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論文要旨 

ヒト iPS 細胞は幅広い分化能を持ち，細胞治療やドラッグスクリーニングへの利用が期

待される．ヒト iPS 細胞の応用の中でも，分化させた細胞を移植する代表的な治療法では，

患者あたり 1-2×109 cells もの大量の細胞数が必要とされる．そのため，ヒト iPS 細胞を効率

良く速やかに増幅することが求められる．本研究では，ヒト iPS 細胞の増幅プロセスを経る

上で，液流を伴う操作が行われた時の影響を検討した． 

一章では，ヒト iPS 細胞の樹立と実用化に向けた進捗をまとめた．遺伝子導入して得ら

れたヒト iPS 細胞には，不均一性が見られる．また，他家移植治療を行うには，患者に応じ

た細胞株が必要となり，複数の細胞株のバンキングが進められている．そのため，細胞特性

の異なる複数の細胞株が扱われることが想定される．ヒト iPS 細胞を培養できる手法は複数

あるが，これらの手法の培養特性に応じて異なる影響が細胞に及ぼされる．高い収率が保た

れる手法選択・パラメータ制御・装置設計の展望を図るには，異なる細胞特性と培養特性の

関係の理解が必要とされる．特に，多くの場合に細胞集塊が形成される懸濁培養では，細胞

株ごとに収率が異なる．しかし，細胞集塊の特徴の理解は十分ではなく，液流を受けた細胞

集塊の増殖への影響の機構と，細胞株ごとに異なる集塊の特徴の理解が必要とされる． 

二章では，二次元静置培養・三次元静置培養・三次元懸濁培養の異なる 3 つの手法を用

いた時の 2つのヒト iPS 細胞株の増殖を比較した．増殖を比較する際には，播種時からの培

養時間に応じて初期・中期・後期に分けて増殖速度が評価し，時間依存的変化を比較した．

この時，各培養手法によって，異なる増殖速度の変化が見られた．特に，三次元静置培養と

三次元懸濁培養時には，細胞株ごとに顕著な違いが見られた．コラーゲン Iの側面への局在

が見られシェル構造の ECM が形成された細胞株の集塊では，三次元静置培養時に中期まで

増殖速度が高く保たれたものの，後期に低下した．しかし，三次元懸濁培養では，初期から



後期まで増殖速度の低下は見られなかった．それに対して，シェル構造の ECM が形成され

なかった細胞株の集塊では，三次元静置培養時には後期まで増殖速度が維持された．しかし，

三次元懸濁培養では，初期には増殖したものの中期以降にはほとんど増殖しなくなった．そ

のため，細胞集塊を覆うシェル構造の ECM は，集塊の拡大の妨げになり増殖速度を低下さ

せることが示唆された．一方で，この ECM 構造は液流による細胞への物理的影響を防ぎ，

増殖低下を妨げることが示唆された． 

三章では，機械を用いた培地交換操作によって、決まった流束を伴うヒト iPS 細胞集塊

の培養を行った．機械を用いた培地交換を行って培養することで，手操作の時より、ヒト iPS

細胞集塊の形状は均一であった．細胞集塊の形状は，機械による培地交換時の流束を変えて

培養を行った際にも，違いが生じた．そのため，細胞集塊は液流を受けることで変形したと

考えられる．細胞集塊の変形は，細胞株に応じて異なった．流束が高い液流を受けても安定

した形状を保った細胞株の細胞集塊は，細胞集塊中心部より表面に局在したコラーゲン Iの

層が観察された．そのため，このような細胞集塊は，表面を覆うシェル構造の ECM によっ

て，液流に対する安定性が向上したことが示唆された．さらに，細胞集塊の変形には，遅発

的な特徴が見られた．そのため，細胞集塊は液流を受けた時，表面を覆う ECM が部分的に

崩れ，その後に ECM が崩れた部分から細胞が遊走することで丸い形状が変化したことが示

唆された． 

本論文において，ヒト iPS 細胞集塊の液流に対する安定性は，表面に局在したシェル構

造の ECM 形成により左右されることが示唆された．集塊表面に形成される ECM が薄かっ

た場合，液流を受けることで ECM が崩れ，細胞遊走を経て遅発的に変形する．さらに，こ

の変形と液流による直接の影響で，細胞同士・ECM との接着が失われ，増殖速度が低下す



る．そのため，安定した高効率なヒト iPS 細胞増幅には，適切な ECM 形成の制御が必要と

される．また，機械を用いた安定した操作により、ECM 形成に対応した培養が可能となる． 
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第一章 序論 

1.1 ヒト iPS 細胞の樹立と多分化能 

iPS 細胞（Induced pluripotent stem cells, 人工多能性幹細胞）は，Takahashi et al. によって，

マウス胎児繊維芽細胞に対してレトロウイルスを用いて Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4 の遺伝子

