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はじめに

近年，ヒト胚性幹細胞（ES細胞）に加え，人工多能
性幹細胞（iPS細胞）の樹立が報告され，再生医療の移
植材や創薬応用の薬剤応答ツールとして産業化に大きく
貢献することが期待されている 1)．いずれの産業分野に
おいても，細胞増幅培養および組織化培養において，増
幅により細胞量を十分に確保し，目的細胞へと分化誘導
する工程が重要となる2,3)．そのため，最近では，ニッチェ
と呼ばれる個々の幹細胞に固有な細胞外環境の設計が必
要と認識されており，これが，増殖能力，分化能力を左
右するもっとも重要な環境因子の一つであることが知ら
れている 3–8)．これまでの細胞外環境設計による幹細胞
の操作技術は，液性因子添加による外因性シグナル誘発
による分化誘導が主体であったが，近年，細胞挙動を介
した内因性シグナリング誘発による分化誘導が，新たな
手法として注目されている 7,9–20)．
筆者は，これまで，細胞挙動特性制御とそれに基づく

培養プロセスの開発に取り組んできた．研究内容の概要
を図1に示す．細胞・組織などの反応場を提供する空間
を対象とし，「ヒト組織の成り立ちを理解し，育む技術
を構築・利用する」ことに興味を持ち，生物プロセスの
観点から，育む技術を構築・利用することを目指してき
た．細胞内での遺伝子発現・タンパク生成現象を解明す
る研究領域の知識を基に，単細胞（マイクロレベル），
細胞集塊（メソレベル），組織（マクロレベル），臓器（メ

ガレベル）と発生レベルの異なる一連の培養工学プラッ
トフォームにおける反応場としての培養フォーマットと
解析技術としての解析フォーマットの両者について，時
空間的かつ細胞集団な不均一性を考慮した現象解明を目
指してきた．一方，オフィスの業務効率を上げるための
道具やその職場の環境づくりの取組み事例を参考に，
ハードとソフト両面からの“役に立つ道具作り”に取り
組んでおり，近年，細胞・組織などの反応場を設計する
ための“細胞挙動を操作する道具作り”にまで概念の幅
を広げ，新しい視点に立った培養手法を考案してきた．
このような取組みを通じて，ヒト培養細胞を用いた組織
再構築のための培養方法の確立および生産プロセスの開
発を進め，特に，多分化能を有するヒト幹細胞の未分化 /
分化制御技術の構築を提案してきた．これらの研究は，
場の設計から細胞挙動特性を制御することにより，未分
化 /分化制御の初発段階において重要な細胞接着や細胞
骨格形成の内因性シグナルを操るものであり，従来の手
法とは異なる新規な分化制御手法と考えている．
本稿では，これまでに筆者が実施してきた研究成果の
中から，「細胞の挙動を操作する細胞外環境場の設計」
における場と細胞挙動の関係について示し，その制御を
目的としたデンドリマー培養面の設計について紹介す
る．さらに，「幹細胞の挙動制御に基づく内因性シグナ
ルの誘発を介した分化方向性の制御」について概説する．
最後に，「幹細胞の未分化 /分化制御のための培養プロ
セスの開発」における細胞機能制御を可能とする培養プ
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ロセスへの展開事例について報告する．

細胞の挙動を操作する細胞外環境場の設計

幹細胞をはじめとする種々の細胞は，細胞を取り巻く
環境の変化（外乱）によって大きな影響を受ける 3,4)．
細胞外環境の変化は，内因性シグナル誘発に影響を与え，
細胞特性を変化させることが可能である．筆者は，これ
まで，培養工学的観点から細胞挙動を支配する細胞外環
境の設計を目指し，細胞外環境の培養フォーマット構築
と細胞機能発現の仕組みについて検討してきた 9–20)．細
胞は主に三つの挙動（細胞－基質間接着，細胞－細胞間
接着，細胞遊走）からなり，それらの相互作用を介して
周辺環境を認識していると考えている（図2）．細胞は，
培養基材表面に直接接着するのではなく，基質として基
材表面に吸着した接着タンパク質との相互作用により基
材表面へ接着し，細胞内骨格形成を構築し，シグナル応
答することが知られている 16)．そのため多くの培養面設
計では，アニオン性を示す細胞表層および培地中の接着
タンパク質に対し，基材表面はカチオン性とすることが
多い．これは，培養容器内への細胞播種後，細胞および
タンパク質の基材表面への静電的吸着を促進し，細胞伸
展時における足場形成の迅速な構築，結果として，増殖
シグナルの誘発へとつながる．特に，血清中に含まれる

