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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 26 年度は、昨年度に引

き続き 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で実験者が異

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。また、ヒト iPS 細胞株が異なった場合でも再現性良く血管内皮細胞あるい

は血液前駆細胞が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。 
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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）は自己複製能と分化多能性を

有しており、ヒト iPS細胞から分化誘導 

された細胞は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、

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 26 年度は、昨年度

に引き続き、iPS細胞から中胚葉系細胞

（血管内皮細胞・血液前駆細胞等）への

分化プロトコールの収集および再現性

の高いプロトコールの抽出を試みた。 
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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）、NEPB（筑波大学、須磨崎

亮教授から供与）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）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］ 

B-2. 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 x 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-3. 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 9日目の EBを回収し、Trypsin/EDTA

（Life Technologies）を加えて 37℃で 5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
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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。 

 

［血液前駆細胞］ 

B-4. 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）、10 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、10 ng/ml stem cell factor （SCF; 

Pepotech）、10 ng/ml Thrombopoietin（TPO; 

Peprotech）を含む EB分化培地に培地を交換

した。2日後（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-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 9日目の EBを回収し、Trypsin/EDTA

（Life Technologies）を加えて 37℃で 5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、セルソーター（SONY SH-800）を

用いてCD34陽性 CD43陽性細胞の割合を解

析した。 

 

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。昨年度まで

に、胚様体（embryoid body：EB）を形成さ

せることで、201B7株から安定的に CD34と

VE-Cadherin を共発現する血管内皮細胞様

の細胞へ分化誘導可能であることを示した。

そこで本年度は、前年度に引き続き、ヒト iPS

細胞から血管内皮細胞へのプロトコールを収

集するとともに、201B7株以外のヒト iPS細

胞株を用いても安定的に再現良くヒト iPS細

胞から血管内皮細胞が分化誘導可能か検討し

た。まず、昨年度に引き続きヒト iPS細胞か
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ら血管内皮細胞への分化誘導プロトコールを

収集した。血液細胞への分化支持能を有する

ことが知られている OP9 ストローマ細胞株

とヒト ES 細胞を共培養することで、血管内

皮前駆細胞である CD34陽性細胞が効率良く

分化誘導可能であることが報告されている

(Blood. 2005; 105(2): 617-26., Blood. 2006; 

108: 2095-2105., Stem Cells. 2009; 27: 

559-567.)。そこで、同プロトコールでヒト

ES/iPS細胞から高効率に血管内皮前駆細胞を

分化誘導できるのはないと考え、検討を行っ

た。その結果、現在用いている胚様体形成を

介した分化誘導法と比較して、CD34 陽性細

胞への分化誘導効率ならびにその安定性が低

いことが明らかとなった（data not shown）。 

次に、201B7株以外のヒト iPS細胞を用い

た場合でも胚様体形成法により安定的に血管

内皮細胞へ分化誘導可能か否かについて検討

した。その結果、201B7株と比較して血管内

皮細胞への分化誘導効率は低いいものの、そ

の他のヒト iPS細胞株でも安定的に CD34陽

性細胞が分化誘導可能であった（Figure 1）。 

また、実験者が異なった場合でも安定的に

血管内皮細胞へ分化誘導可能かどうかについ

て 201B7株を用いて検討した。その結果、実

験者が異なった場合でも安定的に血管内皮細

胞へ分化誘導可能であった（Figure 2）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。 
 

C-2．ヒト iPS 細胞から血液前駆細胞への分

化誘導 

 ヒト iPS細胞から血液細胞を分化誘導する

には、まず血液前駆細胞を得る必要がある。

ヒト iPS細胞から血液前駆細胞へ分化誘導す

る方法として、支持細胞との共培養法、単層

培養法や胚様体形成法などが報告されている。

昨年度いくつかの手法で検討した結果、胚様

体形成法がもっとも安定的にヒト iPS細胞か

ら血液前駆細胞へと分化誘導可能であること

を示した。昨年度に引き続き、ヒト iPS細胞

から血液前駆細胞への分化誘導プロトコール

を収集した。本年度は、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および SCF、TPOなどの血液細

胞分化を支持するサイトカイン存在下で培養

することにより中胚葉・血液前駆細胞様細胞

の誘導を試みた。その結果、本手法では再現

性良く血液前駆細胞を誘導することが出来な

かった（data not shown）。 

次に、胚様体形成法を用いることで、201B7

株だけでなく他のヒト iPS細胞株を用いた場

合でも安定的に血液前駆細胞が分化誘導可能

かどうか検討した。その結果、201B7株だけ

でなくヒト末梢血由来 iPS 細胞株である

NEPBにおいても安定的に血液前駆細胞が分

化誘導可能であることが示された（Figure. 3）。

また、201B7株と比較して、ヒト血液由来 iPS

細胞株である NEPB で最も効率良く血液前

駆細胞へと分化した。 

また、実験者が異なった場合でも安定的に
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血液前駆細胞へ分化誘導可能かどうかについ

て、NEPB株および 201B7株を用いて検討し

た。その結果、実験者が異なった場合でも安

定的に血液前駆細胞へ分化誘導可能であった

（Figure 4）ことから、胚様体形成法は、血

管内皮細胞だけでなく、ヒト iPS細胞から血

液前駆細胞への分化においてもコントロール

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。 
 

 

 

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。昨年度、中胚葉（血

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結果、胚様体

形成法が最も安定的に 201B7 株から血管内

皮細胞および血液前駆細胞へ分化誘導可能で

あることを示した。そこで本年度は、201B7

株以外のヒト iPS細胞株を用いて、同様の手

法で安定的に血管内皮細胞および血液前駆細

胞が分化誘導可能かどうか検討した。その結

果、201B7株だけでなく他のヒト iPS細胞株

においても安定的に血管内皮細胞および血液

前駆細胞が得られることが明らかになった。

また、実験者が異なる場合においても、本手

法を用いれば再現性良く血管内皮細胞および

血液前駆細胞へと分化誘導可能であることが

示された。しかし、分化誘導効率に改善の余

地があるため、来年度も高効率なヒト iPS細

胞由来血管内皮細胞および血液前駆細胞作製

法の開発を目指し、プロトコールの収集およ

び検討を継続して行う予定である。また、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、来年度も引き続

き胚様体形成法を軸として、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 

 実験者が異なった場合でも再現性高くかつ

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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ンポジウム、名古屋、2014 年 5 月 23-24

日 

 

 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

川端健二、山口朋子 

成熟マスト細胞の作製方法及び得られた成熟

マスト細胞 

出願番号：特願 2013-103582 

出願日：平成 25年 5月 15日 

 

川端 健二、田代 克久 

多能性幹細胞から脳血管内皮細胞を製造する

方法 

出願番号：特願 2014-038105 

出願日：平成 26年 2月 28日 

 

2. 実用新案登録 

該当なし 

 

3. その他 

該当なし 
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Figure 1 異なるヒトiPS細胞株から血管内皮細胞への分化誘導効率の違い
(a) 201B7株、(b)Tic株、(c) NEPB株からそれぞれ血管内皮細胞への分化誘導を行い、9日目にフローサイトメーターにて
CD34およびCD144 (VE-カドヘリン)の発現について検討した。

Figure 2 実験者が異なる場合における201B7株から血管内皮細胞への分化誘導効率の違い
201B7株からそれぞれ異なる実験者（3名）が独立して血管内皮細胞への分化誘導を行い、9日目にフローサイトメーター
にてCD34およびCD144 (VE-カドヘリン)の発現について検討した。
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