を導入することによって作成された (Takahashi et al., 2006)．その後，ヒト繊維芽細胞に対し

ても同様の手法によるリプログラミングが行われ，ヒト iPS 細胞が樹立された (Takahashi et 

al., 2007)．遺伝子導入には，レトロウイルスに限らず，レンチウイルス (Nethercott et al., 2011)，

アデノウイルス (Zhou et al., 2009)，センダイウイルス (Fusaki et al., 2009)，piggyBac トラン

スポゾン／トランスポザーゼシステム (Woltjen et al., 2009)，エピソーマルベクター (Yu et 

al., 2009)など多様な手法を用いてヒト iPS 細胞を作成することができる。しかしヒト iPS細

胞では，マウスの iPS細胞で見られる着床前エピブラストと同様なナイーブな状態とは異な

り，着床後エピブラストのプライムな状態が見られる (Takahashi et al., 2015)．プライムな状

態の細胞はナイーブな状態のものとは異なり，不均一で異なる分化能を持つため，iPS 細胞

樹立の標準化が困難なことが課題として挙げられる (Takahashi et al., 2016)．Narhinh et al. の

報告では，個々のヒト iPS 細胞とヒト ES 細胞（Embryonic stem cells, 胚性幹細胞）に対して

分化・未分化に関わる 42 の遺伝子発現を分析し比較したところ，iPS 細胞の方が大きなば

らつきが見られており (Narshinh et al., 2011)，同じ細胞株の中でも不均一性が見られている．

Oct3/4 や Sox2 などの多分化能因子が相互関連した転写因子のサーキットは，ESRRβ の発現

によって安定化されるが，EpiSC（Epiblast stem cell, エピブラスト幹細胞）やヒト iPS 細胞

ではこの発現が非常に弱い (Takashima et al., 2015)．そのような原因によって，ナイーブな

状態のヒト iPS 細胞の獲得が困難になっていると考えられる．ナイーブな状態のヒト iPS細
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胞を樹立する試みも取り組まれており，幾つかのゲノム異常が見られたものの，Oct3/4, Sox2, 

c-Myc, Klf4の発現の促進と特定の培養条件によって，実現している(Kilens et al., 2018)． 

ヒト iPS 細胞は体を構成する様々な細胞へと分化することができ，これまでに様々なプ

ロトコルが作成されている．心臓領域においては，Zhang et al. により従来 ES 細胞の心筋分

化誘導に用いられてきた胚様体を形成させる手法により，ヒト iPS細胞の心筋細胞への分化

が行われた (Zhang et al., 2009)．この時の拍動した胚様体の割合は 10%以下で分化誘導効率

は非常に低かったが (Zhang et al., 2009)，その後，Lian et al. によって，心筋分化誘導中の特

定の期間に Wnt シグナルが制御されることで，増殖因子を含まない限定培地中で 98%にも

のぼる高い純度の心筋細胞をヒト iPS 細胞から得られた (Lian et al., 2012)．このように高い

分化誘導率を得ることができる培養手法が確立されているものの，ヒト iPS 細胞由来の心筋

細胞の，細胞の縦横比などの表現型は，成人のものではなく胎児様であり，十分に成熟させ

ることができていないことが課題とされている (Batalov et al., 2015)．遺伝子発現・微細構

造・解糖系代謝・電気生理学的特徴などの特徴の成熟細胞との違いを改善するため，低分子

試薬の添加・電気的機械的刺激・三次元構造の形成・培養の長期化などの手法を用いること

で，ヒト iPS 細胞由来心筋細胞をより成熟した状態に促す研究が取り組まれている 

(Machiraju et al., 2019; Tan et al., 2018)．神経領域においては，SMADシグナルを阻害し神経

細胞への分化誘導の高効率化 (Chambers et al., 2009)等を経て，ヒト iPS 細胞からドーパミン

作動性ニューロン・皮質ニューロン・アストロサイトなどの，神経系を構成する多様な細胞

を樹立するプロトコルが確立されている (Samoilova et al., 2018)．更に，血液細胞では，ヒト

iPS 細胞を，赤血球 (Lapillonne et al., 2010)，樹状細胞やマクロファージ (Choi et al., 2011; 

Senju et al., 2009; Senju et al., 2011)，T細胞 (Lei et al., 2009)，B細胞 (Carpenter et al., 2011)へ
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の分化も行われている．他にも，視細胞 (Hirami et al., 2009; Buchholz et al., 2009)や腎細胞 

(Taguchi et al., 2014; Naganuma et al., 2019)といった多様な細胞への分化が実現している． 

 

1.2 ヒト iPS 細胞の利用 

ヒト iPS 細胞は多様な細胞へ分化できる特徴を持つため，様々な細胞治療薬へ活用でき

るポテンシャルがある (Karagiannis et al., 2019; Shi et al., 2017)． 

iPS 細胞を用いた疾患治療の例として，iPS 細胞から分化させて得られる T 細胞を利用

する研究が進められている (Ando et al., 2016; Kawamoto et al., 2018; Sachamitr et al., 2014; 

