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序言 

 

多能性幹細胞の未分化維持培養における未分化状態から逸脱した細胞の発生 

胚性幹細胞（ES 細胞）や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）などの多能性幹細胞は，自己複

製能かつ多分化能を有する．線維芽細胞などの支持細胞（フィーダー細胞）との共培養に

おいてフィーダー細胞が提供する増殖因子や基質の存在下で，これら多能性幹細胞は個々

の細胞の密集からなるコロニーを形成しつつ増殖し，小さな敷石状の形状を呈する

（Thomson et al., 1998）．しかし，未分化維持培養において，大きく伸展した形状の細胞が

発生することが知られている．未分化細胞は未分化幹細胞マーカー（SSEA4, TRA-1-60, 

Oct3/4）陽性であり，三胚葉である内胚葉，中胚葉，外胚葉に分化中の細胞は未分化幹細胞

マーカー陰性，かつ，それぞれ外胚葉（PAX6），中胚葉（Brachyury），内胚葉（SOX17）マ

ーカー陽性であるのに対し（Takahashi et al., 2007），大きく伸展した形状の細胞は，未分化

幹細胞マーカーおよび三胚葉マーカーのどちらも陰性，すなわち分化系列決定まで至って

いないことが近年示されている（Takahashi et al., 2007; Enver et al., 2009; Takahashi et al., 2009; 

Kim et al., 2017b）．この細胞は特定の陽性マーカーによって定義されておらず，未分化状態

から逸脱した細胞としている．細胞が未分化状態から逸脱する現象について，コロニー内

の個々の細胞レベルで定量的に解析されていない． 

 

多能性幹細胞の細胞挙動と未分化維持の関係 

隣接する細胞および基質との接着が無いと，細胞形状変化，増殖，遊走は起こらない

（Gumber et al., 1996; Lauffenburger et al., 1996; Huttenlocher et al., 1998; Kondo and Miura, 2010; 

Eiraku et al., 2011）．以前より，細胞は周囲の細胞を感知し接着する機構を持っていること

や（Townes and Holtfreter, 1955），様々な基質は細胞にとって物理的な足場であり，かつ，
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細胞の機能維持や自己増殖に関わるシグナルの活性化に関与していること（Bershadsky et 

al., 2003）が報告されている．これらは，基質および隣接する細胞との接着が，細胞形状変

化，増殖，遊走に関与するだけでなく，細胞機能への寄与も示している．ES 細胞や iPS 細

胞では，E-cadherin を介した細胞－細胞間接着と integrin を介した細胞－基質間接着の相互

作用が未分化状態の維持に必要とされている（Kovacs et al., 2002; Vaezi et al., 2002; Delon and 

Brown, 2007; Chen et al., 2010; Redmer et al., 2011; Soncin et al., 2011; Li et al., 2012）．さらに，

細胞－細胞間および細胞－基質間接着から複数のシグナル分子を介して複雑なシグナルが

伝達することが示されている．Integrin の鎖と基質との接着は，integrin と繊維状の actin フ

ィラメント（F-actin）の結合部位から Rho ファミリーGTPase である RacGTPase が解離する

ことを制御する（Ehrlicher et al., 2011）．Cadherin による接着結合は，小分子 AF-6 が Ras フ

ァミリーG タンパク質である Rap1 に結合することによって調節されており，接着結合が

不安定になると Rap1 の活性化により接着結合が促進する（Bos et al., 2001; Asuri et al., 2008）．

また，E-cadherin のエンドサイトーシスをトリガーとした Rap1 活性化は，integrin を介した

基質との接着促進による Rac1 活性化と相互作用している（Balzac et al., 2005）．細胞－細胞

間接着と細胞－基質間接着の相互作用は，細胞内のシグナル活性化を介して細胞機能を制

御する（Garcia et al., 1999; Little et al., 2008; Lampe et al., 2012; Hynes et al., 2014; Li et al., 2015; 

Werner et al., 2017）． 

細胞遊走は，細胞－細胞間接着と細胞－基質間接着のバランスに依存して変化する．細

胞－細胞間接着がほとんど形成されていない細胞は，遊走が速く，ランダム遊走する．

Integrin を介した Rac1 活性化により細胞が活発に増殖・遊走し（Sugihara et al., 1998），最

終的に小さな敷石状の細胞からなる集密的な状態になると，細胞－細胞間接着で結合した

細胞集団は，その接着の維持のために協調的集団運動（collective movement）と呼ばれる協

調的な動きを示す（Hegerfeldt et al., 2002; Montell, 2008）．細胞－基質間接着における F-actin
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構造を変化させると，協調的集団運動がランダム遊走に変化し，細胞運命決定が乱れるこ

とが報告されている（Friedl and Gilmour, 2009; Mahmut and Gerhard, 2010）．また，網膜色素

上皮細胞の成熟には，ZO-1 による密着結合（tight junction）が必要であり，その結合の形成

を促進するためにはランダムな細胞遊走から協調的集団運動への変化が重要であることも

確認されている（Sonoi et al., 2016）．そして，細胞が集密する条件では，細胞－細胞間およ

び細胞－基質間接着とのバランスによって細胞遊走が変化する（Martin, 1997; Maheshwari, 

et al., 2000; Duman and Monteggia, 2006）．幹細胞の細胞運命決定および自己複製は，細胞－

細胞間接着，細胞－基質間接着，およびそれらの接着と相互作用し合う細胞遊走の 3 つの

細胞挙動のバランスによって引き起こされると考えられている（Kim, M. H. and Kino-oka, 

2015）． 

これまでの研究は単一で遊走する細胞に着目したものがほとんどであり，集密的な条件

下にある個々の細胞の遊走については，細胞－細胞間接着，細胞－基質間接着および細胞

遊走が時空間的に複雑であることからほとんど研究されていない．細胞の集密条件下では，

その集団内の場所によって，異なる細胞形状，増殖，遊走，細胞－細胞間接着を示すこと

が知られている（Snijder and Pelkmans, 2011）．したがって，コロニーを形成する条件下では，

細胞遊走の空間的不均一性に着目する必要があると考えられる． 

また，細胞形状の保持，増殖，および遊走は，細胞内で張り巡らされた細胞骨格分子を

変化させ，物理的な力を発生することが示されている（Svitkina, 2018）．例えば，細胞骨格

を形成するタンパク質である F-actin が伸縮すると機械的な張力が生じるが，F-actin は接着

斑を形成する複合体と核を連結しているため，その張力が，生物学的には F-actin を通じた

シグナルとなって核に伝達する（Tamber et al., 2011; Uyeda et al., 2011; Kourtidis et al., 2015）．

このことは，力学的ストレスによって，核ラミナが蓄積され，核内のクロマチン構造が変

化することからも明らかである（Osmanagic-Myers et al., 2015）．つまり，細胞－細胞間接着
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を有して遊走する細胞は，細胞骨格の変化を介して，コロニー内の細胞機能を決定すると

考えられる． 

 

本博士論文の章構成について 

以上を踏まえ，本博士論文では，ヒト iPS 細胞のコロニー内における遊走の空間的不均

一性について研究することにより，未分化状態から逸脱した細胞が発生する現象の理解を

目的とする．本博士論文は 2 章で構成される．第 1 章では，遊走解析により，ヒト iPS 細

胞のコロニー内において未分化状態から逸脱する現象を理解した．第 2 章では，第 1 章の

理解に基づき，ボツリヌス菌由来ヘマグルチニンを用いた細胞－細胞間接着の緩和により，

未分化状態から逸脱発生を防止し未分化維持を行う（Fig. 1）． 
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第 1 章 遊走解析による iPS 細胞の未分化状態からの逸脱現象の理解 

1.1 緒言 

ES 細胞や iPS 細胞に代表される多能性幹細胞は，培養中に自己複製能および多分化能を

失うため，未分化細胞を増やすことは依然として困難である（Kim and Kino-oka, 2018）．ヒ

ト iPS 細胞は，E-cadherin の細胞－細胞間接着を介して密接に結合した高密度のコロニーを

形成し，コロニー内の細胞は小さな敷石状の形状を示す（Chen et al., 2010; Redmer et al., 

2011）．一般に，ヒト iPS コロニーは単層で育ち，かつ未分化状態を維持しているが，継代

培養の過程で未分化状態から逸脱した細胞が出現する．この現象はコロニー中心部または

周囲部で起こり，形状の劇的な変化，すなわち小さな敷石状の細胞から大きく伸展した形

状の細胞への変化として観察される（Takahashi et al., 2009; Kim et al., 2014c）．未分化状態

から逸脱した細胞の発生は培養の質を悪化させ，ヒト iPS 細胞の長期維持を困難にしてい

る． 

隣接する細胞や基質との接着は，細胞およびコロニーの形状変化において重要な役割を

持つとともに，ヒト iPS 細胞の未分化維持またはその逸脱のいずれかに関わるシグナル経

路を潜在的に活性化する（Kim and Kino-oka, 2015）．幹細胞内のシグナル経路などを含む生

物学的な応答は，細胞遊走に依存する細胞－細胞間接着および細胞－基質間接着と密接に

関わっている（Kim and Kino-oka, 2018）．ヒト iPS コロニーは E-cadherin の細胞－細胞間接

着と integrin による基質分子への接着を有した細胞で形成され，角化細胞と似た極性化上

皮の特徴を示す（Kovacs et al., 2002; Vaezi et al., 2002; Delon and Brown, 2007）．Cadherin に

よる接着が細胞－細胞間接着結合を形成する一方で，integrin による細胞－基質間接着が接

合斑を形成している（Li et al., 2012）．Cadherin と integrin のどちらもが細胞質ドメインを

介して大きな細胞内多タンパク質複合体を形成し，さらにアダプタータンパク質を介して

細胞骨格に結合することによりシグナルネットワークの調節を通じて細胞挙動を制御する．
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また，Cadherin と integrin は，actin 骨格を細胞膜に連結するアンカーポイントとして働く

ため，両者とも actin 骨格に行き渡る myosin によって発生した力を受け（Osmanagic-Myer 

et al., 2015），その力は細胞－細胞間接着を通じて隣接する細胞へと伝わってシグナル活性

化の変化を導く．このことは，細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着の強さを変化させる

メカノトランスダクションを用いた細胞培養の研究により強く示唆されている（Rosowski 

et al., 2015; Thorpe et al., 2017）．一方で，最近の研究では，細胞遊走による細胞骨格の動態

が核に直接作用することも示されており，細胞質内の生化学的な分子の動きとは無関係に，

細胞挙動が遺伝子制御と核の機械的特性の両方に変化を与える可能性も示されている

（Khatau et al., 2012)．しかしながら，時空間的な力学的反応を決定する機構は非常に複雑

であり，まだ十分には解明されていない． 

これまでの研究から，細胞遊走に依存した細胞－細胞間接着および細胞－基質間接着の

バランスに乱れが生じると，未分化状態からの逸脱が引き起こされると考えられてきた

（Kim and Kino-oka, 2018）．そこで第 1 章では，ヒト iPS コロニー内の細胞が未分化状態か

ら逸脱する現象のトリガーを，コロニー内の細胞遊走の解析を用いて理解した．  
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1.2 実験方法 

