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研究要旨：ヒト iPS 細胞は、ヒトの体を構成する多くの細胞を作り出す強力
な多分化能から、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、近年日進月歩で、様々な細胞の in vitro
分化プロトコルが発表される一方で、同じ結果を再現できないことが非常に
多く、文書化されていない様々な重要なポイントが存在することが、実際に
実験を行っている研究者の中で示唆されている。その原因の一つは培養技術
であるが、それがどのように幹細胞の培養や分化に影響を及ぼすのかについ
ては系統的に解析されておらず、未だ iPS 細胞の培養や分化にはある程度の
「名人芸」レベルのテクニックが必要とされる状態にある。本研究では、培
養手技の違いや培養条件の違いによる品質変動に加えて、それらが iPS 細胞
から特定の細胞への分化に及ぼす影響を検証し、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。これらのトラブルシュ
ーティングを系統化することにより、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、わが国の幹細胞制御技術のレ
ベルを引き上げることを最終目的とする。本分担研究では、特にインテグレ
ーションフリーシステムを利用してヒト iPS 細胞を樹立し、レトロウイルス
法で樹立した iPS 細胞と比較しながら上記の問題点を検証していく。本年度
は、まず国内外でも広く使われ出したセンダイウイルスを用いてインテグレ
ーションフリーのヒト iPS 細胞の樹立を開始したので、その進捗状況につい
て報告する。

  

A. 研究目的 
本研究の目的は、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こ

とである。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。そこ

で、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、創薬研究推進を図ることを本

研究の目的とする。 
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2007 年に京都大学山中教授らが

当初発表したレトロウイルス[1]やレ

ンチウイルス[2]を用いたヒト iPS 細

胞の樹立方法の他に、近年、その樹

立効率の高さやゲノムへの DNA の

取込みがないことから多くの施設で

ヒト iPS 細胞の樹立に利用されてき

ている RNA ウイルスであるセンダ

イウイルスを用いた樹立方法[3-5]が
ポピュラーな方法となりつつある。

そこで本研究計画においても、過去

にレトロウイルスでヒト iPS 細胞が

樹立された線維芽細胞と同一患者由

来の線維芽細胞からセンダイウイル

スを用いてヒト iPS 細胞を樹立し、

これら 2 種類の樹立方法の異なるヒ

ト iPS 細胞を元に、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。特に本分担研究では

、このセンダイウイルスを用いてヒ

ト iPS 細胞から樹立を行い、他の研

究者に細胞を配布する。また、培養

条件や様々な培養技術を合わせて比

較し、品質変動の状況を複数機関で

検証することでヒト iPS 細胞の未分

化状態における品質変動の要因の検

証を行う。 
 

Ｂ．研究方法 
 
初年度の平成 25 年度は、インテグレ

ーションフリーな方法でヒト iPS 細

胞を樹立し、同じヒト線維芽細胞株

からレトロウイルス 4 因子で樹立さ

れたヒト iPS 細胞とて比較検討する

細胞材料を作製するため、4 因子を

搭載した 2 種類のセンダイウイルス

ベクターを用いて、ヒト iPS 細胞の

樹立実験を開始した。 
 

ヒト iPS 細胞の樹立 
 
これまでにレトロウイルスベクタ

ーで Oct4/Sox2/Klf4/cMyc の４因子

を導入して iPS 細胞の樹立に用いら

れたヒト線維芽細胞として TIG-114
細胞が知られている。この TIG-114
細胞は医薬基盤研究所・JCRB 細胞

バンクに登録されているため（細胞

番号：JCRB0534）、JCRB 細胞バン

クを通じて入手した。TIG-114 細胞

の培養には、EMEM に 10%FBS 及

びペニシリン・ストレプトマイシン

を添加した培地で 5％CO2、37℃で

培養した。 
 
また、ヒト iPS 細胞の樹立に必要

となるマウス線維芽細胞はリプロセ

ル(株)から購入した。ヒト iPS 細胞

の維持培養に必要なマウス線維芽細

胞株 (SNL76/6)は大日本住友製薬

（株）から購入した。これらのマウ

ス線維芽細胞の培養には DMEM
（low glucose）に 10%FBS 及びペニ

シリン・ストレプトマイシンを添加

した培地で 5％CO2、37℃で培養後、

マイトマイシンＣ処理してフィーダ

ー細胞として利用した。 
 

（Day0）12 ウェルプレートディッ

シ ュ の 各 ウ ェ ル に 2x105 個 の



 
 

3 
 
 

TIG-114 細胞を播種した。 
 
（Day1）0.1％ゼラチン水溶液でコ

ートした 12 ウェルプレートディッ

シュの各ウェルに 1.9x105 細胞とな

るよう MMC-MEF を播種した。ま

た、TIG-114 細胞に MOI=3 のタイ

ターで Oct4/Sox2/Klf4/cMyc の４因

子を発現するセンダイウイルスを感

染させ、室温で 2 時間放置した後、

一晩 5％CO2、37℃で培養した。 
 
（Day2）感染させた TIG-114 細胞を

PBS でリンスした後、TrypLE で細

胞を剥離し、前日に用意しておいた

MMC-MEF に播種し、5％CO2、37℃
で培養した。 
 
（Day3）感染させた TIG-114 細胞の

培 地 を ヒ ト ES 細 胞 用 の 培 地

（D-MEM/F12, 20%  KSR,  0.1 
M 2-mercaptoethanol, MEM non 
- essential amino acids, 5ng/mL 
bFGF にペニシリン・ストレプトマ

イシンを加えた培地）で培養し、1
－2 日ごとに培地を交換した。 
 
（Day14）感染後 2 週間程経過し、 
十分な大きさのコロニーが出現した

頃に PBS でリンス後、TrypLE で細

胞を継代し、0.1％ゼラチン水溶液で

コートした 6 ウェルプレートディッ

シュの各ウェルに 3.8x105 細胞とな

るよう MMC-MEF を播いたものに

ES 細胞培地で播種した。この時セン

ダイウイルスを除去するための

siRNA を RNAi Max (Invitrogen)を

用いて導入し、Rock インヒビター

を添加して培養した。 
siRNA 処理は 2 日おきに 3－4 回繰

り返し行い、2日後に培地交換した。 
 
免疫蛍光染色 
細胞を PBS でリンスした後、3.7%
ホルムアルデヒド/PBS で室温 10 分

固定し、PBS でリンスした後、50mM 
NH4Cl/PBS を加え、室温 10 分放置

した。PBS でリンスした後、0.5% 
NP40/PBS で膜透過処理し、さらに

PBS でリンスした後、5%FBS/PBS
で室温１時間ブロッキング処理をし

た。抗 SeV NP マウスモノクローナ

ル抗体を 1/1600 に 5%FBS/PBS で

希釈し、室温 30 分インキュベートし

た。その後、細胞を 5%FBS/PBS で

4 回洗った後、AlexaFluro594-anti 
mouse IgG 抗 体 を 1/500 に

5%FBS/PBS で希釈し、室温 15 分イ

ンキュベートした。その後、細胞を

5%FBS/PBS で 2 回洗浄し、0.1μ
g/mLのDAPI/PBS溶液で室温 10分

インキュベートした後、明視野及び

蛍光観察し、画像取得した。なお、

画像取得はオリンパス IX70 倒立顕

微鏡に設置した Photometrics 社の

CoolSNAP HQ2 カメラを用い、

Molecular Devices 社 の

MetaMorph ソフトウエアを利用し

て行った。 
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C. 研究結果 
 
TIG-114 ヒト線維芽細胞を用いたセ

ンダイウイルスによるヒト iPS 細胞

の樹立 
 
ヒト線維芽細胞(TIG-114)を医薬基

盤研究所・JCRB 細胞バンクより入

手し、以下の 2 種類のセンダイウイ

ルスベクターを用いて iPS 細胞の樹

立を行った。図１に示したように、 
野生型のセンダイウイルスの名古屋

株を元にいくつかの改変を行い、A、

B、C、D の４つの外来遺伝子を搭載

可能にしたバージョンである[1]。本

研究ではOct4/Sox2/ Klf4/cMycの４

遺伝子を挿入したベクター(KOSM)
と RNA ポリメラーゼである L タン

パク質をコードする配列部分の後に

未分化 ES/iPS 細胞で発現する

miR302 のターゲット配列を導入し

て、iPS 細胞樹立後にセンダイウイ

ルスがより除去しやすくしたバージ

ョン(KOSM-302L)を利用し、ヒト線

維芽細胞(TIG-114)の iPS 細胞化を

行った。 
 
センダイウイルスを MOI=3 で感

染させた後、３日目の細胞を固定し、

センダイウイルス特異的タンパク質

の一つ NP に対するマウスモノクロ

ーナル抗体で免疫蛍光染色したとこ

ろ、図 2 に示す通り、KOSM バージ

ョンも KOSM-302L バージョン共に、

60-70%程度の感染効率を達成して

いることが確認された。さらに、セ

ンダイウイルス感染後１週間たった

ころにはマウス ES 細胞様の少し盛 

図１．センダイウイルスベクターの構造。（上）野生型のセンダイウイルス（名

古屋株）の構造。（下）不要タンパク質コード領域の除去と①－③の改変を行い、

A-D の４つの外来遺伝子を発現しうるように改変したセンダイウイルスベクター。

（参考文献 3より引用） 
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図２．ヒト線維芽細胞へのOct4/Sox2 
/Klf4/cMyc４因子発現センダイウイ

ルスの感染効率 2種類のセンダイウ

イルスを用いてMOI=3でTIG114細胞を

感染させ、翌日固定し、センダイウイ

ルスを認識する特異的抗体で免疫染

色した（赤）。DAPI（青）で核を染色

している。いずれのウイルスでも

60-70％程度の感染効率が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

図３．TIG-114 細胞をセンダイウイ

ルスで感染させた後、１週間後に出

現した初期マウス ES 細胞様のコロ

ニーの形態。 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6 
 
 

り上がったコロニーの形成が KOSM

及び KOSM-302L いずれのウイルスで

感染させた場合においても観察され

た（図３）。センダイウイルス感染後

２週間後に継代し、センダイウイル

スの L ポリメラーゼに対する siRNA

を 2 日おきに数回トランスフェクシ

ョンしたところ、形態が扁平な典型

的ヒト iPS 細胞様のコロニーが出現

し、Tra-1-60 陽性のコロニーである

ことが確認された。また、これらの

コロニーはセンダイウイルス特異的

な NP タンパク質を認識する抗体で

全く染まらず（図４）、siRNA 処理す

ることで、多くのヒト iPS 細胞コロ

ニーをセンダイウイルスフリーの状

態で樹立できたことを確認した。こ

れら扁平なヒト iPS 細胞を各ウイル

スについて、７クローンずつピック

アップして継代しており、これらの

細胞を増殖させ安定に維持できるよ

う現在、増殖継代しつつストック作

製を進めている途中である。 

 