接着タンパク質の一つであるフィブロネクチンの場合，
多量体を形成して繊維化することで，安定した接着がな
される 21)．さらに，培養中，細胞自身によって分泌され
たフィブロネクチンが線維性細胞外マトリックスとして
集積すると，インテグリンの細胞表面における密集が局
所的に促進され，接着斑が形成される 17,22)．この接着斑
を起点として細胞骨格の一つであるアクチンフィラメン
ト（F-アクチン）が細胞内で伸展し，細胞分裂などに
関係する細胞内シグナルを促進する．このシグナル伝達
過程において，細胞は，細胞外マトリックスの変化に応
じて，接着斑に局在化するタンパク質の種類やリン酸化
状態を変化させることでその機能を変化させることが知
られている．これらのインテグリンを介する細胞の接着
での細胞内タンパク質のチロシンリン酸化とそれに続く
MAPキナーゼ，PI3キナーゼ，Rhoファミリー低分子
量Gタンパク質の活性化が細胞機能制御に関与している
ことが明らかにされてきた．
また，培養中の細胞は単独で存在しているわけではな

く，お互いに接着し，情報のやり取りをしている 23,24)．
細胞分化や組織構築には，これらの細胞同士の接触にお
ける相互作用が深く関与している．代表的な細胞間接着
因子の一つであるカドヘリンは，細胞骨格のアクチン
フィラメントに連結し，細胞内シグナル伝達に関与する

図1．研究の全体概要図
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複数のアダプタータンパク質に直接・間接的に結合する．
特に，p120は，細胞表面に存在するカドヘリンのエン
ドサイトーシスや，低分子量Gタンパク質Rac1の活性
化によるRhoAの局所的な不活性化経路に関与して，カ
ドヘリンの機能を制御している．また， -カテニンは

-カテニンとアクチン線維の両方に結合することがで
き，カドヘリンとアクチン細胞骨格を結びつける上で中
心的な役割を果たしていると報告されている．この細胞
骨格は単なる細胞の骨組みではなく，ダイナミックな変
化を示す細胞間と細胞内をつなぐ情報伝達系の接点とみ
なされているため，これらの細胞間接着を制御すること
によって細胞機能制御が可能になると考えられる．
一方，細胞遊走制御とそれにより引き起こされる細胞

骨格変化は，さまざまな細胞でさまざまな機能発現にか
かわることが知られている 22,23)．基質接着は細胞の遊走
に必須であることから，遊走の変化によるRhoファミ
リー低分子量Gタンパク質を介した細胞内シグナル伝達
が可能となると考えられる．この過程で，遊走により細
胞間－細胞間接着を喪失した細胞では，細胞間接着から
遊離した -カテニンが細胞間接着から遊離した転写因
子として働き，細胞分化を進めることも報告されている．
これらは，細胞の形や運動にかかわる細胞骨格が，細胞
接着を担うインテグリンやカドヘリンと機能的にリンク
しているため，細胞遊走を変化させることで細胞機能を
制御することが可能であるということを示唆している．
以上のように，細胞挙動特性の三つの要素を積極的に