 

1.2.1 細胞および培養条件 

ヒト iPS 細胞は国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンクから得

た（clone Tic, JCRB Number: JCRB1331）．ヒト iPS 細胞の継代培養は，培養容器（表面積; 55 

cm2, Corning Costar, Cambridge, MA, USA）中のマイトマイシン C 処理された SNL 76/7 細胞

（European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK），またはマウス胚線維芽細胞（MEFs）

（ReproCELL Inc., Tokyo, Japan）のフィーダー層上で，5 ng/ml basic fibroblast growth factor を

含む ReproStem 培地（ReproCELL Inc.）を用いて 37°C で 5% CO2環境下で行った． 

フィーダー層は，フィーダー細胞を 2.5 × 104 cells/cm2になるように 0.1% gelatin をコート

した培養面上に播種し，7% fetal bovine serum（FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）で 1

日間培養することにより得た（Kim et al., 2014）．ヒト iPS 細胞の継代のため，0.1 mg/ml 

collagenase IV，0.25% trypsin，20% KSR（全て Thermo Fisher Scientific）および 0.1 mM CaCl2

（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を含む剥離液で 1 分間インキュベート後，フィーダー細胞

を除去した．未分化コロニーをセルスクレーパー（Sumitomo Bakelite Co., Ltd., Osaka, Japan）

を用いて注意深く回収した．懸濁液を注意深くピペッティングした後に，フィーダー細胞

を含む新しい培養容器に小さな細胞集塊を播種した．培地は毎日新しい培地と交換した． 

 

1.2.2 タイムラプス観察  

フィーダー層上にヒト iPS 細胞を播種後，4 倍の対物レンズ付きの画像解析装置

（Biostudio; Nikon engineering CO., Kanagawa, Japan）を用いて培養中のコロニーを観察した． 
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1.2.3 Rac1 inhibitor および activator の添加 

細胞遊走を阻害または促進するため，Rac1 inhibitor（50  NSC23766; Calbiochem, Merck, 

Darmstadt, Germany）または Rac1 activator（15 HMG-1; Sigma-Aldrich）を培地交換の際

に添加した． 

 

1.2.4 遊走速度およびコロニーサイズの定量解析 

Fig. 1.1 の概略図に遊走速度の定量化の手順を示す．ヒト iPS コロニー内の個々の細胞の

遊走速度を評価するため，生細胞の細胞核を Hoechst33342（Thermo Fisher Scientific）を用

いて 30 分間染色し，洗浄後に新たな培地を加えた．細胞核のタイムラプス画像を，10 倍

の対物レンズ付きの画像解析装置（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK）を用いて培養 48 時間から 6 時間，30 分毎に撮影した．タイムラプス撮影後も培養を

続け，培養 120 時間において，コロニー内における未分化状態から逸脱した細胞の有無を

判断した．逸脱領域と遊走速度の相関性を定量化するため，遡及的な観察を行い，48 時間

から 54 時間までのタイムラプス画像を用いてコロニー中心部と周囲部の細胞遊走速度を

解析した．元画像（6.9 mm × 6.9 mm, 16 bit, 1.35 × 106 pixels/mm2）は多数の位置ごとの画像

をタイリングして得た．データはコロニー中心部および周囲部に置かれた 2 つの対象領域

（ROIs; 150 m × 150 m）から得た．コロニーの重心位置は，明視野画像のコロニー外周

から設定した．細胞遊走速度の定量化のため，ROI 内の各細胞核の重心位置（xi, yi）を画像

解析ソフトウェア（ImageJ; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて測定し

た．個々の細胞の遊走速度 V は，核の重心位置が 6 時間で移動した距離から算出した．  
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Fig. 1.1 Procedure of data analyses for the migration rate of the cells at each region of interest 

(ROI) in hiPSC colonies. (A) Multi-position capturing of bright field and nuclei staining 

images. (B) Analysis of cell migration rate at the central and peripheral regions of 

colonies. 
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1.2.5 免疫蛍光染色 

免疫蛍光染色で用いた手順は以前の論文と同様である（Kim et al., 2010）．簡潔に述べる

と，細胞をリン酸緩衝生理食塩水（PBS; Sigma-Aldrich）で洗浄し，4%パラホルムアルデヒ

ド（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）を用いて室温で 10 分間固定した．

PBS で洗浄後，細胞を 0.5% Triton X-100 を含む PBS で 5 分間処理し，PBS で 2 回洗浄し

た．非特異的なタンパク質を遮蔽するため，細胞をブロックエース（Dainippon Sumitomo 

Pharma Co. Ltd., Osaka, Japan）と 90 分間室温でインキュベートし，続いて 10%ブロックエ

ースを含む PBS で適切な濃度に希釈した一次抗体と 4°C にて一晩インキュベートした．一

次抗体としては，anti-Oct3/4（Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA），anti-E-cadherin（Cell 

Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA），anti-paxillin (Millipore, Billerica, MA, USA），お

よび anti-laminA/C（Santa Cruz Biotechnology）抗体を用いた．トリス緩衝生理食塩水で洗浄

後，Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse または Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit IgG

（Thermo Fisher Scientific）と 1 時間インキュベートすることにより免疫標識した．F-actin

と細胞核は Alexa Fluor 594-conjugated phalloidin（Thermo Fisher Scientific）および 4’,6-

diamidino-2-phenylindole (Thermo Fisher Scientific）を用いてそれぞれ染色した．60 倍または

100 倍の対物レンズを装着した共焦点レーザー顕微鏡（Model FV-1000; Olympus, Tokyo, 

Japan）および 10 倍の対物レンズを装着した画像解析装置（IN Cell Analyzer 2000）を用い，

358，488，および 594 nm の蛍光励起にて観察を行った． 

 

1.2.6 有意差検定 

それぞれの実験条件におけるヒト iPS コロニーの測定データは，少なくとも 3 つの異な

る培養から得た．個々の細胞の遊走速度 V は，未分化状態から逸脱の有るコロニー，無い

コロニーそれぞれ 5 つのコロニーから得た．平均の遊走速度,VMは 5 つのコロニーの ROIs
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内の細胞の遊走速度 V から算出した．未分化状態から逸脱の有るコロニーと無いコロニー

間の有意差を評価するため，統計解析として Student’s t-test または Mann-Whitney U-test を

使用した．有意水準は P < 0.01 とした．   
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1.3 結果 

 

1.3.1 未分化状態から逸脱する細胞の特徴 

フィーダー細胞との共培養におけるヒト iPS コロニー内において，未分化状態から逸脱

する細胞の特徴を理解するためタイムラプス観察を行った．時間が経過するにつれ，フィ

ーダー細胞の種類に関係なくコロニーは拡大し，細胞分裂と遊走が観察された（Fig. 1.2）．

コロニー内で新しく分裂した細胞は，基本的に外側に向かって遊走し，コロニー内の全領

域に存在する間隙を密接に埋めていった．SNL フィーダー細胞との共培養の場合，培養 62

時間において，拡大中の大きなコロニーの中心部にて細胞が集団から離れて浮きはじめ，

その後，細胞形状も，小さな敷石状から大きく伸展した形状へと変化した．明白な細胞形

状の変化を示す逸脱領域は急激に拡大し，培養 90 時間では中心部に逸脱領域をもつコロニ

ーが観察された（Fig. 1.2A）．一方，MEF フィーダー細胞との共培養の場合，培養 88 時間

でコロニー辺縁部から突出する細胞が現れ，培養 100 時間では逸脱領域が遠心性に拡大し

ていた（Fig. 1.2B）．SNL フィーダー細胞との共培養においてコロニー中心部で発生した未

分化状態から逸脱した細胞の核には Oct3/4 が発現しておらず，同様に，MEF フィーダー細

胞との共培養においてコロニー周囲部で発生した未分化状態から逸脱した細胞の核でも

Oct3/4 が発現していなかった（Fig. 1.3）． 
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Fig. 1.3 Characterization of hiPSC colonies with deviated cells from the undifferentiated state in 

cultures with SNL (A) and MEF (B) feeder cells. Yellow and red dotted lines indicate the 

boundary between undifferentiated and deviated regions of an hiPSC colony. 

Immunofluorescence staining for Oct3/4. Scale bars = 50 μm. At the central region of 

hiPSC colonies in culture with SNL feeder cells, deviated cells with elongated shape and 

Oct3/4 (−) can be observed. At the peripheral region of hiPSC colonies in culture with 

MEF feeder cells, deviated cells with elongated shape and Oct3/4 (−) can be observed. 

Yellow and red dotted lines indicate the edge of the undifferentiated and deviated regions, 

respectively. 

A B
O

c
t3

/4
B

ri
g

h
t 

fi
e
ld



16 

 

1.3.2 コロニー内の未分化状態から逸脱した細胞の発生領域と遊走の関係 

細胞遊走の変化がコロニー内の未分化状態から逸脱した細胞の発生領域に変化を生じさ

せるかどうかを検討するため，培養 3 日目および 4 日目に，Rac1 activator または inhibitor

を添加し，細胞遊走を促進または阻害した．6 日目において，未分化状態から逸脱した細胞

を有するコロニーについて，逸脱領域のパターンごとに分類し，その割合を算出した．算

出には，各フィーダー細胞条件について 3 回以上の異なる培養を行い収集した未分化状態

から逸脱した細胞を有するコロニーのデータ（30–47 コロニー）を用いた．Rac1 activator を

添加すると，フィーダー細胞の種類に関わらず，コロニー周囲部に逸脱領域を有する割合

が 100%であった（Fig. 1.4A, B）．Rac1 inhibitor を添加すると，SNL フィーダー細胞との共

培養ではコロニー中心部に逸脱領域を有する割合が 100%であり，MEF フィーダー細胞と

の共培養でもコロニー中心部で逸脱領域を有する割合が 21.9%発生していた（Fig. 1.4A, B）．

また，細胞遊走の変化がヒト iPS 細胞の未分化状態からの逸脱をさらに引き起こしうるか

どうかを検討するため，SNL および MEF フィーダー細胞との共培養にてすでに未分化状

態から逸脱した細胞を有するコロニーを，培養 5 日目から 10 日目まで，Rac1 activator また

は inhibitor を培地交換のたびに添加して細胞遊走を促進または阻害したところ，それぞれ，

周囲部または中心部で未分化状態から逸脱した細胞がさらに発生した（Fig. 1.5）．以上から，

ヒト iPS コロニー内の細胞遊走の変化が未分化状態からの逸脱する細胞の発生および逸脱

領域の拡大に関連していると考えられた． 
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Fig. 1.4 Occurrence of deviated cells from the undifferentiated state in cultures with SNL (A) and 

MEF (B) feeder cells with exposure to Rac1 inhibitor (50 M NSC23766) or activator 

