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【目的】
ヒ トiPS細胞 （hiPSCs）の 継代培養 や胚 様体 （EB）形成を．効率 よ く高い 再 現性 を

もっ て行 うには、細胞 をシ ン グル セ ル へ 分散 して 細胞数 を計測する必要が ある。
しか し、シ ング ル セ ル化 した hiPSCsは ブ レ ビ ン グ を引 きお こ し、最 終的に ア ポ

ト
ー

シ ス に至 る ため 、ROCK 　inhibitorで あ るY−27632を添加す る こ とに よ っ て ア

ポ ト
ー

シ ス を阻害 して い る。そ の 添加時期 は分 散処 理後 が
一

般 的で 、分散処理

時 に 添 加 し た例 は これ まで 報告 され てい ない 。本研 究 で は 、シ ング ル セ ル の 形

状、継代培養 及びEB 形成 を評価す る こ とに よって ．　 hPSCs をY−27632 存在下で

分散処理 する こ との 有効性を明らか に した。
【方法 】
hiPSCs（201B7，　RIKEN 　BRC ．）をAccutaseに よ りシ ン グ ル セ ル に分散 した。］O μM
の YL27632を分散処理時 と分 散処 理後に それ ぞれ 添 加し、シ ン グ ル セ ル の 形状

の 推 移 を観察 し た。悋 養 した Feeder細 胞（SNL 　76〆7〕上 に 5xlO4　ceilStvvell で シ ン グ

ル セ ル を播種 し、6 日間の 培 養後、MTr 　assay に よ りViabilityを評価 した 。さら

に、シ ン グ ル セ ル を Lipidure　ceat 　plate　A −U96 に 3xlO3　ce ］lstwellで 播種し 、細 胞 の

凝集性 及び形成 され たEB の 形態 に関 して 評価 した．
【結果及び 考察】
Y−27632を分 散処理時 に添加 した細胞 は、分 散処 理後に 添加 した もの と比べ 、ブ
レ ビ ン グが抑制 され、球形 を維持 して い た。また 、分散処理 時添加に よ っ て 、
継代培養時の増殖性及びEB 形成時の 細胞の 凝集性が 促進 され た。以上 よ り、Y・
27632 の 分 散処理 時添加が hiPSCs の 継代培養及び EB 形成に お い て 有効で あ る こ

とが 示唆 さ れ た。

【目的】ヒ ト人工 多能性 幹細 胞 〔iPS細胞 ）を用い た 再生 医療や 創薬な どの 産 業的

利用の た め には 、未分化維持培養方法 と して の 培養環境 の 改良 や 評 価 手法の 確

立が不可欠で あ る．これ まで．ヒ ト iPS 細胞の 継代培養 に お い て ，研 究者の 経

験 や操作条件に よ り細胞 コ ロ ニ ー
の サ イズ や 未分化能な どが 異なる 不均

一
性が

確認 された，本研究で は，異 なるフ ィ
ーダ ー上 で の ヒ ト iPS 細胞の 脱未分化現

象に つ い て 速度論的に 解析 を行 っ た、【方法
・
結果1ヒ トiPS 細胞 を3 種の フ ィ

ー
ダ
ー

細 胞 （SNL，　 STO．　 MEF ）を用い て 培養 を行った．細胞 観察装 置 に よ り各

フ ィ
ー

ダ
ー

細 胞上 で の 脱 未分化 コ ロ ニ
ー

の 挙 動 を経 時的 に観 察 し た と こ ろ，
SNL，　 STO の 条件で は．コ ロ ニ

ー
中心部か ら未分化 を逸脱 した 細胞 （脱未分化

細胞）が発生 し，未分化細胞 を外側 へ 押 し出 しなが ら増殖 し．脱未分化領域 が

広が る様子が観察 された．一方，MEF の 条件 で は ，コ ロ ニ ーの 周囲部か ら脱未

分化細胞が発生 し，コ ロ ニ
ー

の 外側 に向けて 増殖 しなが ら脱未分化領域が 広が

る 様子が観察さ れた．そ こ で ，各フ ィ
ー

ダ
ー

細胞上で 培養 した ヒ ト量PS 細胞 コ

ロ ニ ー内の 脱分化領域の 比増殖速度 を指標 とす る評価 を行 っ た とこ ろ，SNL の

条件で は 2．7x10．2　h』1，　 STO の 条件で は 3．3刈 0
’2
　h
’1，　 MEF の 条件で は 3．6×10

．2
　h
．1

で あ り，MEF の 条件に お け る脱未分化領域の 比増殖速度は SNL，　STO よ りも高

い 傾向がある こ とが 分か っ た．以 上の 結果よ り，MEF を用い た ヒ F　iPS細胞培

養で は SNL，　 STO の 条件と比 べ 脱未分化細胞の 増殖性が高い ため ，継代を繰 り

返す こ とで 脱分化細胞の 発生頻度が 高 くな る こ とが 示唆 され た．
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1目的】ES細胞 は 、未分化能 と多分化能を持 つ 幹 細胞 で あ り、ES 細 胞か ら機 能

