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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 

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)、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
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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。 

 

Ｆ．健康危険情報 
   
特記事項なし 
 

Ｇ．研究発表 
 
 1.  論文発表 
 

1） Suga M, Kii H, Niikura K, Kiyota Y 

and Furue MK, Development of a 

monitoring method for non-labeled 

human pluripotent stem cell growth by 

time-lapse image analysis.  

STEM CELLS Translational Medicine 

(in press) 

 

2） Andrews P, Baker D, Benvinisty N, 

Miranda B, Bruce K, Brüstle O, Choi 

M, Choi YM, Crook J, de Sousa P, 

Dvorak P, Freund C, Firpo M, Furue 

MK, Gokhale P,Ha HY, Han E, Haupt 

S, Healy L, Hei Dj, Hovatta O, Hunt C, 

Hwang SM, Inamdar M, Isasi R, Jaconi 

M, Jekerle V, Kamthorn P, Kibbey M, 

Knezevic I, Knowles B,Koo SK, Laabi 

Y, Leopoldo L, Liu P, Lomax G, Loring 

J ,  L u d w i g  T,  M o n t g o me r y  K , 

Mummery C, Nagy A, Nakamura Y, 

Nakatsuji N, Oh S, Oh SK, Otonkoski 

T,Pera M, Peschanski M, Pranke P, 

Rajala K, Rao M, Ruttachuk R, 

Reubinoff B, Ricco L, Rooke H, Sipp D, 

Stacey G, Suemori H, Takahashi T, 

Takada K, Talib S,Tannenbaum S, Yuan 

BZ, Zeng F, and Zhou Q. Points to 

consider in the development of seed 

stocks of pluripotent stem cells for 

clinical applications: International Stem 

Cell Banking Initiative (ISCBI).  

Regen Med. (2015) Mar;10 (2 Suppl): 

1-44. DOI: 10.2217/rme.14.93. 

 

3） Ozawa M, Ozawa Y, Iemura M, Kohara 

A, Yanagihara K, Furue MK, A simple 

improvement of the conventional 

cryopreservation for human ES and iPS 

cells. Protocol Exchange (2014) 

DOI:10.1038/protex. 2014. 012 

 

4） Ohnuma K, Fujiki A, Yanagihara K, 

Tachikawa S, Hayashi Y, Ito Y,Onuma Y, 

Chan T, Michiue T, Furue MK, 

Asashima M. Enzyme-free Passage of 

Human Pluripotent Stem Cells by 

Controlling Divalent Cations. 

SCIENTIFIC REPORTS (2014) 4, 

4646 DOI: 10.1038/srep04646  

 

5） Watanabe H, Takayama K, Inamura M, 

Tachibana M, Mimura N, Katayama K, 

Tashiro K, Nagamoto Y, Sakurai F, 

Kawabata K, Furue MK, Mizuguchi H. 

HHEX promotes  hepa t ic- l ineage 



12 
 

specification through the negative 

r e g u l a t i o n  o f  e o m e s o d e r m i n . 

PLoS One (2014) 9, e90791 DOI: 

10.1371/journal.pone.0090791. 

eCollection 2014. 

 

 

著書 

1） 古江-楠田美保（2014）第 15 章ヒト多

能性幹細胞の利用技術開発、生命科学

から創薬へのイノベーション 第Ⅲ

部 新たな創薬のための革新的技術

開発 南山堂 P105-112 

 

2） 菅-三佳、古江-楠田 美保 (2014) 

ヒト多能性幹細胞培養用培地の開発

の現状と課題生物工学会誌 第 92 巻

9号 P487-490 
 
 
 2.  学会発表 
 
国内学会：一般講演 
1） 加藤竜司、岡田光加、長坂理紗子、佐々
木寛人、蟹江慧、菅三佳、柳原佳奈、

福田隆之、清田泰次郎、古江-楠田美
保 コロニー形態情報を用いた iPS細
胞株の特性解析   第 14 回日本再生
医療学会総会 パシフィコ横浜 (神奈
川) 2015年 3月 19日-21日 

 
2） 加藤竜司、吉田啓、岡田光加、長坂理
紗子、佐々木寛人、蟹江慧、菅三佳、

柳原佳奈、福田隆之、清田泰次郎、古

江-楠田美保 細胞形態情報を用いた
iPS細胞培養手技の定量化 第14回日
本再生医療学会総会 パシフィコ横浜 
(神奈川) 2015年 3月 19日-21日 

 
3） 太刀川彩保子、菅三佳、古江-楠田美
保、大沼清、二次元イメージングサイ

トメトリーは単層培養でのヒト多能

性幹細胞コロニーの自己複製解析に

適している 第 14回再生医療学会総
会 パシフィコ横浜（神奈川）2015
年 3月 19日-21日 

 
4） 長坂理紗子、岡田光加、佐々木寛人、
蟹江慧、菅三佳、柳原佳奈、福田隆之、

清田泰次郎、古江-楠田美保、加藤竜
司  細胞画像解析による iPS 細胞リ
アルタイム 品質評価法の開発 第 66
回日本生物工学会大会 札幌コンベン
ションセンター (北海道) 2014年 9月
9日-11日 

 
5） 城戸理紗子、岡田光加、松本恵、佐々
木寛人、蟹江慧、清田泰次郎、古江-
楠田美保、加藤竜司 画像解析を用い
た iPS細胞のリアルタイム 品質モニ
タリング技術 第 21 回  HAB 研究
機構学術年会  昭和大学上  條講堂 
(東京) 2014年 5月 16日-17日 

 

6） Okamura M,Yanagihara K, Kanie K, 

YuJung L, Nikawa H, Kato R, Furue MK 

Bioinformatics based approach to 

predicting endodermal differential 

efficiency in human ES/iPS cells. 第 87回

日本組織培養学会 2014 年 5 月 29 日

-30日 

 