Farhood et al., 2019)．T 細胞は，T細胞受容体（TCR）を介して癌細胞やウイルス感染細胞を

認識し，殺傷することができる．そのため，ヒトの癌細胞で高発現している WT1 (Sugiyama 

et al., 2001; Oka et al., 2007)や MART-1等を標的とするように，人為的に TCR 遺伝子を形質

導入した T細胞を，治療に用いることができる (Morgan et al., 2006; Xue et al., 2005)．TCR

の代わりに，キメラ抗原受容体 （CAR, Chimeric antigen receptor）を発現させた CAR-T細胞

を用いる治療法も確立され，臨床試験において高い寛解率を示している (Brentijens et al., 

2011; Kalos et al., 2012; Sadelain et al., 2017)．このような技術によって，T細胞は幅広い抗原

を標的にし、治療に用いることができる．しかし，ウイルス抗原や癌抗原に長期間晒されて

いると，エフェクター機能や生存・増殖能が失われるため，効果的な T細胞を患者から十分

量回収することが困難な場合がある (Ando et al., 2016; Freeman et al., 2000; Latchman et al., 

2001; Kahan et al., 2019)．そのため，多くの細胞数を in vitroで効率良く増やす必要がある．

そこで，T細胞から iPS 細胞を作成した後，細胞増幅を経て，再度 T細胞へ分化させる研究

が進められている (Nishimura et al., 2013; Vizcardo et al., 2013)．この T細胞由来 iPS 細胞から
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作成した T細胞は，元の T 細胞と同等の細胞障害活性が保たれている (Maeda et al., 2016)．

さらに，iPS 細胞へのリプログラミングを経て得られた T細胞は，高い増殖能を持ち，テロ

メアーゼが延長されている (Nishimura et al., 2013)ため，高い生産性が見込める．そのため，

T細胞を用いた免疫治療において，ヒト iPS細胞を利用することのメリットは大きい． 

他にも，iPS 細胞を移植に用いることで治療効果が示された例や，臨床試験が進められ

ている例が多くある．特に，患者自身の細胞のみでは修復が困難な疾患に対する移植治療を

目的として，iPS 細胞由来の網膜細胞・心筋細胞・神経細胞などを用いた研究が進められて

いる．Mandai et al. は，iPS 細胞由来網膜細胞を加齢黄斑変性の患者に自家移植を行い，移

植した細胞シートは一年後も生着が保たれた (Mandai et al., 2017)．Ye et al. は，ヒト iPS細

胞由来の心筋細胞を心筋梗塞ブタモデルに移植することで，心機能を改善した (Ye et al., 

2014)．更に，ヒト iPS細胞由来の心筋細胞シートの上を大網移植フラップで覆うことで，血

管新生が促進され，細胞の生存が保たれた (Kawamura et al., 2013)．Kikuchi et al. は，パー

キンソン病のサルに対して，iPS 細胞由来のドーパミン作動性神経細胞を移植し，６ヶ月間

生着していることが確認された (Kikuchi et al., 2011)．現在では，同様の移植治療の臨床試験

が進められている (Takahashi et al., 2019; Takahashi et al., 2017)．Kobayashi et al. は，脊髄損

傷を負ったコモンマーモセットへ iPS 細胞由来神経前駆細胞を移植し，運動機能の修復が見

られた (Kobayashi et al., 2012)． 

これらの iPS 細胞由来の分化細胞の移植治療では，医薬品適正製造基準（GMP, Good 

manufacturing practice）に則った環境や腫瘍化の評価が必要とされ，自家移植を行った際に

は患者あたり約 80 万ドルの費用が掛かる (Bravery et al., 2015)．他家移植を行った際には，

これらの評価を一括して行えるためコストを削減することができる上，ストックとして保存
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することができ移植までの期間を短縮することができる (Shi et al., 2017)．しかし，他家移

植を行う際には，免疫拒絶の課題を克服する必要がある．免疫細胞は主要組織適合遺伝子複

合体（MHC, Major histocompatibility complex）が提示する抗原を介して，傷害対象の細胞を

認識する．MHC は個体ごとに異なっており，MHC 型が適合しない細胞は NK 細胞（Natural 

killer cells, ナチュラルキラー細胞）による傷害対象となり免疫拒絶が起こる (Oberg et al., 

2004)．MHC 遺伝子は 2種類のハプロタイプを持っている．Morizane et al. の報告では，MHC

ヘテロ接合体のカニクイザルの脳へ，片方の MHC 型が一致している MHC ホモ接合体のド

ーパミン作動性ニューロンを同種他家移植した際，免疫拒絶反応を起こさせずに生着させる

ことができた (Morizane et al., 2017)．同様に，Kawamura et al. によると，免疫抑制剤を必要

としたものの，ほとんど免疫細胞の浸潤が無いまま，MHC ホモ接合の iPS 細胞由来心筋細

胞をカニクイザルに他家移植することができた (Kawamura et al., 2016)．これらの事例のよ

うに，レシピエントの MHC 遺伝子の片方のハプロタイプが一致している MHC ハプロタイ

プホモの細胞を用いることで，他家移植が行える．ヒトの場合はヒト白血球抗原（HLA, 

Human leukocyte antigen）が MHC に相当しているが，日本において，50株の HLAホモ iPS

細胞があれば，73%の患者に対して移植治療を行うことができる（75株だと 80%，140株だ

と 90%） (Okita et al., 2011)．幅広く他家移植を普及するために，これらの HLA ホモ iPS 細

胞のバンキングが進められている (Rim et al., 2018)．さらに，HLA をノックアウトすること

で NK 細胞活性を免れた iPS 細胞が作成可能となる。特に、HLA-C を保持したまま、HLA-

A及び HLA-Bの遺伝子を完全に壊した iPS細胞を用いることで、12株で 90%にも及ぶ患者

に治療を適用できると予測される (Xu et al., 2019)． 
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以上のように，ヒト iPS 細胞は疾患治療に対して幅広く活用されているが，一定の状態

