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研究要旨：ヒト iPS 細胞の臨床応用や創薬応用の研究が盛んである。ところ

が、ヒト iPS 細胞は不安定なために培養が難しく、様々な経験則に基づき培養

されているが、それらの良し悪しの具体的な検証がなされていないという問題

がある。 
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。本年度は、細胞の継代

時の操作による違いを評価する方法の確立と、微小流体制御培養システムを用

いた分化アッセイシステムでのヒト iPS 細胞の分化の検証と異なる株での検証

と、分化の方向性の検証を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

現在、ヒト誘導多能性幹（iPS）

[1, 2]の再生医療や創薬への実用化

へ向けた研究が急ピッチで進んでい

る。理研では網膜を移植する臨床研

究も始まった。また、創薬の分野で

は、動物実験を減らし、かつヒトか

ら摘出することなく、ヒトの正常細

胞を大量に得るための技術としても

着目されている。 

このようなヒトiPS細胞の実用化

研究が進む中、細胞の品質の管理が

大きな問題となっている[3]。ヒト

iPS細胞は状態が変化し易く、同じプ

ロトコルで培養していても状態が急

変する事が多発するため、各研究者

が様々な工夫している。そのため、

同じ細胞でも培養する人、時期によ

り細胞の状態が大きく異なる。この

ような状態で分化実験を行っても再

現性が取れない。 
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この細胞の品質管理の問題がユ

ーザ側に於いてどの程度深刻な問題

として認識されているかを調査する

ため、国内外の動物実験代替法やヒ

ト細胞を用いた薬剤試験に関する学

会やシンポジウムに出席した。その

結果、どの分野に於いても、細胞の

品質管理が現時点そして将来に於け

る大きな問題である事を指摘する発

表が多く、ユーザ側でも問題が表面

化している事が分かった。 

本分担研究では、この細胞の品質

管理の問題に対処するため、iPS細胞

の未分化維持に於ける品質変動の評

価と、微小流体制御システムを用い

たハイスループット分化アッセイの

研究開発を行っている。 

細胞の品質変動の原因の最たる

ものの一つとして、継代作業が挙げ

られる。一般的な細胞株やマウス

ES・iPS細胞と違うヒトES・iPS細胞

の大きな特徴は、細胞同士が分離す

るとアポトーシスを起こすことであ

る[4]。このアポトーシスはRho関連

キナーゼ（ROCK）阻害物質で抑制で

きる事が知られているが、完全には

抑制できない[4]。そのため、継代時

の細胞分散の仕方や、かける時間が

変わると、細胞がアポトーシスを起

こし、その結果として細胞の再接着

率や生存率などが減少する。そこで

本年度は、細胞の品質の変動を定量

化するため、継代後のアポトーシス

と細胞の生死を定量的に測定手法を

確立した。 

微細加工技術を用いたハイスル

ープット分化評価は前年度までに開

発したシステムが実際に使えそうか

を検討した。培養条件の評価は多数

の検体を扱うために非常にコストが

かかるうえ、従来の手法では培養条

件の制御に限界がある。昨年度まで、

微小流体制御システムに、フィーダ

ーフリー・ディファインド培養を組

み合わせた未分化・分化アッセイシ

ステムを開発した。微細加工を用い

ることにより、培養器を縮小して細

胞接着コートや培地等のコストが大

幅に削減できる。また流体制御を用

いた灌流培養により、培養条件を定

常化できる。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。昨年度

は、ヒトiPS細胞の未分化維持培養と

初期分化に成功した。今年度は、分

化の方向性が正しいことの検証と、

異なるヒトiPS細胞の株を用いての

検証を行った。 
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B. 研究方法 

 

ヒト iPS細胞の KSR-MEF培養 

ヒトiPS細胞の維持培養は一般的

に行われている培養法に準じた[1, 

5, 6]。ヒトiPS細胞201B7株[1]と

253G1株[7]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。ヒトiPS細胞のTic株（胎児

肺線維芽細胞、MRC-5、由、JCRB1331）

[8]は医薬基盤研究所JCRB細胞バン

ク（大阪）より入手した。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[5]）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[4]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 

