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研究成果の概要（和文）：本申請では、3次元ナノ格子構造体を用いた新規細胞外足場を開発し、ヒト多能性幹細胞の
新規無血清合成培養系の開発を行うことを目的とする。微細加工技術を基にした3次元格子構造を作製することによっ
て、細胞足場における微細構造を厳密に制御することができるようになった。現在、フィーダー、タンパク質を使用せ
ず、新規3次元ナノ格子の上で、ヒトiPS細胞を培養し、細胞の未分化状態を維持することが成功した。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cells (hPSCs) are useful resources fortissue engineering, d
rug screening, and regenerative medicine. Cellular microenvironmental cues play critical roles in regulati
ng hPSCs functions, but it is challenging to control them with synthetic components. In this project, we f
ocus to develop a 3D nano-lattices scaffold for maintaining pluripotent stem cell culture based on micro-e
ngineering tools and techniques. hPSCs on 3D nano-lattics scaffold showed a growth rate and they retained 
their pluripotency. 
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１．研究開始当初の背景  

  今まで、ヒト多能性幹細胞の培養の基材と

して、フィーダー細胞は使われていることが

一般である。しかし、動物由来の成分が混在

していることや、コストが高いことや、2 次

元しかできないなど問題が既存している。in 

vitroレベルで生体内の 3次元微小環境を模倣

し、多能性幹細胞培養手法が求められている。

最近、広く使用されている細胞培養基材と

しては、マトリゲルや組換えタンパク質等

が挙げられるが、これらの材料はコストが

高く、また、ロット間による品質の差が大

きいなど安定性に欠けている。このような

条件で培養されたヒト多能性幹細胞は不安

定な状態になり、その結果、細胞増殖速度

の異常、非常に不均一な細胞群への変質、

分化能の損失、核型の変異等の異常を引き

起こしてしまう。幹細胞の未分化状態を維持

するために、フィーダーの代わり、より安定

している基材を必要となっている。 

 

２．研究の目的  

  本課題では、３次元ナノ格子構造体を用

いた新規細胞外足場を開発し、ヒト多能性

幹細胞の新規無血清合成培養系の開発を行

うことを目的とする。 

 

３．研究の方法  

私たちの研究グループでは、ゼラチンナノフ

ァイバーを用いて、多能性幹細胞の未分化状

態を維持するままで長期培養に成功した 

(Liu, et al., Biomaterial, 2014)。しかし、ゼラ

チンナノファイバーによって構築された多

孔構造のサイズのコントロールすることが

難しい。ここで、私たちはマイクロエンジニ

アリングの手法により、世界初、3 次元格子

を作製することができるようになった。今ま

で、3 次元構造の密度や厚みなどを均一に保

つことや、厳密に制御することが困難である。

本プロゼクトにおいて、微細加工技術を駆使

した３次元格子構造を作製することによっ

て、細胞足場における微細構造を厳密に制御

することが簡単に出来るようになった。さら

に、ヒト iPS細胞に適切な材料を検討し、シ

リコンの一種であるポリジメチルシロキサ

ン(PDMS)に着目した。PDMSは無色透明で、

毒性がないなどの利点があり、分子細胞分野

への応用が注目されているが、今まで、PDMS

を用いての３次元構造作製方法は報告され

ていなかった。申請者らは、この材料を用い

て３次元格子の作製を試み、世界で初めて成

功した (Fig.1)。一方、PDMS 材料の上にヒ

ト iPS細胞が接着しないため、ゼラチンコー

デイング及び Crosslinking処理手順を加えて、

シングルヒト iPS細胞が簡単に接着し、コロ

ニーまで増殖した。その結果、細胞との接着

力が強く、細胞への毒性がまったくないこと

が明らかになった。続いて、３次元格子の厚

みや間隔、サイズなどを検討し、細胞テスト

により、3 次元格子構造体作製技術の最適化

を行った。最終的に、最適化で見つけた３次

元格子を用いた、ヒト iPS細胞培養を行った。

その結果、細胞からコロニーまで増殖した

(Fig. 3)。さらに免疫染色、FACSなどを行い、

未分化マーカーの強い発現を示されている

(Fig.4-5)。つまり、ヒト iPS 細胞の未分化状

態を維持していることを検証した。 

 

４．研究成果  

Fig.1 マイクロエンジニアリング法によって、

PDMS で構築された 3 次元格子構造	 （左

図：Top view 右図：Site view） 

 

 

 



Fig.2 格子で構築した 3 次元構造と 2 次元

Flat構造と比較して、疎水性特性を示された。 

 

Fig.3 3 次元格子と 2 次元 Flat 上でヒト iPS

細胞を培養した結果、3 次元の上で培養した

細胞を丸い構造が見られる。しかし、Flat上

で培養した細胞は Primed 構造が見られる。 

 

Fig.4 3 次元格子の上で培養された iPS 細胞

は未分化マーカー(NAONG, OCT4)を強く発

現された。 

 

Fig.5 ヒト多能性幹細胞の表面マーカー

（TRA-1-60, SSEA4）を用いて、FACSを行

った結果、3 次元格子の上で培養されたヒト

iPS 細胞は強く未分化マーカーが発現された。 
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