の細胞を得ることは困難とされている．さらに，他家移植治療への利用を想定した場合には，

複数の iPS 細胞株が用いられることになる．そのため，複数の細胞株間で生じるヒト iPS細

胞の細胞挙動の違いと，それに応じた培養操作の影響に対する理解が必要とされる． 

 

1.3 ヒト iPS 細胞の増幅培養 

細胞治療において，効果的な治療を行うためには，一定の細胞数が必要とされる．例え

ば，典型的な心筋梗塞では 50 gの心筋が損失されており，最低でも 1-2×109 cells の細胞数が

必要とされている (Jing et al., 2008; Zweigerdt et al., 2009)．糖尿病における移植治療では，

6×105 IE（1 IEは直径 150 μm の膵島 1つ）の膵島が必要とされるため，移植過程での損失

も含めて 1×109 cells 以上の β 細胞が必要とされる (Docherty et al., 2007; Lock et al., 2007)．化

学療法や放射線治療後に必要となる臍帯血移植では，患者あたり 1.2×109 cells の有核細胞が

必要とされる (Zweigerdt et al., 2009)． 

これらの細胞数を得るために細胞増幅のプロセスを経る必要があるが，主に細胞増幅は，

ヒト iPS 細胞が未分化状態であり自己複製能を持っている間に行われる．一般的なプラスチ

ック製の培養面上での培養では，1350 cells/cm2 の播種密度で培養開始した細胞を約 100 倍

にすることができる (Nakagawa et al., 2014)ため，一度の継代で 1.35×105 cells/cm2の細胞密

度まで増殖させることができる．ϕ 100 mm dish の場合，培養面積は 55 cm2のため，1 dish

あたり 7.43×106 cells の細胞数を得ることができる．109 cells の細胞数を得るためには，135

枚ものϕ 100 mm dish を用いることになり，多くの労力・作業時間を要することになる．

Tohyama et al. は，632 cm2 の培養面を 10 層積み重ねて一つにした培養容器を用い，1×106 
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cells のヒト iPS 細胞を 1.7×109 cells にまで増幅させたことを報告している (Tohyama et al., 

2017)．しかし，広い培養面上に細胞を接着させて増殖を促す培養手法は，均一な培養環境

（pCO2 など）を形成するために複雑な装置設計が必要とされる．さらに，細胞播種や細胞

回収操作を一括して行う事が困難なため，作業効率を高めにくい．そのため，一つの培養容

器当たりの培養面積をこれまで以上に拡大することは困難であり，培養装置のスケールアッ

プには適していない．複数の患者が必要とする細胞数を一括して用意するためには，容易に

スケールアップできる培養装置を利用することが望ましい．スケールアップが可能であり多

能性幹細胞を培養できる装置として，細胞培養バッグを用いた装置（Wave bioreactor） 

(Kalmbach et al., 2011; Correia et al., 2014)・回転培養装置（RWV, Rotating wall vessel） (DiStefano 

et al., 2018; Consolo et al., 2012; Schwarz et al., 1992)・撹拌培養装置 (Correia et al., 2014; Shafa 

et al., 2012; Wang et al., 2013; Olmer et al., 2012; Kempf et al., 2014)・充填層型リアクター・中

空糸 (Paccola et al., 2019; Knöspel et al., 2016)・気泡塔型培養装置・エアリフト型培養装置な

どが挙げられる (Kropp et al., 2017)．これらの培養装置では，培養液中に一定の流れを生じ

させており，容器内の培養環境が均一に保たれている．そのため，培養中に細胞が液流を受

けることになるものの，スケールアップした装置設計を行いやすい．これらの培養装置を用

いた懸濁培養では，一般的に 106 – 107 cells/ml の細胞懸濁液を培養できる (Jing et al., 2008)

ため，大型の培養容器を用いることで複数の患者に対して利用できる細胞を一括して得られ

る．また，これらの培養容器・手法に応じて，細胞に対して及ぼされる影響が異なる．その

ため，細胞収率を高く保ったまま培養を行うためには，各手法の培養特性を理解し，適した

手法の選択やパラメータの制御を行うことが必要とされる．また，異なる手法に応じた培養
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特性の違いを理解し，細胞への影響を調べることで，従来よりヒト iPS 細胞の特徴にあった

装置設計の展望を図ることができると考えられる． 

主流な培養手法として挙げられる撹拌培養装置・RWV (Kropp et al., 2017)のように，細

胞懸濁液を撹拌し培養液内での細胞の浮遊を維持した状態で行われる培養では，主に異なる

3つの細胞形態が形成される．一つ目は，細胞同士が接着することで，細胞のみで形成され

た集塊の形態を作る (Shafa et al., 2012; Wang et al., 2013; Olmer et al., 2012; Kempf et al., 2014; 