国内学会：シンポジウム・ワークショッ

プなど 
7） 吉田啓、長坂理沙子、岡田光加、佐々
木寛人、清田泰次郎、本多裕之、古江

-楠田美保、蟹江慧、加藤竜司 コロニ
ートラッキングを応用した iPS 品質 
状態のモニタリング 細胞アッセイ研
究会 東京大学生産技術研究所コン

ベンションホール（東京）2015 年 1
月 13日 

 



13 
 

8） 太刀川彩保子、藤木彩香、林洋平、伊
藤弓弦、小沼泰子、セン徳川、道上達

男、古江-楠田美保、浅島誠、大沼清、 
2価イオンの制御によるヒト細胞シー
トの回収と細胞間結合の遮断 細胞ア
ッセイ研究会 東京大学生産技術研究
所コンベンションホール(東京) 2015
年 1月 13日 
 

9） 長坂理紗子、岡田光加、佐々木寛人、
蟹江慧、清田泰次郎、本多裕之、古江

-楠田美保、加藤竜司 iPS細胞培養手
技標準化のための形態評価 モデル 
細胞アッセイ研究会  東京大学生

産技術研究所コンベンションホール 
(東京) 2015年 1月 13日 
 
招待講演 
10）古江-楠田美保 再生医療に果たす工
学の役割 －ヒト多能性細胞の培養

において求めてられるマテリアル－ 

第 64 回日本歯科理工学学会 アステ
ールプラザ（広島）2014 年 10 月４
日-5日 
 

11）古江-楠田美保 ヒト多能性幹細胞の

品質管理と精度管理 第 41 回日本毒

性学会学術年会 神戸コンベンション

センター（兵庫）2014年 7月 2日-4日 

 

学会座長 

12）柳原佳奈  Recent developments of Stem 

Cell Applications-leaders in 

industrialization  JAACT2014 国際会議

北九州大会 北九州国際会議場（福岡）

2014年 11月 11日-14日 

 

13）古江-楠田美保 再生医療に求められ

る細胞培養 第 14 回日本再生医療学

会総会 パシフィコ横浜  (神奈川 ) 

2015年 3月 19日-21日 

 

14）古江-楠田美保 臨床応用を目指した

ヒト多能性幹細胞用培地の品質管理

iPS 細胞ビジネス協議会 京都リサーチ

パーク（京都）2014年 11月 26日 

 
 
 
国際学会：一般講演 

15） Yanagihara K, Okamura M, Kanie K, 

Kato R, Furue MK.  Prediction of 

differentiation tendency of human 

pluripotent stem cells toward endoderm 

International Society for Stem Cell 

Reserch (ISSCR) 12th Annual Meeting, 

2014.6.18-21 Vancouver, Canada 

 

16）Suga M, Kii H, Uozumi T, Kiyota Y, 

Furue MK.   Establishment of a 

noninvasive method for counting human 

pluripotent stem cell numbers by live cell 

imaging.  ISSCR  12th  Annual 

Metting   2014.6.18-21  Vancouver, 

Canada 
 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
 1. 特許出願 
 PCT/JP2014/08221 判定装置、観察シ
ステム、観察方法、そのプログラム、細
胞の製造方法、および細胞  株式会社
ニコン 清田 泰次郎、紀伊 宏昭、古
江 美保、菅 三佳、志賀 正武 
 
 
 
 2. 実用新案登録 
 特記事項なし 
  
 3.その他 
 特記事項なし 



1 
 

                                             
                                          
 
 

 
 

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 

 

 

インテグレーションフリーシステムを利用して樹立したヒト iPS 細胞の 

品質変動及び分化に及ぼす影響の解析 

研究分担者 栗崎 晃 

独立行政法人 産業技術総合研究所 幹細胞工学研究センター 幹細胞制御研究チーム 

研究チーム長 

 

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。本年度は平成 26 年度に着手した、最近国

内外でも広く使われ出したセンダイウイルスを用いたインテグレーションフリ

ーのヒト iPS 細胞の樹立実験を継続し、樹立されたヒト iPS 細胞の評価を開始

したのでその進捗状況について報告する。
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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。 

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 

 

ヒト iPS細胞の培養 

昨年度樹立した iPS細胞は、医薬

基盤研究所・JCRB細胞バンクから
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入手したヒト線維芽細胞 TIG-114

（細胞番号：JCRB0534）にセンダ

イウイルスを用いて Oct4/Sox2/ 

Klf4/cMycの 4因子を導入して作製

したものである。TIG-114 細胞は、

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℃で培養した後、

2種類のセンダイウイルスに感染さ

せて樹立した。 

また、ヒト iPS細胞の培養はゼラ

チンコートしたディッシュに播種

した MMC 処理したマウス線維芽

細胞(SNL76/6, 大日本住友製薬)を

フィーダーとして用いた。SNL76/6

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を

使用し、5％CO2、37℃で培養した。 

ヒト iPS 細胞培地は DMEM/F12 

(和光) 500mLに Stemsure SR (和

光) 125mL、Non-Essential amino 

acid 5mL、L-Glutamine 6.25mL、

Penycillin/ Streptomycin 5mL を

加えて調製した。bFGF (Peprotech)

は終濃度 5ng/mL となるように毎

回培地交換のたびにディッシュに

直接添加した。また iPS細胞の継代

にはヒト ES細胞用解離液 (0.25% 

Trypsin、1mg/ml Collagenase IV、

1 mM CaCl2、20% KSRを PBS水

溶液で調製した物を用いた。  

 

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、0.1μg/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。 

 

定量 RT-PCR 解析 
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ヒ ト iPS 細 胞 は 、 ISOGEN 

