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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)、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、H25 年度
に引き続き、栗崎、大沼、古江、竹
森が担当した。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、比較評価
を開始した。古江は、未分化状態の
iPS細胞の状態を免疫染色により評
価するアッセイ系を確立し、検証を
進めた。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細
胞内エネルギー代謝の解析を検討
した。また、大沼は、細胞の継代時
の操作の違いを評価する方法の検
証を行った。また、iPS 細胞の分化
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プロトコールの策定や分化細胞の
品質検証については、川端、古江、
櫻井、大沼、山田が担当した。川端
は、中胚葉細胞への分化プロトコー
ルについて検証を行った。古江は、
外胚葉細胞への分化プロトコール
について検証を行った。櫻井は、内
胚葉細胞への分化プロトコールに
ついて検証を行った。大沼は、微小
流体制御培養システムを用いた分
化誘導アッセイによる iPS 細胞の
比較評価について検証した。山田は、
iPS細胞由来幹細胞様細胞の品質評
価を開始した。詳細についてはそれ
ぞれの分担研究報告を参照された
い。 

 本総括研究報告においては、古江
の担当研究について報告する。①
(i)培養手技（培養技術）の違いが
iPS細胞の品質に及ぼす影響につい
ての科学的・客観的な定量的検証方
法を策定したので、その詳細を報告
する。また、②(i)三胚葉への分化
プロトコールの標準化を目指し、外
胚葉の分化プロトコールの標準化
について検証をおこなったので、そ
の詳細を報告する。 

 

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、
H25 年度に、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。今年度は、201B7
株の染色体数異常クローン株であ
る 201B7-IA 株を用いて、本法によ
る検証を行った。 

具体的には、以下に方法を示す。
細胞（201B7-IA）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
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6 ウェルプレートに１：２０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。検討する
ピペッティング回数 2回、5回、ま
たは 20 回。1 条件につき 5 ウェル
ずつ実験を実施した。 

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
MarkerX 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。 

 

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
めのプトロコールの検証- 

 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
を行ない、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 年度に、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、
調査した。これまでの調査により、
公表されている神経分化誘導プロ
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。 

今年度は、収集した神経分化プロ
トコールのうち、遺伝子導入操作を
行わなくとも比較的短期間で神経
幹細胞まで分化誘導でき、且つ比較
的再現性が高いと評されるプロト
コールについて、検証を行った。 

 具体的には、UKN1 と命名された
神経幹細胞分化誘導法（（Krug et al. 
2013、Weng et al. 2012）によるヒ
ト iPS 細胞の分化誘導を次に示す
とおり実施した。 

培養用の試薬は、mTeSR1 及び
Gentle Cell Dissociation Reagent
（ Stemcell Technologies ） 、
KnockOut™ DMEM/F-12、DMEM, low 
glucose, pyruvate 、 Ham's F-12 
Nutrient Mixture、N2 Supplement 、
TrypLE™ Select、Glutamax、MEM 
Non-Essential Amino Acids 
Solution、2-Mercaptoethanol（以
上、Life Technologies）、マトリ
ゲル（Matrigel、BD Biosciences）、
Noggin（R&D systems）、SB431542
（TOCRIS）、Y-27632、dorsomorphin、
StemSure® Serum Replacement（和
光純薬）、bFGF（片山化学）を使用
した。 
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ヒト iPS 細胞株 iPS-DF-19-9-7T
はマトリゲルコーティングした培
養用ウェルプレート上で mTeSR1 培
地中で 37℃、5% CO2 で維持培養し
た。継代播種後 2日目より毎日培地
交換をした。細胞継代は Gentle 
Cell Dissociation Reagent を使用
して剥離し、希釈率（スプリット）
を 1：2～1：4にして播種した。 

2 重 SMAD 阻害法(Balmer et al. 
2012; Chambers et al. 2009; Weng 
et al. 2012)によってヒト iPS 細胞
株 iPS-DF-19-9-7T の分化誘導を行
った。分化誘導のスケジュールは下
記の図 2に示すとおりである。ヒト
iPS細胞をTrypLE™Selectで剥離し
て単一細胞とし、マトリゲルコーテ
ィングしたウェル上に 18,000 
cells/cm2 の細胞密度で 10 μM の
ROCK 阻害剤(Y-27632)と 10 ng/ml 
bFGF を含む馴化培地中に再播種し
た。培地は 2 日間、10 ng/ml bFGF
を含む馴化培地を毎日交換した。分
化は再播種の3日後に培地をKSR培
地 (Knockout DMEM/F12 に 15%の
StemSure® Serum Replacement,、2 
mM の Glutamax,、0.1 mM の MEM 
non-essential amino acids 、50 μ
Mの 2-Mercaptoethanolが含まれて
いる)に置換し、そこへ 35 ng/ml の
noggin、 600 nM の dorsomorphin、
10 μM の SB-431642 を添加するこ
とで開始した。分化開始 4日後から、
KSR 培 地 を 25% ず つ N2 培 地
(DMEM/F12 培地に 1 %の Glutamax、
1.4 mg/ml の gucose、0.1 mg/ml の
apotransferrin 、 25 μ g/ml の
insulin、100 μM の putrescine、
30 nM の selenium 、 20 nM の
progesteroneが含まれている)に段
階的に置換した。 