Correia et al., 2014)．集塊が形成された際，そのサイズによって細胞死や分化が引き起こされ

るために，集塊の分散や合一を適切に促す操作が必要とされる．二つ目は，マイクロキャリ

アー上に細胞を接着させて，複数のマイクロキャリアーと細胞が凝集塊を形成した形態を作

る (Badenes et al., 2017; Tavassoli et al., 2018)．この手法では，細胞の種類（サイズ・形状）

や培養工程（細胞数増幅・分化）に応じて，様々なキャリアー（多孔質・非多孔質，材質）

が用いられる．三つ目は，ハイドロゲル中に細胞が包み込まれた形態を形成する (Choe et al., 

2018; Wilson et al., 2013; Tabata et al., 2014)．幹細胞ニッチの環境を模倣して，特定の生体物

質（アルギン酸やヒアルロン酸）がハイドロゲルとして選択され，足場環境を形成すること

ができる．接着細胞であるヒト iPS 細胞は，立体的な培養装置内ではこれらの 3つの形態を

形成している． 

このように，ヒト iPS細胞の細胞増幅のために様々な培養手法が確立されている．それ

ぞれの手法の違いを正確に把握するためには，それぞれの手法に対して，細胞状態に影響す

る培養特性の違いを理解することが求められる．特に，これらの手法の内スケールアップが

可能なものであり主流な培養手法では，細胞は細胞のみでできた集塊やマイクロキャリアー

との凝集塊が形成される．また，装置のスケールが大きくなるほど，より大きな液流を受け



9 

 

ることになる．そのため，安定した細胞増殖を促し効率良く細胞を増幅するためには，培養

手法ごとに異なる液流による細胞への影響を理解することが求められる． 

 

1.4 ヒト iPS 細胞の接着を介した集塊形成 

ヒト iPS 細胞を樹立するために，体細胞に Oct3/4, Sox2, Klf-4, c-Mycを導入した際，

様々な形状の細胞が得られる (Takahashi et al., 2007)．これらの細胞の中から，Sox2 や

Cdx2 といった内在性の遺伝子発現と一緒に，細胞形態を評価することで，iPS 細胞を特定

することができる (Wakao et al., 2012)．また，Yu et al. の報告では，特定のヒト iPS 細胞集

団の中でも，培養面との接着に影響されやすく形状が変化しやすい細胞と，そうではない

細胞の，2種類の細胞があることが観察されている．この内，培養面との接着から影響を

受けやすい細胞は，不安定だが高い未分化性を持っている (Yu et al., 2018)．以上の例のよ

うに，ヒト iPS 細胞の状態は培養面上での形状に反映されている．個々の細胞の形状は，

細胞内部のアクトミオシンによる張力と，Cell-ECM 結合・Cell-Cell結合の広がりによって

決まる (Mao et al., 2015)．多能性幹細胞が ECM（Extracellular matrix, 細胞外マトリック

ス）とインテグリンの安定した相互作用を形成すると，細胞生存や増殖に対して機能をも

つ FAK（Focal adhesion kinase）が活性化される (Vitillo et al., 2017)．また，Cell-ECM 結合

だけではなく，E-カドヘリンを介した Cell-Cell 結合も同様に細胞生存・自己複製を促して

いる (Xu et al., 2010)．そのため，これらの結合を適切に制御することによって，収率や増

殖速度を高く保てると考えられる．これらの細胞接着に基づいた不均一な細胞形状は，iPS

細胞や ES 細胞のみではなく，幅広い細胞に対する機能の理解に用いられており，均一な

細胞培養のための評価基準として着目されている (Marklein et al., 2018)． 
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Cell-ECM 結合・Cell-Cell 結合は細胞状態の維持だけではなく，集塊形成にも必要とさ