(15 M HMG1). White area, deviation from the undifferentiated state at the central 

region of colonies; Gray area, deviation from the undifferentiated state at the central and 

peripheral regions of colonies; Black area, deviation from the undifferentiated state at the 

peripheral region of colonies. 
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1.3.3 コロニー内およびコロニー間の個々の細胞の遊走速度の解析 

ヒト iPS コロニーを形成する細胞の遊走と細胞が未分化状態から逸脱する関係性を明ら

かにするために，培養 120 時間までに，中心部または周囲部で未分化状態から逸脱した細

胞を有するコロニーと逸脱した細胞の無いコロニー，それぞれの 5 つのコロニーから個々

の細胞遊走速度を取得し，ヒストグラムを作成した（Fig. 1.6）．SNL フィーダー細胞との共

培養において，未分化状態から逸脱する細胞が無いコロニー内の細胞遊走速度の分布は，

中心部で V = 0–9 μm/h，周囲部で V = 3–13 μm/h であった．それに対し，未分化状態から逸

脱する細胞が有るコロニーでは，中心部では V = 0–7 μm/h とより低い遊走速度に分布して

いたが，周囲部では V = 2–13 μm/h と逸脱する細胞が無いコロニーと比べて明らかな違いは

みられなかった．一方，MEF フィーダー細胞との共培養において，未分化状態から逸脱す

る細胞が無いコロニー内の細胞遊走速度の分布は，中心部で V = 0–8 μm/h，周囲部で V = 0–

14 μm/h であった．それに対し，未分化状態から逸脱する細胞が有るコロニーでは，中心部

では V = 0–10 μm/h と逸脱する細胞が無いコロニーと比べて明らかな違いはみられなかっ

たが，周囲部では V = 0–20 μm/h と著しく高い遊走速度に分布が広がっていた．このよう

に，逸脱領域では，遊走速度の分布が非正規分布であることが示された． 
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 著しく異なった遊走速度の発生を，ボックスプロット（Tukey, 1977; Krzywinski and Altman, 

2014）を用いて定量的に示した（Fig. 1.7）．すなわち，個々の細胞の遊走速度を，以下の 4

つに定義された幅 (1) [25%値 − 1.5 × (75%値 – 25%値)]–25%値，(2) 25%値–75%値，(3) 75%

値–[75%値 + 1.5 × (75%値 – 25%値)]，(4) 外れ値，にグループ分けして示した．データが

正規分布している場合，群同士の差はパラメトリックな Student’s t-test を使用し，データが

正規分布ではない場合は，ノンパラメトリックな Mann-Whitney U-test を使用した．培養 120

時間までに SNL または MEF フィーダー細胞との共培養において逸脱細胞が無かったコロ

ニーでは，個々の細胞の遊走速度は，それぞれ V = 0.2–12.8 μm/h または V = 0.1–13.1 μm/h

の範囲で幅広い分布を示した．SNL および MEF フィーダー細胞との共培養どちらにおい

ても，中心部の遊走速度の分布は周囲部に比べて狭く，平均の遊走速度 VMは中心部の方が

周囲部よりも有意に低かった． 

培養 120時間までの SNLフィーダー細胞との共培養において未分化状態から逸脱する細

胞が有ったコロニーでは，個々の細胞の遊走速度はV = 0.1–12.6 μm/hで幅広い分布を示し，

中心部および周囲部の平均の遊走速度はそれぞれ VM = 2.7 ± 1.4 μm/h および VM = 7.6 ± 2.3 

μm/h であった（Fig. 1.7A）．それと比較して，培養 120 時間までの MEF フィーダー細胞と

の共培養において未分化状態から逸脱する細胞が有ったコロニーでは，個々の細胞の遊走

速度は V = 0.1–19.5 μm/h と幅広い分布を示し，SNL フィーダー細胞との共培養と同様に，

中心部と周囲部間で有意差がみられた（Fig. 1.7B）．SNLフィーダー細胞との共培養におい

て中心部に未分化状態から逸脱する細胞が有るコロニーでは，0.1–1.5 μm/h の低い V 値の

細胞の割合が増加し，一方，MEF フィーダー細胞との共培養において周囲部に未分化状態

から逸脱する細胞が有るコロニーでは，12.6 μm/h より高い V 値の細胞の割合が高く，フィ

ーダー細胞の種類によるパターンの違いが示された．これらの結果から，ヒト iPS コロニ

ーの中心部または周囲部で未分化状態から逸脱した細胞の発生は，それぞれ，比較的遅く
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または速く遊走している細胞をもった非正規分布を必要とすることが明らかになった． 

SNL フィーダー細胞との共培養において中心部で細胞の未分化状態からの逸脱が有るコ

ロニーでは，遊走速度の 0–25%値の範囲が狭く，遅く遊走する割合が増加した事が示され

た（Fig. 1.7A）．しかし，MEF フィーダー細胞との共培養において周囲部で細胞の未分化状

態からの逸脱が有るコロニーでは，遊走速度の 75–100%値の範囲が広く，より速く遊走す

る事が示された（Fig. 1.7B）．MEF フィーダー細胞との共培養では，コロニー周囲部におい

てボックスプロットのヒゲより上の値が存在することから，SNL フィーダー細胞との共培

養と比較して，より大きな遊走速度を有する事が明らかであった．逸脱する細胞の無いコ

ロニーを基に設定した閾値を用い，逸脱する細胞を有するコロニー内に細胞遊走のアノマ

リーを示すことができるかどうかを検討した．閾値は，逸脱する細胞の無いコロニーにお

ける遊走速度分布の 25%および 75%値と定義した．SNLフィーダー細胞との共培養におい

て逸脱する細胞が有るコロニーの中心部では，25%値より下の遊走速度の割合が，逸脱す

る細胞が無いコロニーにおける割合より 1.9 倍高かった（Fig. 1.7A）．MEF フィーダー細胞

との共培養において逸脱する細胞が有るコロニーの周囲部では，75%値より上の遊走速度

の割合が，逸脱する細胞が無いコロニーにおける割合より 1.8 倍高かった（Fig. 1.7B）．こ

のように，逸脱する細胞が有るコロニーではアノマリーの存在が確認され，また，中心部

と周囲部の間，および SNL と MEF フィーダー細胞との共培養の間で遊走速度の中央値に

有意差があった． 

網羅的な解析として，Fig. 1.7 のデータを，培養 48 時間の測定開始時の iPS コロニーサ

イズに対する個々の細胞の遊走速度を示すボックスプロットに再度プロットし直したとこ

ろ，コロニーサイズと個々の細胞の遊走速度には関係性があった（Fig. 1.8）．培養 120 時間

までの SNL および MEF フィーダー細胞との共培養にて逸脱する細胞が無かったコロニー

周囲部においては，コロニーサイズの上昇とともに遊走速度の中央値の上昇が見られた．
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一方，SNL フィーダー細胞との共培養にて逸脱する細胞が有ったコロニーでは，中心部の

遊走速度の中央値は，逸脱する細胞無しのコロニーの場合と比較して，コロニー面積に依

存せず低いようであった（Fig. 1.8A）．しかし，MEF フィーダー細胞との共培養にて逸脱す

る細胞が有ったコロニー周囲部の遊走速度の中央値は徐々に上昇しており，コロニー面積

0.21 mm2の V = 4.9 ± 1.9 μm/h から 0.80 mm2の V = 11.6 ± 3.5 μm/h と遊走速度の中央値が上

昇していた（Fig. 1.8B）．SNL および MEF フィーダー細胞との共培養において逸脱する細

胞が有ったコロニー中心部または周囲部の遊走測定から，個々の細胞がより小さいまたは

より大きい値をとりやすい傾向が示された．特に，SNL フィーダー細胞との培養では，逸

脱する細胞が有ったコロニー中心部の 0–25%値の範囲は，75–100%値の範囲よりも狭かっ

た（Fig. 1.8A）．一方，MEF フィーダー細胞との共培養では，逸脱する細胞が有ったコロニ

ー周囲部の細胞の 75–100%値の範囲は，0–25%値の範囲より広かった（Fig. 1.8B）．注目す

べきことに，コロニーサイズの拡大とともに分布範囲は徐々に大きくなった．特に，MEF

フィーダー細胞との共培養では，コロニー周囲部の細胞遊走速度の測定において外れ値が

あり，アノマリーに遊走している細胞はより高い遊走速度に達しようとする傾向がある事

を示唆していた． 
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Fig. 1.8 Correlation between migration rates of single cells and areas of hiPSC colonies with or 

without deviation from the undifferentiated state in cultures with SNL (A) and MEF (B) 

feeder cells by t = 120 h. Open squares, without deviation; closed squares, with deviation. 

Cross marks indicate average values. Box-and-whiskers plots of migration rates of single 

cells at the central and peripheral regions of hiPSC colonies. For each box, the central 

bar is the median, the edges are the 25th and 75th percentiles, and the whiskers extend to 

the most extreme data points (not including outliers). Outliers are values outside of the 

range; [25th percentile − 1.5 × (75th percentile − 25th percentile)] – [75th percentile + 

1.5 × (75th percentile − 25th percentile)]. 
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1.3.4 細胞－細胞間および細胞－基質間接着の局在 

SNL および MEF フィーダー細胞との共培養にて，細胞が未分化状態から逸脱する発生

機構を明らかにするため，細胞－細胞間接着に関わるタンパク質である E-cadherin，および

細胞－基質間接着に関わるタンパク質である paxillin の免疫蛍光染色を，培養 72 時間にお

いて行った．F-actin および核の空間的な画像から，SNL または MEF フィーダー細胞との

共培養において，コロニー周囲部または中心部の未分化細胞の頂端側と基底側に沿って，

F-actin の発現が豊富であることが示された（Fig. 1.9）．未分化細胞は，通常，頂端－基底の

極性の整合性によって構造を維持する．しかし，フィーダー細胞の種類によってコロニー

周囲部または中心部の F-actin および核の分布に著しい違いが観察された．SNLフィーダー

細胞との共培養では，コロニー中心部に位置する細胞の基底側では F-actin の減少が明らか

であり（Fig. 1.9Db, Eb），中心部の細胞は部分的に重なり合って基質から離れていた．一方，

MEF フィーダー細胞との共培養では，コロニー中心部および周囲部の細胞のどちらにおい

ても，頂端側および基底側に F-actin の局在が観察された（Fig. 1.9Kb, Lb）． 

また，E-cadherin と paxillin の免疫蛍光染色の結果から，これらの分子の位置依存的な発

現が示された．E-cadherin の発現は，コロニー中心部と周囲部の細胞で顕著に異なってい

た．SNL フィーダー細胞との共培養では，コロニー中心部で豊富な E-cadherin の発現が見

られたのに対し（Fig. 1.9Ba, Ca），MEF フィーダー細胞との共培養では，E-cadherin がコロ

ニー周囲部で弱く非連続的に発現していた（Fig. 1.9Ia, Ja）．SNLおよび MEF フィーダー細

胞との共培養におけるコロニー周囲部の細胞では，接着斑タンパク質である paxillin が収縮

性を有した F-actin 構造として知られている actin ストレスファイバーの端に点状に局在し

ていた（Fig. 1.10Gb, Nb）．特に，MEF フィーダー細胞との共培養においてコロニー周囲部

の先端の細胞の基底側にラメリポディアと paxillin の多くの点状の染色が見られ，コロニー

の最外端の細胞核がより収縮力を受けやすいと考えられた（Fig. 1.10Nb）． 
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Fig. 1.9 Localization of E-cadherin associated with actin cytoskeleton in hiPSC colonies in 

cultures with SNL (A–G) and MEF (H–N) feeder cells at t = 72 h. Confocal fluorescence 

images of E-cadherin (green), F-actin (red), and nuclei (blue) show top-down views of 