制御することで，骨格形成にかかわる足場タンパク質の
活性変化を導くことで，細胞の増殖促進・分化誘導を実
現できると考えられ，幹細胞の未分化 /分化制御手法と

しての展開が期待される．

幹細胞の挙動制御に基づく内因性分化方向性の制御

筆者は，より高密度な培養環境の場の提供を目指し，
細胞培養のための培養面の設計に取り組んできた．特に，
培養容器基材表面にデンドリマー構造を有する高分子を
付与した培養面の設計を行い，種々の細胞において，細
胞の形態や挙動を制御する設計指針を見いだした 9–20)．
川瀬および八木らにより提案されたデンドリマー培養面
は「基材表面処理が簡易かつすべて水系反応であるため
ほとんどの生体材料に適用可能性である」「リガンドの
変更が非常に簡単である」などの優れた特徴を有してい
る．カチオン性ポリアミドアミンデンドリマー面の作製
は，骨格部として，OH基の提示，グルタルアルデヒド
による鎖状構築，トリス（2-アミノメチル）アミンによ
る分枝構築の繰り返しにより，デンドロン（樹状構造）
を形成する．操作変数としては，骨格部において，面に
対するデンドリマー提示密度 10,11)，デンドリマーの世代
数 12–18)が存在し，グルコース提示密度 19,20)，ナノスケー
ルでの凹凸度 18)を変化させることができる．さらに，
リガンド部では，デンドロンの末端でのグルコース異性
体の割合 19,20)を変化させ，誘導シグナルの種とその程度
を変化させることができる．培養面設計操作因子を変化
させ，種々の細胞培養に適用したところ，細胞形態と遊
走の制御が可能であることが確認された 9)．
細胞外マトリックスは，細胞の動的挙動，細胞骨格形

成および細胞間情報伝達など，さまざまな細胞機能を制
御することが明らかにされている．そこで筆者は，細胞
と細胞外マトリックス間の相互作用が細胞挙動の変化に

図2．細胞の挙動を操作するための細胞外培養環境の設計要素とその相互作用
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与える影響について着目し，デンドリマー面上での細胞
挙動と細胞外マトリックス間の関係について検討した 17)．
世代数1のデンドリマー面（G1面）上でヒト骨髄由来
間葉系幹細胞の培養を行ったところ，長く伸びた形態の
細胞が多く観察された（図3）．また，世代数の増加とと
もに，その伸展が阻止され，丸い形態の細胞の頻度が高
くなることがわかった．特に，世代数5のデンドリマー
面（G5面）に対し，遊走が活性化され，細胞が丸い形
態から一端伸展し紡錘形となった後，急激に丸い形態に
戻るダイナミックな形態変化が見られた．さらに，ポリ
スチレン面（PS面）とG1面上で培養を行った場合には，
繊維状に重合したフィブロネクチンが見られるのに対
し，G5面上では，重合したフィブロネクチン繊維が，
分解され断片化していることが確認された．その際，ファ
イブロネクチンの重合・集積を抑制する膜型マトリック
スメタロプロテアーゼ（MT1-MMP）の発現が高いこ
とがわかった．また，G5面上での細胞は，細胞接着斑
の構成タンパクであるpaxillinのチロシンリン酸化が亢
進されていることが確認され，細胞接着斑の更新が促進
されることにより，細胞遊走が活性化されたことが示唆
された．これらの結果から，培養面を変化させることで，
MMP活性が変化し，フィブロネクチンの状態が変化し，
細胞接着と遊走に変化をもたらすことが示唆された．こ
れらのG1面上で培養した細胞はすべて筋系細胞に特異
的なdesmin陽性を示し，部分的ではあるが平滑筋細胞

に特異的な -smooth muscle actinが陽性であることが
確認できた．さらに，G5面上で形成された細胞集塊では，
心筋特異的マーカーであるcardiac troponin T（cTnT）
陽性の細胞が存在していることか確認され，本培養面が
間葉系幹細胞から筋系細胞への分化に有効な内因性シグ
ナリングを誘発できる培養面であることが示された．
さらに，本培養面をヒト iPS細胞培養に適用したとこ

ろ，G1面においては，細胞同士の接着を維持しながら
徐々に増殖している様子が多く見られ，同心円状に広
がるコロニーを形成できる最適な条件と考えられた（図
4）12)．しかし，世代数の増加によってコロニー内での
細胞遊走性が促進され，細胞間結合力が培養面上での細
胞接着力を上回ることによりコロニーの周辺部に細胞同
士が集合・凝集化していくことが確認された．各培養面
上で形成されたコロニーの未分化 /分化状態を検討した
ところ，G1面上ではOct3/4，Nanog，SSEA4，Tra1-
60のなどの未分化マーカーの発現が維持されているの
に対し，G5面上で形成されたコロニーでは内胚葉の分
化マーカーであるGATA4が発現していることが確認で
きた．ヒト iPS細胞の未分化状態の維持は細胞－基質間
と細胞－細胞間接着のバランスの維持が重要であり，遊
走によってこのバランスが変化することで内胚葉への分
化に向かった変化が始まることがわかった．以上の結果
より，三つの挙動のバランスとその未分化 /分化制御の
機序を理解・利用して，細胞運命を制御するための新規
なアプローチを提案できると考えられた．