(Nippon gene) を用いて溶解・回収

し、chloroformを加え 15秒間ボル

テックスし、室温で 10 分間放置し

た後、12,000rpm、4℃で 15分間遠

心を行った。その後、水相を新しい

チューブにとり、isopropanol を加

えて混和後、室温で 10分間放置し、

12,000rpm、4℃、10分間遠心した。

沈殿に 70% ethanolを加え、室温で

5分間放置した後、7,500rpm、4℃

で 5 分間遠心した。沈殿に DEPC

処理水を 20µL加えて吸光度を測定

した。その後 PrimeScript® II 1st 

strand cDNA Synthesis Kit 

(TaKaRa) を用いて cDNA を合成

した。Oligo dT primer を 1µL、

dNTP mixture 1µL 添加したもの

に、吸光度で測定しておいた 1µgの

total RNA サンプルを加え、

RNase-free dH2O で 10µL にメス

アップし、65℃で 5分間保温して氷

上で急冷した。さらに、5×Prime 

Script Ⅱ Buffer を 4µL、RNase 

Inhibitor を 0.5µL、Prime Script 

Ⅱ  RTase を 1µL を混合し、

RNase-free dH2Oで20µLにメスア

ップした。その後、42℃で 60分間

反応させた後、70℃で 15分間処理

し酵素を不活性化した。次に、

THUNDERBIRD® SYBR® qPCR 

Mix (TOYOBO) を 10µL、100µM 

Forward Primer、100µM Reverse 

Primer を 0.6µL、cDNA サンプル

を 2µL、DWを 6.8µLを混合し、各

種特異的プライマーを用いて

qPCR を行った。qPCR は CFX96 

(Bio RAD) を用いて測定した。 

 

C. 研究結果 

平成 26 年度は、昨年度にインテ

グレーションフリーな方法で樹立

したヒト iPS 細胞を安定化するま

で 14-15 継代ほど継代培養を続け

た後、多能性幹細胞マーカーの発現

を検証した。さらに優良な株につい

ては浮遊培養条件下で胚葉体を形

成させ bFGF 非存在下で培養する

ことで自由分化させ、外肺葉、中胚

葉、内胚葉の初期マーカーの発現を

定量的 RT-PCRで解析した。さらに

核型解析を行い、マクロ的な見地か

ら染色体異常の有無について検討

を行うとともに、微生物検査も行い、

ウイルス感染や最近の混入、センダ

イウイルスの残存などの問題がな

いことを確認し、医薬基盤研究所と

長岡技術大学に細胞を譲渡した。 

 

樹立したヒト iPS 細胞の多能性幹

細胞マーカーの発現解析 
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ヒト線維芽細胞 TIG-114 に、

Oct4/Sox2/Klf4/cMyc 4因子を安定

発現させるセンダイウイルスベク

ター(OSKM-SeVdp ベクター)を用

いて染色体 DNAへの挿入なく 4因

子を安定発現させることでヒト iPS

細胞株を７株樹立した。本研究では

これらを OSKM 株と呼び、樹立し

た 7 株を OSKM1 から OSKM7 と

命名した。また、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 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

センダイウイルスを除去しやすく

した改変版(OSKM-302L-SeVdp ベ

クター)を利用してさらに 7 株樹立

した。これらのヒト iPS 細胞株は

OSKM-302L株と呼び、OSKM- 

302L1からOSKM-302L7と順に命

名した。レトロウイルスで樹立した

場合と同様に、センダイウイルスで

樹立した当初も iPS 細胞の維持は

比較的不安定であり、十数継代維持

し続けることで細胞の状態が安定

化してきた。これらのヒト iPS細胞

の性状を免疫蛍光染色や定量的

RT-PCR により 201B7 とも比較す

ることにより評価した。 
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図１．センダイウイルスベクターを用いて TIG-114 線維芽細胞から樹立したヒト
iPS 細胞における未分化マーカーの免疫蛍光染色。２種類のセンダイウイルスで
樹立した比較的安定して継代が進んだヒトiPS細胞における多能性幹細胞マーカ
ーの発現を京都大学でレトロウイルスを用いて作製された201B7株をコントロー
ルに比較した。A.Oct4、B.Nanog、C.SSEA4、D.Tra-1-60、E.Tra-1-81、F.1 次抗
体なしのネガティブコントロール。 
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図２. センダイウイルスベクターを用いて樹立したヒト iPS 細胞の未分化マーカーの

定量的 RT-PCR を用いた発現解析。OSKM4 因子を発現するセンダイウイルスで樹立した

ヒト iPS細胞における多能性幹細胞マーカーの発現を京都大学でレトロウイルスを用

いて同じ TIG-114 線維芽細胞から作製された TIG-114-4f1 株や別の線維芽細胞から樹

立された 201B7 株をコントロールに比較した。 

その結果、図１に示すように 4因子

を安定発現するOSKM-SeVdpウイ

ルスで樹立したヒト iPS 細胞は比

較的安定的に OCT4、NANOG、

SSEA4、Tra-1-60、Tra-1-80 等の

未分化マーカーを高発現していた。

一方、今回の TIG-114 線維芽細胞

を用いた iPS 細胞の樹立では、

OSKM-302L-SeVdp ベクターを用

いた場合には良好なコロニーが安

定して維持されにくい傾向があり、

特に OSKM-302L2、OSKM-302L4

では上記未分化マーカーの発現が

見られないコロニーが多く見られ

た。 

また、我々は遺伝子レベルでも発

現を検証してみたが、図 2に示した

ように、ヒト iPS細胞を樹立する元

となった線維芽細胞 TIG-114 では

OCT4、NANOG、SOX2 は全く発

現が観察されないが、センダイウイ

ルスで樹立したヒト iPS 細胞では

基本的にレトロウイルスで樹立さ

れた TIG-114-4f1 や 201B7 と同等

レベルで発現していることが確認

された。 
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図３．ヒト iPS 細胞を胚葉体形成法で自由分化させた際の各種初期外肺葉マ

ーカーの発現。w bFGF: bFGF 存在下で通常の維持培養したヒト iPS 細胞。EB 

1week w/o bFGF: bFGF 非存在下で胚葉体を 1週間浮遊培養させた分化細胞。 

図４．ヒト iPS 細胞を胚葉体形成法で自由分化させた際の各種初期中肺葉マー

カーの発現。 w bFGF: bFGF 存在下で通常の維持培養したヒト iPS 細胞。 

EB 1week w/o bFGF: bFGF 非存在下で胚葉体を 1週間浮遊培養させた分化細胞。 
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図５．ヒト iPS 細胞を胚葉体形成法で自由分化させた際の各種初期内肺葉マーカ 