3D-reconstruction (XYZ planes) and 2D optical cross-sectioning (XZ planes). Panels are 

magnified in images of the top-down view (Ba–Ga and Ia–Na) with a cross-sectional side 

view (Bb–Gb and Ib–Nb). The yellow lines in the top-down views indicate the location 

of the cross-sectional side view. The asterisks show feeder cells. Scale bars = 40 μm. 
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Fig. 1.10 Focal adhesion formation associated with actin cytoskeleton in hiPSC colonies in 

cultures with SNL (A–G) and MEF (H–N) feeder cells at t = 72 h. Confocal fluorescence 

images of paxillin (green), F-actin (red), and nuclei (blue) show top-down views of 3D-

reconstruction (XYZ planes) and 2D optical cross-sectioning (XY and XZ planes). Panels 

are magnified in images of a cross-sectional side view in XZ (Ba–Ga and Ia–Na) or XY 

planes (Bb–Gb and Ib–Nb). The yellow lines indicate the location of the cross-sectional 

side view. The asterisks show feeder cells. Scale bars = 40 μm. 
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1.3.5 細胞核への力学的ストレスに関わる核ラミナの局在 

細胞核への力学的ストレスの蓄積の有無を把握するため，核輪郭のラミナの主要な構造

成分である laminA/C で核が覆われているかどうかを検討した．SNL フィーダー細胞との

共培養ではコロニー中心部の細胞は周囲部よりも小さくかつ稠密であったが，MEF フィー

ダー細胞との共培養ではコロニー周囲部の細胞は中心部よりも顕著により大きく平らな形

状を有していた．LaminA/C を持つ細胞は，SNL フィーダー細胞との共培養においてはコロ

ニーの中心部に局在したが（Fig. 1.11A），MEF フィーダー細胞との共培養においてはコロ

ニーの周囲部に多く局在していた（Fig. 1.11D）．拡大画像から，laminA/C は，SNLフィー

ダー細胞との共培養では中心部の細胞の多層構造の核周囲で，MEF フィーダー細胞との共

培養ではコロニー周囲部の大きく平らな細胞の核周囲で，核の縁を囲っていた（Fig. 1.11Bb, 

Fb）．これらの結果から，細胞の未分化状態からの逸脱が発生しうるコロニー内の領域では，

細胞が乱雑に並んでおり，laminA/C が核に蓄積していることが示された． 
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Fig. 1.11 Localization of laminA/C in hiPSC colonies in cultures with SNL (A–C) and MEF (D–

F) feeder cells at t = 72 h. Confocal fluorescence images of laminA/C (green) and nuclei 

(red) show top-down views of 3D-reconstruction (XYZ planes) and 2D optical cross-

sectioning (XZ planes) in hiPSC colonies. Panels are magnified in images of the top-

down view (Ba, Ca, Ea, and Fa) with a cross-sectional side view (Bb, Cb, Eb, and Fb). 

The yellow lines in top-down views indicate the location of the cross-sectional side view. 

The asterisks show feeder cells. Scale bars = 20 μm. 
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1.4 考察 

これまで，多くの研究においてヒト iPS 細胞の分化を引き起こす基本的な機構が検討さ

れていたが，培養中のヒト iPS 細胞が未分化状態から逸脱するトリガーについての研究は

比較的少ない．ヒト iPS 細胞とフィーダー細胞の共培養では，フィーダー細胞の種類によ

って，未分化状態から逸脱した細胞が生じるコロニー内の領域に違いが観察される．本研

究は，その差異がヒト iPS 細胞の細胞遊走能の違いにより引き起こされることを示した．

SNL フィーダー細胞との共培養では，逸脱細胞を有するコロニーの中心部において，細胞

の密集が進むにつれその運動性が着実に減少し細胞が重なっており，コロニー中心部の細

胞が部分的に基質から引き離されることが示された（Fig. 1.2A）．これらの細胞は，大きく

拡大したコロニー中心部で小さな敷石状の細胞から大きく伸展した形状の細胞へと変化し

未分化状態から逸脱しており，逸脱領域はその後も拡大した．一方で，MEF フィーダー細

胞と共培養したコロニーにおける細胞の未分化状態からの逸脱は，コロニー周囲部での急

速な増殖および外側への遊走と関連していた．これらの細胞は，培養が進んでも高い増殖

能を維持していた（Fig. 1.2B）．MEF フィーダー細胞との共培養でのヒト iPS 細胞の遊走

能の上昇は，コロニー周囲部の細胞－細胞間接着を低下させ，細胞がより運動性の高い表

現型を獲得することを促進していると考えられた．逸脱細胞を有したコロニー内の遊走速

度の遡及的な解析から，逸脱領域では，逸脱細胞が発生していない領域と比較して細胞遊

走のアノマリーがみられた（Fig. 1.7）．コロニー周囲部または中心部の逸脱領域において

は，対応する非逸脱領域と比べて，細胞の遊走速度が，それぞれ，著しく高いまたは低か

った．これらの結果によって，ヒト iPS コロニー中心部または周囲部で細胞が未分化状態

から逸脱する機構の理解が進み，コロニー拡大に伴った接着細胞と基質との接着のバラン

スが逸脱細胞の発生と深く関わっていることが示唆された． 

フィーダー層上のヒト iPS 細胞が未分化状態から逸脱する現象の観察に基づいた仮説の
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概念図を Fig. 1.12 に示した．すなわち，(1)ヒト iPS コロニー内の細胞遊走のアノマリーが

細胞－細胞間および細胞－基質間接着のアンバランスを導く，(2)このアンバランスの結果

として laminA/C が蓄積して未分化状態からの逸脱を導く，という仮説を立てた．細胞遊走

速度の変化は，細胞骨格の再形成に関わる cadherin と integrin の立体構造に影響を及ぼす．

本論文で示した核での laminA/C の蓄積は，核での laminA/C が多能性幹細胞では発現しな

いが分化とともに発現するという今までの結果と一致している（Ihalainen et al., 2015; Heo 

et al., 2016; Underwood et al., 2017）．核の内側への力学的刺激の伝達とそれに誘発された核

の変形は，遊走速度の変化に依存し，その結果，直接的または間接的に遺伝子転写を調節

する．この核での変化は，核－細胞骨格，細胞骨格－基質，細胞骨格－隣接細胞，等の結

合部位で発生するストレスおよびそれら結合部の変形を増加すると予想される（Wang et al., 

2009）．このように，核周囲の actin 重合による actin 動態は，細胞遊走中に観察されるよ

うな核の形と位置の制御に関与し，さらに，クロマチン構造のような核機能も制御すると

推測できる（Meshorer et al., 2006; Thorpe and Lee, 2017; Underwood et al., 2017）．クロマチ

ン再形成は，転写制御とその記憶，遺伝子整合性，遊走中の細胞変形能にとって必要なス

テップであり，細胞の形状制約は細胞挙動の制御因子として重要である（Guenther et al., 

2010; Akanuma et al., 2016）．したがって，細胞挙動に関連するアノマリーを含む部分にお

いて，細胞－細胞間接着および細胞－基質間接着と関わる actin 骨格を通じて核周囲に

laminA/C が蓄積し，それによりヘテロクロマチンへと移行することで細胞が未分化状態か

ら逸脱することが示唆される（Francis et al., 2011; Gaspar-Maia et al., 2011; Versaevel et al., 

2014）． 
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幹細胞または特定の細胞系列に分化していく細胞において，細胞挙動は，自己複製機構

のトリガーとしての役割をもつだけでなく，細胞の多様性維持のための役割ももつ．生物

学的な不均一性は，集団の不均一性，空間的な不均一性，時間的な不均一性の 3 つのカテ

ゴリーに分けうる（Gough et al., 2017）．培養中の細胞集団内の時空間的な挙動の研究によ

って，挙動の働きの変化を評価し，培養中の細胞運命決定を導く機構を解明する方法が生

み出されている．幹細胞培養における不均一な集団の存在を示唆した様々な研究やデータ

を考慮すると，細胞挙動の不均一性を反映する多くの特徴を評価することが出来る

（Altschuler et al., 2010）．例えば，培養中の自己複製や分化の効果の不均一性から，個々

の細胞の形状や挙動が，コロニー形成におけるそれらの位相的な関係によって決定される

ことが示される．細胞トラッキング解析からは膨大なデータが得られるが，データ解析が

困難であるため，これらの解析を用いて高密度培養における細胞の表現型を明らかにした

報告は少ない（Debeir et al., 2005; Li et al., 2008; Dzyubachyk et al., 2010; Lu et al., 2017）．し

かしながら，細胞トラッキング解析は，個々の細胞の位置の変化から詳細なデータをもた

らし，コロニー内の異なる領域の環境刺激に反応する細胞挙動について洞察を与える

（Miyashita et al., 2017）．培養中の細胞集団において，個々の細胞間にはある程度の違いが

常に存在しているが，細胞集団全体としての挙動は個々の細胞の挙動を全く表していない．

このような細胞の挙動は，平均および/または分散で要約された多様性として観察されるが，

生物学的に意味のある情報は失われている．つまり，細胞集団の平均的なシグナルの解析

では，興味のある細胞が少数派である場合，それらの挙動や動態は，その他の多くの細胞

によって隠蔽される，または相殺されてしまう． 

本研究から，細胞遊走の測定は，培養中における個々のヒト iPS 細胞の位置依存的な変

化を理解するための有用な手法として役立ち，ヒト iPS 細胞培養プロセスの発展と設計に

有用な情報を与えることが立証された．ヒト iPS 細胞が培養中に未分化状態から逸脱する
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トリガーを理解するため，ノンパラメトリックな検定を使う重要性に焦点を当てた．一般