倫理面の配慮 
 

ヒト iPS 細胞は、理研細胞バンク（理

化学研究所）より所定の手続きを経

て入手した。また、ヒト TIG-114 細

胞は医薬基盤研究所・JCRB 細胞バ

ンクよりより所定の手続きを経て入

手した。なお、文部科学省からの通

知（平成 20 年 2 月 21 日付 19 文科

振第 852 号）にある禁止事項（着床

前のヒト胚へのヒトｉＰＳ細胞の導

入、ヒトｉＰＳ細胞から除核卵への

図４．siRNA をトランスフェクショ
ンして出現したヒト iPS 細胞様の
コロニー。センダイウイルスで 4
因子を導入後、出現したコロニーを
含む細胞集団を新しい MMC-MEF 上
に播種し直し、約 1.5 か月後に観察
した際のヒト iPS 細胞。細胞は
Tra-1-60 抗体（赤）とセンダイウ
イルス特異的 NP 抗体（緑）、DAPI
（青）で染色した。センダイウイル
ス特異的な緑色のシグナルは観察
されず、全てヒト iPS 細胞のコロニ
ーは siRNA によりセンダイウイル
スが除去できていることが確認さ
れた。 
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核移植などにより個体を発生させる

研究、ヒトへのヒトｉＰＳ細胞の移

植、ヒトｉＰＳ細胞を導入した着床

前の動物胚からの個体産生、生殖細

胞の作製）は行っていない。 
本研究は、法令及び、独立行政法

人 産業技術総合研究所の所内規定

を遵守し、外部委員を含む産総研所

内のヒト由来試料倫理委員会で審査

を経た上で、限られた研究員が利用

できる専用の実験室内で行った。ま

た、本研究で使用したセンダイウイ

ルスでヒト iPS 細胞を樹立する実験

を行うに当たっては、上記の産総研

所内のヒト由来試料倫理委員会でヒ

ト線維芽細胞 TIG-114 細胞の使用、

ヒト iPS 細胞の培養・樹立の計画を

申請し承認済みであり、また、産総

研所内の組換え DNA 実験委員会で

センダイウイルスを用いてヒト iPS
細胞を樹立する計画は承認済みであ

る。さらに、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、かつ、科学的知見に基づいて

有効性及び安全性を確保できるよう

厚生労働省「ヒト幹細胞を用いる臨

床研究に関する指針」に従い、研究

を行った。 
 

D．考察 
 

 これまでのところ、KOSM及び

KOSM-302Lのいずれのウイルスで感

染させた場合においても、NP陰性の

インテグレーションフリーの扁平

なヒトiPS細胞が多数確認されてお

り、各ウイルスを感染させた細胞か

ら７株ずつピックアップして培養

し、継代・増殖を進めつつ、ストッ

ク作製を進めている。なお、

KOSM-302Lはもともと樹立後のヒ

トiPS細胞からセンダイウイルスを

除去しやすくするため設計したベ

クターであるが、これまでのところ

siRNAのトランスフェクションなし

で容易にセンダイウイルスを除去

することには成功しておらず、本方

式のみでウイルスフリーのヒトiPS

細胞の樹立を簡便に行うには至っ

ていない。また、現在のところ、１

５継代後の現在でも未だヒトiPS細

胞の形態は十分安定したものでは

なく、ところどころ自発的に分化し

た細胞集団が見えており、今しばら

く完全なヒトiPS細胞の樹立の完了

には時間がかかると思われる。しか

しながら，センダイウイルスでヒト

iPS細胞を樹立する際にはわりと一

般的に見られる現象であり、いずれ

にしてももう少し維持培養しなが

ら様子を見る必要があると考えて

いる。 
 

E．結論 
初年度の平成 25 年度は、まず本研

究に必要なまず国内外でも広く使わ

れ出したセンダイウイルスを用いて

インテグレーションフリーのヒト

iPS 細胞の樹立を開始した。産業技

術総合研究所 幹細胞工学研究セン

ターのプロトコルに従い、既にレト
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ロウイルスによりヒト iPS 細胞が樹

立されているのと同一のヒト繊維芽

細胞からインテグレーションフリー

のヒト iPS 細胞を作製中であり、こ

れにより種々の品質変動要因による

影響を検証する細胞材料が整備でき

つつある。しかしながら、均一な未

分化状態を維持しながらヒト iPS が

安定して増殖するようになるために

は、しばらく継代して様子を見て、

樹立した細胞の性状を慎重に解析す

る必要がある。引き続き継代培養を

行いつつ、iPS 細胞が安定した後、

様々な解析を行い信用できる株を来

年度選択する予定であるが、本年度

は、まずは未分化幹細胞マーカーを

発現するセンダイウイルスフリーの

ヒト iPS 細胞株を多数樹立し保存し

たところまでは達成しており、当初

の計画どおり順調に研究が進行して

いる状況にある。 
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iPS 細胞の培養・ハイスループット分化評価 

研究分担者 大沼清 

長岡技術科学大学・工学部・生物系 

准教授 

 

研究要旨：ヒト iPS 細胞の創薬応用を目指した研究が進んでいる。しかし、

ヒト iPS 細胞の培養は難しく、経験則に基づいた様々な培養法が試されてい

るが、各培養方法の良し悪しの具体的な検証がなされていない。そこで本分

担研究では、iPS 細胞の未分化維持に於ける品質変動の評価と、微細加工技術

を用いたハイスループット分化評価を行う。平成 25 年度は、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

ムを用い、ヒト iPS 細胞の未分化維持培養と初期分化の制御に成功した。今

後は、様々な分化アッセイでの使用を検討する。 

 

 

 

 

A. 研究目的 

再生医療や創薬の実用化へ向
けたヒト誘導多能性幹（iPS）[1, 
2]を用いた研究が世界中で盛んで
ある。実用化にあたり、品質の管
理が大きな問題となっている[3]。
ヒトiPS細胞は同じ人が同じプロ
トコルで培養していても状態が変
わる事がある。ましてや、別のグ
ループが別のプロトコルで培養し
た場合、その状態は大きく異なる。
そのような状態で分化実験を行っ
ても再現性が取れない。本分担研
究では、iPS細胞の未分化維持に於
ける品質変動の評価と、微細加工
技術を用いたハイスループット分
化評価を行う事である。本年度は、
特に微細加工技術を用いたハイス
ループットの分化評価の予備実験
を進めた。 

現状のヒトiPS細胞の培養や薬
剤アッセイにはマルチウェルプレ
ートが良く使われる。しかし、こ
れには大きな問題が２つある。１
つが、コストである。ヒトiPS細胞
の培地は高価である。一般的な細
胞を培養するために多用されるウ
シ胎児血清（FBS）の代わりに、ヒ
トiPS細胞の培養では血清を精製
して様々な成分を補った血清代替
物（KSR）や様々な精製タンパク質
等を用いる。そのため、培地の価
格が数倍になる。更に、分化する
ときには、サイトカインや小分子
化合物、特殊な細胞接着コートな
どを用いるが、それらは上記培地
の数倍～10倍近くの値段のものも
ある。2つ目の問題は、細胞環境の
制御問題である。通常の培養皿を
用いた場合、1日1回の培地交換時
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に培養状態が大きく変わる。また、
細胞同士の相互作用があるため、
ある部分は神経系へと分化し、別
の部分は中胚葉方向へ分化するな
ど、非常に不均等な状態となる。
以上の様に、マルチウェルを使う
培養方法には、コスト問題と制御
問題が有る。 

微細加工を用いれば、この2つ
の問題の解決できる[4, 5]。コス
ト問題は、単純に培養器を縮小す
れば良い。培養面積が半分になれ
ば、細胞接着コートのコストが半
分、必要な培地のコストも半分に
なる。培養環境の制御問題に関し
ては、常に培地を灌流1するシステ
ムを用いることにより解決が可能
となる。更に、無血清・無フィー
ダ培養を併用することにより、血
清やフィーダなどから供給される
未知因子が排除できるため、培養
の制御がより厳密なものとなる。 

本年度は、微細加工技術を用い
たハイスループット分化評価の基
礎実験として、作製したプロトタ
イプを用い、ヒトiPS細胞の無血
清・無フィーダ培養を試みた。 

B. 研究方法 

 

ヒト iPS 細胞の KSR-MEF 培養 

ヒトiPS細胞を維持培養一般的
に行われている培養法に準じた[1, 
6, 7]。ヒトiPS細胞201B7株[1]と
253G1株[8]は理研BRC細胞バンク
（つくば、茨城）より、ナショナ
ルバイオリソースプロジェクトを
通じて入手した。特別断りのない

                                                  
1 灌漑のように、常に培養部へと新鮮な培養

液を供給し、古い培養液を流し出すこと。環流
（環のように流れる）ではない。 

限り、実験には201B7細胞を使用し
た。細胞の培養は以下の通り。
D-MEM/F12にKSR、
2-mercaptoethanol、MEM 非必須ア
ミノ酸、bFGF、ペニシリン・スト
レプトマイシンを加えた培地 
(KSR培地)を用いて、フィーダ細胞 
(MEF)上で培養した。インキュベー
タは37 ℃、5% CO2に設定した。継
代は、培養皿から培地を除き、ヒ
トiPS細胞解離液（CTK溶液[6]）を
加えて3分間静置した。その後、ヒ
トiPS細胞解離液を除き、KSR培地
を2 mL加えてピペッティングし、
細胞懸濁液を15 mLチューブに移
した。このチューブを10 ×g、1
分間遠心し、上清を除き、KSR培地
を1 mL加えた。MEFを培養している
培養皿からMEF培地を除き、KSR培
地に5 μM ROCK inhibitor[9]を加
え、ヒトiPS細胞を元の培養皿の
1/6～1/3量を播種した。継代の2
日後から毎日、培地を交換した。
MEFは、D-MEMに0.9% 
Penicillin-Streptomycin、9% FBS
を加えた培地を用い、同じインキ
ュベータで培養した。フィーダ細
胞は、継代3～４回目のMEFを
mitomycin Cで90分間処理し、翌日
に10%DMSO入りの培養液で凍結保
存し、それを解凍して0.1% ゼラチ
ンコート培養皿に播種したものを
使用した。 

 

