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I. 総括研究報告 

iPS細胞の品質変動と実用化を目指した培養技術の標準化に関する研究 

研究代表者 古江-楠田 美保 

独立行政法人 医薬基盤研究所 難病・疾患資源研究部 

ヒト幹細胞応用開発室 研究リーダー 

研究要旨： ヒト iPS 細胞は医薬品等の効果や毒性の評価ツールとして創薬
研究においても利用が期待されている。しかし、近年、次々と分化プロトコ
ールが発表されている一方、同じ iPS 細胞株を用いても他施設では同じ結果
を再現できないことも多い。実験者又は研究施設が変わることによるヒト iPS
細胞の品質変動は大きな問題の一つとなっている。その原因の一つに培養技
術が挙げられる。ピペッティングなど単純な作業を誤ることが iPS 細胞の未
分化状態に影響を及ぼすことは経験上知られているが、分化誘導の再現性に
どのような影響を及ぼすかなど、具体的に検証された研究はない。ISCI
（International Stem Cell Initiative）はグローバルスタンダードの構築
を目指したヒト幹細胞の標準化を行っているが、詳細な個々の作業までは検
討していない。そこで、本研究では、iPS 細胞を用いた画期的な新薬開発を目
指す研究者が、恒常的に iPS 細胞の高い品質を維持し、再現性高い分化誘導
法を研究開発できるよう、培養技術を科学的に検証し、技術不足が iPS 細胞
に及ぼす悪影響を科学的に証明する。iPS 細胞の品質変動要因を明確にして培
養技術を標準化することにより、その重要性を啓蒙し、創薬研究推進を図る。 
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A. 研究目的 

 

ヒト iPS 細胞は医薬品等の効果
や毒性の評価ツールとして創薬研
究においても利用が期待されてい
る。しかし、近年、次々と分化プロ
トコールが発表されている一方、同
じ iPS 細胞株を用いても他施設で
は同じ結果を再現できないことも
多い。実験者や研究施設が変わるこ
とによるヒト iPS 細胞の品質変動
は大きな問題の一つとなっている。
その原因の一つに培養技術が挙げ
られる。ピペッティングなど単純な
作業を誤ることが iPS 細胞の未分
化状態に影響を及ぼすことは経験
上知られているが、分化誘導の再現
性にどのような影響を及ぼすかな
ど、具体的に検証された研究はない。
そこで、①(i)培養手技の違いがiPS
細胞の品質に及ぼす影響を検証す
る（H25-28）。また、(ii)培養条件
の違いによる品質変動を検証する
（H26-29）。 また、② iPS 細胞
を研究に応用する際には、iPS 細胞
そのものではなく、iPS 細胞から特
定の細胞に分化した細胞が利用さ
れるため、まず、(i)分化プロトコ
ールを標準化し(H25-28)、(ii)個々
の品質変動要因が細胞の分化誘導
の再現性に及ぼす影響を評価・検証
する（H26-29）。具体的には、３胚
葉（神経細胞等［外胚葉］、心筋・
血球系細胞等［中胚葉］、肝臓細胞
等［内胚葉］）への分化能の再現性
に及ぼす影響を検証する。更に、分
化細胞の薬剤感受性を検討するこ
とで iPS 細胞の品質変動による影
響を検証する（H25-29）。なお、申
請者らは、ヒト初代肝細胞に約 170
種の化合物を曝露した際の遺伝子

発現データをトキシコゲノミクス
データベースに構築する作業を既
に完了しており、分化細胞の品質検
証に必要となる測定エンドポイン
トを探索する環境も整備している。 

上記研究に基づき、iPS 細胞を用
いた画期的な新薬開発を目指す研
究者が、恒常的に iPS 細胞の高い品
質を維持し、再現性高い分化誘導法
を研究開発できるよう、培養技術を
科学的に検証し、技術不足が iPS 細
胞に及ぼす悪影響を科学的に証明
する。また、iPS 細胞の品質変動要
因を明確にし、培養技術を標準化す
ることにより、その重要性を啓蒙し、
国内の iPS 細胞を用いた創薬研究
の推進を図る。ISCI（International 
Stem Cell Initiative）はヒト幹細
胞の標準化を行っており、グローバ
ルスタンダードの構築を目指した
基準を作成しているが、個々の作業
の詳細な設定までは検討していな
い。高品質な iPS 細胞を培養するた
めに必要な手技を詳細に検討する
本研究は他に類を見ず、iPS 細胞に
係る今後の創薬研究を支援し、発展
させるために不可欠である。 

