全かつ簡便，
安価に未分化性を維持した状態で効率良く
増殖させることが必要である． 
 通常ヒト ES 細胞・iPS 細胞の培養はマウス
胚性線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast：
MEF）をフィーダー細胞として使用し，ウシ
血清を含む培地で培養する．これら異種由来
成分を含む培養系では，病原体による感染や
免疫源性の問題が指摘されている．このよう
にヒトES細胞・ iPS細胞の培養には安全面，
技術面，コスト面から，再生医療の細胞ソー
スとしての実用化には少なからず問題があ
る． 
 これらの問題を解決するため，生体内にお
いて幹細胞の未分化性維持や分化・増殖制御
が行われている幹細胞ニッチを，人工フィー
ダーやバイオマテリアル等を用いて人工的
に再現した培養系をつくる試みが行われて
いる．一方で幹細胞ニッチにおいては，幹細
胞と分化した近傍の細胞による相互作用も
幹細胞の未分化性維持における重要な要素
であると考えられている．また，これまでに
細胞への物理的刺激が様々な細胞において，
細胞の分化や増殖に影響を与える事が報告
されている．しかしながら，物理的刺激が ES
細胞等の幹細胞にあたえる影響については
ほとんど分かっていない． 
 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では物理的刺激が，幹細胞の
未分化性にあたえる影響を検討し，物理刺激
を用いて，ES 細胞の未分化性を維持する培養
法の開発を試みた． 
 本研究によって，MEF，成長因子等の外来
成分を排除しても単相培養で幹細胞の未分
化性を維持できれば，幹細胞の大量培養も容
易になり，かつ現状に比べ安全性も確保でき
ると考えられるため，iPS 細胞等幹細胞を用
いた再生医療の実用化までの課題の一部を
解決できる可能性があると考えられる． 
 
 
３．研究の方法 
 まず，MEF（mouse embryonic fibroblast）な
どのフィーダー細胞フリーで維持培養可能
なマウス ES 細胞（CCE）を用いて，未分化
性を維持するための物理的刺激の最適化を
行った． 
 具体的にはマウス ES 細胞を底面がシリコ
ーンの培養プレート（Flexcell plate）に培養し，
マウス ES 細胞を未分化に増殖させるために

必須な LIF（Leukemia Inhibitory Factor）の存
在下/非存在下で 10%，0.1Hz の引張り応力を
負荷し，3 日間培養後に細胞を回収した．未
分化マーカーとして，Nanog，Oct-4，Sox-2，
CD34 遺伝子を RT-PCR で評価した．この条
件を基準として，引張りの程度を 0％，5％，
20％，引張り周期を 0.01Hz，0.5Hz，1Hz で
同様の評価を行い，未分化性を維持するため
の物理的刺激の最適化を行った． 
 さらに，引張り応力による未分化性維持に
関わる細胞内シグナル経路を特定するため
の解析を行った． 
 具体的には，まず最適化された物理的刺激
条件下でマウス ES 細胞を培養し，ウェスタ

ンブロッティングにより，TGF-βシグナルに
関するリン酸化 Smad2/3，Activin，PI3K シグ
ナルに関する PI3K，Akt，リン酸化 Akt など
の変化を定量した．また TGF-βや PI3K のイ
ンヒビター等を用いてシグナルを修飾し，そ
の表現型を解析した．  
 
 
４．研究成果 
 マウス ES 細胞を未分化に増殖させるため
に必須な LIF 非存在下において，幹細胞の未
分化性のマーカーである Nanog，Oct-4，Sox-2
を指標として用いて，未分化性を維持するた
めの物理的刺激の最適化を行った（図 1）． 
 
 その結果，ひずみ 10%，刺激頻度 0.16 Hz
の条件で，最も Nanog mRNA の発現が維持さ
れることが分かった（図 2）．Oct-4，Sox-2 に
ついてはほとんどの条件で，変動を認めなか
った． 
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 引張り刺激10%， 0.16 Hzの条件で， Nanog 
タンパク発現を定量したところ，Nanog 
mRNA 同様に，物理的刺激により Nanog タン
パクの発現も維持されていた（図 3）． 
 
 つぎに，引張り応力による未分化性維持に
関わる細胞内シグナル経路を特定するため，
ウェスタンブロッティングにより，TGF-βシ
グナルと PI3K シグナルを定量した．その結
果，PI3K-Akt シグナルが物理的刺激に応答し
て活性化されている事が分かった．またアク
チン重合阻害剤や PI3Kインヒビターにより，
物理的刺激誘導性の PI3K-Akt シグナルが阻
害された（図 4）． 
 

 以上のことから，引張り刺激は，マウス ES
細胞のNanogの発現を亢進させる事が分かっ
た．しかしながら，引張り刺激は Nanog 以外
の幹細胞未分化マーカーの発現には影響を
与えなかった．このことは，LIF 非存在下に
おいて引張り刺激のみではマウス ES 細胞の
未分化性を維持する事は困難である事を示
唆していると考えられた． 
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