ヒト iPS 細胞の無血清・無フィー

ダ培養 

微小流体制御培養システムを
用いた全ての実験で、ヒトiPS細胞
をKSR-MEF培養から、無血清・無フ
ィーダ培養に移した後、少なくと
も1回以上継代培養してから実験
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に使用した。無血清培養（ESF9a）
の組成は以下の通り。基礎培地は
hESF-Gro medium (Cell Science & 
Technology Institute、宮城)。こ
れに以下を添加した。10 μg/mL ウ
シ膵臓由来インスリン(Sigma 
I-5500)、5 μg/mL ヒトアポトラ
ンスフェリン (Sigma T-1147)、10 
μM 2-メルカプトエタノール 
(Sigma M-7522)、10 μM エタノー
ルアミン (Sigma E-0135)、 20 nM 
セレン酸ナトリウム (Sigma 
S-9133)、 0.5 mg/mL の脂肪酸不
含のウシ血清アルブミンのフラク
ションVに結合した4.7 μg/mL の
オレイン酸 (Sigma O-3008)、100 
ng/mL ブタの腸粘膜由来のヘパリ
ン・ナトリウム塩(Sigma H-3149)、 
10 ng/mL 塩基性繊維芽細胞成長因
子（bFGF、Wako)、 2 ng/mL ヒト
アクチビン A (338-AC R&D 
Systems、 Minneapolis、 MN、 USA)。 

培養皿は、2μg/cm2のファイブ
ロネクチンでコートした [7, 10]。
継代はまず、培養皿からhESF-9a
培地を除き、0.2-0.5 unit/mL 

dispase、hESF-9a培地から成る解
離液を0.5 mL加え5分間37度で静
置した。その後、解離液を除き
hESF-9a培地を2 mL加えてピペッ
ティングした後、細胞懸濁液を15 
mLチューブに移した。このチュー
ブを10 ×g、1分間遠心し、上清を
除き、hESF-9a培地を1 mL加えた．
1 μg/cm2 ファイブロネクチンコ
ート培養皿にhESF-9a培地を4 mL、
5 μM ROCK inhibitorを加え、ヒ
トiPS細胞懸濁液を0.2 mL加え、播
種した。播種2日後から毎日培地を
交換した。 

 

微小流体制御培養システムの作製 

微細フォトリソグラフィで鋳
型を作り、2液混合の熱硬化性のシ
リコーンゴムPDMSで模りした[4, 
5]。 

鋳型作りは、UV露光によりパタ
ーンをUV硬化樹脂のSU-8に転写す
る工程を4サイクル行った。各サイ
クルはSU-8をシリコンウェハにス

c

図 1：微小流体制御培養シ
ステム。全体像（a）、64
個の細胞培養部を色素で
染め分けたもの（b）、1 つ
の細胞培養部（c）。 

a) 全体はスライドガラス
の上に乗っている。左に培
養液を入れるリザーバ、右
に廃液を貯めるリザーバ
があり、中央に細胞培養部
がある。培養液は左から右
へと流れる。 

b) 64 の細胞培養部拡大。 

c) 一つの細胞培養部の拡
大。左上から培養液が流入
し、右下へと流れ出す。 
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ピンコートし、ソフトベーク後、
マスクアライメント露光装置 
(MODEL K310P100S)を用いてUV露
光し、ポストベークした。その後、
乳酸エチルに浸けてパターン以外
のフォトレジストを除去し、イソ
プロパノールで洗い、窒素ガスで
乾燥し、tridecafluoro-1、1、2、
2-tetrahydrooctyl-1-trichloros
ilaneで疎水化した。 

PDMSでの模りの方法は以下の
通り。10/1 (w/w)で混合したPDMS
プレポリマーと硬化剤を上述の鋳
型に流し、オーブンで120℃、2時
間加熱し、微小流体制御培養器を
模った。模った培養器と蓋の平板
はエタノールで洗浄後、乾燥し、
プラズマリアクターPR500 (ヤマ
ト科学株式会社、Tokyo、Japan)
を用いてO2プラズマで処理して接
着した(Duffy et al.、 1998)。培
養液・廃液を貯め置くリザーバも
PDMSで作製した後、エタノールで
洗浄後、乾燥後、未硬化のPDMSを
接着剤として用いて接着した。 

 

微小流体制御培養システムによる

ヒト iPS 細胞の無血清・無フィー

ダー培養 

ヒトiPS細胞を無血清・無フィ
ーダ培養した培養皿から培地を除
き、PBSで2回洗浄し、0.02% 
EDTA-PBSを加えて10分間静置した。
そこに培地を1 mL加えてピペッテ
ィングして一細胞レベルまで分散
した後、300 ×g、3分間遠心して
回収した。5 μM ROCK inhibitor を
添加したESF-9a培地を加えて、
4.2×105 cells/mL細胞懸濁液を調
整した。 

微小流体制御培養システムは1 
μg/cm2のファイブロネクチンで
コートした。そこに細胞懸濁液を5 
kPaの加圧によって細胞懸濁液を
導入した。1日後に細胞が接着した
ことを確認してから、電磁弁制御
装置 (エンジニアリング・システ
ム株式会社、 Nagano、 Japan)と
高性能調圧器PR4102 (ジーエルサ
イエンス株式会社、 Tokyo、 
Japan)から成る灌流培養装置を用
いて灌流培養を行った。 

 

微小流体制御培養システム内での

免疫染色 

微小流体制御培養システムの
培養液リザーバに、0.5 mM カルシ
ウム入り、0.5 mM マグネシウム入
りPBS（PBS++）を各リザーバに400 
μL加えて、30 kPa加圧し、洗浄し
た。4% Formalin Solutionを各リ
ザーバ150 μL加えて30 kPa加圧し、
室温で20分間静置して細胞を固定
した。固定後、PBS++を各リザーバ
400 μL加えて、30 kPa加圧し、洗
浄した。0.2% Triton X-100、10 
mg/mL BSA-PBS++を各レーン150 
μL加えて30 kPa加圧し、室温で90
分静置し、透過、ブロッキングを
行った。0.2% Triton X-100、10 
mg/mL BSA-PBS++でそれぞれ希釈
し1次抗体を各リザーバ150 μL加
えて30 kPa加圧し、4℃で12時間以
上静置した。PBS++を各リザーバ
400 μL加えて、30 kPa加圧し、洗
浄した。0.2% Triton X-100、10 
mg/mL BSA-PBS++でそれぞれ希釈
した2次抗体を各リザーバ150 μL
加えて30 kPa加圧し、アルミ箔で
被った箱に入れ、室温で3時間静置
した。DAPIを0.2% Triton X-100、
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10 mg/mL BSA-PBS++で希釈し、各
レーンリザーバ μL加えて30 kPa
加圧し、アルミ箔で被った箱に入
れ、室温で30分静置した。その後、
PBS++を各リザーバ400 μL加えて、
30 kPa加圧し、洗浄し、オールイ
ンワン顕微鏡を用いて観察した。1
次抗体はウサギポリクローナル抗
Oct-3/4抗体 (1/500)、マウスモノ
クローナルIgM抗SSEA-1抗体 
(1/1000)を用い、2次抗体は抗マウ
スIgM抗体 (1/500)、抗ウサギIgG
抗体 (1/2000)を用いた。 

 

倫理面の配慮 

 

ヒトiPS細胞は、JCRB細胞バン
ク（医薬基盤研究所）及び、理研
細胞バンク（理化学研究所）より
所定の手続きを経て入手した。文
部科学省からの通知（平成20年2
月21日付 19文科振第852号）にあ
る禁止事項（着床前のヒト胚への
ヒトｉＰＳ細胞の導入、ヒトｉＰ
Ｓ細胞から除核卵への核移植など
により個体を発生させる研究、ヒ
トへのヒトｉＰＳ細胞の移植、ヒ
トｉＰＳ細胞を導入した着床前の
動物胚からの個体産生、生殖細胞
の作製）は行わなかった。 

全研究は、法令及び、長岡技術
科学大学の内規を遵守し、所定の
手続きと審査を経た上で、専用の
実験室内で行った。更に、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、かつ、
科学的知見に基づいて有効性及び
安全性を確保できるよう厚生労働
省「ヒト幹細胞を用いる臨床研究

に関する指針」に従い、研究を推
進した。 
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C. 研究結果 
 
微小流体制御システムでのヒト

iPS 細胞の無血清・無フィーダ培養 

ヒトiPS細胞を無血清・無フィーダ
培養条件下において、微小流体制
御培養システム内で未分化維持培
養が可能であるか、更にそれに必
要な培地の量を調べた。無血清・
無フィーダ培養したヒトiPS細胞
を微小流体制御培養システムに導
入して静置し、1日後に細胞が生着
していることを確認した後、1日1
回の培地交換、1日3回の培地交換、
12.5 μL/時の灌流培養、50 μL/
時の灌流培養の4つの培地交換条
件で4日間培養した。 

 

ヒトiPS細胞の未分化マーカ

OCT3/4で免疫染色したところ、全て
の培地交換条件においてほとんど
の細胞が陽性であったことから、未
分化維持が可能であることが分か
る。ところが、細胞数を計測して24
ウェルで培養したときと比較した
ところ、1日1回、1日3回の培地交換
では細胞数が有意に少なかった。そ
れに対し、灌流培養した条件下では
24wellで培養したときに比べて有
意差は認められなかった。以上の結
果から、微小流体制御培養システム
を用い、灌流培養することにより、
未分化なヒトiPS細胞の培養が可能
であること、更に細胞の状態を変え
ることなく培地の交換速度を変え
られることが分かった。 

微小流体制御培養システムにおけ

るヒト iPS 細胞の分化誘導 

次に、このシステムを使い分化

c
図 2：微小流体制御培養システムを用い、ヒト iPS 細胞を培養液の交換頻度を変えて無
血清・無フィーダ培養した。a)左から 24 ウェルのマルチウェルプレート上での培養（コ
ントロール）。1 日 1 回、1 日 3 回、12.5 μL/時、50 μL/時の培地交換をした。3 日後
に OCT3/4 で免疫染色した。青色は DAPI による核染色。b)細胞の増殖の比較。 
 

b  a 
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誘導が可能かどうかを調べた。分
化には、胚胎外組織の方向へ分化
誘導する因子として知られている
骨形成因子４（BMP-4）を用いた。
無血清・無フィーダ培養したヒト
iPS細胞を微小流体制御培養シス
テムに導入して静置し、1日後に細
胞が生着していることを確認した
後、4種類の培地へと交換した。4
種類の培地は、未分化維持培地
（hESF-9a）、bFGFなどの未分化維
持因子を除いた培地（hESF-6）、分
化を誘導するためにhESF-6に低濃
度（10 ng/mL）のBMP-4 を入れた
培地（+10 BMP）、分化を誘導する
ためにhESF-6に高濃度（50 ng/mL）
のBMP-4 を入れた培地（+50 BMP）
を灌流した。 