的に，Student’s t-test は集団の平均値の検定であり，Mann-Whitney U test は集団の中央値と

四分位範囲の検定とみなされている（Hart, 2001）．コロニー中心部または周囲部で未分化

状態から逸脱する細胞の遊走速度は正規性に分布していないので，ノンパラメトリックな

検定として Mann-Whitney U test を使用し，統計的有意差を示す 2 群比較を行った．個々の

細胞の遊走速度の解析から，コロニー周囲部または中心部で比較的速くまたは遅く遊走す

る細胞（それぞれ，75%値より上，または 25%値より下）が出現する結果，ヒト iPS コロニ

ー内で未分化状態から逸脱した細胞が偶発することが立証された（Fig. 1.7）．個々の細胞

遊走の測定から，ヒト iPS 細胞の未分化状態からの逸脱が，コロニー内の細胞遊走のアノ

マリーと関連していることを結論づけることができ，細胞遊走の違いから未分化状態から

逸脱した細胞の発生点を特定できる可能性が示された．細胞遊走のアノマリーの結果とし

てヒト iPS 細胞の未分化状態からの逸脱が偶発的に発生することが分かり，遊走速度は，

培養中の未分化状態から逸脱するトリガーを調べるための有用なパラメーターとなりうる

ことが示唆された．これらの手法は，細胞挙動を用いて細胞内機能を評価することを可能

にし，さらなる研究の発展に寄与する可能性を秘めている．  
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1.5 小括 

コロニー中心部で未分化状態から逸脱する培養条件下では，遊走促進剤を添加すると，

未分化状態から逸脱した細胞がコロニー周囲部で発生した．また，コロニー周囲部で未分

化状態から逸脱する培養条件下では，遊走阻害剤を添加すると，未分化状態から逸脱した

細胞がコロニー中心部で発生した． 

 コロニー中心部で未分化状態から逸脱する培養条件下では，コロニー内の細胞遊走の解

析を用いると，中心部では極端に遅い細胞遊走をもつ細胞集団があったことから，アノマ

リーな細胞遊走があることが分かった．その後，コロニー中心部は，細胞－基質間接着を

失って浮いた細胞を含んでおり，さらに，核ラミナの発現から力学的ストレスを蓄積した

領域であることが示唆された． 

 コロニー周囲部で未分化状態から逸脱する培養条件下では，コロニー内の細胞遊走の解

析を用いると，周囲部では極端に速い遊走の細胞があったことから，アノマリーな細胞遊

走があることが分かった．その後，コロニー周囲部は，細胞－細胞間接着を失った細胞を

一部含んでおり，さらに，核ラミナの発現から力学的ストレスを蓄積した領域であること

が示唆された． 

 以上から，コロニー内の細胞遊走の不均一性は，未分化状態から逸脱した細胞を発生さ

せる必要な条件であることが示された． 
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第 2 章 未分化状態から逸脱した細胞の発生防止 

2.1 緒言 

ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞は，医療および工業応用に大量のヒト組織を生み

出す機会を我々に与える（Hussein et al., 2011; Robinton et al., 2012; Serra et al., 2012; Kimbrel 

et al., 2015）．広汎な利用に必要な細胞量を調製するためには，培養規模を容易に拡大でき

る安定した培養システムを確立することが求められるが，そのような技術は未だ確立され

ておらず，ヒト iPS 細胞の技術応用への妨げとなっている．これらの細胞の多分化能を維

持しながら培養するには，細胞の未分化状態および増殖に必要な因子を放出するフィーダ

ー細胞，あるいはゼラチンやコラーゲン，フィブロネクチンのような細胞外基質構成成分

の支持が必要である（Saha et al., 2007; Burdick et al., 2009; Lund et al., 2009; Lutolf et al., 2009; 

Pan et al., 2010; Baker et al., 2012; Jozefczuk et al., 2012）．一般的な培養方法においては，ヒ

ト iPS 細胞の接着が十分に考慮されているものの，細胞の増殖と性質の維持は十分に検討

が行われているとは言い難い．事実，継代培養では未分化状態から逸脱した細胞が生じて

増殖していくため，コロニー内のヒト iPS 細胞は自己複製能と多分化能を徐々に失ってい

く．したがって，大量培養プロセスにおいてヒト iPS 細胞の未分化状態を持続する手法の

確立が待たれている． 

ヒト iPS 細胞の増殖は，細胞－細胞間および細胞－基質間で発生する細胞挙動のバラン

スに依存している（Kim and Kino-oka, 2015; Kim and Kino-oka, 2018）．細胞挙動がどのよう

に細胞機能に影響を与えるか，細胞外力による細胞挙動の制御によりどのように幹細胞の

自己複製と分化を調整しうるか，についての糸口が多くの研究で示されている（Soncin et 

al., 2009; Tamiya et al., 2010; Kim et al., 2012; Li et al., 2012; Nampe and Tsutsui, 2013; Kim and 

Kino-oka, 2014b）．特に，コロニーの形状は，actin 骨格と細胞－細胞間接着および細胞－基

質間接着の相互作用によって生じる生体力学に依存することが報告されている（Kim et al., 
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2012; Akiyama et al., 2017; Narva et al., 2017）．接着，actin 骨格ネットワーク，および生化学

的なシグナルの統合は，細胞内での力の発生を動的に調整し，シグナル伝達カスケードな

らびに細胞運命決定を根本的に調節する転写イベントを制御する（Maruthamuthu et al., 

2010; Kim et al., 2105a）．最近，フィーダー細胞とヒト iPS 細胞の共培養によりコロニーに

おける細胞－細胞間接着を変化させることで，細胞運命決定を早期に制御する手法の開発

が試みられている（Kim et al., 2012; Kim and Kino-oka, 2014b; Kim and Kino-oka, 2014c）．培

養中，コロニーは徐々に大きくなって細胞がより密接に詰まった状態となり，コロニー内

でアポトーシスが生じた後に，細胞は小さな細胞から大きく平らな細胞へと変化する．こ

れらの挙動を観察することは，ヒト iPS コロニーの中心部で細胞が未分化状態から逸脱す

る機構を理解するための重要な情報を我々に与えてくれる．コロニー内の細胞－細胞間接

着，細胞－基質間接着，細胞遊走の 3 つの細胞挙動の適切な協調が，未分化なヒト iPS 細

胞を維持するために必要であるという考えが，複数の研究によって支持されている（Kim 

and Kino-oka, 2015; Kim and Kino-oka, 2018）． 

近年，細胞挙動制御が培養手法の開発に重要であることが分かっている．ヒト iPS 細胞

を増殖するためには，未分化状態から逸脱する細胞の発生を防止する，または逸脱した細

胞を除去する必要がある．最近，ボツリヌス菌由来のヘマグルチニン（HA）という E-cadherin

阻害剤を使うことで，ヒト iPS コロニー内の逸脱細胞を選択的に除去できることが示され

た（Kim et al., 2017a; Kim et al., 2017b）．HA は，まず細胞膜の糖鎖に結合して細胞内に取り

込まれ，その後に細胞間隙に放出されて E-cadherin に直接結合する．HA は，E-cadherin を

介した細胞－細胞間接着を阻害し弱めることで上皮障壁機能を低下させる（Fujinaga et al., 

1997; Fujinaga et al., 2000; Matsumura et al., 2008; Jin et al., 2009; Sugawara and Fujinaga, 2010; 

Sugawara et al., 2010; Baum et al., 2011; Lee et al., 2014; Sugawara et al., 2014）．ヒト iPS コロ

ニー内の未分化状態から逸脱した細胞を HA が選択的に除去する過程において，E-cadherin
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を介した細胞－細胞間接着が一時的崩壊する．HA 添加により E-cadherin の結合が阻害さ

れたヒト iPS 細胞のコロニー内では，細胞が未分化状態であれば Rap1 を介した正のフィー

ドバック機構により E-cadherin を再形成する能力を備えており，結果として未分化細胞の

みがコロニー内に残されることとなる（Kim et al., 2017b）．このような HA の効果は，E-

cadherin による細胞接着の崩壊により未分化状態から逸脱した細胞が選択的に除去される

という知見とも合致する．また，HA による細胞接着の崩壊は，未分化状態から逸脱した細

胞の選択的除去のみならず，コロニー内における逸脱した細胞の発生防止にも効果がある

と予想され，そのような効果を明らかにすることは，細胞挙動の観点から幹細胞の運命を

操作する培養戦略の開発につながる．そこで，第 2 章では，簡便かつ確実にヒト iPS 細胞

の未分化状態を維持したまま増殖させる培養手法を確立するため，HA を用いてヒト iPS 細

胞の細胞－細胞間接着を緩和させることで未分化状態から逸脱した細胞の発生を防止でき

るかを検討した．  
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2.2 実験方法 

 

2.2.1 細胞および培養条件 

ヒト iPS 細胞は国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンクから取

得した（clone Tic, JCRB Number: JCRB1331）．マイトマイシン C 処理された SNL 76/7 細胞

（European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK）と共培養し，5 ng/ml basic fibroblast growth 

factor を含む ReproStem 培地（ReproCELL Inc., Tokyo, Japan）を用いて未分化状態を維持し

た．細胞は 5 日ごとに継代し，毎日培地交換した． 

フィーダー層として，0.1% ゼラチンでコートした培養面にマイトマイシン C 処理され

た SNL 76/7 細胞を 2.5 × 104 cells/cm2で播種し，7% fetal bovine serum（FBS; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA）で 1 日間培養した． 

ヒト iPS 細胞の継代のため，0.1 mg/ml collagenase IV，0.25% trypsin，20% KSR（全て Thermo 

Fisher Scientific）および 0.1 mM CaCl2（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を含む剥離液で 1 分間

インキュベートした後，フィーダー細胞を除去した．未分化コロニーをセルスクレーパー

（Sumitomo Bakelite Co., Ltd., Osaka, Japan）を用いて注意深く回収した．小さな集塊に分散

するため，未分化コロニーの懸濁液を優しくピペッティングし，フィーダー細胞を含む新

しい培養容器に播種した．培地は毎日新しい培地に切り替えた． 

 

2.2.2 HA の添加 

以前の論文に記載された手法（Sugawara et al., 2014）を用いて機能的な HA の複合体を構

成した．HA 濃度は 5 および 50 nM とした．SNL フィーダー細胞を用いてヒト iPS 細胞を

48 時間培養し，HA を添加した．HA 添加から 24 時間後，通常の培地に交換する過程で HA
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を除去し，ヒト iPS コロニー内の未分化細胞の挙動変化を調べた． 

 

2.2.3 蛍光タイムラプス観察 

細胞挙動の識別に使用される細胞質色素（CellTrackerTM Green; Thermo Fisher Scientific）

で細胞を染色し，タイムラプス共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV-10i; Olympus, Tokyo, Japan）

を用いヒト iPS コロニー内の細胞の動きを追跡した．蛍光励起波長を 488 nm とし，60 倍

対物レンズを用いて 45 分毎に画像を取得した．コロニー内の個々の細胞の画像処理には画

像処理ソフトウェア（Imaris; Bitplane AG, Zurich, Switzerland）を用いた． 

 