れる．Saias et al. によると，E-カドヘリン等の細胞間接着を阻害すると，ヒト大腸癌由来

細胞株 HCT116の集塊形成が抑制された (Saias et al., 2015)．Redmer et al. の報告でも，E-

カドヘリンの発現が異なる iPS 細胞を比較すると，発現が高い iPS細胞のみ集塊を形成で

きる結果が示されている (Redmer et al., 2011)．また，Zeng et al. の報告では，コラーゲン

合成の阻害やコラーゲンとインテグリンの相互作用のブロッキングによって、形成される

細胞集塊が小さくなる (Zeng et al., 2013)．これらの接着によって細胞集塊が形作られてい

るが，それだけではなく，内部に蓄積された ECM も集塊を物理的に特徴づけ，細胞状態

に影響を与えている．Sachlos et al. によると，培養の進行に伴って，ES 細胞の集塊を覆う

ように，生化合物の集塊内部への拡散輸送を制限する ECM の殻が形成されることが報告

されている (Sachlos et al., 2008)．Nath et al. の報告では，このような ECM の殻状の構造が

形成されることで，内部のヒト iPS 細胞集塊の増殖が阻害されることが示唆されている 

(Nath et al., 2017)． 

このような複数の要素によって，細胞集塊は特徴づけられている．これらの特徴を細

胞集塊単位で理解するために，これまで様々な評価手法が用いられている．Guevorkian et 

al. はマウス肉腫細胞株 S180 の集塊表面をマイクロピペットで吸引し，吸引された長さの

時間変化を測定し，粘弾性の特徴が細胞集塊にあることが観察された (Guevorkian et al., 

2010)．さらに同様の実験で，変形の間に細胞が能動的な収縮を繰り返すことで，パルス状

の収縮を伴う変形が生じる特徴が見られた (Guevorkian et al., 2011)．他にも，2枚の平行の

プレートを用いて細胞集塊を圧迫し，かけられる力の時間変化を比較することで，細胞集

塊の粘弾性を比較する手法も利用されている (Forgacs et al., 1998)．Brodland et al. はこの手
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法を用いて，かけられる力の変化・集塊形状から細胞質の粘性・細胞と培地の表面張力・

細胞とプレートの表面張力・細胞－細胞間の張力を算出し，細胞－細胞間張力のみは細胞

の種類に依らず一定の値を示した (Brodland et al., 2009)．Gonzalez-Rodriguez et al. は，マ

ウス肉腫細胞株 S180 の細胞集塊の E-カドヘリン発現を変化させ，接着面との接着・他の

集塊との接着が力を加えることによって剥離する時にかかる力を比較することで，E-カド

ヘリンの粘性損失への影響を観察した (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013)．Stirbat et al. は，胚

性癌腫細胞株 F9の細胞集塊にレオメーターを用いて物理的刺激を与えた実験を行ってお

り，細胞集塊には，それまでに受けてきた刺激に応じて物理的特徴が変化することが分か

った (Stirbat et al., 2013)． 

以上のように様々な手法を用いて細胞集塊の特徴が調べられているが，液流に対する

細胞集塊の特徴・挙動の変化については，これまで十分に理解されていない．特に，スケ

ールアップした懸濁培養装置内では液流による影響を強く受けることになるため，この特

徴を評価し細胞接着・集塊形成が保たれる培養が必要とされる．これらの細胞特性と培養

特性の関係を調べるために，本研究では，液流による細胞集塊に対する影響を評価した． 

 

1.5 小括 

ヒト iPS 細胞は幅広い分化能を持ち，医療や研究への利用に対するポテンシャルが大

きいが，細胞株や個々の細胞ごとに細胞状態が不均一である．液流を伴う培養環境におい

て，効率良くヒト iPS細胞を増やすためには，細胞の接着を維持したまま増殖を促す培養

環境を整えることが求められる．しかし，各細胞株によって形成される集塊の特徴も異な
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り，液流を受けた時の増殖にも違いがある．そのため，細胞株ごとに異なる集塊の構造に

対する液流の影響を調べ，細胞特性と培養特性の関係を理解する必要がある． 
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第二章 ヒト iPS 細胞の静置・撹拌培養における増殖特性の比較 

2.1 背景 

撹拌培養装置 (Correia et al., 2014; Shafa et al., 2012; Wang et al., 2013; Olmer et al., 2012; 

Kempf et al., 2014)や中空糸膜 (Paccola Mesquita et al., 2019; Knöspel et al., 2016)のように，こ

れまで種々の培養装置が用いたヒト iPS 細胞の培養が行われている．Wang et al. の報告で

は，ヒト iPS 細胞集塊がスピナーフラスコ内で懸濁培養され，測定された細胞濃度の変化か

ら，撹拌速度と集塊分散間隔の最適化が行われている (Wang et al., 2013)．また Meng et al. 

による報告では更に多くの条件検討が行われており，スピナーフラスコ内でヒト iPS 細胞集

塊が懸濁培養され，播種時の集塊形成状態・播種細胞濃度・集塊サイズ・撹拌速度・pH・Y-

27632 濃度などの培養環境に応じた細胞収率が比較され，細胞増幅培養の最適化が行われて

いる (Meng et al., 2017)．Kwok et al. によって報告されたヒト iPS細胞の懸濁培養では，培

地量・培地交換量が最適化されたプロトコルが用いられており，培地量あたりに得られる細

胞数が増加している (Kwok et al., 2018)．Gupta et al. の研究では，マイクロキャリアー上で

のマウス iPS 細胞の懸濁培養が行われており，マイクロキャリアの維持と細胞増殖を保った

培養には細かい撹拌速度の調整が必要になることが述べられている (Gupta et al., 2016)．

Paccola et al. によって行われた中空糸膜上でのヒト iPS 細胞の拡大培養では，異なる ECM

によってコート処理した時の増殖の違いから，適した ECM が選択されている (Paccola 

Mesquita et al., 2019)．以上のように，各培養手法において効率良くヒト iPS 細胞数を増幅す

るために，パラメータ設定に応じた細胞収率の比較が行われている．しかし，効率良く目的

細胞を得ることができる細胞製造プロセスの設計には，各培養手法のパラメータだけではな

く，異なる培養手法の比較も必要となる． 
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また，これらのヒト iPS 細胞の培養では細胞接着が形成され，コロニーや細胞集塊を作