  今年度、培養技術についての基
本的技術の検証については、栗崎、
大沼、古江、竹森が担当する。まず、
栗崎はヒト iPS 細胞を同じドナー
から異なる方法にて iPS 細胞を作
成し、比較の準備を行った。竹森は
iPS細胞の状態を把握するための新
規評価法として代謝解析を試みた。
また、大沼は、分化誘導方法は微小
流体制御培養システムに、無血清・
無フィーダ培養を組み合わせた分
化アッセイシステムの策定を行っ
た。また、分化細胞の品質検証は川
端、山田、櫻井が担当した。詳細に
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ついてはそれぞれの分担報告に譲
る。 

 

B.研究方法 

① 未分化状態における品質変動
の要因の検証   

-培養技術- 

熟練者及び初心者の技術を模倣し
た手技により培養し、手技の違いが
iPS細胞の品質に及ぼす影響を複数
機関で検証を行うために、まず、ピ
ペッティング回数による品質変動
を検討した。京都大学 iPS 細胞研究
所（山中研究室）により樹立された
ヒト皮膚線維芽細胞由来 iPS 細胞
201B7 株を用いて、ピペッティング
回数のヒト iPS 細胞の品質に及ぼ
す影響を検討する方法の策定を行
った。 

具体的には、以下に方法を示す。 

細胞は、リコンビナント・ビトロ
ネクチン（Vitronectin XF™、
STEMCELL TECHNOLOGIES 社 
Cat#ST-07180）でコーティングした
6ウェルプレート（グライナー社 
CELLSTAR Cat#657185 浮遊性細胞培
養用）を用いて、無血清培地・
TeSRTM-E8TM培地（STEMCELL 
TECHNOLOGIES 社 Cat#ST-05940）で
培養を行ったヒトiPS細胞201B7細
胞を用いた。継代 6日目の細胞の培
養液をアスピレーターで除き、1ウ
ェルあたり 1ｍLの剥離剤（Gentle 
Cell Dissociation Reagent 
STEMCELL TECHNOLOGIES 社 
Cat#ST-07174)を加えて、室温で 6
分 30 秒インキュベートした後、す
ぐに剥離剤をアスピレーターで除
く。1ウェルあたり 1ｍLの TeSR-E8
培地を添加し、セルスクレーパーを

用いて細胞のコロニーをウェルの
培養面から剥離させる。剥離した細
胞塊を砕かないよう慎重に 15ｍL
コニカルチューブに回収し、遠心操
作（室温、300 回転、1分）で細胞
塊を沈殿させ、上清を除き、12ml の
TeSR-E8 培地に懸濁し、3本の 15ｍ
L コニカルチューブに分注する。
10ml ピペット（ファルコン）なら
びに電動ピペット（ファルコン）を
用いて、各チューブの細胞懸濁液を
それぞれ 2回、5回、20 回ピペッテ
ィング操作を行った後、リコンビナ
ント・ビトロネクチンをコートした
6ウェルプレートに１：４、ならび
に１：１０の割合で細胞を播種した。 

細胞が十分に接着した 2 日目より、
自動培養観察装置（バイオステーシ
ョン CT、ニコン）を用いて、12 時
間毎に生細胞画像を取得した。生細
胞画像の解析は、他のプロジェクト
にて開発した画像解析ベータ版ソ
フトを用いて行った。 