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)。 
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培養皿は、2μg/cm2のファイブロ

ネクチンでコートした [6, 9]。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。 

 

アポトーシス・生細胞・接着率 

6 wellに細胞を播き、アッセイの

前日には培地をPBS+/+（カルシウム・

マグネシウム含有リン酸バッファ）

で2回リンスしてアポトーシス抑制

剤のROCK inhibitorを除去した後、

新しい培地に交換した。 

アポトーシスを誘導するために細胞

を1細胞ずつに分散した試料と、アポ

トーシスを抑えるために塊で剥がす

試料とを、以下の様に準備した。ま

ず、PBS-/-（カルシウム・マグネシウ

ム不含リン酸バッファ）で2回リンス

した後、PBS-/-とPBSca（カルシウム含

有リン酸バッファ）に置換し、37度

で15分インキュベートした後、1 mL

のピペットで細胞を剥離・分散した。

300 G、3 minの遠心沈降で細胞を回

収し、ESF9a培地に再分散分散し、

10cmの培養皿に播いた。培養皿は細

胞の接着を阻害するため、非接着培

養皿を1 mg/mLのウシ血清アルブミ

ン（BSA）でコートした。細胞は浮遊

状態で、4時間、CO2培養器の中でイ

ンキュベートした。 

アポトーシスをFACSで確認する手法

は以下の通り。顕鏡で非接着確認後、

チューブへ回収し、300G、3 分の遠

心沈降で回収した。回収した細胞を

FACS解析ように分散するため、

0.02％ EDTAで15分インキュベート

した後、ピペッティングで分散し、

細胞係数後に300G、3 分の遠心沈降

で回収した（Annexin Vの接着にはCa

が必要なため、EDTAを十分にリンス

する）。1x105 の細胞当たり、キット

(BioVision, Milpitas, CA, USA)に

付属の染色用バッファを200 μL添

加した。Annexin V - FITCを2 μL

加え、15分室温でインキュベートし

た（途中で一度揺すり、混合した）。

BSA-PBS-PIを300 μL加え、FACSで測

定した。 

 

細胞生着率の測定 

細胞をPBS++で2回洗浄した後、固

定と染色のために0.4% crystal 

violet溶液（下記）を各wellに注入

して、室温で30分静置する。0.4% 

crystal violet溶液は、200 µg 

crystal violet (031-04852, Wako, 
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Tokyo, Japan) を50 mL methanol 

(131-01826 Wako)に溶解した。 

溶液を捨て、水を溜めたバットの

中で2,3回リンスした後、よく乾燥さ

せ、染色された細胞の写真を撮った。

定量するために、抽出液を注入して

クリスタルバイオレット抽出した。

抽出液は、1% acetic acid 

(017-00256, Wako)、30% ethanol 

(057-00456, Wako)水溶液を用いた。

抽出した色素の吸光度をマルチウェ

ル吸光プレートリーダで測定した

（波長595 nm）。 

 

生細胞数アッセイ 

細胞を培養した96 wellプレート

から培地を吸い取り、新たな培養液

を100 μL 添加した後、Cell 

counting kit-8（Dojindo, Kumamoto, 

Japan）を各ウェルに10 µLずつ添加

し、37℃、1～４時間インキュベート

した。その後、プレートリーダで吸

光度を測定した (波長450 nm)。 

 

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 

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[10, 11]。 

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
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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、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。 

 

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ｉＰＳ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。 



 

7 
 

C. 研究結果 

継代時に、細胞分散する事により

起こるアポトーシスや、その他の

様々なダメージのためを評価するた

めに、2つの手法を策定した。一つは

Annexin Vによるアポトーシスの定

量であり、もう一つはクリスタルバ

イオレット法とホルマザン測定法に

よる生細胞数の定量である。 

 