ーの発現。 w bFGF: bFGF 存在下で通常の維持培養したヒト iPS 細胞。 

EB 1week w/o bFGF: bFGF 非存在下で胚葉体を 1週間浮遊培養させた分化細胞。 
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次にセンダイウイルスで樹立し

た OSKM2, OSKM4, OSKM5につ

いて、胚葉体形成法で 1 週間 bFGF

無の条件で自由分化させた際の各

種初期マーカーの発現を検証した。 

その結果、外肺葉方向については

SOX1 と NEUROD1 に関しては

201B7や TIG114-4f1と同レベルの

分化能を示していることが確認さ

れた（図３）。また、初期中胚葉マ

ーカーの T や GATA4 については

OSKM2 がやや低めの発現を示す

傾向が見られ（図４）、初期内胚葉

マーカーの SOX17 と FOXA2 にお

いても OSKM2 が低めの発現を示

したが（図５AB）、初期肝臓マーカ

ー（AFP）や初期腸管マーカー

（ CDX2）の発現は 201B7 や

TIG114-4f1 と同レベルの分化能と

評価された（図５CD）。即ち、多少

のばらつきはあるもののセンダイ

ウイルスで樹立したヒト iPS 細胞

はレトロウイルス法で樹立した細

胞と比べても遜色ない幹細胞が樹

立されていたことが確認された。 

 

倫理面の配慮 

 

ヒ ト iPS 細 胞 201B7 及 び

TIG-114-4f1は、理研細胞バンク（理

化学研究所）と医薬基盤研究所の

JCRB 細胞バンクより、また、

TIG-114 細胞も JCRB 細胞バンク

よりより所定の手続きを経て入手

したものを使用した。また、医薬基

盤研究所と長岡技術科学大学への

樹立した細胞の譲渡についても、産

業技術総合研究所、医薬基盤研究所、

長岡技術科学大学の倫理委員会で

審査を受けて承認されたのちに譲

渡手続きを行っている。 

また、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
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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２種類のセンダ

イウイルスOSKM及びOSKM-302L

のいずれのウイルスで感染させた場

合においても、最終的にsiRNAでセン

ダイウイルスを除去した後に、セン

ダイウイルス特異的タンパク質NPが

陰性となったインテグレーションフ

リーのヒトiPS細胞が多数確認され

た。TIG-114線維芽細胞を用いた今回

の実験結果では、OSKMタイプを用

いて樹立したiPS細胞で十数継代の

後に安定して維持しやすい傾向がみ

られた。この理由は現在のところ明

らかではないが、これまでのところ

302miRを発現するKOSM-302Lタイプ

でもこれまでのところ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ことから、

OSKM-302Lタイプはもう少し最適

化を必要と考えられる。 

 一方、未分化マーカーの発現に関

しては、増殖とコロニーの形態など、

樹立したヒトiPS細胞の維持が比較

的容易であったOSKM株の3株につ

いては、十分な発現を示しており、

既存の201B7株や同一ロットの線維

芽細胞TIG-114からレトロウイルス

法で樹立したTIG-114-4f1と比較し

ても、ほぼ差がない状態であること

からセンダイウイルス法による樹立

に特段の問題はないと思われる。 

さらに胚葉体形成法により自由分

化させた場合の初期分化マーカーの

発現についても上記OSKM株の3株

で比較したところ、もっとも増殖能

が高かったOSKM株の中でOKSM2

が中内肺葉への分化能が低めである

傾向が見られた。しかし、今回の評

価では胚葉体形成法による1週間の

分化という1点での評価であること

から、既にT、SOX17、FOXA2など
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のかなり初期の分化マーカーの発現

ピークを過ぎてしまっている可能性

もある。今後、これらの有望株につ

いては個々の特異的分化プロトコル

による、より厳密な評価を行うこと

により、正しい能力が評価できると

考えられる。 

 

E．結論 

初年度の平成 26 年度は、昨年度

樹立を開始したセンダイウイルス

によるインテグレーションフリー

のヒトiPS細胞株の有望株を用いて

それらの未分化マーカーの発現や

分化能を比較検討した。本研究に用

いた線維芽細胞は、京都大学が以前

レトロウイルスにより樹立したヒ

トiPS細胞と同一のヒト繊維芽細胞

TIG-114 から、最近世界中の多くの

機関で使用されだしているインテ

グレーションフリー法により樹立

した株である。世界的に広く使用さ

れているiPS細胞がこれらの２つの

主要な樹立法により作成されてい

ることから、これらの株を代表例に

して、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。今後、ゲノム DNA の異常

の有無や細胞分化能の詳細な際の

有無など iPS 

細胞の性状を慎重に解析する必

要がある。本年度は、樹立し継代培

養の末に安定化させた複数の株に

ついて未分化マーカーの発現と分

化能の解析、核型解析や微生物検査

で異常がないことを確認し、ヒト

iPS 細胞としてある程度信用できる

株を選択し、医薬基盤研究所と長岡

技術科学大学へ譲渡することがで

きた。以上、本分担研究は当初の計

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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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。 



 

3 
 

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。 
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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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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 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。 

 

研究協力者 

岡田淳雅：独立行政法人医薬基盤研究所 

田代克久：独立行政法人医薬基盤研究所 

山口朋子：独立行政法人医薬基盤研究所 

 

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



 

3 
 

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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endothelial cells for establishment of in vitro 
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blood brain barrier model; International 

Society for Stem Cell Research 12th Annual 

Meeting, Vancouver, Canada, June, 2014 

4 池田由美、山口朋子、田代克久、大川恭

行、川端健二: マスト細胞関連疾患に対

する創薬ツールとしての各種マスト細胞

サブセットの分化誘導法の確立; 第15回

Pharmaco-Hematologyシンポジウム、名古

屋、2014年 5月 23-24日 

5 山口朋子、平林玲子、田代克久、岡田淳

雅、水口裕之、川端健二: ヒト ES/iPS細

胞から皮膚型/粘膜型マスト細胞への分

化誘導; 第 15回 Pharmaco-Hematologyシ

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。

(a) (b) (c)