各培地に交換した後、3日間灌
流培養をした。位相差顕微鏡で観
察したところ、未分化維持条件で
はヒトiPS細胞は通常の形態（核が
大きく、細胞質が小さく、コンパ
クト）だったが、分化誘導培地内
では細胞が大きく伸展して明らか
に分化した形態となった（図 2a 
PhC）。未分化マーカのOCT3/4、初
期分化マーカのSSEA1で免疫染色
を行った結果、未分化維持培養条
件ではほとんどの細胞がOCT3/4陽
性（赤）かつSSEA1陰性であったの
に対し、分化誘導培地ではOCT3/4
陰性かつSSEA1陽性（緑）の細胞が
多かった（図 2a）。以上の結果を
定量するため、各細胞における
OCT3/4とSSEA1の蛍光量を、無血清
維持状態を基準にグラフ化したと
ころ、BMP-4を加えることにより、
未分化維持マーカOCT3/4陽性の蛍
光（赤）が減少し、初期分化マー
カSSEA1陽性の蛍光（緑）が増加し
ていることが明らかとなった（図 

2b）。同様の結果が、別のヒトiPS
細胞株である253G1を用いた実験
でも得られた。 

これらの結果より、無血清・無
フィーダ条件下において、微小流
体制御培養システムでヒトiPS細
胞の未分化維持培養と分化誘導で
きたことが示唆される。 
 
D．議論 

本年度は、ハイスループット分
化評価の基礎実験として、微小流
体制御培養システムを作製し、ヒ
トiPS細胞を無血清・無フィーダ培
養した。その結果、培養液の交換
速度を変えても未分化性は変わら
なかったが、灌流培養した時には
マルチウェルと同様の増殖率を示
した。また、分化誘導培地では未
分化維持マーカが減少し、初期分
化マーカが上昇した。以上より、
この微小流体制御培養システムは
ヒトiPS細胞を用いた分化アッセ
イに使えることが示唆される。 

ヒトiPS細胞培養におけるコス
ト問題は、培地の使用量を抑える
ことが一つの解決策となる。本実
験では。本実験において、12.5 μ
L/hの灌流速度で3日間の灌流培養
時に使用した培地は1チャンバー
当り56.25 μLである。それに対し、
96ウェルプレートを用いて行った
場合、必要な分化誘導培地を1日
200 μLとすると3日間で1ウェル
当り600 μL必要である。そのため
我々の方法を用いたとき、96ウェ
ルプレートよりも培地使用量が
1/11とかなり少ない。したがって、
コスト問題の解決に向けて1歩前
進したといえる。 

ヒトiPS細胞培養における制御
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問題に関しては、常時培養液を流
し続ける灌流培養により制御でき
ること予想された。本実験では、1
日1回と3回の間歇的な培養に比べ、
灌流培養をした場合は細胞の増殖
が速いことを示した。通常の細胞
培養では、培地交換は1日1回であ
り、その交換毎に古い培地から新
しい培地に変化する。すなわち、
通常の細胞の培養条件は、徐々に
グルコース等の栄養の濃度が減少
し、アンモニア等の不要物が増し
ていき、それが突然元の状況に戻
る、ということが24時間周期で繰
り返されることになる。それに対
して灌流培養の場合は常に一定の
培養条件を保つことができるため、
培養のより良い制御が可能だ。 

また本研究では無血清・無フィ
ーダ培養で、ヒトiPS細胞の未分化
維持と分化誘導できることを示し
た。血清やフィーダ細胞を用いず、
高純度に生成されたタンパク質な
どを用いた培養である。実験では、
ヒトiPS細胞の未分化維持に必要
なbFGF等を除去して分化誘導因子
であるBMP4を添加した結果、優位
な差が観察された。すべての組成
が明らかであるため、培養条件と
細胞状態との間に１対１対の応付
けが可能となる。 

 

E．結論 

本分担研究では、微細加工技術を

用いたプロトタイプのシステムを

用いて、ハイスループット分化評価

の基礎実験を行った。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、ヒト iPS 細胞

の未分化維持と分化誘導に成功し

た。今後は、様々な分化アッセイを

試みる予定である。 
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分担研究報告書 

 

中胚葉分化誘導の標準化と評価 

研究分担者 川端 健二  

独立行政法人 医薬基盤研究所  

創薬基盤研究部 幹細胞制御プロジェクト プロジェクトリーダー 

 

研究要旨：本研究は、iPS 細胞から中胚葉系細胞（血管内皮細胞・血液細胞等）へ

の分化プロトコールを標準化し、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・検証することを目的とする。平成 25 年度は、iPS 細胞から中胚

葉系細胞への分化プロトコールの収集を行い、適切なプロトコールの抽出を試みた。

その結果、胚様体形成法を用いることにより、実験者が異なった場合でも安定的に

血管内皮細胞あるいは血液前駆細胞を分化誘導可能であったことから、胚様体形成

法は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となり得る可能

性が示された。

研究協力者 

田代克久  (独)医薬基盤研究所 

 

山口朋子  (独)医薬基盤研究所 

 

A．研究目的 

ヒト人工多能性幹細胞（human induced 

pluripotent stem cells；ヒト iPS 細胞）は

自己複製能と多分化能を有しており、ヒト

iPS細胞から分化誘導された細胞は再生医

療や創薬研究などへの応用が期待されて

いる。近年、様々な分化誘導法が発表され

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

多く、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。そこで本研究では、

iPS 細胞から中胚葉系細胞（血管内皮細

胞・血液細胞等）への分化プロトコールを

標準化し、種々のヒト iPS 細胞から中胚

葉系細胞への分化効率を測定することに

より、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

ことを目指す。平成 25 年度は、iPS 細胞

から中胚葉系細胞（血管内皮細胞・血液前
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駆細胞等）への分化プロトコールの標準化

へ向け、まずは分化プロトコールの収集を

行った。また、収集したプロトコールを基

に、ヒト iPS 細胞から血管内皮細胞および

血液前駆細胞へ分化誘導を試みた。 

 

B．研究方法 

B-1. ヒト iPS 細胞の培養 

ヒト iPS 細胞株 201B7（京都大学、山

中伸弥教授から供与）、 Tic（ JCRB 

Cellbank から供与；JCRB Number：

JCRB1331）は 5 ng/mL の fibroblast 

growth factor 2（FGF2：片山化学）を含

む ReproStem 培地（ReproCELL）を用い

て、マイトマイシン C 処理済のマウス胎児

線 維 芽 細 胞 （ mouse embryonic 

fibroblast：MEF）上で培養した。ヒト iPS

細胞株は 4-5 日ごとに 0.1 mg/ml dispase

（Roche）を用いて継代、またはコロニー

のピックアップにより継代した。 

 

［血管内皮細胞］ 

B-2. 血管内皮細胞への分化誘導①（単層

培養法（分散法）） 

単一細胞へ解離したヒト iPS 細胞を用

いて血管内皮細胞への分化誘導を行った。

実験は下記に従って行った。まず、分化誘

導開始の前日に無血清培地 hESF9（Cell 

Science & Technology Institute）で培地

交換した。次に、Accutase（Millipore）

を用いてヒト iPS 細胞を回収後、100 

ng/ml Activin A（R&D systems）及び 10 

ng/ml の bFGF を含む Differentiation 

hESF-DIF 培地（6 因子［10 μg/ml human 

recombinant insulin、5 μg/ml human 

apotransferrin 、 10 μM 

2-mercaptoethanol、10 μM ethanolamine、

10 μM sodium selenite、0.5 mg/ml fatty 

acid free bovine albumin （全て Sigma）］

を含む hESF-DIF 培地［Cell Science & 

Technology Institute］）に懸濁後、マト

リゲル（BD Biosciences）でコーティング

した細胞培養用 12 ウェルプレートの各ウ

ェルに 1 x 105個/ウェルで播種したのち、

2 日間培養した。その後、50 ng/ml BMP4

（R&D Systems）、10 ng/ml bFGF を含

む Differentiation hESF-DIF 培地にて 4

日間培養した。分化誘導 6 日目に細胞を回

収し、付属のサプリメントおよび 20 

ng/mL の vascular endothelial growth 

factor（VEGF：Peprotech）を加えた

EGM-2 培地（Lonza）にてその後の培養

を行った。 

 

B-3. 血管内皮細胞への分化誘導②（単層

培養法（コロニー法）） 

 コロニー状のヒト iPS 細胞を用いて血

管内皮細胞への分化誘導を行った。実験は

下記に従って行った。マトリゲルにてコー

ティングした 12 ウェルプレートにヒト

iPS 細胞をコロニー状で播種し、10 ng/mL

の FGF2 を含む MEF の培養上清にて 2－

3 日培養した。分化開始日に 4 mM L-グル

タミン、100 ng/mL の Activin A を含む

RPMI1640 培地（Sigma）にて置換し、24

時間培養した。その後 4 mM L-グルタミン、

100 ng/mL の Activin A、0.2%FBS を含

むRPMI1640培地でさらに 1日培養した。
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分化誘導 2－5 日目に 4 mM L-グルタミン、

50 ng/mL BMP4 、 2% FBS を 含 む

RPMI1640 培地にて培養し、その後、20 

ng/mL VEGF を加えた EGM-2 培地

（Lonza）にて培養した。 

 