2.2.4 遊走速度およびコロニー数の定量解析 

ヒト iPS コロニー内の個々の細胞の遊走速度を評価するため，細胞核を生細胞の状態で

Hoechst 33342（Thermo Fisher Scientific）を用いて 30 分間染色した．染色した細胞を洗浄し，

新たな培地を加えた．細胞核のタイムラプス画像を 10 倍の対物レンズ付きの画像解析装置

（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）を用いて培養 45 時間または

48 時間から 3 時間，30 分毎に撮影した．培養 120 時間においてコロニーが未分化の細胞で

形成されているかを判断した．コロニー中心部と周囲部の細胞遊走速度の解析のために，

元画像（6.9 mm × 6.9 mm, 16 bit, 1.35 × 106 pixels/mm2）を画像のタイリングによって得た．

データはコロニー中心部および周囲部に置かれた 2 つの対象領域（ROIs; 150 m × 150 m）

から得た．コロニーの重心位置は，明視野画像のコロニー外周から設定した．細胞遊走速

度の定量化のため，ROI 内の各細胞核の重心位置（xi, yi）を画像解析ソフトウェア（ImageJ; 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて測定した．個々の細胞の遊走速度

V は，核の重心位置が 3 時間で移動した距離から算出した．ランダムに選択した 5 つのヒ

ト iPS コロニーの中心部および周囲部それぞれにおける細胞の遊走速度 V から平均値 VM
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および中央値 Vm を計算し，HA 添加の有無で比較した．測定された遊走速度のデータを，

[25%値 − 1.5 × (75%値 –  25%値)]– 25%値，25%値–75%値，75%値–[75%値 + 1.5 × (75%値 

– 25%値)]，および外れ側の値でグループ分けした． 

コロニー数は以前報告された方法に基づいて測定した（Kim et al., 2017a）．6 ウェルプレ

ート（培養面積：9.5 cm2, Corning Costar, Cambridge, MA, USA）を用い，各条件につき 3 つ

の異なる培養を行った．コロニーの明視野画像を培養 120 時間にて取得した．元画像（16 

bit, 2.92 × 105 pixels/mm2）は 4 倍の対物レンズ付きの画像解析装置（IN Cell Analyzer 2000; 

GE Healthcare）を用いて取得した．多位置撮影によって各ウェル全体の画像を取得し，そ

のタイリング画像を用いて目視により未分化状態から逸脱した細胞が有るコロニーを検出

した．コロニー数および未分化コロニー数を求め，全コロニーに対する未分化コロニーの

割合を算出した． 

 

2.2.5 免疫蛍光染色 

細胞をリン酸緩衝生理食塩水（PBS; Sigma-Aldrich）で洗浄し，4%パラホルムアルデヒド

（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）を用いて室温で 10 分間固定した．

PBS で細胞を洗浄後，0.5% Triton X-100 を含む PBS で 5 分間処理し，PBS で 2 回洗浄した．

細胞をブロックエース（Dainippon Sumitomo Pharma Co. Ltd., Osaka, Japan）を用いて室温で

90 分間インキュベートすることにより非特異的なタンパク質を遮蔽し，10%ブロックエー

スを含む PBS で適度に希釈した一次抗体と 4°C で一晩インキュベートした．一次抗体に

は，anti-E-cadherin（Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA），anti-paxillin（Millipore, 

Billerica, MA, USA），anti-laminA/C（Santa Cruz Biotechnology），anti-PAX6（Sigma-Aldrich），

anti-α-smooth muscle actin（α-SMA）（Abcam, Cambridge, UK），または anti-SOX17（Abcam）

抗体を用いた．トリス緩衝生理食塩水で洗浄した後，Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-
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mouse と 1 時間インキュベートすることにより免疫標識した．F-actin および細胞核の染色

には，それぞれ，Alexa Fluor 594-conjugated phalloidin（Thermo Fisher Scientific）および 4’,6-

diamidino-2-phenylindole（Thermo Fisher Scientific）を用いた．60 倍の対物レンズ付きの共焦

点レーザー顕微鏡（Model FV-1000; Olympus, Tokyo, Japan）および 10 倍の対物レンズ付き

の画像解析装置（IN Cell Analyzer 2000）を用い，358，488，および 594 nm の蛍光励起にて

観察を行った． 

 

2.2.6 分化能の検討 

細胞を分散して新たな培養容器に移し，外胚葉，中胚葉，内胚葉系への分化誘導培地で

ある STEMdiff trilineage differentiation kit（STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada）を用

いて 7 日間培養することにより分化能の有無を評価した． 

 

2.2.7 Quantitative polymerase chain reaction 法 

回収した細胞からの RNA の単離，cDNA の合成，および PCR 分析は，以前に記載され

たプロトコルに沿って行った（Kim and kino-oka, 2014a）．RNeasy Mini Kit（Qiagen, Hilden, 

Germany）および TRIzol（Thermo Fisher Scientific）を用いて全 RNA を単離した．SuperScript 

II Reverse Transcriptase kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて 1 mg の全 RNA の逆転写反応

を行った．1 L の cDNA を含んだ 25 L の反応液と SYBR Premix EX Taq（Takara Bio Inc., 

Shiga, Japan）を用い，7300 Real Time PCR System（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）

にて quantitative polymerase chain reaction（q-PCR）を 40 サイクル行った．用いた特異的な

プライマーを Table. 2.1 に示した．標的転写物の相対量を標準曲線から概算し，データを

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の発現レベルに基づいて標準化した．
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全ての PCR 産物を融解曲線分析によってチェックし，複数の産物または不正確な産物の可

能性を排除した． 

 

Table 2.1 Polymerase chain reaction primers used in this study. 

Gene Primer sequence (5’-3’) 
Size 

(base pairs) 

Temperature 

(°C) 

Reference 

Oct4 

Forward: 

AGCAAAACCCGGAGGAGT 

Reverse: 

CCACATCGGCCTGTGTATATC 

114 60 

Lengerke et 

al., 2011 

Nanog 

Forward: 

TGATTTGTGGGCCTGAAGAAAA 

Reverse: 

GAGGCATCTCAGCAGAAGACA 

60 60 

Li et al., 

2010a 

SOX2 

Forward: 

TGGCGAACCATCTCTGTGGT 

Reverse: 

CCAACGGTGTCAACCTGCAT 

111 60 

Kim et al., 

2009 

GAPDH 

Forward: 

CAACGGATTTGGTCGTATTGG 

Reverse:

 GCCATGGGTGGAATCATATTG 

139 60 

Chowdhury et 

al., 2012 

 

2.2.8 有意差検定 

それぞれの実験条件につき少なくとも 3 つの異なる培養を準備し，ヒト iPS コロニーに

ついて測定した．統計解析は，Student’s t-test または Mann-Whitney U-test を使用した．有意

水準は P < 0.01 および P < 0.05 とした．  
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2.3 結果 

 

2.3.1 HA を用いたヒト iPS 細胞の継代培養 

HA の存在下で iPS 細胞を数回継代し，細胞－細胞間接着の緩和によってコロニー内の

iPS 細胞が未分化状態を維持することが可能かを検討した（Fig. 2.1）．容器内の未分化コロ

ニーの割合を算出し，継代に伴うその割合の変化を検討した．HA 添加無しの場合，継代培

養中の未分化コロニーの割合は次第に減少し，10 継代（50 日）時には，未分化コロニーの

割合は HA 添加有りの培養よりも有意に高かった（Fig. 2.1B）．これは，HA の存在下での

培養法が，未分化状態から逸脱した細胞を手動的に除去せずともヒト iPS 細胞の未分化状

態を維持できる有効な方法である事を裏付けている．また，HA 添加の有無それぞれの条件

で培養されたヒト iPS 細胞を 10 継代後，多能性マーカー遺伝子の発現レベルを q-PCR を

用いて測定し，その相対的な発現レベルを解析した．多能性マーカー（Oct4, Nanog, SOX2）

の発現レベルは，HA 添加の有った培養の方が無かった培養よりもわずかに高かった（Fig. 

2.2）．また，ヒト iPS 細胞が 10 継代後も多分化能を有しているかを確認するため，3 つの

主要な胚葉（外胚葉，中胚葉，内胚葉）に分化誘導する培養条件でさらに培養し，各胚葉

マーカーに対して染色を行った．HA の存在下で継代後，各分化誘導条件で培養した iPS 細

胞は，外胚葉マーカーPAX6，中胚葉マーカー-SMA，内胚葉マーカーSOX17 がそれぞれ陽

性であった（Fig. 2.3）.これらの結果は，細胞に HA 添加することにより，継代を何回も繰

り返しても多分化能を失うことのないヒト iPS 細胞の簡便な培養を可能にすることを示し

た． 
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Fig. 2.1 Culture of hiPSCs in an undifferentiated state by several passages including HA exposure. 

hiPSCs were cultured with SNL feeder cells for 48 h and then added 5 nM HA to colonies. 

After HA exposure for 24 h, HA was removed during the course of routine medium 

changes. (A) Morphological properties of hiPSC colonies in dishes during serial-passage 

cultures without and with HA exposure. Dotted circles indicate hiPSC colonies with 

deviated cells from the undifferentiated state. Scale bars = 1 cm. (B) Ratio of hiPSC 

colonies with undifferentiated state in cultures with several passages. Closed circles, 

without HA exposure; open circles, with HA exposure. Data are given as mean and 

standard deviation (n = 3). *P < 0.01, **P < 0.05 (Student’s t-test). 
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Fig. 2.2 Analysis by qPCR analysis of three markers of undifferentiated stem cells (Oct4, Nanog, 

and Sox2). Data are given as mean and standard deviation (n = 3). *P < 0.01 (Student’s 

t-test). 
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Fig. 2.3 Induction of directed differentiation of hiPSCs grown on SNL feeder layers using the 

HA-mediated passaging paradigm. Immunofluorescence staining for three germ-cell-

layer markers [PAX6, ectoderm; α-SMA, mesoderm; and SOX17, endoderm] in cells 

dispersed and transferred into a new dish for 7 days culture in various media. Scale bars 

= 50 μm. 
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2.3.2 HA 添加によるコロニー内の個々の細胞遊走の変化 

SNL フィーダー細胞とヒト iPS 細胞の共培養では，未分化コロニーが徐々に拡大し，細

胞がより密に詰まることに伴い未分化状態から逸脱した細胞を有するコロニーとなる．そ

こで，HA がもたらす未分化コロニー内の細胞の挙動変化を理解するため，HA 添加有無の

両方の培養にて蛍光標識されたコロニーのタイムラプス撮影を行った．HA 添加無しの培

養では，未分化コロニーは細胞分裂および遊走が組み合わされて拡大していった．コロニ

ー中心部では，細胞同士が隣接しながら並んでいたが，HA 添加有りの培養では，コロニー

内の細胞同士の接着が緩くほぐれて単層状に並んでおり（Fig. 2.4a, c），特にコロニー周囲

部の細胞は中心部の細胞と比較して遊走性が高く，HA 添加によって周囲部の細胞がより

遊走していた（Fig. 2.4b, d）． 
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HA 添加がヒト iPS コロニー内の遊走に与える効果を詳細にするため，HA 添加無しおよ