幹細胞の未分化 /分化の制御のための 
培養プロセスの開発

近年の再生医学研究の発展に伴って，筆者は，発生生
物学の知識と培養工学のセンスの融合を目指し，研究を

図3．デンドリマー培養面での細胞挙動変化における細胞外マ
トリックスと細胞間の相互作用

図4．細胞遊走変化からの細胞－基質間と細胞－細胞間接着の
バランス制御による細胞運命決定
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展開してきた．幹細胞からの多様な細胞が分化誘導され
る過程は，図5に示すように，「ワディントン地形」
（Waddington’s landscape）と呼ばれる概念図で表現され
ることが多い 25)．この図においては，幹細胞を「球」，
細胞外環境を「地形（分化誘導を引き起こす場）」とし，
下流に行くほど溝の数が増える坂道を球が転がる様子
で，細胞の分化誘導が表現されることが多い．山の頂上
に存在する幹細胞は，窪みの中でその未分化性を安定的
に維持するが，ある一定以上のエネルギー（刺激）を受
けると，丘を乗り越え，山を転がり下るかごとく，自発
的に種々の分化細胞へ誘導される．また，分化の方向性
は，分岐点においては小さなエネルギーで制御できるも
のの，一度高低差の大きな溝に入るとその分化方向性の
転換には大きなエネルギーを必要とする．よって，目的
とする分化誘導を達成するには，分岐点における分化制
御が望ましい．これまでの多くの分化誘導法では，分化
誘導因子を培地中に添加し，長期間の細胞培養にて，目
的の分化細胞を得てきたが，その分化効率が低く，再現
性に乏しいため，均質な分化細胞群を安定して得ること
が難しいことなどが課題であった．その主な原因は，細
胞不均質性や培養環境内において位置的不均一性が存在
し，さらに多方向かつ段階的に進行する分化誘導過程が，
局所の細胞間コミュニケーション，分裂，遊走などの種々
の細胞挙動を伴っているからと考えられる．これらの課
題の克服には，一連の生物的現象を生物的，環境的にヘ
テロな集団と捉え，培養工学的アプローチにて，培養
フォーマットと解析フォーマット両者の技術を構築しつ
つ，分化方向性が定まる起点（図5における分岐点）に
て，エネルギーを与え，誘導を進行させる方法論の確立
が不可欠と考えられる．
筆者は方法論の一つとして，細胞の挙動を操作するた

めの場の設計とそれに基づく新たな培養手法を提案して
きた 26,27)．間葉系幹細胞や iPS細胞に対しては，分化誘
導の初発段階において，細胞－基質間接着の程度を変化

させる足場設計により，細胞骨格形成の内因性シグナル
を制御し，目的とする未分化 /分化状態への方向性を揃
え，さらに，分化方向性の揃った細胞群に対し，液性の
増殖因子や分化誘導因子を添加することで，安定した未
分化 /分化細胞の形成を目指している．本手法は，個々
の細胞に対し，細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着を
考慮しつつ，未分化 /分化制御の機序を理解・利用して，
未分化 /分化制御システムを実現するものと考えられる．
以下では，代表的な幹細胞の未分化 /分化制御手法の開
発について紹介する．