B-4. 胚様体（embryoid body：EB）形成

法による血管内皮細胞への分化誘導 

ヒト iPS 細胞から血管内皮細胞への分

化誘導は以下の方法で行った。Accutase

を用いてヒト iPS細胞を回収後、20 ng/mL 

BMP4 、 2 ng/ml Activin A、 10 μM 

Rho-associated coiled-coil forming 

kinase （ROCK）inhibitor （Y-27632：

Wako ） を 含 む StemPro-34 培 地

（ StemPro-34 Nutrient Supplement

（Life Technologies）、50 μg/ml Ascorbic 

acid（Sigma）、450 μM 1-thioglycerol

（MTG ; Sigma）、2 mM L-Glutamine

（ Life Technologies ） 、 120 μg/ml 

streptomycin および 200 μg/ml penicillin

を含む StemPro-34 Serum Free Medium

（Life Technologies））に懸濁後、96 穴

Lipidure-coat プ レ ー ト （ Thermo 

Scientific）の各ウェルに 2×104 個の細胞

を播種し EB を形成させた。2 日間培養後、

中胚葉へと分化させるために 20 ng/mL 

BMP4 および 5 ng/ml VEGF を含む

StemPro-34 培地に置換してさらに 2 日間

培養し、培養 4 日目に 20 ng/mL BMP4、

5 ng/ml VEGFおよび 5 μM transforming 

growth factor （ TGF ） β inhibitor 

（SB431542 ; Wako）を含む StemPro-34

培地で 2 日間培養した。培養 6 日目に EB

を回収し、20 ng/ml VEGF、2 ng/ml FGF2

お よ び 5 μm SB431542 を 含 む

StemPro-34 培地で置換し、3－4 日間（培

養 9－10 日間まで）ペトリディッシュ上で

培養した。また、目的の細胞集団をセルソ

ー タ ー に よ り 分 離 し 、 100 ng/ml 

Endothelial cells growth supplement

（ECGS ：Sigma）、100 ng/ml heparin

（Sigma）および 20 ng/ml FGF2 を含む

StemPro34 培地に懸濁した後、 5 x 104 

cells/well（48 well）の密度で 20 μg/cm2

の濃度でフィブロネクチンをコートした

プレートに播種した。その後、2 日おきに

培地を置換しながら接着培養を行い、血管

内皮細胞を誘導・増幅した。 

 

B-5. フローサイトメーターを用いた表面

抗原の解析と細胞分離 

 培養 6日目および 9日目のEBを回収し、

Cell dissociation buffer （ Life 

Technologies）を加えて 37℃で 15 分反応

させた後、ピペッティングにより単細胞に

解離させた。その後、allophycocyanin

（APC）標識抗ヒト CD34 抗体（clone 

581 ; BioLegend）および phycoerythrin

（PE）標識抗ヒト VE-Cadherin 抗体

（clone 16B1 : eBioscience）を 4℃、遮光

で 40 分間反応させた。細胞を洗浄後、2% 

FBS 含有 PBS で再懸濁し、フローサイト

メーター（BD LSRFortessa II ; BD 

Bioscience）を用いて CD34 発現（+）

VE-Cadherin+ 細胞の割合を解析した。セ

ルソーターにて細胞分離作業を行う場合

は 、 0.25% trypsin/EDTA （ Life 
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Technologies）により EB を単細胞に解離

した後に、APC 標識抗ヒト CD34 抗体を

反応させた。細胞を洗浄後、2% FBS 含有

PBS で再懸濁し、セルソーター（SONY 

SH-800）にて CD34+ 細胞を分離した。 

 

B-6. マトリゲルを用いた管腔形成能の評

価 

 48 wellプレートに 100 μlのマトリゲル

（ Matrigel Matrix 2270588 ; BD 

Bioscience）溶液を加えて 37℃、1 時間静

置することにより、プレートをコーティン

グした。接着培養して増幅させた細胞を

0.25 % trypsin/EDTA にて回収し、10 

ng/ml VEGF を含む培地に懸濁し、1 x 105 

cells /well の細胞数で播種した。37℃、16

時間培養後に顕微鏡下で細胞を観察した。 

 

B-7. アセチル化LDLの取り込み能の評価 

接着培養した CD34+ 細胞を、終濃度

10 μg/ml AlexaFluor 488 acetylated 

LDL（Life Technologies）を含む培地で置

換し、37℃、4 時間培養後に蛍光顕微鏡

（BIOREVO BZ-9000；キーエンス）にて

観察した。 

 

［血液前駆細胞］ 

B-8. 血液前駆細胞への分化誘導①（支持

細胞との共培養法） 

分化誘導開始の前日に 50 Gy の放射線

を照射し増殖を止めた OP9 細胞あるい

は C3H10T1/2 細胞株をゼラチンコート

した 10 cm 培養皿に 7 x 105個で播種し、

フィーダー細胞として用いた。iPS細胞は、

5-10 x 104個/10 cm 培養皿となるように

フィーダー細胞上に播種した。細胞の播き

直しは行わず、50 ng/ml VEGF 含有培地

を 9 日目までは 3 日毎、9 日目から 15 日

目まではは 2 日毎に交換することにより

血液前駆細胞を分化誘導した。 
 

B-9. EB 形成による血液前駆細胞への分

化誘導 

ヒト iPS 細胞を Accutase により培養デ

ィッシュから剥離し、10 μM Y27632 を含

む EB 形成培地［50 μg/ml Ascorbic acid、

450 μM MTG、付属のサプリメントを加え

た mTeSR（Stem Cell）］中でピペッティ

ングすることにより単細胞に解離した。そ

の後、1 x 106個の iPS 細胞と前日放射線

処理した 6 x 105個 C3H10T1/2 細胞を 1 

ng/ml ActivinA、10 ng/ml BMP4、10 μM 

ROCK inhibitor を含む EB 形成培地に懸

濁し、ペトリディッシュに播種した。2 日

後（Day 2）、2 ng/ml BMP4、5 ng/ml 

VEGF を含む EB 分化培地［50 μg/ml 

Ascorbic acid、450 μM MTG、2 mM 

L-Glutamine、インスリントランスフェリ

ン（Life Technologies）を加えた IMDM

（Sigma）］に置き換えた。その 2日後（Day 

4）、10 ng/ml BMP4、5 ng/ml VEGF、

10 μM SB431542を含むEB分化培地で半

分培地を交換し、更に 2 日培養した。分化

誘導から 6日目（Day 6）に、2 ng/ml BMP4、

5 ng/ml VEGF、20 ng/ml stem cell factor 

（ SCF; Pepotech ） 、 20 ng/ml 

Thrombopoietin（TPO; Peprotech）を含

む EB 分化培地に培地を交換した。2 日後
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（Day 8）に半分培地交換を行い、血液前

駆細胞の誘導を行った。 

 

B-10. フローサイトメーターを用いた表

面抗原の解析と細胞分離 

 Sac 法により分化誘導した細胞は、ピペ

ッティングを繰り返すことで機械的に嚢

状構造体を崩し、40 m セルストレイナー

を通して、嚢状構造体内部の血液細胞のみ

を回収した。EB 形成法により分化誘導し

た細胞は、培養 8 日目の EB を回収し、Cell 

dissociation buffer（Life Technologies）

を加えて 37℃で 15 分反応させた後、ピペ

ッティングにより単細胞に解離させた。そ

の後、APC 標識抗ヒト CD34 抗体および

fluorescein isothiocyanate（FITC）標識

抗ヒト CD43 抗体（ clone 1G10; BD 

Biosciences）を氷上、遮光で 30 分間反応

させた。細胞を洗浄後、2% FBS 含有 PBS

で再懸濁し、フローサイトメーター（BD 

LSRFortessa II ; BD Bioscience）を用い

て CD34 陽性 CD43 陽性細胞の割合を解

析した。セルソーターにて細胞分離作業を

行う場合は、上述した方法でサンプルを調

製し、セルソーター（SONY SH-800）に

て CD34+CD43+ 細胞を分離した。 

 

B-10. コロニーアッセイ 

B-10. の 方 法 に よ り 回 収 し た

CD34+CD43+ 血 液 前 駆 細 胞 は 、

MethoCult H4435 メチルセルロース培地

（rhSCF; rhGM-CSF; rhG-CSF; rhIL-3; 

rhIL-6; rhEPO を含む）（Stem Cell）に

懸濁し、35mm 培養皿に播種した。37℃、

5% CO2 インキュベーターで 14 日間培養

を行い、顕微鏡下で形態学的に識別しコロ

ニー形成細胞（colony-forming cell; CFC）

を分類・計数・観察した。 

 

C．研究結果 

C-1．ヒト iPS 細胞から血管内皮細胞への

分化誘導 

 ヒト iPS 細胞から、安定的で再現性の高

い血管内皮細胞への分化誘導法を開発す

るため、無血清培地を用いることとした。

簡便に実験を行える単層培養法にて分化

誘導を行った。まず始めにヒト iPS 細胞を

単細胞に解離させ、各種サイトカインを含

む培地中で血管内皮細胞への分化誘導を

試みたところ、血管内皮細胞マーカーであ

る VE-Cadherin を発現する細胞が一部得

られた。しかし、細胞のプレートへの接着

が実験間で大きくばらつき、毎回同様の結

果を得ることが出来なかった（データ略）。

そこで次に、コロニー状のヒト iPS 細胞を

分化誘導開始時に用いて実験を行った。本

手法は、まず、ヒト iPS 細胞をコロニー状

でマトリゲル上に播種し、2-3 日増殖させ

た後に培地交換を行うことで分化を開始

する手法であり、ヒト iPS 細胞から肝細胞

を分化させる際に汎用されている手法で

ある。Activin A 存在下で培養し、中内胚

葉系細胞を誘導した後に BMP4 により中

胚葉・血管内皮細胞様細胞の誘導を試みた。

そ の 結 果 、 本 手 法 に お い て も 、

VE-Cadherin 陽性細胞を得ることが可能

であったが、再現性良く血管内皮細胞を誘

導することが出来なかった（データ略）。
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単層培養法では分化誘導効率が実験間で

異なってしまうため、次に、胚様体

（embryoid body：EB）を形成させて分化

誘導を行った。低接着性の 96 ウェルプレ

ートへ単細胞に解離したヒト iPS 細胞を

播種したところ、培養 2 日目には均一な大

きさの EB が形成されていた。さらに培養

を進めたところ、CD34 や VE-Cadherin

を発現する細胞を誘導できていることが

確認された。EB 法では、実験間で CD34

と VE-Cadherin を共発現する血管内皮細

胞様の細胞への分化効率に大きなばらつ

きはなかった。本手法ではヒト iPS 細胞

201B7 株だけでなく、その他のヒト iPS

細胞株においても血管内皮細胞を誘導で

できていた（データ略）。なお、得られた

CD34 をセルソーターにて単離し、増殖さ

せて機能を確認したところ、アセチル化

LDL の取り込み能や管腔形成能も有して

おり、機能的な血管内皮細胞が得られてい

ることが示された。したがって、EB 形成

法により、ヒト iPS 細胞から安定的に機能

的な血管内皮細胞を誘導可能であること

が明らかとなった。 

 