った状態での増殖が促される．そのため，培養日数の経過に伴ってコロニーや細胞集塊のサ

イズが拡大する．複数の研究で，コロニー・細胞集塊のサイズに依存した，細胞状態の違い

が着目されている．Wu et al. (2014)の報告では，懸濁培養条件の場合の ES 細胞集塊内部へ

浸透した酸素濃度の局在性が比較され，集塊側面部から遠い場所に位置する細胞は低酸素状

態にあることが示されている．Bauwens et al. の報告では，マイクロパターン化したマトリ

ゲル上に細胞を接着させることで決まったサイズのヒト ES細胞のコロニーもしくは細胞集

塊が形成されると，コロニーや細胞集塊の分化誘導時の遺伝子発現がサイズに応じて変化す

ることが観察されている (Bauwens et al., 2008)．Nath et al. によると，細胞集塊当たりに含

まれる細胞数に応じて，増殖速度が異なることが報告されている (Nath et al., 2017)．そのた

め，コロニーや細胞集塊が形成される培養手法では，培養時間の経過に応じて増殖速度の変

化が見られ，各培養手法に応じて異なる増殖速度変化の傾向が見られると推測される．しか

し，上述した研究では，細胞濃度の変化や最終的な細胞収率しか求められておらず，細胞状

態の速度論的な比較はほとんど行われていない． 

そのため，本章において，細胞を播種してからの培養時期に応じた増殖速度を算出した．

得られた増殖速度の変化から，二次元静置培養・三次元静置培養・三次元懸濁培養の 3つの

培養手法を比較し，各培養手法を特徴化した． 
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2.2 実験 

2.2.1 細胞株と培養条件 

本研究で用いた Tic株と 253G1株のヒト iPS細胞は，それぞれ JCRB細胞バンク（JCRB 

Cell Bank, Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank）と理研バイオリソース研究

センター（Riken BRC, Riken Bioresource Research Center）のものを用いた．細胞は，ラミニ

ン 511-E8フラグメント（iMatrix-511; Nippi, Kyoto, Japan）でコートされたϕ 100 mm dish内

で，ヒト iPS 細胞用培地（mTeSR1TM medium; StemCell Technologies, Canada）を用い，37°C, 

5%CO2 の環境下で未分化維持培養した．培養中，一日おきに培地交換を行いながら 4 日間

の培養を続けた後，80%から 90%のコンフルエントに達するまで細胞が増殖した時に，継代

操作を行った．継代操作では，まず培養を終えた細胞は，5 mM の濃度でエチレンジアミン

四酢酸（EDTA; Dojindo Molecular Technologies, Inc., Kumamoto, Japan）を溶解した PBS

（Phosphate buffered salts, リン酸緩衝生理食塩水）に，10 μM の ROCK（Rho-associated protein 

kinase, Rho キナーゼ）阻害剤（Y27632; Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）

を加えた溶液により，7分間室温で処理した．その後，10 μM の ROCK阻害剤を含む細胞剥

離液（TrypLE selectTM; Invitrogen, Waltham, MA, USA）を加えて 7 分間室温で処理すること

で，細胞が培養面から剥離した．回収された細胞は，細胞同士の接着を持たないようにピペ

ッティング操作により単分散化し，再び iMatrix-511でコートされたϕ 100 mm dish に 1.00 × 

104 cells/cm2の細胞密度で播種し培養した． 
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2.2.2比較した培養手法 

本章における実験では，二次元静置培養・三次元静置培養・三次元懸濁培養の三種類の

培養を行い，比較した． 

二次元静置培養では，iMatrix-511によりコート処理された培養容器に，単分散状態の細

胞が 1.00 × 104 cells/cm2の細胞濃度で播種した．播種時は，ROCK 阻害剤を含んだ mTeSR1

培地中で培養した．その後，24 h 毎に ROCK 阻害剤を含まない mTeSR1 培地で使用済み培

地が交換し，新鮮な培地環境が保った． 

三次元静置培養では，細胞が接着しないようにポリメタクリル酸 2-ヒドロキシエチル

（Sigma-Aldrich, MO, USA）でコート処理したマルチディンプルプレート（BWV-400P; 

Kuraray Co., Japan）に，単分散状態の細胞が播種した．プレート上にある複数のディンプル

内には各 200 cells の細胞が入るように，1.00 × 105 cells/ml の細胞濃度で細胞が播種した．

細胞を播種した時は，ROCK 阻害剤を含む mTeSR1 培地中で細胞を培養し，その後，24 h毎

に ROCK 阻害剤を含まない mTeSR1 培地により培養用地中の培地を交換した．96 h の培養

を経た時，回収した細胞集塊の凍結切片を作成した後，蛍光免疫染色に用いた． 

三次元懸濁培養では，従来行われた培養と同様に，30 ml シングルユースバイオリアク

ター（BWV-S03A, Able Co., Tokyo）内に単分散状態の細胞の懸濁液を加え，55 rpm で撹拌し

続けながら培養した (Narita et al., 2017; Arauchi et al., 2017; Matsuura et al., 2012)．培養開始時

