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研究成果の概要（和文）：細胞は生体・組織内において、非常に複雑、且つ厳密に制御された微

小環境に置かれ、その機能・運命制御が行われている。本研究では、マイクロ流体・ナノテク

ノロジー技術を用いて人工細胞外微小環境を創出し、ヒト多能性幹細胞の新規制御法の開発を

行った。本研究で得られた技術・知見はヒト多能性幹細胞を用いた再生医療・薬剤開発に大き

く貢献することになる。 

 
研究成果の概要（英文）：Cells in a body or tissues are placed in cellular microenvironments, 

and regulated their functions as well as fate decision in a highly regulated manner. In this 

study, I tried to create artificial cellular microenvironments with microfluidic and 

nanotechnologies to establish a new regulatory system for human pluripotent stem cells 

(hPSCs). The obtained results and findings will contribute the advancement of 

regenerative medicine and drug development using hPSCs. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞は、生体・組織内において①成長因子
や低分子などの可溶性因子、②細胞外マトリ
ックスなどの不溶性因子、③細胞間相互作用、
などで構成される細胞外微小環境に囲まれ、
その運命を制御されている(Fig. 1、Discher et 

al., Science, 2009; Mohyeldin et al., Cell Stem 

Cell, 2010)。それ故、ヒト多能性幹細胞（ES/iPS

細胞）を制御する際にも、目的組織に最適化
した細胞外微小環境を構築する必要がある。
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Fig. 1 細胞外微小環境による細胞運命制御 



しかし、現在の使用されている培養細胞の実
験系(in vitro 系)では、このような環境の人工
的な作製は非常に困難である。これを克服す
る１つの手段が、微細加工技術により微小空
間制御できるマイクロ流体デバイス（µFD）
を用いた細胞培養・実験系である。 

µFD は細胞生物学において、 

①fL～µL スケールの微量液滴の厳密制御 
②nm～μm スケールでの微小空間制御 
③単一空間内に二～多液層・濃度勾配の作製 
④実験の自動化・High-Throughput（HT）化 
⑤サンプル量の最小化 
などの利点がある。つまり µFD を用いること
によって、時・空間制御した多様な微小環境
を単一デバイス内に作製でき、それを網羅的
に解析することができる。申請者は、現在ま
でに µFD を用いた新規ヒト ES/iPS 細胞培
養・実験系の開発を行ってきた（Kamei, et al., 

Lab Chip, 2009; Kamei et al., Lab Chip, 2010）。
実際にこの利点を利用し、システム生物学解
析を通してそれまで見ることができなかっ
たヒト ES 細胞と iPS 細胞の性質の違いを明
らかにしている。 

 さらに、in vitro 系での細胞外微環境の構築
には、連携研究者である Yong Chen 教授（京
都大学）と劉莉博士（京都大学）の研究が有
効である。Chen 教授らは、ナノファイバーを
用いた細胞足場の作製により、細胞運命制御
を可能とする足がかりを得た。本申請ではこ
れをより実用的なものとするために、多様な
ナノファイバーを作製・ライブラリー化し、
µFD 内に取り入れることによって、人工的細
胞外微小環境の作製と、メカニズム解明に応
用する。 

本研究では、マイクロ流体デバイスとナノフ
ァイバーを用いて、時・空間制御できる人工
細胞外微小環境を創出し、これを用いて細胞
運命制御への作用機構を解明していく。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、以下の三項目である。 

(1) 多様な細胞外微小環境を作製・試験でき
るハイスループットマイクロ流体デバイス
（HT-µFD）の開発 

(2) ナノファイバーライブラリの作製と
HT-µFD への組込みによる細胞外微小環境ラ
イブラリの作製 

(3) ヒト ES/iPS 細胞の自己複製を促進する微
小環境の同定とその作用機構の分子生物学
的な解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 上で記した研究背景と申請者が行ってき
たこれまでの研究・成果を基に、本研究では、
ヒト ES/iPS 細胞運命の一つである自己複製
に着目し、細胞外微小環境によるその制御機
構を、マイクロ流体デバイスとナノファイバ

ーを融合して in vitro 人工細胞外微小環境を
開発・駆使することによって解明する。そこ
で本申請での研究期間内では、以下の項目に
ついて研究開発・解明を行う。 

 

(1) 多種類の細胞外微小環境を解析する HT

マイクロ流体デバイス（HT-µFD）の開発 

(2）材料・系・長さ・密度などを調節した多
種類のナノファーバーを作製し、ライブラリ
を作製する。 

(3）ナノファイバーライブラリーを HT-µFD

に組み込むことによって、多種類の細胞外微
小環境を作製する（細胞微小環境ライブラ
リ）。 

(4）作製した多様な細胞外環境ライブラリの
中から、ヒト ES/iPS 細胞の自己複製に促進的
に作用するものを同定する。 

(5）同定した細胞外微小環境によるヒト
ES/iPS 細胞自己複製への作用機構を解明す
るために、遺伝子発現、タンパク質発現、エ
ピジェネティックス変化など多角的な解析
を行う。 

 
４．研究成果 
(1) 本研究では、申請書にある研究計画に沿
い、ハイスループットマイクロ流体デバイス
（HT-µFD）の開発を行い、それに成功した。
また、多種のナノファイバーを HT-µFD に組
み込む研究にも成功しており、現在その結果
に基づき、投稿論文を執筆中である。また、
この開発した HT-µFD を用いて、細胞外微小
環境が細胞に与える影響について詳細なメ
カニズム解析を行なっている。現在、ヒト多
能性幹細胞が 2 次元環境下、3 次元環境下に
おいて、その遺伝子発現に大きな違いがある
ことを明らかにしており、その結果に基づい
た論文を執筆中である。 

 

(2) また、「そもそもマイクロ流体デバイス
に使用する材料はヒト多能性幹細胞に影響
を及ぼしていないのか？」という原点に立ち
返り、多角的な方法でデバイス作製に通常使
用されている材料（PDMS やフォトレジスト）
の評価を行った。その結果、幹細胞マーカー
のタンパク質発現に関してはあまり影響が
確認できなかったものの、遺伝子レベルで評
価すると、確実にその材料がヒト多能性幹細
胞に影響を及ぼしていることが確認でき、特
に中内胚葉系の遺伝子発現が上昇している
ことが明らかとなった (Fig. 2)。現在、この
様な材料は BioMEMS やマイクロ流体デバイ
ス作製、及び幹細胞生物学へと応用され始め
ているが、本研究で指摘した基礎的な部分が
注意を払われない場合が多い。特に、本研究
では分化系の遺伝子発現の上昇を確認して
おり、これが後の分化誘導実験に影響を及ぼ
すのは必然である。このような、細胞に対す



る材料の影響を知ることはこれからの応用
研究を考慮すると非常に重要である。これら
の結果は国際研究雑誌 Advanced Healthcare 

Materials 上にて発表した。 

 

Fig. 2 微細加工技術に使用される材料がヒ
ト多能性幹細胞の遺伝子発現に与える影響。
(a) 84 種類のヒト多能性幹細胞に関連する遺
伝子発現をヒートマップにて評価。(b) (a)を

基に各基質が遺伝子発現に与える影響の類
似性を解析。 
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