C-2．ヒト iPS 細胞から血液前駆細胞への

分化誘導 

 ヒト iPS 細胞から血液前駆細胞への分

化誘導法として、支持細胞との共培養法や

EB 形成法などが繁用されている。そこで、

iPS 細胞を VEGF 存在下で骨髄ストロー

マ細胞株である OP9 細胞やマウス間葉系

細胞株である C3H10T1/2 細胞と共培養す

ることを試みた。iPS 細胞を OP9 細胞と

共培養した結果、血液前駆細胞マーカーで

あるCD34とCD43を共に発現する細胞は

得られなかった。一方、 iPS 細胞を

C3H10T1/2 細胞と共培養した結果、iPS

細胞からCD34とCD43を共発現する血液

前駆細胞を分化誘導可能であった。しかし、

ばらつきが大きく、安定した結果を得るこ

とが出来なかった（データ略）。次に、EB

形成法によりヒト iPS 細胞から血液前駆

細胞への分化誘導を試みた。iPS 細胞と共

に放射線照射した C3H10T1/2 細胞をペト

リディッシュに播種したところ、培養 2 日

目には EB が形成されていた。さらに培養

を進めたところ、培養 8 日目には

CD34+CD43+血液前駆細胞が得られた。

EB 形成法は、C3H10T1/2 との共培養法と

比較し、短期間で効率良く安定的に血液前

駆細胞を分化誘導可能であることが確認

された。また、本手法は、ヒト iPS 細胞

201B7 株だけでなく、その他のヒト iPS

細胞株においても血液前駆細胞を分化誘

導可能であった（データ略）。なお、得ら

れた CD34+CD43+血液前駆細胞をセルソ

ーターにて単離し、コロニー形成能を検討

したところ、種々のコロニーが検出された

ことから、iPS 細胞由来 CD34+CD43+ 細

胞は血液多能性を有する未熟な血液細胞

であることが示された。 

 

D．考察 

iPS 細胞を研究へ応用する場合、iPS 細

胞そのものではなく、iPS 細胞から特定の

細胞に分化させる必要がある。本年度は、

コントロールとして使用できる中胚葉（血
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管内皮細胞、血液細胞）への分化プロトコ

ールの決定を目的に研究を行った。ヒト

iPS細胞から血管内皮細胞への分化誘導法

については、EB 形成法が最も再現性の良

いプロトコールであることが確認された。

単層培養法（分散法・コロニー法）でも検

討を行ったが、分散法については、細胞の

接着が安定しないために、分化誘導効率は

不安定であった。また、コロニー法につい

ても安定的に血管内皮細胞を誘導できな

かった。詳細な原因は不明であるが、コロ

ニーの大きさ等は実験者の感覚・経験に委

ねられているため、一般的なプロトコール

としては困難である可能性がある。一方、

EB 形成法ではヒト iPS 細胞株や実験者が

異なった場合でも安定的に血管内皮細胞

を誘導可能であったことから、本分化誘導

法は、コントロールとして使用可能な血管

内皮細胞への分化誘導法となり得ると考

えられた。 

ヒト iPS 細胞から血液前駆細胞への分

化誘導法についても、EB 形成法が最も再

現性の良いプロトコールであることが確

認された。共培養法では、iPS 細胞を単細

胞に解離せず、塊のまま支持細胞上に播種

する。播種するコロニーの大きさ等にばら

つきが生じるため、安定した結果が得られ

なかった。一方、EB 形成法では iPS 細胞

を単細胞に解離し、一定の細胞数を播種す

るため、安定的な結果が得られた考えられ

る。なお、iPS 細胞から血管内皮細胞およ

び血液前駆細胞への分化誘導に使用する

培地や、サイトカインやプレートを更に改

良することで分化効率が向上する可能性

もあるため、今後はEB形成法を軸として、

さらに再現性・安定性・有用性の高い分化

誘導プロトコールの確立を行っていく予

定である。 

 

E．結論 

 胚様体形成法を用いることにより、実験

者が異なった場合でも安定的に血管内皮

細胞あるいは血液前駆細胞を分化誘導可

能であったことから、胚様体形成法はコン

トロールとして使用できる再現性の高い

分化プロトコールとなり得る可能性が示

された。これらの結果は、ヒト iPS 細胞か

ら分化誘導された細胞を用いた創薬研究

の基盤技術となることが期待される。 
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分担研究報告書 
 

iPS 細胞由来分化細胞の品質の検証 

研究分担者 山田   弘   

（独）医薬基盤研究所 創薬基盤研究部 

トキシコゲノミクス・インフォマティクスプロジェクト 

プロジェクトリーダー 

  

 

研究要旨：iPS 細胞の創薬への応用に関する研究が精力的に行われてい
る中、iPS 細胞及び iPS 細胞由来分化細胞に関する品質管理技術の確立
が急務となっている。本分担研究の目的は、平成 23 年度までに構築し
たトキシコゲノミクスデータベースの情報を活用し、当データベース
に蓄積されたヒト初代培養肝細胞と iPS 細胞由来分化細胞の薬剤応答
性トランスクリプトームデータをインフォマティクス手法で比較解析
することにより、iPS 細胞及び iPS 細胞由来分化細胞の品質変動に関わ
る要因を明らかにすることである。本年度は、iPS 細胞由来分化肝細胞
の品質検証に用いる化合物の選択及び検証データを取得するための実
験条件の確立を目指した研究を行った。具体的には、（1）トキシコゲ
ノミクスデータベースに登録されている 166 種の化合物の中から検証
に適していると考えられる化合物の選択、（2）検証の対象とする遺伝
子プローブの絞り込み、（3）検証実験における化合物曝露条件の設定
を行った。その結果、3種の実験条件でデータを取得することにより、
目的とする遺伝子変動の約 45 ％が検出可能であることが示された。今
後、上記条件の最適化、iPS 細胞由来分化細胞からの薬剤応答性トラン
スクリプトームデータ取得などを行い、品質評価系の確立を目指す。 

 

研究協力者 五十嵐芳暢   

プロジェクト研究員 

 

研究協力者 中津  則之   

プロジェクト研究員 

 

A. 研究の目的 

iPS 細胞及び iPS 細胞由来分化細
胞を創薬に応用するためには、それ
ら細胞の性状を明らかにするとと
もに、安定した品質の確保が不可欠
となる。 

本研究事業は、iPS 細胞の品質を
変動させる要因を明らかにすると
ともに、実用化に向けて開発が進ん
でいる培養技術の標準化を目指し



 
 

34 
 

ている。この中で本分担研究は、平
成 23 年度までに構築したトキシコ
ゲノミクスデータベースの情報を
活用し、当データベースに蓄積され
たヒト初代培養肝細胞と iPS 細胞
由来分化細胞の薬剤応答性トラン
スクリプトームデータをインフォ
マティクス手法で比較解析するこ
とにより、iPS 細胞及び iPS 細胞由
来分化細胞の品質変動に関わる要
因を明らかにすることを目的とし
ている。トキシコゲノミクスデータ
ベースには、医薬品を中心とした約
170種の化合物をヒト初代培養肝細
胞に曝露した際の遺伝子発現情報
が蓄積されている。データベース構
築においてはヒト肝細胞を用いて
いるが、曝露した化合物の多くは薬
効メカニズムが知られた医薬品で
あることから、単に肝毒性に関わる
遺伝子発現変化だけでなく、薬理作
用に起因した変化も捉えられる可
能性がある。従って、先ずは肝細胞
の特性に着目した研究を進めるが、
次の段階では肝細胞で得られた知
見の他臓器細胞への応用について
も検証を行う。 

 

B. 研究の方法 

（１）品質評価データ取得に用い
る化合物の選択 

トキシコゲノミクスデータベ
ースにデータが登録されている
166 種の化合物をヒト初代培養肝
細胞に曝露した際の遺伝子発現
情報を解析し、これらの化合物の
中から様々なシグナル伝達、及び
肝細胞の機能を特徴づける薬物
代謝酵素や肝毒性パスウェイに
関わる遺伝子発現において顕著
な変動を誘発する化合物を検索

した。 

 

（２）検証の対象とする遺伝子プ
ローブの抽出 

トキシコゲノミクスデータベ
ースに格納されている遺伝子発
現データは、アフィメトリクス社
のマイクロアレイ（Human Genome 
U133 Plus 2.0 array）を用いて
取得しており、１マイクロアレイ
あたり 54,675 個のプローブセッ
トが搭載されている。これらのプ
ローブセットの中から検証の対
象とする遺伝子プローブの抽出
を行った。 

方法は、54,675 個のプローブセ
ットのアノテーション情報を整
理し、これらの情報からシグナル
伝達及び肝臓の機能を特徴付け
ると考えられる薬物代謝酵素な
どに関わる遺伝子（プローブセッ
ト）を抽出した。 

 

（３）検証実験における化合物曝
露条件の設定 

（１）で選択した化合物につい
ては、それぞれ 3～4 用量、曝露
後 2～3 時点（2、8、24 時間）の
データが取得されている。品質評
価を行う上で全ての条件におけ
るデータを取得することは、効率
性及び費用の面から考えても有
効な方法とは言えない。従って、
実験条件を絞り込むための検討
を行った。 

方法は、（１）で選択した化合
物の全遺伝子発現データから、
（２）でリスト化したプローブセ
ットに関わるデータを抽出し、そ
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れらの中で溶媒対照に対して有
意に発現変動している遺伝子の
数を全ての化合物、時点、用量の
組合せ（実験条件）についてカウ
ントした。なお、上記解析におけ
る有意な発現変動は、溶媒対照群
に対して変動幅が1.5倍以上もし
く は 0.667 倍 以 下 か つ PA 
consistency 値が 1 の場合とした。
最後に、最も変動遺伝子数の多い
実験条件から順に並び換え、さら
に上位の実験条件ではカバーで
きない遺伝子の変動をより多く
検出できる実験条件が上位とな
るように並び換えた。 

 

 

（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。 

 

C. 研究結果 

（１）品質評価データ取得に用いる
化合物の選択 

トキシコゲノミクスデータベー
スにデータが登録されている 166
種の化合物の中から、ヒト初代培養
肝細胞に曝露した際、様々なシグナ
ル伝達、あるいは肝細胞の機能を特
徴づける薬物代謝酵素や肝毒性パ
スウェイなどに関わる遺伝子に対
して顕著な変動を誘発する化合物
として、以下の 10 種の化合物を選
択した。 

①イソニアジド、②フェノバルビタ
ール、③バルプロ酸、④オメプラゾ
ール、⑤エチオニン、⑥メタピリレ
ン、⑦コルヒチン、⑧カフェイン、
⑨テオフィリン、⑩ヒトインターフ
ェロンα 

 

（２）検証の対象とする遺伝子プロ
ーブの抽出 

全 54,675 個のプローブセットの
アノテーション情報を整理し、これ
らの情報から様々なシグナル伝達、
あるいは肝細胞の機能を特徴づけ
る薬物代謝酵素や肝毒性パスウェ
イなどに関わる遺伝子に関わる
2,146個のプローブセットを抽出し
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た。 