誘導開始後１０日目に細胞を固
定し、神経幹細胞への分化効率を判
定するため、SOX2 および Nestin の
免疫染色を行った。インセルアナラ
イザー2000を用いて画像を取得し、
SOX2 ポジティブ細胞、Nestin ポジ
ティブ細胞、さらに SOX2/Nestin ダ
ブルポジティブ細胞の割合を解析
した。SOX2/Nestin ダブルポジティ
ブ細胞が神経幹細胞として判定さ
れる。 

 

（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

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。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
日目の細胞数、
MarkerX++
細胞（
った（図

とは異なり、
ミーとなった
ーンである
：
実験を実施した場合であっても、播
種
度が増大するため、播種後
は細胞増殖が過剰に進み、オーバー
コンフルエントとなった。

は同じ
もピペッティング回数の差によっ
て
細胞数に大きく影響が出たが（
年度成果として報告）、
法では
ど影響が出ないことが明らかとな
った。しかしその一方で、このアッ
セイ方法によって、
株のような染色体異常の起こった
増殖速度に異常がある細胞を定量
的且つスピーディーに検出できる
ことも明らかとなった。

 

Ｃ．研究結果

①  培養技術

201B7-IA
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。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
日目の細胞数、
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Ｄ．考察 

 

ヒトiPS細胞由来機能細胞を薬剤安

全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が

国際的に期待されている。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

が課題である。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、2005 年より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、熟練し

た作業員が高い培養技術を持ってい

ることが前提とされている。産業化す

るためには、技術の底上げが必要であ

る。技術を習熟していない作業者によ

り細胞の品質にどのような変動を与

えるのかを明確にし、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、ヒトiPS細胞201B7を用いて、

ピペッティングという継代播種時に

不可欠な、培養において基本的な操作

について、継代播種後の細胞の品質に

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。今後、よ

り詳細な解析を行い、報告する予定で

ある。 

一方、長期にわたって継代維持培養

すると起こりやすいとされる染色体

異常を持つ細胞株は、継代時のピペッ

ティング操作、その他の培養操作にエ

ラーがあった場合にも、大きな影響は

出ず、継代播種後に過剰に増殖し続け

るため、実際はヒト ES/iPS 細胞の培

養初心者であっても培養しやすい。そ

の点は、いわゆる一般の細胞株、つま

り「がん細胞」に似ている。今年度の

検証においては、染色体数異常株

201B7-IA のような異常な性質をもつ

細胞株では、過剰なピペッティングを

おこなっても細胞へのダメージとな

らない、つまり培養操作によって細胞
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自体の「品質変動」が顕著に現われに

くい、ということが実証された。しか

し、このように過剰な増殖能をもつ細

胞の出現も「品質の低下」と考えるべ

きである。 

以上の解析結果により、細胞継代時

のピペッティング回数のような、正常

な性質をもつヒトiPS細胞の細胞培養

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。また、細胞培養の手

技の差がその後の培養に影響しない

異常な性質をもつ細胞の検出にも応

用できることが示唆された。 

 

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UKN1を選ぶこととした。

この方法では、成熟した神経細胞を誘

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た。H27

年度は、複数の細胞株で UKN1 による

分化誘導を実施し、詳細なプロトコー

ルの策定を行っていく予定である。

UKN1 においても、マトリゲルやコンデ

ィションメディウムなど、ロット差の

大きいマテリアルが使用されること

が問題点の一つである。より再現性の

高いプロトコールを策定するために

は、ロット差のない組成が明らかなマ

テルアルの使用、あるいは、マテリア

ルのロット管理（ロット毎の品質チェ

ック）が必要であろう。細胞自体のの

品質に加え、アッセイに使用するマテ

リアルの品質の管理も重要である。 

E. 結論 
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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。本検証結

果は、国内外の幹細胞研究者の注目を

浴びつつある。引き続き、H27 年度も

検証を行っていく予定である。 
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