(a) (b) (c)

CD34

VE
-C

ad
he

rin

CD34

VE
-C
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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細胞由来分化細胞の品質の検証 

研究分担者 山田 弘 

独立行政法人 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hiPS由来肝細胞様細胞の薬剤
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、hiPS 由来肝細胞様細胞に係る一連の基礎データを取得するため、分担研究
者・櫻井により作製された hiPS由来肝細胞様細胞の品質評価を開始した。具体的には、作製
日の異なるhiPS由来肝細胞様細胞についてトランスクリプトームデータを取得し、分化誘導実
験の間でのデータ比較を行った（日間差の確認）。 
その結果、hiPS 由来肝細胞様細胞の誘導実験間での再現性は、ヒト凍結初代肝細胞の同
一ロット間での実験間再現性よりも低く、異なるロット間での再現性とは同等あるいはやや低い
結果が得られた。また、hiPS 由来肝細胞様細胞間の比較で、一部遺伝子に著しい発現値の
違いが認められたが、これら多くには分化度の差に起因する遺伝子の変動が含まれると考え
られた。 
今後、hiPS 由来肝細胞様細胞からの追加基礎データ及び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 

中津  則之 （独立行政法人 医薬基盤研究

所） 

五十嵐芳暢 （独立行政法人 医薬基盤研究

所） 

 

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 hiPS 由来

肝細胞様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
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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）測定サンプル 

分担研究者・櫻井により作製された分化

誘導実験日の異なる3種のhiPS由来肝細

胞 様 細 胞 （ iPS-hepa1 、 iPS-hepa2 、

iPS-hepa3）から調製したサンプルを測定

に用いた。当サンプルは分化誘導開始 25

日目の細胞から抽出された total RNA で

あり、測定直前まで-80℃下で凍結保存さ

れていたサンプルである。 

 

（２）網羅的遺伝子発現測定 

測定はアフィメトリクス社のプロトコール

に従い GeneChip 3’IVT Plus Kit 及び

Human Genome U133 Plus 2.0 Array を用

いて行った。 total RNA 100 ng よ り

T7-oligo dT プライマーを用いて逆転写し、

一本鎖 cDNA を合成した。さらに T4 DNA 

polymeraseにより、二本鎖DNAを合成・精

製した。次に IVT 反応により標識化された

cRNA を合成・精製後、300-500bp となるよ

うに断片化し、ターゲット液とした。断片化

の前後で吸光度測定及びアガロースゲル

電気泳動を行い、純度及び分解の有無を

確認した。ターゲット液を Human Genome 

U133 Plus 2.0 Array に 45℃にて 18 時間

ハイブリダイゼーションし、バッファーによ

る洗浄後、phycoerythrin （PE）ラベルスト

レプトアビジンで染色し、専用スキャナー

にて発現データを得た。測定したデータは

MAS5 法 ・ メディアン値による global 

normalization により標準化した。 

 

（３）遺伝子発現データの解析 

遺伝子発現データの実験間再現性及

び変動は、スキャッタープロットにより検討

した。また、肝臓で選択的に発現している

遺伝子を抽出するため、先ず平成23年度

までに取得済みのラット組織別遺伝子発

現データより ROKU 法を用いてラット肝臓

に選択的に発現している遺伝子を抽出し、

続いてこれらの遺伝子の中で発現量の大

きい上位 50 遺伝子について NetAffy によ

りヒト遺伝子へオルソログ変換して肝臓選

択的発現遺伝子群とした。 

 

（倫理面への配慮） 

本年度、特に関連する事項はなかった。 

 

C. 研究結果 

異なる時期に実施された分化誘導実験に

おいて取得 された 3 種 のサンプル

（iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3）につい

て、サンプル間の遺伝子発現レベルの相関

性をスキャッタープロットにより確認した(図 1)。
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その結果、 iPS-hepa1 と iPS-hepa2 間、

iPS-hepa1 と iPS-hepa3 の間では異なる遺伝

子発現を示す細胞集団（プロットの偏り）が認

められた。一方、iPS-hepa2と iPS-hepa3の間

には、大きなプロットの偏りは認められなかっ

た。 

iPS-hepa2と iPS-hepa3の間でのプロットの

収束性について、ヒト初代肝細胞のロット内

（2 ロット）及びロット間（3 ロット）での収束性と

比較したところ、ヒト初代肝細胞のロット内（図

2-1）での収束性よりも低く、ヒト初代肝細胞

のロット間(図 2-2)との比較では、ほぼ同等あ

るいはやや低い傾向が認められた。 

次に iPS-hepa1 と iPS-hepa2、iPS-hepa1 と

iPS-hepa3 の間で発現レベルに差を示した

遺伝子について解析を行った。肝臓に選択

的に発現している遺伝子の中から発現量の

大きい上位 50 遺伝子をスキャッタープロット

に重ねてプロットしたところ(図 3)、約半数が

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び 

iPS-hepa3 において非常に高い発現値を示

していた。これらの遺伝子の中には肝実質細

胞で高発現を示すとしてよく知られているア

ルブミンやフィブリノーゲンなどが含まれてい

た。 

 