 

（３）検証実験における化合物曝
露条件の設定 

化合物 10 種、時点数 2～3、用量
段階 3～4 の全ての組合せについて、
（２）で抽出した 2,146 個のプロー
ブセットの発現変動を解析し、最も
遺伝子変動数の多い組み合わせか
ら順に並び変え、さらに上位の実験
条件ではカバーできない遺伝子の
変動をより多く検出できる実験条
件が上位となるように並び換えた。
その結果、得られた上位 1種の実験
条件（化合物・時点・用量）では
2,146 個のプローブセットのうち 
575 個（26.8％）、上位 2 種の実験
条件では 833 個（38.8％）、上位 3
種のプローブセットでは 971 個
（45.2％）のプローブセットの有意
な発現変動を検出することができ
た。なお、上位 25 種まで実験条件
を拡大した場合の検出は 1,290 プ
ローブセット（60.1%）であり、必
ずしも実験条件の設定数と検出率
は比例関係には無かった。 

上位 3 種の実験条件では 21 種の
チトクローム P450 遺伝子の発現変
動が検出できることを確認した（図
１）。 

 

D. 考察 

本年度は、iPS 細胞由来分化肝細
胞の品質検証に用いる化合物の選
択及び検証データを取得するため
の実験条件の確立を目指した研究
を行った。実験条件を幅広く設定し、
より多くのデータを取得すればそ
れに伴って検出力は向上すると考
えられるが、効率性及び費用の面か

ら考えると有効な方法とは言えな
い。従って、品質評価を行うための
実験条件をどの程度まで絞り込む
ことが可能か検討を行った。その結
果、3種の実験条件を設定してデー
タを取得することにより、目的とす
る約45％の遺伝子変動が検出でき、
これらの遺伝子変動の中には 21 種
のチトクローム P450 遺伝子が含ま
れていることを確認した。一方で、
実験条件を上位 25 種まで拡大して
もカバー率は 60％程度であり、極
端な改善は認められなかった。 

今後は、さらに多くの情報が得ら
れ、且つより限定された実験条件の
設定について検討を行うとともに、
iPS細胞由来分化細胞からの薬剤応
答性トランスクリプトームデータ
取得などを行い、品質評価系の確立
を目指す。 

 

E. 結論 

iPS 細胞由来分化肝細胞の品質検
証に用いる化合物の選択及び検証
データを取得するための実験条件
の確立を目指した研究を行い、目的
とする遺伝子のうち 21 種のチトク
ロームP450遺伝子を含む約45％の
遺伝子に対する発現変動を検出で
きる実験条件の設定を達成した。 

 

F. 健康危険情報 

  なし 
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ュバント研究会（大阪），2014.1. 

 

Omura K., Uehara, T., Morikawa, 
Y., Hayashi, H., Mitsumori, K., 
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図１ 上位 3 種の実験条件における代表的な薬物代謝酵素関連遺伝子の発現変動 

 
脚注１） Sample： 実験条件（化合物・時点・用量） 
脚注２） 赤は２倍以上、橙は 1.5 倍以上２倍未満、青は 0.5 倍未満、緑は 0.5 倍以上

0.667 倍未満、灰は PA consistency が 0（変動倍率の信頼性が低い）であるこ
とを示す。 
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厚生労働科学研究費補助金(再生医療実用化研究事業) 

 

分担研究報告書 
 
 

iPS 細胞等の代謝解析 

分担研究者   竹森 洋 

 

所属 独立行政法人医薬基盤研究所 

                       

           

研究要旨： 細胞のエネルギー獲得方法は主に２つあり、１つは解糖系でもう 1 つは
ミトコンドリア内での酸化的リン酸化反応である。前者は酸素を利用せず、後者は利
用する。iPS 細胞は急速に増殖するためのエネルギーを主に解糖系から得ているが、
一部分化してしまった iPS 細胞集団のエネルギー代謝がいかなるものかは詳細には
調べられていない。本研究では、iPS 細胞集団の質を評価するための細胞内エネルギ
ー代謝測定法の確立を目指す。 
 
 
A. 研究目的 
 質の良い iPS 細胞は急速に増殖する
ために、解糖系を主に利用して生体エ
ネルギーである ATP を合成している。
解糖系の一部は核酸合成やグルタチオ
ン合成とも連動しており、細胞増殖に
適している。一方、解糖系で合成でき
る ATP は僅かであるという欠点を有す
る。反対に、ミトコンドリアでの酸化
的リン酸化は、大量の ATP を合成でき
る半面、酸素を必要とし有害な活性酸
素の発生原因となりうる。そのため、
iPS 細胞におけるミトコンドリアの活
性化は DNA 等の損傷に繋がる可能性も
あり、質に影響を及ぼす要因となりう
る。本研究では、解糖系を利用して増
殖するヒト iPS 細胞のエネルギー産生
能を ATP 合成以外も含めて評価するこ
とで、ヒト iPS 細胞の品質管理基準作
成に役立つ項目を選出することを目的
とする。 
 
B. 研究方法 
 ヒト iPS 細胞のエネルギー代謝との
比較のためにマウス肝臓由来培養細胞

AML-12（ATCC から入手）を利用した。
AML-12 細胞は、Dulbecco's Modified 
Eagle Medium / F-12 (DMEM/F-12: Wako
社)に、10%胎児血清、1 X ITS サプリメ
ント （Invitrogen 社）、1 X アンピシ
リン・ストレプトマイシンを添加した
培地で培養した。解糖系のNADHはWST-8
（Dojin 社）を、ミトコンドリアの NADH
は MTT-assay Kit（Roche 社）を利用し
た。ATP の測定は、Luciferase-kit(Toyo 
Ink 社)を利用した。 
 細胞外酸素消費量と乳酸分泌量（細
胞 外 酸 性 度 速 度 ） の 測 定 に は
Flax-analyzer XFe24（Seahorse 社）
を利用し、ミトコンリアの膜電位の測
定には JC-1（Invitrogen 社）で染色し
た。 
 ヒト iPS 細胞は、医薬基盤研究所・
ヒト幹細胞応用開発室で培養された細
胞を利用した。 
 
（倫理面への配慮） 
 ヒト iPS 細胞の利用は医薬基盤研究
所倫理委員会の承認の元で行った。 
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C. 研究結果 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１に今回利用した細胞内のエネル
ギー代謝測定法の原理を示す。NADH は
解糖系とミトコンドリアの双方で合成
されるが、双方間での行き来はできな
い。細胞質側は WST-Kit で測定でき、
ミトコンドリア側は MTT-Kit で測定で
きる。これは、WST は細胞透過性が少な
いため、WST への電子供給に PMS を利用
するが、この PMS がミトコンドリアへ
は入らないためである。単離したミト
コンドリアでも PMS の還元はできない
が 、 ミ ト コ ン ド リ ア を 0.1% の
TritonX-100 で処理するとミトコンド
リア内の NADHで PMSが還元されること
からも PMS-WST 検出系は解糖系に特化
できると結論した。反対に、MTT 試薬は
すばやくミトコンドリアに集積し、
NADH で還元されるため、細胞質側の影
響を受けず、ミトコンドリアで産生さ
れる NADH のみを測定できると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 実際に WST と MTT で細胞にエネルギ
ーの代謝の場を検出し分けることがで
きるか否かを検討した（図２）。グルコ
ースを欠乏させると、解糖系が低下し、
そこで産生されるNADHも低下するはず
である。事実、AML-12 細胞をグルコー
ス欠乏にすると、WST で検出される値が
低下した。他の重要な細胞エネルギー
源（ピルビン酸・グルタミン）を欠乏
させると、その値はさらに低下した。
このことから、WST は確かに解糖系で産
生されるNADHを検出していると結論し
た。 
 一方、MTT で検出される NADH はグル
コース・ピルビン酸・グルタミン欠乏
培地において最も低下した。これらは、
全てミトコンドリアでのNADH産生に利
用されるエネルギー源になり得るため
である。 

図１ 細胞毒性 Kit を活用した細
胞内エネルギー代謝測定系 

図２ WST と MTT-kit の特性 
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 また、エネルギー源欠乏後 2 時間か
らは MTT で検出される値が上昇に転じ
た。このとき、脂肪燃焼阻害剤を加え
ておくと、この上昇は阻害されること
から、ベーター酸化を検出していると
示唆された。ベーター酸化もミトコン
ドリアで NADH 産生を行うことから、本
系は細胞内エネルギー代謝、とりわけ
解糖系とミトコンドリア利用比率を予
測するには十分な系と結論した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで、ヒト iPS 細胞での評価を行
った。予想した様に、WST で検出され
る NADH が高く、MTT 側は低い結果
となった（図３）。WST と MITT の呈
色数値が NADH 量一致しない（MTT
側は NADH で検量線を作成できない）
ことから、評価には、AML-12 細胞や
Neuro2a 神経芽細胞の結果との相対比
較とした。ヒト iPS 細胞の WST/MTT
比はグルコースを欠乏させた培地でも
高く、なんらかの方法で解糖系を絶え
ず利用していることが示唆された。ま
た、ヒト iPS 細胞で維持される解糖系
はグルコースと同時にピルビン酸やグ
ルタミンを除くと低下した。これは、
他の細胞種（分化細胞）はミトコンド
リアへピルビン酸を供給するために解
糖系がを必要であるのに対して、ヒト
iPS 細胞では、最低限のミトコンドリア
活性が解糖系の維持に必要と予想され
る。また、この解糖系維持作用には、

グルタミンが重要である。さらに、MTT
の検出値はヒト iPS 細胞を維持するた
めのフィーダー由来の値も僅かではあ
るが含まれていることから、MTT 検出
値はフィーダーや質が低下した iPS 細
胞の双方に由来するものと予想する。 
 
 続いて、酸素消費量を元にした検討
を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 ４ -1 は 、 AML-12 細 胞 を

Flax-analyzer で酸素消費量を検出し
た際の結果である。AML-12 細胞をあ
らかじめエネルギー源を低下させた
（0.625mM グルコース/0.5mM グルタ
ミン）培地で馴化し、矢印部分で解糖
系を亢進させるために 25mM グルコー
スを、ミトコンドリアでの酸化的リン
酸化を亢進させるためには 10mM ピル
ビン酸を添加し酸素消費量の変化を検
討した。結果として、グルコースとピ
ルビン酸で酸素消費量変化が反対に推
移した。また、解糖系の指標である培
地の酸性度変化量指標も酸素消費とは
反対に推移した(図４-２)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 NADH 量の解糖系（WST）/ミト
コンドリア(MTT)比率。AML-12 肝臓
細胞、Neuro2a 神経芽細胞。Gluc、
グルコース；Pyr、ピルビン酸；Gluta、
グルタミン 
 