培地交換は 2日間毎（播種後 2日
目、4日目）に行い、播種後 6日目
に、培養液を除去し、固定剤（４％
パラフォルムアルデヒド）で室温で
15 分間固定を行った。PBS にて 3回
洗浄して固定剤を除去し、マウス抗
Vimentin 抗体およびウサギ抗
Oct3/4 抗体を用い、間接蛍光抗体
法（使用抗体は下表を参照）で染色
し、Hoechest33342で核染色を行い、
イメージングサイトメーターIN 
CELL Analyzer 2000（GE ヘルスケ
ア社）またはバイオステーション
CT（ニコン）を用いて蛍光画像を取
得・解析を行った。
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 1 次抗体 2 次抗体 

Vimentin Monoclonal 
Anti-Vimen
tin 
antibody 
produced in 
mouse 
clone V9, 
ascites 
fluid 

 (SIGMA 社、
V6630) 

Alexa 
Fluor® 555 
Goat 
Anti-Mouse 
IgG (H+L), 
highly 
cross-adsor
bed 

(ライフサイ
エンス社、
A21424) 

Oct3/4 Oct-3/4 
Antibody 
(H-134), 
rabbit 
polyclonal 
IgG 

(Santa Cruz
社 、 
sc-9081) 

Alexa 
Fluor® 647 
Chicken 
anti-Rabbit 
IgG(H+L) 
(ライフサイ
エンス社、
A21443) 

 

② 分化プロトコールの標準化と
分化誘導再現性の検証  

- 分化プロトコールの標準化のた
めのプトロコール収集- 

 iPS 細胞から外胚葉である神経系
細胞への分化プロトコールの収集
を行い、収集したプロトコールを検
討し、コントロールとして使用でき
る再現性の高い分化プロトコール
を策定することを目標としている。
H25 年度は、これまで報告されてい
るヒト多能性幹細胞から神経系へ
の分化プロトコールを収集した。 

（倫理面への配慮） 

本研究では、ヒト試料を用いてゲ
ノム解析を行う研究を実施する場
合には「ヒトゲノム･遺伝子解析研
究に関する倫理指針」に、その他の
研究は「臨床研究に関する倫理指針

」に従って行うほか、各研究機関等
で定められた倫理規定を遵守して
研究を遂行する。また、コントロー
ル細胞として使用するヒト ES 細胞
使用研究に関しては「ヒト ES 細胞
の使用に関する指針」に従って行う
ほか、各研究機関等で定められた規
定を遵守して研究を遂行する。動物
実験については、「厚生労働省の所
管する実施機関における動物実験
等の実施に関する基本指針」並びに
各研究機関の動物実験に関する指
針を遵守し、動物福祉・愛護の精神
に基づいて実施するものであり、倫
理審査の承諾を得て行う。これらを
含めて、あらかじめ当該研究機関の
長等の承認、届出、確認等が必要な
研究については研究開始前に所定
の手続きを行う。将来有用な医療に
繋がる可能性を秘めたヒト幹細胞
研究が、社会の理解を得て適正に実
施・推進されるよう、個人の尊厳と
人権を尊重し、研究を推進する。 
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Ｃ．研究結果 

①  培養技術 

201B7 細胞を用いて、継代作業時
のピペッティング回数の差が、播種
後の細胞形態、細胞増殖に及ぼす影
響について検討を行った。実際には
、図 1-1 に示すようなウェルデザイ
ンを用いて、実験を進めた。イメー
ジングサイトメーターによる蛍光
染色画像の解析により、播種後 6日
目の細胞数、Vimentin 強陽性（
Vimentin++）細胞、及び Oct3/4 陽
性細胞（Oct3/4+）について解析を
行った（図 1-2、図 1-3）。また、生
細胞画像を用いた細胞形態解析を
行った（図 1-4）。 

 

以上の結果より、播種密度であっ
てもピペッティング回数の差によ
って 6 日後の細胞数や Vimentin 強
陽性細胞数に大きく影響が出るこ
とが明らかとなった。また、ピペッ
ティング回数の差は、生細胞画像の
解析によって示された、正常細胞領
域と異常細胞領域が全体に占める

割合にも影響を及ぼすことが明ら
かとなった。これらの免疫染色解析
、生細胞画像解析は、細胞継代時の
ピペッティング回数のような、細胞
培養に影響を与える細胞培養の手
技の差を数値化するのに有効であ
るということが示された。 

 

②  分化プロトコールの標準化の
ためのプロトコール収集 

 