び有りの培養それぞれにおいて，HA 添加後 3 時間におけるコロニー中心部および周囲部

の個々の細胞の遊走速度を調べた（Fig. 2.5）．HA 添加後 3 時間の中心部および周囲部にお

ける遊走速度 V のデータをボックスプロットして比較解析した．HA 添加の有無どちらに

おいても中心部の遊走速度 V の分布範囲は周囲部に比べて狭かった．遊走速度 75%値を上

回る集団（速く動いている集団）の割合は，コロニーの中心部，周囲部の両方において，

HA 添加があった場合は 36%で，無かった場合の 25%より大幅に大きかった（Fig. 2.5）．そ

れと同時に，中心部の 25%値を下回る集団（遅く動いている集団）の割合は，HA 添加があ

った場合は 19%で，無かった場合の 25%より小さかった．細胞遊走速度 V の中央値には，

HA 添加の有無間で有意差があった（中心部, #P < 0.01；周囲部, P < 0.05；Mann–Whitney U 

test による）．また，周囲部の平均の遊走速度は HA 添加により 1.2 倍に増加しており，2 群

間で有意差があった（*P < 0.01；Student’s t-test による）．これらの結果から，HA 添加によ

り，コロニー内では細胞遊走が全体的に上昇し細胞間がほぐれた状態にあり，コロニー中

心部での稠密が抑制されることが示された． 
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Fig. 2.5 Distribution of migration rates of single cells at the central and peripheral regions of 

hiPSC colonies with or without HA exposure. The data were obtained from cells within 

ROIs of five randomly selected hiPSC colonies at 48 h. Distributions of migration rates 

at the central regions of colonies without and with HA exposure followed a non-normal 

distribution. Cross marks indicate average values. Box-and-whiskers plots of migration 

rates of single cells at the central and peripheral regions of hiPSC colonies. For each box, 

the central bar is the median, and the edges are the 25th and 75th percentiles. The 

whiskers extend to the most extreme data points, not including outliers (n = 169–293 

cells). Outliers are values outside of the range: [25th percentile − 1.5 × (75th percentile 

− 25th percentile)] – [75th percentile + 1.5 × (75th percentile − 25th percentile)]. *P < 

0.01 (Student’s t-test). #P < 0.01 (Mann–Whitney U test). 
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2.3.3 HA 添加後の細胞－細胞間接着および細胞－基質間接着の局在 

HA 添加後の細胞－基質間および細胞－細胞間接着に対する効果の機構を明らかにする

ため，integrin 関連タンパク質 paxillin，および細胞－細胞間接着に関わるタンパク質 E-

cadherin の培養 120 時間における発現を，免疫染色により検討した．HA 添加無しのコロニ

ー中心部の細胞において，F-actin は隣接する細胞との境界に沿って線状に分布し，paxillin

は基底側の細胞－基質間接着に弱い発現が見られた（Fig. 2.6Aa）．周囲部の細胞の前縁で

は，paxillin が集中的に点在したラメリポディアが存在し，明瞭な直線状の F-actin 構造から

actin ストレスファイバーの局在が観察された（Fig. 2.6Ba）．一方，HA 添加後のコロニーで

は，中心部および周囲部の細胞の基底面では，F-actin と paxillin の局在および構造のパター

ンは似ていた（Fig. 2.6Ca, Da）．中心部では，paxillin が構成する接着斑および actin ストレ

スファイバーの両方とも，HA 添加無しのコロニー中心部と比較してより多くの局在がみ

られた． 

一方，E-cadherin の発現は，HA 添加の有無の両方の培養において，中心部と周囲部で非

常によく似ており位置依存的に顕著な違いは見られず，E-cadherin を発現している細胞は

立方状の形状を示し，隣接する細胞間の境界で連続して線状に観察された（Fig. 2.7Aa, Ba, 

Ca, Da）．これらの結果から，HA 添加によりヒト iPS コロニー内の細胞遊走が変化した後，

E-cadherin による細胞－細胞間接着が再形成されることが示唆された． 
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Fig. 2.6 Localization of paxillin associated with actin cytoskeleton in hiPSC colonies in cultures 

without and with HA exposure. Confocal fluorescence images show organization of F-

actin filaments (red) and paxillin (green). Panels (Ab–Db) are the tomograms sectioned 

at XZ plane (yellow lines) in panels (Aa–Da). The asterisks show feeder cells. Images 

were acquired after 120 h of culture. Scale bars = 40 μm. 
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Fig. 2.7 Localization of E-cadherin associated with actin cytoskeleton in hiPSC colonies in 

cultures without and with HA exposure. Confocal fluorescence images show 

organization of F-actin filaments (red) and E-cadherin (green). Panels (Ab–Db) are the 

tomograms sectioned at XZ plane (yellow lines) in panels (Aa–Da). Images were 

acquired after 120 h of culture. Scale bars = 40 μm. 
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2.3.4 細胞骨格および核ラミナの局在 

F-actin 構造は遊走挙動と関連して変化するため，HA 添加により，ヒト iPS コロニー内

の F-actin 構造が変化するかどうかを調べた．Fig. 2.8 に，HA 添加の有無それぞれの培養条

件におけるコロニー内の細胞の水平断面を表す共焦点画像を示す．また，F-actin 構造を xz

方向で立体的に捉えるため，F-actin / 核の連続的な断面図を Fig. 2.9 に示す．F-actin と核の

空間的な画像から，F-actin がコロニー周囲部または中心部の未分化細胞内に形成されてい

ることがわかった．周囲部では，F-actin が細胞－細胞間接着部の頂端側に局在している一

方で，基底部では actin ストレスファイバーが細胞内を長く横断して存在していた（Fig. 

2.9Bb, Bd, Db, Dd）．HA 添加の有無の顕著な違いは，コロニー中心部の基底側の F-actin で

観察された（Fig. 2.9Ad, Cd）．HA 添加無しのコロニーでは，中心部の細胞核はかなり乱れ

て重なり合った層を形成し，分布がより制限されていた（Fig. 2.8Ab）．この領域の細胞は

複雑な F-actin 構造を示し，基底側の actin ストレスファイバーが失われていた（Fig. 2.9 Ab–

Ad）．一方で，HA 添加後では，コロニー中心部では細胞核が単層で分布していた（Fig. 2.8Cb）．

基底側で actin ストレスファイバーの形成が明らかに観察され，これは周囲部の細胞と類似

していた（Fig. 2.9Cd, Dd）．これらの結果から，コロニー中心部の細胞は，HA 添加後，細

胞形状に沿った F-actin 構造かつ基底側の actin ストレスファイバーを示し，周囲部の細胞

と類似していたことから，HA 添加によりコロニー内の細胞骨格の乱れが抑制されること

が示された． 
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Fig. 2.8 Actin cytoskeletal formation related to nucleus distribution in hiPSC colonies without 

and with HA exposure. Confocal fluorescence images show organization of F-actin 

filaments (red) and nuclei (green). Panels (Ab–Db) are the tomograms sectioned at XZ 

plane (yellow lines) in panels (Aa–Da). The yellow lines indicate the location of the 

cross-sectional side view. The asterisks show feeder cells. Images were acquired after 

120 h of culture. Scale bars = 50 μm. 
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Fig. 2.9 Serial sectional images of actin cytoskeletal formation from basal side to apical side at 

central (Aa–Ad and Ca–Cd) and peripheral (Ba–Bd and Da–Dd) regions in hiPSC 

colonies without and with HA exposure. F-actin filaments (green) and nuclei (red). 

Panels are the tomograms sectioned at XZ (Aa–Da) and XY planes (Ab–Ad, Bb–Bd, Cb–

Cd, and Db–Dd). The lines indicate the location of the cross-sectional side view. Images 

were acquired after 120 h of culture. Scale bars = 50 μm. 
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HA 添加によってコロニー内の核骨格タンパク質 laminA/C の発現パターンは変化した．

コロニー周囲部においては，HA 添加の有無にかかわらず，laminA/C が発現し，核周りの

輪郭の淵に沿って局在していた（Fig. 2.10Ab, Bb）．一方で，コロニー中心部においては，

HA 添加が無い場合は laminA/C の強い発現が観察されたが，HA 添加が有った場合は発現

がほとんど観察されなかった．これらのコロニー中心部の細胞の xz 方向の断面図を観察す

ると，HA 添加が無い場合は，多層状の核の側面に沿って laminA/C が局在していたが，HA

添加が有った場合は，細胞は単層状に並んでおりその核の輪郭に沿った laminA/C の発現は

ほとんど無かった（Fig. 2.10Aa, Ba）．これらの結果から，HA 添加後，コロニー中心部の

細胞は多層構造を形成せず単層状に並び，laminA/C は蓄積しないことが示された． 
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Fig. 2.10 Localization of laminA/C in hiPSC colonies in cultures without and with HA exposure. 

Confocal fluorescence images show laminA/C (green) and nuclei (red). The panels show 

tomograms sectioned at XZ plane (yellow lines) of demarcated box areas in panels (A 

and B), respectively. Images were acquired after 120 h of culture. The asterisks show 

feeder cells. Scale bars = 100 μm (panels A and B); 20 μm (panels Aa–Bb). 
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2.4 考察 

幹細胞生物工学の分野における研究の主な課題として，未分化状態から逸脱するトリガ

ーの探索，自己複製をしている未分化細胞がどのように培養中の微小環境に応じて自身の

細胞運命を調節するかの研究，外的要因により細胞運命を制御する培養戦略の設計，など

が挙げられる（Bhatia et al., 2012; Liu et al., 2014; Tong et al., 2015; Hagbard et al., 2018）．細胞