継代操作が与える影響の評価１： 

アポトーシスの定量的評価法 

アポトーシスを評価する手法の

中で、簡便でかつ定量性が良い方法

として、Annexin Vを用いてのFACS

解析がある。生体内においてはマク

ロファージなどの貪食細胞が、アポ

トーシスをおこした細胞表面の変化

を認識して除去する。細胞表面の変

化のひとつとして、通常は細胞膜の

内側に存在しているフォスファチジ

ルセリンの細胞表面への露出が知ら

れている。Annexin VはCa2+存在下で

フォスファチジルセリンに対して強

い親和性を持つため、蛍光標識した

Annexin Vはアポトーシスの良いマ

ーカとなる。継代作業の違いがはっ

きり表れると予想される条件として、

Ca2+・Mg2+不含の溶液を用いて細胞を

単一細胞に分散した場合と、Ca2+を添

加して細胞塊のまま分散した場合と

を比較した。回収し、再播種して4

時間後にAnnexin Vで染色して写真

を撮り、その後FACS解析をした。 

実験開始当初、結果が安定せず、

同じ条件でも陽性率が大きく異なる

事があった。様々な染色条件を試し

たところ、細胞濃度やバッファの量

が異なると染色の濃さが大きく異な

る事が分かった。そのため、染色条

件を厳密に守る事が結果の安定性に

大きく影響することが判明した。こ

の条件下で上述の実験をした結果、

単一細胞に分散した場合には60%以

上の細胞がAnnexin V陽性となった

A B 図  1： 継代作業によるヒト

iPS 細胞へのダメージの定量的

な評価。 

A：蛍光顕微鏡写真。-/-（左）は

単一細胞分散の条件で、Ca（右）

は細胞塊の条件。アポトーシス

マーカの Annexin V（緑）と、

死細胞のマーカの PI（赤）で染

色。 

B：FACS解析による Annexin V

陽性細胞数の定量。RIはアポト

ーシス抑制剤（ROCK阻害剤）。
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のに対し、細胞塊のまま回収した場