神経分化プロトコルを収集し、調
査した結果の一部を下表に示す。今
回の調査により、これまで公表され
た神経分化誘導プロトコルにおい
ては、分化誘導に要する日数が非常
に長いことや誘導神経の評価方法
が多岐にわたっていること、また、
再現性が比較的低いことが明らか
となった。また、誘導期間が非常に
短いプロトコルにおいては、その多
くが分化誘導の前段階で特定の遺
伝子強発現やフローサイトメータ
ーによるソーティングのステップ
が必要であった。 

 

Reference PMID Targeted Cell Type
Time to Tuj1/
MAP2+ Cells

Time to
Functional
Synapses

Yield of
Neurons

Neuronal
Purity

Neuron
Subtype
Purity

Hu et al., 2010 20160098 Neurons ～6 weeks 12 weeks ND 15-79%* Mixed
Zhang et al., 2001 11731781 NPCs 4-5 weeks ND ND ND Mixed
Johnson et al., 2007 17376968 Neurons 4 weeks 7 weeks ND 89 ± 3%* Mixed
Chambers et al., 2009 19252484 NPCs ～3 weeks ND ND 82%* Mixed
Elkabetz et al., 2008 18198334 NPCs ～3-4 weeks ND ND ND Mixed
Chambers et al., 2012 22750882 Nociceptive sensory neurons ～2 weeks ND ND >75%* >60% **
Kriks et al., 2011 22056989 Midbrain dopamine neurons ～3-4 weeks >7 weeks ND ND 60%-80%**
Koch et al., 2009 19218428 NPCs 4 weeks ND ND 40-70%* mixed
Espuny-Camacho et al., 2013 23395372 Cortical excitatory neurons ～3-4 weeks >8 weeks ND 40% * <20%**

Wu et al., 2007 17693548 Neurons 4 weeks
～5 weeks
with glia
coculture

ND 70-80%* mixed

Maroof et al., 2013 23642365 Inhibitory forebrain neurons ～3-4 weeks ～6 weeks ND ～70% ** 80%**

Nicholas et al., 2013 23642366 Inhibitory forebrain neurons ～3-4 weeks
8 weeks
with glia
coculture

ND 92% ** 76%**

Israel et al., 2012 22278060 Neurons ～3-4 weeks
～4-5
weeks

ND 90% ** mixed

Zhang et al., 2013 23764284 Excitatory neurons ～1 week 2 weeks ～100%** 100%** ～100%***



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 免疫染色画像の例 

イメージングサイトメーターによ
り取得した蛍光画像の解析例を示
す。上：ピペッティング 2回、中
：ピペッティング 5回、下：ピペ
ッティング 20 回。いずれも播種密
度 1：4のウェルの撮像範囲をすべ
てタイリングしたものを 1ウェル
ずつ示している。 
 

図 1-1 実際のウェルデザイン（6ウ
ェルプレートの使用法）播種密度 1
：4または 1：10。継代作業時のピ
ペッティング 

回数 2回、5回、または 20 回。1
条件につき 3ウェルずつ実験をお
こなう。 
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図 1-3 免疫染色解析結果 
イメージングサイトメーターに
より取得した蛍光画像の解析例
を示す。図 1-1 の画像について解
析した結果。 
 

図 1-4 生細胞画像解析結果 
開発した解析ソフトベータ版を
使用して生細胞画像を解析し、
正常な細胞形態の領域と異常な
細胞形態を示す領域を自動検出
した結果。グラフは 1 条件 3 ウ
ェルの平均値と誤差で表され
る。 
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Ｄ．考察 

 