D. 考察 

異なる時期に実施された分化誘導実験

において取得された3種のhiPS由来肝細胞

様細胞（iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3）

より抽出された total RNA サンプルについて、

サンプル間の遺伝子発現レベルの相関性を

スキャッタープロットにより確認したところ、

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び

iPS-hepa3 で高い発現値を示す遺伝子集団

を見出した（図１）。この集団を除いた全体的

なスキャッタープロット及び iPS-hepa2 と 

iPS-hepa3 間のスキャッタープロットの分布と

の比較において、hiPS 由来肝細胞様細胞の

誘導実験間での再現性は、ヒト凍結初代肝

細胞の同一ロット間での実験間再現性よりも

低く、異なるロット間での再現性とは同等ある

いはやや低い結果となった（図 2）。これらの

結果は、改善の余地はあるものの、現状の分

化誘導法で得た hiPS 由来肝細胞様細胞に

おいても、ヒト凍結初代肝細胞に近い再現性

の下で実験が実施できる可能性を示してい

るものと考えられた。 

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及び 

iPS-hepa3 で高い発現値を示す遺伝子集団

について解析したところ、ヒトアルブミン等の

肝実質細胞で高発現を示す遺伝子を多数

含んでいることが明らかとなった。分担研究

者・櫻井らにより測定されたアルブミン産生

量は、iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3 で、

そ れ ぞ れ 9.24±1.04 、 15.23±2.19 、

13.9±0.92 (µg/ml/24hr/mg protein)であり、

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び 

iPS-hepa3 において高いアルブミン産生量が

示されている。従って、スキャッタープロットで

示されたプロットの偏りは、肝実質細胞への

分化の程度の差、あるいは分化の異なる細

胞の混在等を示唆するものと考えられた。ま

た、本研究で設定した肝臓選択的発現遺伝

子群は、hiPS由来肝細胞様細胞の品質管理

に応用できる可能性があると考えられた。 

今後、分化誘導過程、特に hiPS 由来肝

細胞様細胞になる時期と設定されている分

化誘導開始 25 日目前後における経時的遺

伝子発現プロファイル等を確認することによ

り、スキャッタープロットで示されたプロットの
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偏りの原因を明らかにして行く予定である。 

 

E. 結論 

hiPS由来肝細胞様細胞に係る一連の基礎

データを取得するため、本年度は作製日の

異なる hiPS 由来肝細胞様細胞からトランスク

リプトームデータを取得し、分化誘導実験の

間でのデータ比較を行った（日間差の確認）。

その結果、hiPS 由来肝細胞様細胞の誘導実

験間での再現性は、ヒト凍結初代肝細胞の

同一ロット間での実験間再現性よりも低く、異

なるロット間での再現性とは同等あるいはや

や低い結果が得られた。また、hiPS 由来肝

細胞様細胞間の比較で、一部遺伝子に著し

い発現値の違いが認められたが、これら多く

には分化度の差に起因する遺伝子の変動が

含まれると考えられた。 

 

F. 健康危険情報 

  なし 
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2. 学会発表 

【招待講演】 

山田弘，Overview：トキシコゲノミクスプロジ

ェクト，第 41 回日本毒性学会年会，トキシ

コゲノミクスの活用例と今後の展開（神戸），

2014.7. 

 

山田弘，堀井郁夫， 第 41 回日本毒性学

会年会，日本毒性学会＆日本中毒学会合

同シンポジウム 急性中毒の予後に影響す

るバイオマーカーの臨床および基礎毒性

学的な考察（神戸），2014.7. 

 

Yamada H., Future approach for safety 

assessment / evaluation with new science 

& technology, International Workshop of 

Nonclinical Safety Studies for Human 

Clinical Trials (Seoul, Korea), 2014.11. 

 

山田弘，大規模トキシコゲミクスデータベー

スを活用した安全性バイオマーカー探索，

第 8 回ラットリソースリサーチ研究会（京都），

2015.1. 

 

【ポスター発表】 

中津則之，五十嵐芳暢，青枝大貴，石井

健，山田弘，麻酔剤としてのイソフルラン，

ジエチルエーテル，ペントバルビタールが

ラット肝遺伝子発現に及ぼす影響につい

ての検討，第 41 回日本毒性学会学術年

会（神戸），2014.7. 

 

五十嵐芳暢，Johan T Nystrom-Persson，

森田瑞樹，伊藤真和吏，中津則之，山田

弘，水口賢司，Toxigetes：トキシコゲノミク

スデータ解析プラットフォームの実装，第

41 回日本毒性学会学術年会（神戸），

2014.7. 

 

坂手龍一，深川明子，水口賢司，山田弘，

増井徹，塩谷恭子，松田潤一郎，宮本恵

宏，松山晃文，創薬・疾患研究のための生

物資源・疫学研究データベースの開発，ト

ーゴーの日シンポジウム 2014（東京），

2014.10. 

 

五十嵐芳暢，Johan T. Nystrom-Persson，

山田弘，石井健，水口賢司，アジュバント

データベースの開発とトキシコゲノミクスデ

ータの統合に向けて，トーゴーの日シンポ

ジウム 2014（東京），2014.10. 

 

五十嵐芳暢，中津則之，山田弘，安全性

評価モデルのアジュバント遺伝子発現情
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報への適用に向けて，第８回次世代アジュ

バント研究会（大阪），2015.1. 

 

 

 

 

H. 知的財産所有権の出願・登

録状況（予定も含む） 

1. 特許取得 

なし 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし 
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図１ hiPS 由来肝細胞様細胞（3 ロット）間での遺伝子発現レベルの相関性 

 
 

 

図 2  ヒト初代肝細胞におけるロット内及びロット間でのプロットの収束性 

１） ロット内でのプロットの収束性（2 ロット） 

  

  

２） ロット間でのプロットの収束性（3 ロット） 
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図 3 hiPS 由来肝細胞様細胞のスキャッタープロットにおける肝臓選択的遺伝子の分布 
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￥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 

研究分担者   竹森 洋 

独立行政法人 医薬基盤研究所 創薬基盤研究部  

代謝疾患関連タンパク探索プロジェクト プロジェクトリーダー 

 

           
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。本年
度は、細胞内エネルギー代謝を可視化することで、iPS細胞集団の質を評価するための方法
を開発した。 
  
 
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。本年度は特にヒト iPS 細胞内のエ
ネルギー代謝変化を定性的に評価を行うこ
とを試みた。 
 
 
B. 研究方法 
 ミトコンリアの膜電位の測定には JC-1

（Invitrogen 社）で染色した。JC-1 色素は
水溶液中での凝集性が高いため、使用 1 時
間前に直接培地に希釈し、遠心後に上清を
細胞に添加した。染色時間は 30 分とし、培
地交換で取り込まれなかった試薬を除去し
た。 
 染色後は、そのまま観察する場合と４％
パラホルムアルデヒドで固定して、OCT3/4
抗体（サンタクルーズ社）との 2 重染色を
行った。 
（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。 
 