iPS細胞・ES細胞培養における未分化維持　　ヒト
iPS細胞の未分化を維持しつつ細胞数を増幅することを
目指した増幅培養において，SNLフィーダー細胞を用
いた培養では，コロニー中心部に「未分化状態から逸脱」
する現象が多くみられる 28)．この逸脱現象は，コロニー
内の細胞遊走，細胞－基質間接着，細胞－細胞間接着の
三つのバランスの崩壊により発生する 12,29)．そこで，細
胞の遊走と細胞接着機構の相互作用に着目し，iPS細胞
の未分化維持のためのデンドリマー培養面の設計へ応用
した 12,13)．G1面が iPS細胞の未分化維持に及ぼす影響
を検討したところ，細胞遊走およびコロニー形態を制御
することが可能になり，足場タンパクであるRac1の細
胞内局在化を制御することで細胞間接着と細胞－基質間
接着のバランスを変化させ，内因性シグナルを誘発，未
分化状態を自発的に維持可能であることが確認された．
さらに，長期間継代後もOct3/4，Nanog，SSEA4，Tra1-
60の未分化マーカーが高発現し，広く用いられている
ゼラチン培養面と同等の未分化能を維持できることがわ
かった．さらに，世代数4のデンドリマー面（G4面）
にマウスES細胞を培養したところ，細胞内骨格である
ストレスファイバーの形成が阻止され，形成されたES
細胞のコロニーすべてがアルカリ性ホスファターゼ活性
陽性でRex1，Oct3/4，Nanogの遺伝子の発現維持も確
認されたことから，未分化状態が維持できることが示さ
れた 10)．以上，デンドリマー培養面により細胞遊走およ
びコロニー形態を制御することが可能になり，iPS細胞
やES細胞の長期間の未分化維持基材として有効である
ことを示した．
間葉系幹細胞培養における分化方向性の制御　　ヒト
骨髄由来間葉系幹細胞の培養においては，デンドリマー
の世代数を変化させた培養面上で細胞骨格形成変化を通
した細胞内シグナル伝達が生じ，細胞形態や形状が細胞
未分化 /分化状態と密接に関係していることを明らかに
した 14–17)．PS面上で培養を行った場合には，未分化状
態を維持したままであるが，デンドリマー面においては，
世代数の増加とともに，丸い形態を示す細胞の頻度が高

図5．生命の発生現象を表す「ワディントン地形」に基づいた
細胞運命制御
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くなり，特に，細胞骨格形成においては，G5面にて，
ストレスファイバーの形成が阻害されることが確認され
た（図6）．また，足場形成タンパク質の蛍光染色法やタ
ンパク質発現解析から，PS面に比べ，G1面で，Rac1
の活性化が確認された．さらに，G1面での細胞に比べ，
G5面では，細胞全体においてRhoA発現が低下したが，
細胞の進行方向ではRac1が活性化し，培養面上を遊走
しながら，伸展と収縮を繰り返し，その後細胞集塊を形
成することを見いだした．さらに，その細胞は，cTnT
に対し陽性細胞となり，心筋細胞への分化に関与する内
在性シグナリングを誘発していることが示唆された．ま
た，得られた細胞集塊を，再度，新鮮なデンドリマー培
養面上へ播種すると，細胞集塊が培養面へ伸展し，細胞
が集塊から遊離，遊走，再集塊形成を経て，cTnT陽性
細胞率が上昇することを見いだした．
以上，細胞形態ならびに遊走挙動を積極的に制御する

ことは，細胞接着にかかわるインテグリンやカドヘリン
のシグナル変化を導くことで，細胞の増殖促進 /分化制
御を実現できると考えられ，初期運命決定過程での細胞
挙動に依存した現象に関する新たな知見は，細胞の未分
化 /分化制御のための細胞外環境設計の創出やその方法
論を提供するものと期待している．

おわりに

筆者は，細胞の運命を決定する「挙動」の機構を解明し，
その制御を目的とした細胞外環境場の設計に取り込んで
きた．細胞の挙動を制御が可能なデンドリマー面を設計
することで細胞骨格を変化させ，内因的なシグナルを誘
発し，これを制御することにより単一な分化方向性の誘
導を実現することができた．本培養面による内在的かつ
自発的な分化誘導は増殖を伴っており，「育みながら分
化誘導し，分化の方向性を整える」新たな手法であると
考えられる．これらの研究により，幹細胞の未分化 /分
化制御などの「しくみ」を解明し，さらにその仕組みを
利用した培養プロセスの開発の展開が可能になる．さら
に，分化方向性が整えられた細胞群に対し，従来の液性
因子による分化誘導を併用することで，均質で分化効率
の高い細胞群を得る培養技術になると期待される．
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