個人差を反映するヒト由来機能細胞
を毒性評価ツール等として利用し、安
全性の高い新薬の開発を目指す研究は、
日本発の画期的発明を活かした、独創
性の高い iPS 細胞技術を用いることで
初めて可能になる。しかし、現在精力
的に行われている幹細胞を用いた基礎
研究の成果等が広く実用化されるため
には、ヒト iPS 細胞の品質の安定性と
分化効率の再現性の向上が課題となっ
ている。従来より、ヒト ES 細胞を用い
た研究の再現性が低いことが認識され
ており、ヒト多能性幹細胞を用いた医
療、創薬利用を推進するために、国際
標準化プロジェクトが推進されている。
日本は、ヒト iPS 細胞作製技術や分化
誘導技術開発では国際的にリードして
いる一方、ヒト ES 細胞研究による先行
技術や経験に基づく基盤技術やノウハ
ウの蓄積が乏しいため、英米に比べて
ヒト幹細胞の産業応用のための環境整
備が遅れている。日本国内で iPS 細胞
標準化プロジェクトは京都大学 iPS 細
胞研究所において推進されているが、
高い培養技術を持っていることが前提
とされており、細胞自体の品質変動に
注目した研究は、国内外においても行
われていない。iPS 細胞の品質変動要因
を明確にして培養技術を標準化し、そ
の重要性を啓蒙することは、創薬技術
開発研究において公的機関として行う
べき重要な研究課題である。 

実際、ピペッティングという培養に
おいて基本的な操作について、iPS 細胞
の品質に及ぼす影響を検討したところ、
大きな影響を与えることが明らかとな
った。従来、ヒト多能性幹細胞を継代
する際には、コロニーは５０～１００
個程度の細胞集団に分散することが望
ましいとされ、それ以上小さく分散す
ると、分化したり、細胞死することが
知られている。しかし、ヒト ES 細胞の
培養経験がない場合には、具体的にど

の程度ピペッティングするとどの程度
の影響を及ぼすのか、十分な理解が得
られていない。そこで、実際に 2回、
５回、２０回とピペッティングを行っ
て、具体的な操作に結びつけて実証す
ることが必要であると考えた。実際、
日本再生医療学会における臨床医療資
格認定セミナーならびに同学会におけ
るランチョンセミナーにて概要を説明
し、その結果に多くの反響をいただい
た。今後、より詳細な解析を行い、報
告する予定である。 

ヒト多能性幹細胞は、分化させて利
用することが目的である。現状では未
分化状態を維持して増幅する際の標準
化に注目を集めているが、欧米ではす
でに分化させてからの標準化プロジェ
クトが進んでいる。高効率な分化誘導
法が開発されたとしても、それが産業
利用されるためには、再現性が高く安
定供給される必要がある。熟練者のみ
が供給できる方法では産業化への利用
は難しい。また、使用するマテリアル
や細胞株によってその効率は変わって
くるため、国内で使用できる細胞株、
マテリアルを使って、再現性高い分化
細胞を得るための標準化が必要である。
一方、低い再現性の原因として、原材
料である iPS 細胞の不安定な未分化状
態があげられる。上記で述べたように
品質の低下した iPS 細胞を使って分化
させた場合、分化効率の低下のみなら
ず、その分化細胞の品質にどれだけ影
響があるのか、これまで検証されたこ
とはない。品質の異なる原材料を用い
て分化誘導した細胞を比較するために、
分化効率が低くても高い技術を必要と
しない再現性の高いプロトコールを策
定する必要がある。外胚葉への分化誘
導法は、ニューロスフェアなど凝集体
を作成して誘導する方法が一般的であ
る。しかし、この方法はロット差が大
きく、また、分化過程の形態的観察が
難しい。そこで、二次元培養法で既知
の組成からなる分化誘導法 UKN を選ぶ
こととした。この方法では、成熟した
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神経細胞を誘導するわけではないが、
二次元で短期間に判定する方法である
ことから、当該研究において有用な方
法であると思われる。H26 年度はこの方
法の再現性やマテリアルなどを確認し、
詳細なプロトコールの策定を行ってい
く予定である。 

E. 結論 

本研究において、培養技術を科学的
に検証し、技術不足が iPS 細胞に及ぼ
す悪影響を科学的に証明するため、ま
ずは培養の基本的技術の一つであるピ
ペット操作によるヒト iPS 細胞の品質
に及ぼす影響を検討した。この検証結
果は、幹細胞研究者の注目を浴びつつ
ある。引き続き、H26 年度も検証を行っ
ていく予定である。 

 

Ｆ．健康危険情報 

   特になし。 
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