 
C. 研究結果 
 昨年度は、細胞生存を測定する kit を活
用して、ATP,細胞質 NADH、ミトコンドリア
NADHを簡便に測定する系を構築した。また、
細胞外酸素消費計及び培地酸性度評価を活
用して、ミトコンドリアでの ATP 産生に伴
う酸素消費量と解糖系からの ATP 産生を予
測した。その結果、ヒト iPS 細胞は、解糖
系を主要な ATP 産生源として利用している
ことが示唆された。一方で、継代が重なり、



 2 

質が低下していると予想される細胞は、ミ
トコンドリア利用度が高まってことが予想
された。 
 また、マウスの肝臓由来の癌細胞を活用
して、ミトコンドリアの機能を可視化する
試薬をスクリーニングすることも行ってい
た。その結果、細胞死（アポトーシス）を
判定するための試薬 JC-1 を低濃度で利用
すると、ミトコンドリアの膜電位にのみ反
応して蛍光を発することが示唆された。
元々JC-1 は、ミトコンドリアに集積する傾
向があるが、過剰な JC-1 は、再度細胞質へ
拡散する。ミトコンドリアへの蓄積は、ミ
トコンドリアの膜電位により JC-1 が凝集
し、その凝集により赤色を発する非水溶性
沈着物の集積を発生させた結果である。ミ
トコンドリアが酸素を利用するために膜電
離を上昇させていると、JC-1 の凝集が増す

が、解糖系が亢進しているためにミトコン

ドリアを利用していない細胞や死んでいる
細胞は、JC-1の細胞質側への拡散で終わり、
赤色蛍光を発生しない。 
そこで本年度は、JC-1 を活用してヒト iPS
細胞で、個別の細胞でのミトコンドリア利
用度を予測することにした。図１に JC-1 で
染色したヒト iPS細胞の状態を示す。細胞
集団の外層が良く染まっている。また、細
胞集団の外に広がる細胞も強染色された。 
 次に、JC-1 で染色した細胞集団を別のプ
レートに移し継代した(図２)。JC-1 での染
色が継代培養を経ても同一細胞に残ること
を利用しての判定である。継代前に JC-1 で
染色された細胞は、細胞集団の外に位置す
る傾向が観察された。 

 
  
 
 
 
 
 
 

図１ ヒト iPS 細胞の JC-1 染色(上)
と、位相差像（下） 



 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 続いて、JC-1 での染色が強い細胞集団の
継代を行った(図３)。JC-1 染色強度の強い
細胞集団は、継代後に色素沈着のある細胞
塊を形成し、質の低下が伺われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 JC-1 の染色と Oct3/4 との染色を比較す
ると、JC-1 陽性は必ずしも、Oct3/4 陰性と
いうことは無いようであるが、JC-1 強陽性
区画には、Oct3/4 陰性細胞が存在していた
（図４）。また、JC-1 陽性細胞の細胞核は
陰性細胞に比較して大きいようである。 
 
 最後に、JC-1 強陽性が細胞集団の周辺に
位置することから、単なる JC-1 色素の取り
込み効率の差から来た可能性も示唆される。
そこで、細胞集団の内部でも JC-1 強陽性と
なる部位を特定することにした（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5は２つの iPS細胞集団がぶつかった
部位を示している。上方から１つの集団が
が、右から１つの集団が増殖しぶつかった
場所（右上から左下への線）である。２つ
の集団の境界は細胞の大きさも大きく異常
が伺える。その細胞は JC-1 強陽性となった。
単一の離れた細胞は JC-1 染色部位が核に
見えてはいるが、これはミトコンドリが核
に近傍に多く位置するためである。 
 
D. 考察 
 本年度は、ヒト iPS細胞の質を細胞内エ
ネルギー代謝（ミトコンドリア利用度）で
比較評価できないか検討を行った。特に、
個別の細胞での評価方法を検討し、JC-1 に
よる染色がヒト iPS細胞の質との相関の一
部を反映している可能性が示唆された。ま

図 3 JC-1強染色の細胞集団の継代 
 

図４ JC-1染色（上）と OCT3/4染色（下） 

図５ ヒト iPS細胞集団における内部で
の JC-1強陽性領域 
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た、JC-1 が細胞を生きたまま染色できる点
や、継代後も染色時の細胞内エネルギー代
謝を記憶している点が興味深い。今後は、
他の指標も組み入れて、細胞内エネルギー
代謝がヒト iPS 細胞の質を議論できるプロ
ーブとして利用できるのかを検討する必要
がある。 
 
E. 結論 
 ヒト iPS細胞の品質管理に細胞内エネル
ギー代謝の指標として JC-1 染色が有効で
あることが示唆された。 
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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 

研究分担者 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 

 

研究要旨：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

の収集を行った。さらに、複数の代表的な分化プロトコールを用いて肝細胞を作製し、分

化プロトコールの評価を開始した。 

 

研究協力者 

 

水口裕之   

大阪大学大学院薬学研究科  

独立行政法人 医薬基盤研究所 

 

高山和雄   

大阪大学大学院薬学研究科  

独立行政法人 医薬基盤研究所 

 

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。②iPS 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

な肝細胞への分化プロトコールを

収集する。さらに、複数の代表的な

肝細胞分化プロトコールを用いて

肝細胞を作製し、分化プロトコール

の評価を開始した。 

 

B．研究方法 

 
B.1. ヒト iPS 細胞の培養 

ヒト iPS 細胞株（Tic）は 10 ng/mL 

bFGF を 含 む iPS 細 胞 用培地

ReproStem（ReproCELL）を用いて、

マイトマイシンC処理済みのMEF上

で培養した。4-6日ごとに0.1 mg/mL 

Dispase II（Roche）を用いてヒト

ES/iPS 細胞コロニーを回収後、単

細胞にしないように懸濁して継代

を行った。ヒト ES/iPS 細胞の状態

に応じてトランスファーピペット

（Thermo Scientific）を用いてメ

カニカルに細胞を継代する場合も

ある。 

 