合には50%以下であり、両者の間に有

意な差が有った（図 1、P < 0.05）。

この差は、アポトーシスを抑制する

ROCK抑制剤（RI）を加えることによ

って消失した（図 1）。以上の結果よ

り、このシステムがヒトiPS細胞の継

代作業により誘発されるアポトーシ

スを定量するのに有効である事が解

る。 

 
継代操作が与える影響の評価２： 

再接着率・生細胞数の測定 

継代時に酵素を効かせ過ぎて細

胞表面のインテグリン等の細胞接着

分子の障害が起こると、細胞が底面

に付着できず、結果として死んでし

まう。そこで、細胞の再接着率の評

価するために、播いた翌日の再接着

率と生細胞数を測定する方法を検討

した。 

まず、生着細胞数の推定するため、

クリスタルバイオレットを使用した。

クリスタルバイオレットは細胞染め

るのに多用される。定量性があまり

高くないという欠点があるが、96ウ

ェルでも綺麗に細胞の写真が撮れる

ことや、簡便で安価という利点があ

る。プロトコルの概要は以下の通り。

96ウェルに播いた細胞を、PBSですす

いだ後にメタノールに解かしたクリ

スタルバイオレットで固定、染色を

同時に行う。その後非接着細胞を落

とすのと、培養皿などに着いた色素

を撮るために水洗いする。乾燥した

後にエタノールと酢酸で抽出してマ

イクロプレートリーダで595 nm の吸

光を測定した。その結果、細胞は濃

い紫色に染まり、細胞の形がくっき

りと観察できた（図 2）。また、104

～105細胞/cm2において、細胞数とク

リスタルバイオレット抽出液の吸光

度との間で良い直線性を示した（図 

2）。以上の結果から、クリスタルバ

イオレットを用いた生着細胞アッセ

図 2：クリスタルバイオレットを

用いたヒト iPS 細胞の再接着の定

量。 

A：位相差顕微鏡写真（上段）と、

クリスタルバイオレットで染色し

た後の明視野顕微鏡写真（下段）。

B： 抽出したクリスタルバイオレ

ット吸光度（縦軸）と細胞数（横

軸）。低濃度域でよい直線性を示

す。 
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イは、ヒトiPS細胞の形態を観察し、

生細胞数を定量するのに適している。 

次に、市販の生細胞測定キット

（Cell counting kit-8、和光純薬）

を用いて細胞数のキャリブレーショ

ンカーブを描いてみた。この試薬は、

細胞内脱水素酵素により生成される

水溶性のホルマザンを450 nmの吸光

度で測定する方法である。反応させ

るために数時間インキュベートする

必要があることが欠点だが、1ボトル

溶液タイプで非常に簡便であり、更

に細胞を固定したり溶解したりの操

作が不要であるため、続けて他のア

ッセイを行えることが利点である。

プロトコルの概要は以下のとおり。

96ウェルに細胞培養した後、各ウエ

ルに試薬を10μL加え、数時間インキ

ュベートし、マイクロプレートリー

ダで吸光度を測定する。その結果、

やはり104～105細胞/cm2において良

い直線性を示した（図 2）。また、イ

ンキュベートする時間を長くするこ

とにより、細胞数が少ない領域を拡

大して観察することが可能となる。

生細胞のまま測定することができる

ため、この時間を変えた測定は同一

サンプルで行うことが可能である。

従って、このCell counting kit-8

もヒトiPS細胞の生細胞数を定量す

るのに適している。 

以上の2つの方法がヒトiPS細胞

の生細胞の定量に適していることが

分かった。そこで、どちらか一方に

絞ろうと考え、両者を比較する実験

を行った。ところが、複数回アッセ

イを繰り返すと、たまに操作ミスな

どのためにどちらかで異常な値が得

られるという問題が発生した。そこ

で、同一のサンプルで、両方を併用

すると良いと考えた。具体的には生

細胞測定キットを用いて測定した後、

クリスタルバイオレットを用いて測

定する事である。本研究で使用した

生細胞測定キットは細胞毒性が少な

い上、両方の方法で吸光測定する場

合の波長も異なるため、このような

併用が可能となる。実際に試みてみ

ると、この2つ方法で得られた結果が

大きくずれているときは、何らかの

操作ミスが疑われる時であった。以

上より、2つのシステムを併用するこ

とにより、ミスの少ない評価が可能

である事が解った。 

図 3：Cell counting kit-8 を用いたヒト iPS

細胞の再接着の定量。 

吸光度で測定したホルマザンの量（細胞数に比

例、縦軸）と細胞数（横軸）。試薬と共にイン

キュベートする時間により感度が変わる。 
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微小流体制御培養システムにおけ

る異なるヒト iPS細胞の分化誘導 

昨年度までの研究で、小流体制御

培養システム内で未分化維持培養と

分化誘導が可能である事を調べた。

分化誘導試薬は、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。

本年度は、このシステムを用いた分

化誘導が他の細胞株でも働くかどう

かを調べた。ヒトiPS細胞は株により

反応性が異なるため、複数の株を調

べることが重要となる。そこで京都

大学山中研で樹立されたヒトiPS細

胞の他に、新たに生育医療センター

で樹立されたヒトiPS細胞のTic株を

用いて同様の実験を試みた。 

昨年度と同様、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、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。その結果昨年度と同様に、

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 4）。 

以上より、本分化誘導システムは、

ヒトiPS細胞株の201B7株、253G1株、

Tic株の3株で同様の結果が得られる

ため、マイクロ流路を用いてのヒト

iPS細胞の分化誘導を確認するのに

簡便で確実な方法が設定できた。 

 

図 4：微小流体制御培養システムでのヒト iPS

細胞の分化誘導を、異なる iPS 細胞、Tic 株で

の確認。 

未分化培地（hESF-9a）とこれから未分化維持

因子を除いた培地（hESF-6）、それに低・高濃

度（10, 50 ng/mL）BMP-4添加した分化誘導培

地（+10 BMP, +50 BMP、）で培養し OCT3/4（未

分化マーカ：赤）と SSEA1（初期分化マーカ：

緑）で免疫染色した。 
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微小流体制御培養システムにおける