挙動が，幹細胞の自己複製や分化系列決定の制御，および細胞の多様性の維持に関わるこ

とが知られている（Kim and Kino-oka, 2018）．第 1 章で観察されたように，細胞挙動の変化

は複製能力の低下と関連し，結果的に機能的に不均一な細胞集団が形成される（Fig. 1.2）．

例えば，コロニー内において，細胞増殖および遊走は空間的に異なることが予想される．

この空間的な不均一性が未分化状態からの逸脱に影響を与えることが，その分子機構の一

部とともにすでに明らかにされている（Kim et al., 2014b; Kim and Kino-oka, 2015）．コロニ

ー内の細胞は，隣接する細胞との間に存在する細胞－細胞間，および細胞容器底面にコー

ティングされた基層との間に存在する細胞－基質間接着により挙動が制御される．

Cadherin および integrin を介した接着複合体の相互作用は大きな細胞群の協調的な運動に

必要であり，その機構の一端として，集団細胞遊走には Rho ファミリーGTPases および actin

動態の時空間的な制御が必須であることが報告されている（Kim et al., 2014b; Kim and Kino-

oka, 2015）．第 1 章で述べたように，未分化状態から逸脱した細胞を有するヒト iPS コロニ

ーの場合，コロニー中心部での細胞密度の増加に伴って細胞の運動性が低下し，細胞が重

りあうことで基質から部分的に離れることが示された．これらの細胞は，小さな細胞から

大きく平らな細胞へと形状を変化しながら増殖した．また，ヒト iPS 細胞の未分化状態か

らの逸脱は，アノマリーな細胞遊走の結果として偶発的に生じることも示した．以前より，

ヒト iPS 細胞の未分化状態からの逸脱は，コロニー中心部の細胞分裂および遊走による細

胞－細胞間および細胞－基質間接着の程度に起因していることが報告されている（Puliafito 



62 

 

et al, 2012; Kim et al., 2014b）．細胞遊走能の低下はコロニー中心部の細胞－細胞間接着を亢

進し，コロニー内の細胞－細胞間および細胞－基質間接着のアンバランスを引き起こす．

そして，コロニー中心部では，基質との接着を失った細胞の細胞骨格に働く力が核の表面

を直接大きく圧迫し，核の形を変えると考えられる．コロニー内のアノマリーな領域では，

actin 骨格を介した核周囲での laminA/C の蓄積がヘテロクロマチンの形成を引き起こし，

未分化状態から逸脱する細胞が発生することが第 1 章で示唆された．これらの結果は，ヒ

ト iPS コロニー中心部で生じる未分化状態から逸脱する機構を理解するための重要な知見

であると考えられる．また，ヒト iPS コロニーが拡大する過程でコロニー内において細胞

－細胞間および細胞－基質間接着のアンバランスが生じ，そのことが未分化状態から逸脱

した細胞の発生と深く関わっていることも明らかとなった． 

これらの第 1 章で得られた知見を踏まえた上で行った第 2 章の研究では，HA による細

胞－細胞間接着の緩和により，ヒト iPS コロニー内における細胞の未分化状態からの逸脱

を防止できることを示した．Fig. 2.11 に，今回の観察および以前の研究に基づいた仮説の

概念図を示した．これまでの研究により，HA による E-cadherin の細胞－細胞間接着の崩壊

機構が明らかとなってきている（Lee et al., 2014; Sugawara et al., 2014; Kim et al., 2017b）．

HA は糖鎖と結合し細胞内に取り込まれた後，主に次の 3 つの段階を経由して細胞－細胞

間接着の緩和と再形成を引き起こすと考えられている．(i) HA は細胞層を通過する際，細

胞内を通るルート（細胞透過ルート）に続いて細胞間隙を通るルート（細胞外ルート）を

選択する．(ii) HA が E-cadherin に結合し E-cadherin による細胞－細胞間接着を緩和する．

(iii) E-cadherin による接着が失われた後，cadherin と integrin の間の相互作用が，Rap1 活性

の制御を介して，細胞骨格の形成および接着斑の再形成を行う．HA 添加後のヒト iPS コロ

ニーの再形成は，E-cadherin 接着を失ってから再び E-cadherin を発現させる細胞の能力に依

存していると考えられる．ヒト iPS コロニー内では，コロニー中心部と周囲部の間に細胞
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の空間的な分布の顕著な違いが見られ，その違いは，E-cadherin および integrin の発現の差

異と相関していた．SNL フィーダー細胞を用いてヒト iPS 細胞を増殖させた場合，ヒト iPS

細胞は細胞分裂および遊走を繰り返して丸いコロニーを形成し，細胞密度はコロニー周囲

部より中心部でより高くなった．しかし，HA 添加の有った培養では，コロニー中心部およ

び周囲部の細胞は遊走性が高く緩い単層を形成しており，コロニー内で細胞が均一に分散

した．コロニー中心部および周囲部の細胞は，基底側で actin ストレスファイバーを有する

ことが観察された（Fig. 2.9Cd, Dd）．未分化な細胞に備わる E-cadherin の形成能力により，

E-cadherin 結合を崩壊したコロニー内に未分化細胞のみを残すことができた（Fig. 2.1; Fig. 

2.7Ca, Da）．これまでの研究から，Rap1 を介した正のフィードバック制御が，E-cadherin お

よび integrin からなる接着複合体を再形成し，それによって未分化細胞の細胞間の関連性

およびコロニー構造が回復することが示されている（Knox et al., 2002; Hogan et al., 2004; 

Price et al., 2004; Balzac et al., 2005; Retta et al., 2006; Asuri et al., 2008; Li et al., 2010b; Bonello 

et al., 2018）．E-cadherin の阻害による細胞－細胞間接着の緩和は，細胞遊走を促し，コロニ

ー中心部と周囲部での間に見られる細胞骨格および接着斑の形成の差異を減弱した．また，

免疫染色の結果から，培養中のヒト iPS 細胞の細胞－細胞間および細胞－基質間接着のバ

ランスは，遊走と同時に起こる細胞骨格形成および接着斑の形成に影響を与え，細胞分布

の変化をもたらすことが明らかになった．細胞遊走の促進による細胞－細胞間接着と細胞

－基質間接着の間のバランスの協調的な制御は，ヒト iPS コロニーの中心部における核周

囲の laminA/C の蓄積を抑制した．核内における遺伝子発現変化や核力学的特性の変化は，

細胞質の生化学的および細胞骨格応答とは独立して，HA 添加後の培養細胞の遊走制御に

関わっている可能性が高い．このように，培養中の HA 添加によるヒト iPS コロニー内の

集団遊走の促進は，細胞の挙動を変化させ，未分化細胞の維持を容易にすると考えられる． 

結論として，HA による細胞挙動の調節を利用して，ヒト iPS 細胞の未分化状態を維持し
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たまま培養する簡便かつ確実性の高い方法を開発した．未分化状態からの逸脱発生は，HA

によるヒト iPS コロニー内の細胞遊走を介した細胞－細胞間接着と細胞－基質間接着のバ

ランスの調節によって抑制されることも示した．これらの知見は，培養中のヒト iPS コロ

ニーの細胞挙動の空間的な不均一性の影響を抑制する新たな手段を提供するとともに，未

分化細胞を維持する培養戦略の合理的な設計にも寄与する．HA を用いた細胞挙動制御の

原理をより深く理解することが，ヒト iPS 細胞をより安定かつ大量に培養する新たな手法

の開発につながる． 
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2.5 小括 

HA を添加しない培養条件下では，コロニー内の細胞遊走の解析を用いると，中心部では

極端に遅い細胞遊走をもつ細胞集団があった．その後，コロニー中心部は細胞－基質間接

着を失って浮いた細胞を含んでおり，さらに核ラミナの発現から力学的ストレスを蓄積し

た領域であることが示唆された．その際，細胞骨格構造から，コロニー中心部の細胞は基

底側で actin ストレスファイバーを形成しておらず，コロニー内の細胞骨格は乱れていた． 

HA を添加した培養条件下では，コロニー内の細胞遊走の解析を用いると，中心部では極

端に遅い細胞遊走の発生が阻害され，コロニー内の細胞遊走が揃えられた．その後，コロ

ニー中心部の細胞は，細胞－基質間接着を形成し，基質からの浮き上がりを防止されてい

た．さらに，核ラミナの発現が無く力学的ストレスの蓄積が防止されることが示唆された．

その際，コロニー中心部の細胞は，基底側で actin ストレスファイバーを形成し，周囲部と

同様の細胞骨格を有しており，コロニー内の細胞骨格の乱れが抑制されていた． 

以上から，HA 添加によってコロニー内の細胞遊走の不均一性を無くすことが，コロニー

内の細胞骨格の乱れの抑制を介して，未分化状態から逸脱した細胞の発生の防止につなが

ることが示された． 
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総括 

本研究では，ヒト iPS 細胞のコロニー内における遊走の空間的不均一性に関する研究を

行った．未分化状態から逸脱した細胞がコロニー内に発生すると，逸脱領域は拡大してい

く．そのため，未分化状態から逸脱した細胞が発生するまでの機構を明らかにし，逸脱の

発生を防止することは重要である．第 1 章では，ヒト iPS 細胞の未分化状態からの逸脱が

発生する現象を明らかにした．細胞分裂と細胞遊走を繰り返してコロニーが拡大するにつ

れ，コロニー中心部では基質から離れた細胞が発生し，一方で，コロニー周囲部では一部

の細胞が突出した後，それぞれの領域にて未分化状態から逸脱した細胞が発生した．細胞

が逸脱する領域は遊走のアノマリーの発生する領域に依存しており，コロニー中心部では

極端に遅い遊走をもつ集団，また，周囲部では極端に速い遊走をもつ細胞が発生していた．

細胞遊走に依存した細胞－細胞間と細胞－基質間接着のバランスの乱れとともに，コロニ

ー内局所的に核ラミナが発現し，その領域において未分化状態から逸脱した細胞が偶発す

ることが示された．これらの結果から，細胞遊走の空間的不均一性が，未分化状態から逸

脱した細胞の発生に関与することが示された． 

第 2 章では，HA による細胞－細胞間接着の緩和を用い，未分化状態から逸脱した細胞

発生の防止を行った．HA 添加によって，極端に遊走速度の遅い細胞をコロニー中心部に有

する集団の発生が防止され，細胞－細胞間および細胞－基質間接着のバランスの乱れが解

消され，基質から離れた細胞の発生が防止された．また，コロニー中心部の細胞は，周囲

部と同様，基底側で actin ストレスファイバーを形成し，核ラミナをほとんど発現していな

かった．この F-actin 構造は，コロニーが未分化を維持するために必要な秩序であるといえ

る．これらの結果から，コロニー内の細胞遊走を揃えることによって，未分化状態からの

逸脱発生を防止できることが示された． 

総括として，本研究では，細胞遊走速度を空間的かつ定量的に解析することにより，細
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胞挙動のバランスの乱れによって未分化状態から逸脱した細胞が発生することを明らかに

した．未分化状態から逸脱した細胞を有するコロニーを遡及的に観察して求めた遊走速度

の分布からコロニー内のアノマリーがあり，その際アノマリーのあるコロニー内には細胞

骨格の乱れがあることが分かった．基底側で actin ストレスファイバーを形成する actin 骨

格が秩序であり，コロニー内の秩序の乱れを抑制することが iPS 細胞の未分化維持におい

て重要であると考えられた． 

他の細胞種の細胞集団においても，生物学的な細胞機能の保持に必要な秩序が空間依存

的に乱れることが確認されている．上皮細胞は，E-cadherin による細胞－細胞間接着を有し

ながら集団で遊走するが，集団の先端の細胞形状が崩れると，cadherin のスイッチングを表

す上皮間葉転換が生じてガン細胞が発生する事が知られている（Maeda et al., 2005）．網膜

色素上皮細胞の成熟においても，ZO-1 による密着結合が必要であるものの培養容器内にお

ける密着結合の空間的不均一が問題となっており，ランダムな細胞遊走から容器中心方向

への集団遊走に整えることで密着結合の空間的均一化が可能であることが示されている

（Sonoi et al., 2016）．秩序を保持している細胞集団の中で，秩序の乱れが生じると細胞機能

が変化し，反対に細胞集団内の秩序の乱れを整えることで細胞機能を保持できることが分

かる．このように，集団内の個々の細胞が秩序を保持することは重要であり，本研究成果

は，培養細胞の秩序を保つことに注目した培養手法の構築の発展に繋がると期待される． 
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