B.2. ヒト iPS 細胞から内胚葉への

分化誘導 

肝細胞への分化を開始する前に、

ヒト iPS 細胞を dispase で剥離し、

Matrigel 上 に 継 代 し 、

MEF-conditioned medium を用いて

3-4 日間培養した。ヒト ES/iPS 細

胞から肝細胞への分化誘導法は図

２を参照にされたい。 

 

B.3. FACS 

ヒト ES/iPS 細胞およびその分化

細胞を単細胞に分散したのち、4% 

Paraformaldehydeで 10分間固定し

た。抗ヒトアシアロ糖タンパク受容

体 1（ASGR1）抗体を用いて一次抗

体 反 応 を さ せ た の ち 、 alexa 

488-labeled抗体を用いて二次抗体

反応を行った。FACS解析はFACS LSR 

Fortessa flow cytometer （ BD 

Biosciences）を用いて行った。 

 

B.4. アルブミン（ALB）産生能の評

価 

ヒト iPS 由来肝細胞について、培

地交換したのち 24 時間後に培地を

回収し、産生されたアルブミン量を

Human Albumin ELISA Kit（Bethyl 

Laboratories）を用いて測定した。

アルブミン産生量は総タンパク量

で補正した。なお、総タンパク量の

測定にはThermo Scientific Pierce 

BCA Protein Assay （ Thermo 

Scientific）を用いた。 

 

C．研究結果 

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に記載

する通り、Stephen Duncan 研（Stem 



Book 

(http://www.stembook.org/); 
Hepatology. 2010 

Jan;51(1):297-305.）、David Hay

研 （ Stem Book 

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

Feb;3(2):141-8. ） 、 Ludovic 

Vallier 研 （ Nat Protoc. 2013 

Feb;8(2):430-7. ； Hepatology. 

2010 May;51(5):1754-65.）におけ

る分化プロトコールを比較した。こ

のようにヒト iPS 細胞から肝細胞

への分化プロトコールは研究室間

で大きく異なっていることが確認

できた。 

図１の３つの分化プロトコール

（一部改編）のうちどのプロトコー

ルが最も再現性良く高機能な肝細

胞を作製できるか調べるために、図

２に示す３プロトコールを用いて

ヒト iPS 細胞から肝細胞を作製し

た。作製したヒト iPS 由来肝細胞の

肝機能を評価するため、ASGR1 陽性

細胞率を FACS により評価するとと

もに、ALB 産生量を ELISA により計

測した。プロトコール１を用いて作

製した肝細胞のASGR1陽性率は80%

以上であったが、プロトコール２お

よび３を用いて作製した肝細胞の

ASGR1 陽性率はいずれも 30%以下で

あった（図 3A）。また、プロトコ

ール１を用いて作製した肝細胞の

ALB 産生量は 11μg/ml/24hr/mg 

protein 程度であったが、プロトコ

ール２を用いて作製した肝細胞の

ALB 産生量は 7μ g/ml/24hr/mg 

protein であった（図 3B）。以上の

ことから、プロトコール１を用いる

ことにより、プロトコール２，３よ

りも高い肝機能を持つヒト iPS 由

来肝細胞を作製できることが示唆

された。図 3の結果は独立した 3回

の分化誘導結果であることから、プ

ロトコール１はプロトコール２，３

よりも高い肝機能を有するヒトiPS

由来肝細胞を再現よく作製できる

ことが示唆された。 

 

D. 考察 

プロトコール１を用いることに

より、高い肝機能を有するヒト iPS

由来肝細胞を再現良く作製できる

ことが確認できたため、今後は本プ

ロトコールを用いて様々な品質の

ヒト iPS 細胞の肝細胞への分化誘

導を実施していく。また、本プロト

コールを用いて作製したヒト iPS

由来肝細胞における薬物代謝酵素

活性などのさらなる詳細な機能解

析も実施していく。 

 

E．結論 

本年度は、ヒト iPS 細胞から肝細

胞への分化プロトコールの収集を

行うとともに、再現良く高機能な肝

細胞を作製できるプロトコールの

策定を開始した。 
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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 

 

 

 

RPMI1640+2% B27
O2 20%, matrigel

100 ng/ml Activin A
10 ng/ml FGF4
20 ng/ml BMP2

2 days

RPMI1640+2% B27
O2 4%, matrigel

10 ng/ml FGF2
20 ng/ml BMP4

5 days

RPMI1640+2% B27
O2 4%, matrigel

20 ng/ml HGF

5 days

HCM (- EGF)
O2 20%, matrigel

20 ng/ml OsM

5 days

RPMI1640+2% B27
matrigel

100 ng/ml Activin A
50 ng/ml Wnt3a

3 days

KO-DMEM+20% KSR
matrigel

1% DMSO

5 days

L15 10% FBS
matrigel

20 ng/ml OsM
10 ng/ml HGF

9 days

CDM-PVA
fibronectin

100 ng/ml Activin A
100 ng/ml FGF2
10 ng/ml BMP4
10 uM LY294002
3 uM CHIR (+/-)

2 days

RPMI1640+2%B27
fibronectin

100 ng/ml Activin A
100 ng/ml FGF2

1 days

50 ng/ml Activin A

3 days

RPMI1640+2%B27 
fibronectin

10 ng/ml BMP4
10 ng/ml FGF10

4 days

RPMI1640+2%B27 
fibronectin

50 ng/ml HGF
30 ng/ml OsM

11 days

HBM
fibronectin

Stephen Duncan Lab.

David Hay Lab.

Ludovic Vallier Lab.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．本実験にて検討した３分化プロトコ

ールの概略 
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図３．複数の肝細胞への分化プロトコール

の比較 

 ヒト iPS 細胞（Tic）を図２に示す３分化

プロトコールを用いて肝細胞へ分化誘導し

た。（A）ヒト iPS 由来肝細胞の ASGR1 陽性

細胞率を FACS を用いて計測した。（B）ま

た、ヒト iPS 由来肝細胞の ALB 産生量を

ELISA 法を用いて評価した。 
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