図４-1 酸素消費量の変化（ミトスト
レステスト：AML-12 細胞）  

図４-2 培地酸性度(解糖系指標)の変
化（ミトストレステスト：AML-12
細胞）  
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そこでヒト iPS 細胞で同様な検討を

行った。培地の酸性度変化量指標に顕
著な差が検出されたことから、ヒト iPS
細胞はグルコースを主なエネルギー源
として利用し、解糖系を最大限活用し
ていることが再確認できた。肝臓の
AML-12 細胞がグルコース添加で
120%ほど解糖系が亢進するのに対し
て、ヒト iPS 細胞は 250%まで解糖系が
上昇した。 
また、ヒト iPS 細胞の解糖促進作用

は、iPS 細胞の継代に必要な特殊培地で
増強されることも確認できた（図５）。
これらのことから、Flax-analyzer がヒ
ト iPS 細胞の解糖系維持能力（品質）
を評価するために有用であることが示
された(図５)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 最後に、ミトコンドリアの膜電位に
関して検討を行った（図６）。ミトコン
ドリアを蛍光染色するための指示薬を
複数試験したところ、JC-1 が有効であ
ることが示唆された。JC-1 は生細胞と
死細胞を区別するための指示薬であり、
元々は緑の蛍光を呈し、死細胞内では
そのまま緑の蛍光を発する。一方、JC-1
は膜電位が存在する（生細胞でのミト
コンドリア膜）と、重合し赤色の蛍光
を呈する。ミトコンドリア機能が十分
であると細胞内が赤色蛍光を発するこ
ととなる。AML-12 細胞で、ミトコン
ドリアでの ATP 合成を阻害し、ATP 合
成に必要な H+（プロトン）を停滞させ

ると、JC-1 の赤色蛍光強度が上昇した。
反対に、ミトコンドリア機能を停止さ
せると、赤色蛍光は低下した。 
 同様な方法でヒト iPS 細胞でも検討
した。その結果、ヒト iPS 細胞は JC-1
で染色されず、ミトコンドリアは最低
限しか利用されていないことが確認で
きた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. 考察 
 本研究ではヒト iPS 細胞を利用する
にあたり、細胞のエネルギー代謝面で
標準化指標として活用できる可能性の
ある方法を抽出した。いずれの方法も
低 浸 襲 性 で あ り 、 簡 便 で あ る 、
Flax-analyze は機器としての利用とは
なるが、酸素消費および酸性度指標は
低侵襲性の液体試薬も販売されており、
他の方法同様に簡便に評価できると期
待される。また、細胞内エネルギー代
謝の応用は、ヒト iPS 細胞を分化させ
る評価にも応用可能であり、既に多く
の報告例がある。今後、ヒト iPS 細胞
においても、細胞内エネルギー代謝変
化を活用した品質基準値作成が重要に
なると予想される。 
 
 
E. 結論 
 ヒト iPS 細胞の品質管理に細胞内エ
ネルギー代謝の指標が有効であること
が示唆された。 
 
 

図５ 培地酸性度(解糖系指標)の変化
（ミトストレステスト：ヒト iPS 細
胞））  

図６ JC-1 によるミトコンドリア膜
電位の変化の検出  
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研究報告書 

 
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 

分担代表者 櫻井 文教 

大阪大学大学院 薬学研究科 

分子生物学分野 准教授 

 

本研究では、ヒト 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

的にヒト 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、技術不足がヒト iPS 細胞に及ぼす悪影響を科

学的に証明することを目的としている。本研究において、我々はヒト iPS 由来肝

細胞を用いた創薬研究を目指す研究者らがコントロールとして使用できる再現性

の高い肝細胞への分化プロトコールを策定したのち、様々な品質のヒト iPS 細胞

の肝細胞への分化誘導能の評価を行う予定である。本年度は、これまでに論文発

表されている代表的な肝細胞への分化プロトコールの収集を行い、我々のプロト

コールへのフィードバックに着手した。 

 

 

研究協力者 

 

水口裕之  (独)医薬基盤研究所 

大阪大学大学院薬学研究科 

 

高山和雄  (独)医薬基盤研究所 

大阪大学大学院薬学研究科 

 

A．研究目的 

ヒト iPS 細胞は創薬過程におい

て薬効評価および毒性評価等への

応用が期待されている。高品質なヒ

ト iPS 細胞を安定的に供給するに

は高い水準の培養操作技術レベル

を要する。そのため、研究者間でヒ

ト iPS 細胞の品質が大きく変動す

ることが深刻な問題となっている。

ヒト iPS 細胞由来製品を創薬応用

するには、再現よく分化誘導できる

高品質なヒト iPS 細胞を培養する

技術を開発することが急務である。

本課題では、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。また、(ii)培養条件の違

いによる品質変動を検証する。②
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iPS 細胞を創薬応用する際には、特

定の組織細胞に分化させた細胞が

利用されるため、(i)分化プロトコ

ールを標準化し、また、(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・検証を

行う。我々は本課題のうち、②(i)

肝細胞への分化プロトコールの標

準化、および(ii)ヒト iPS 細胞の品

質を変動させる要因が肝細胞への

分化誘導の再現性に及ぼす影響の

評価を実施する。本年度は、これま

でに公開されている代表的な肝細

胞への分化誘導プロトコールを収

集し、再現性良く実施できるものを

探すことを目的としている。 

 

B．研究方法 

 図１に示したStephen Duncan研、

David Hay 研、Ludovic Vallier 研

における分化プロトコールの比較

調査を通して、適宜我々の分化プロ

トコールに適用し、ヒト iPS 細胞か

ら肝細胞への分化プロトコールの

最適化に着手した。 

 

C．研究結果 

まず、これまでに公表されている

ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化

プロトコールの収集を行った。図 1

には、代表的なプロトコールである

Stephen Duncan 研、David Hay 研、

Ludovic Vallier 研における分化プ

ロトコールを比較した。これら３研

究室間において、内胚葉分化誘導に

Activin A を使用し、肝細胞分化誘

導に Oncostatin M を使用するなど

といった点は共通しているが、異な

る点も多数存在した。たとえば、

Stephen Duncan 研においては（Stem 

Book (http://www.stembook.org 

/); Hepatology. 2010 Jan;51(1): 
297-305.）、分化誘導段階に応じて

酸素濃度を最適化させている。

David Hay 研においては（Stem Book 

(http://www.stembook.org/); 
Stem Cells Transl Med. 2014 

Feb;3(2):141-8.）、内胚葉からの

肝特異化過程において DMSO を使用

しており、エピジェネティックな変

化を促すことで肝分化を促進させ

ている。Ludovic Vallier 研では

（ Nat Protoc. 2013 Feb;8(2): 

430-7. ； Hepatology. 2010 

May;51(5):1754-65.）、細胞外基質

としてマトリゲルではなくフィブ

ロネクチンを選択している。このよ

うにヒト iPS 細胞から肝細胞への

分化誘導プロトコールは研究室間

で大きく異なっているため、我々は

複数の肝細胞への分化プロトコー

ルのうち最も再現性良く、高効率に

肝細胞を作製可能なものを策定す

る予定である。 

肝細胞への分化プロトコールは

研究室間で大きく異なる点が多数

あったが、興味深いことにヒト iPS

細胞の未分化状態の維持や分化開

始時期等についても異なる点が多

数見受けられた。Stephen Duncan

研、David Hay 研、Ludovic Vallier
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研における、ヒト iPS 細胞維持・分

化開始時の方法・注意点等を以下に

箇条書きにしてまとめた。 

 

＜Stephen Duncan 研＞ 

・ヒト iPS 細胞維持培地には mouse 

embryonic fibroblast condition 

medium を使用 

・ヒト iPS 細胞を維持する際の酸素

濃度は 4% 

・ヒト iPS 細胞に維持には融合タン

パク（E-cadherin extracellular 

and the IgG Fc domain）をコート

したディッシュを使用 

・50%コンフルエントを超えない程

度のヒト iPS 細胞密度で分化を開

始 

・ヒト iPS 細胞は Tra1-60、Tra1-81

が 95%以上となるように維持 

・マトリゲルに継代したのちに、24

時間以内に分化開始 

 

＜David Hay 研＞ 

・ヒト iPS 細胞維持培地は R&D 社が

販売している mouse embryonic 

fibroblast condition medium を

使用 

・collagenase IV でヒト iPS 細胞

を継代 

・マトリゲルをコートしたディッシ

ュを使用 

・ヒト iPS 細胞の状態に合わせて継

代比率を適宜変更（基本的には 5-7

日に 1 回 1:3 で継代） 

・１か月に１回、OCR3/4、Tra1-60、

SSEA4 陽性率を測定し、品質確認 

 

＜Ludovic Vallier 研＞ 

・ヒト iPS 細胞維持培地は CDM を使

用 

・6-8 日に 1 回継代する。80%コン

フルエントになったときが継代の

タイミング 

・ヒト iPS 細胞は OCT4、Tra1-60 が

80-90%以上陽性となるように維持 

・分化に使用する iPS 細胞のコロニ

ーの大きさは適切な大きさにする

（1 コロニーあたり 200-3000 細胞

が目安） 

 

 以上のプロトコールを参考に、適

宜我々の分化プロトコールに適用

し、ヒト iPS 細胞から肝細胞への分

化プロトコールの最適化に着手し

た。 

 

D. 考察 

ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化

プロトコールの収集を通して、分化

方法だけでなく分化開始時期もい

ずれのプロトコールにおいても厳

密に決められていた。分化方法だけ

でなく、分化開始時の細胞密度やプ

レ培養期間等の条件設定も分化効

率に大きく影響を及ぼすと考えら

れる。したがって、分化誘導方法の

策定を行う際に用いるヒト iPS 細

胞の細胞密度やマトリゲル上での

プレ培養時間などを最適化する必

要があると考えられる。今後は、適

宜、我々の分化プロトコールへの適

用を行い、ヒト iPS 細胞から肝細胞
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への分化プロトコールの最適化を

行う。 

 

 

E．結論 

ヒト iPS 細胞から肝細胞への分

化プロトコールの収集を通して、研

究室間で大きく異なる点が存在す

ることが分かった。次年度は、安定

的に肝細胞を分化誘導するための

分化プロトコールの標準化を行う

予定である。 
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図１．Stephen Duncan 研、David Hay

研、Ludovic Vallier 研におけるヒ

ト iPS 細胞から肝細胞への分化プ

ロトコール 
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