性細 胞への 分化誘導過程で は ，胚様体 と呼 ば れ る細胞 集合 体を形 成 させ る手 法

が
一

般的 に行わ れ て い る。一
方、我 々 は こ れ まで に 材料 表面の 化学 修飾技術 を

利用 して 、肝細胞 が 形成 する 細胞集 合体 を パ ターニ ン グ 培養で きる マ イ ク ロ

チ ッ プ 技術 を確立 して きた。本研究で は 、こ の チ ッ プ技術 を利 用 し、マ ウス ES

胚様体の マ イ クロ パ タ ーニ ン グ培養 を 試み た。
【方法 お よび 結果｝ガ ラ ス 基 板上 に細 胞接着面 とな るゼ ラチ ン 分 子 の ス ポ ッ トを

規則 的に 形 成 し、そ れ 以 外の 部 分は 細 胞非接 着 分 子 で あ る ポ リ エ チ レン グ リ

コ ール を化学修飾 した マ イ ク ロ チ ッ プ を作製 した 。また 、本 研 究 で は 、ES 胚 様

体間距離の 細胞特性への 影 響を 評価 する た め に 、ゼ ラチ ンス ポ ッ ト間 の 距 離が

異 なる チ ッ プ を作 製 した。作製 した チ ッ プ に マ ウ ス ES 細 胞を 播種 し、　 LIF お よ

び 分化誘導 因子が 未添 加の 条件 下で 、ES 細胞が 示す細 胞特 性 を評価した 。
チ ッ プ 上 に播種 され た ES 細 胞 は、ゼ ラ チ ンス ポ ッ ト上 に接 着

・
伸 展 し、そ の

後、細胞増殖 に伴って 培養 3 日目頃か ら胚 様体 へ と発達 し、そ の サ イ ズは 培養

経過 に伴って増 大 した 。ま た 、ス ポ ッ ト間 （胚様体間）距離 は 、そ の サ イ ズ変

化 に影響 を与 え、ス ポ ッ ト間距 離が 離れ る ほ ど ES 胚 様体サ イ ズ は増 大 した。一
方、特異的 なマ

ーカ ー
遺伝 子の 発現 を リア ル タ イム PCR で評 価 した結 果 、形成

さ れ た胚様 体は 中胚葉 へ の 分化が 進行 して い た 。また 、ス ポ ッ ト聞距 離 が 離れ

る ほ ど 分化 速 度が 速い こ とが 明 らか に な っ た 。これ らの 違い は 、隣接す る胚様

体 間の 相互作 用に 起因 して い る と考 え られ 、酸 素や 栄養 物 質 な どの 濃 度分 布 に

由来す る と考え られ る 。
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1目的 1 人工 多能 性 幹細 胞 〔ips細 胞） は、自己複製能 や多分化 能を有 して お り．
iPS 細 胞 か ら特 定の 細 胞 に 効率 的 に 分 化誘 導 させ る研 究が広 く行 われて い る。
我 々 の 研究 で は 以 前 に、マ ウ ス ES 細胞の 培養液 に脊 髄後根神経 節 （dorsal　root

ganglion： DRG ） の培 養上 清 液 （conditioned 　medium ：CM ） を添加す る と、神経

細 胞 に 効率 よ く分化誘導で きる こ とを明 らかに した。そこ で 、iPS細胞 につ い て

も DRG −CM を添加 して 神経細胞 に効率 よ く分化誘 導させ る とともに ．リァル タ

イム PCR を 用 い て 各種 神経 細胞 へ の 分化過 程を解析 した 。
【方法】DRG −CM 添加に お ける マ ウス IPS細胞の 神経細胞へ の 分化割合 を検討す

る た め 、iPS細 胞 コ ロ ニ ーを培養 3日 目、6日目、9 日目、且2 日目に 採 取 した 。そ

れ ら をβ皿一tubutin （神経細胞マ ーカ ー）の 抗体で 標識 し．フ ル オロ イメージ ア

ナ ラ イザ ーを用 い て 蛍光強度 を測定 した。さらに、各種神経細胞 へ の 分化 と培

養 日数 との 関 係 をリア ル タ イム PCR で 分析 した。
【結果 】DRG −CM を iPS細 胞コ ロ ニ ー培 養液に 添加 し培 養 した とこ ろ 、3日間培

養で は DRG −CM を2．5％ 濃 度で 添加 した場合 に 神経細胞へ の 分化率が高 くなっ
た が 、6一且2日 間培養 で は DRG −CM 　5−】0％ の 濃度 で添加 した場合 に分化率が 高 く

な っ た 。DRG −CM を 5％ 添加 した場合 に神経細胞の 種類 に特異的 な遺伝子の 発

現量 をリ ア ル タ イム PCR で 検討 した結果、β皿・tUbulinの 発現量 は培 養経過 とと

もに上昇 したが 、ドーパ ミ ン作動性 ニ ューロ ン な どの 神経細胞 にお い て は培 養

9 日 目か ら各種神経細胞の 特 異的遺伝子 の 発 現量が急激 に増加 した 。DRG −CM
の 添加 に よ り iPS細 胞 を神 経細胞 に 効率 的に 分化誘 導で きる こ と が 明 らか と

な っ た。
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