ヒト iPS細胞の分化誘導系の確認 

昨年度までの研究で、小流体制御

培養システム内で未分化維持培養と

分化誘導が可能である事を調べた。

分化誘導試薬は、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。

ただし、未分化・初期分化マーカで

それを確認したのみで、分化が正し

い方向に向かっているかどうかは確

認できていなかった。そこで、より

長期に培養し、分化が進んだ段階で

免疫染色し、分化の方向性が正しい

かどうかを確認した。 

無血清・無フィーダ培養したヒト

iPS細胞を播いて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）を使用した。昨年度は3日間の

みであったが、今年度は1週間培養し

た後、初期分化マーカのSSEA1と胚胎

外組織分化の初期に現れるサイトケ

ラチンとCDX2で免疫染色した。その

結果、未分化維持培地（hESF-9a）や

未分化維持因子を除いた培地

（hESF-6）ではほとんどの細胞が理

両方の分化マーカ陰性だったのに対

し、分化誘導培地では両方に陽性の

細胞が見つかった（図 5）。従って、

この分化誘導系が正しく機能してい

ることが確認できた。 

図 5：ヒト iPS細胞の BMP初期分化： 正しい方向へと分化していることを確かめるために長く分化し

た時の細胞分化を免疫染色で確認した。分化誘導から 1週間の時点での初期分化を SSEA1（a, b）、胚胎

外組織方向への分化を cytocheratin（a)と CDX2（b）青色は DAPIによる核染色。 
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D．議論 

本年度は、細胞の継代時の操作の

違いを評価する方法の確立と、ハイ

スループット分化評価のための基礎

実験として昨年までに開発した系を

用いて異なるヒトiPS細胞の分化の

検証と分化の方向性の検証を行った。 

ヒトES・iPS細胞は、同じ株でも

培養の方法により遺伝子異常が起き

る事が知られている[12]。この細胞

間での違いは、主に継代の操作によ

ると考えられている。ヒトiPS細胞は

単一細胞に分散するとアポトーシス

を起こすため[4]、継代時に酵素の作

用が長かったり、ピペッティングし

すぎたりすると、アポトーシスが増

え、翌日の生着細胞数が減少する。

今回、このアポトーシスの違いを測

る系としてAnnexinVを用いたFACS解

析を、単一細胞分散した場合と、細

胞塊へと分散した場合とで比較し、

予想通り単細胞分散の方がアポトー

シスが起こり易いことが示された。

更に、細胞を播いて翌日の細胞数を

計測するために2種類の方法を試し、

両方で良好な結果が得られた。ただ

し、片方では正しい結果が得られな

い場合があるため、これらの併用が

望ましいことも分かった。以上の方

法を用い、ヒトiPS細胞の継代時にお

ける操作の違いを評価する系が確立

できた。来年度は本法を用い、初心

者を模倣した時間設定を行い、その

影響を定量する予定である。 

 

 

ヒトES・iPS細胞の性質は株間で

大きく異なる事が報告されている

[13]。従って、同じ実験を複数の株

で行い、結果を比較することが重要

となる。ハイスループット分化評価

のため、昨年度までに微小流体制御

システムを無血清・無フィーダ培養

を組み合わせ、ヒトiPS細胞の未分

化・分化が制御できる事を実証した。

そこで本年度は、異なる株間でも同

じ結果が得られるかを検証した結果、

201B7、253G1、Ticの3株で同じ結果

が得られることが確認できたため、

このBMP4を用いた分化誘導系は、複

数の株間で非常に安定して使えるこ

とが実証された。培養3日で結果が得

られるために、簡便に早く結果が得

られるのも良い点である。更に、過

去の報告と同様に[14]、長期間培養

することにより胚胎外方向へ分化が

進むことが示された。以上をまとめ、

マイクロ流体制御システムと無血

清・無フィーダ培養にBMP4を組み合

わせた分化誘導系は、複数のヒトiPS

細胞の分化のアッセイ系として非常

に適している事が解る。 

E．結論 
本分担研究では、細胞継代時の影

響を評価する系の確立と、微細加工

技術を用いたハイスループット分

化評価のプロトコル確定ができた。

来年度は、これらを用いて更なる研

究・開発を進める。
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