は，1.00 × 105 cells/mlの細胞濃度になるよう細胞懸濁液を調整した．また播種直後からは，

細胞を ROCK阻害剤を含む mTeSR1 培地中で培養した．その後，培養容器内の培地を，24 h

ごとに ROCK阻害剤を含まない mTeSR1 培地により新鮮な培地と交換した． 
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2.2.3 増殖性の定量的解析 

各培養において，培養時間, t = 24, 48, 72, 96 h に細胞を回収し単分散状態にした後，

TC20TM自動セルカウンター（TC20, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA）を用いて細胞濃度, 𝑋𝑡 

(cells/ml)を測定した．二次元静置培養における細胞の単分散化は，継代時と同様の操作によ

って行った．三次元静置培養・三次元懸濁培養では，細胞集塊を回収した後，10 μM の ROCK

阻害剤を含む Accumax（Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, CA, USA）を用いて酵素

処理することで，細胞同士が接着を持たない単分散状態にした．測定した細胞濃度, 𝑋𝑡 

(cells/ml)を用いて，培養初期（t = 24 h）培養中期（t = 48 h）培養後期（t = 72 h）における 24 

hの間（∆𝑡 = 24 h）の見かけの比増殖速度を以下の式により算出した． 

𝜇app  =  
ln(𝑋𝑡+ ∆𝑡 𝑋𝑡⁄ )

∆𝑡
 

 

2.2.4 凍結切片の作成と染色 

Tic株と 253G1株の細胞集塊を 96 hの三次元静置培養を行った後回収し，凍結組織切片

作成用包理剤（OCT, Tissue-Tek; Sakura FineTek Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan）に沈めた後，液

体窒素で凍結した．凍結したサンプルはクライオスタット（Leica CM1850, Wetzlar, Germany）

を用いて，厚さ 10 μm の切片にした．その後，切片を 4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩

衝液（Wako Pure Chemical Industries, Japan）で 10 min 処理し固定化した．PBS を用いてサン

プルを洗浄した後，非イオン系界面活性剤である Triton X-100（Wako Pure Chemical Industries, 

Japan）を 0.5%の濃度で PBS に希釈した溶液で 5 min処理することで，生体膜を可溶化した．

さらに，10%のブロックエースとポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート（Tween○R 20, 

Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan）をミリ Q水で希釈した溶液を用いて再度サンプルを洗浄
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した後，10%のブロックエース（DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan）を含む PBS で処理す

ることでブロッキングした．その後，TBS を用いて洗浄した切片を，コラーゲン Iに対する

一次抗体（Abcam, Cambridge, MA, UK）を用いて 4°C で一晩処理した．ブロッキング剤と

Tween20 をミリ Q水で希釈した溶液，及び，TBS（Tris-buffered saline, トリス緩衝生理食塩

水）を用いてサンプルを洗浄した後，Alexa Fluor488 標識二次抗体（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）で 60 min 処理した．TBS により切片を洗浄した後，PBS に希釈した

DAPI（4',6-diamidino-2-phenylindole; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で 20 min浸

し核染色した．最後に PBS でサンプルを洗浄した後，共焦点レーザー顕微鏡（FV-1000; 

Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観察した． 

 

2.2.5 再現性 

各培養条件に対して 3回の実験を行い，再現性を確認した．各実験データは平均値±標

準誤差（SE）の値で示した．ステューデント t 検定により有意差を確認し，P < 0.01，P < 0.05

のものに有意差が見られたものとしている． 

 

2.3 結果 

2.3.1 二次元静置培養 

二次元静置培養における細胞形状と増殖を比較するため，2つの細胞株（Tic 株・253G1

株）のヒト iPS 細胞がラミニン 511 フラグメントでコート処理された培養面上で 96 h 培養

された．どちらの細胞株でも，細胞は t = 24 hに培養面上に広がっていた（図 1）．培養面上

で，細胞はコロニーを形成した状態で，次第に単層のコンフルエントに達していった．2つ
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の細胞株の細胞密度は培養時間と共に増加し，t = 96 h には，Tic 株では(1.25 ± 0.18) × 104 

cells/cm2，253G1株では(1.01 ± 0.06) × 104 cells/cm2に達した（図 2）．2つの細胞株の細胞密

度の変化に違いは見られなかったが，培養初期・中期・後期における μappの値を比較すると，

図 1 二次元静置培養時の t = 24, 72 hにおける 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）

のコロニー形成．スケールバー：100 μm 

 

図 2 二次元静置培養時の 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）の増殖．培養初期・

中期・後期における（A）細胞密度と（B）見かけの比増殖速度, µapp (h-1)．有意差はステ

ューデント t 検定により分析した; *P < 0.01, **P < 0.05 (n = 3 per culture)．エラーバーは

標準偏差を示す．黒丸と白丸はそれぞれ Tic 株と 253G1 株を示し，白・斜線・黒棒はそ

れぞれ培養初期・中期・後期のデータを示す． 
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異なる増殖傾向が見られた．Tic株では，μappは培養時間の経過に伴い培養後期まで，次第に

増加し，(5.36 ± 0.13) × 10-2 h-1まで達した．一方で，253G1株では，培養中期まで増殖速度

が増加し，(6.27 ± 0.53) × 10-2 h-1になったが，その後，培養後期に(5.51 ± 0.28) × 10-2 h-1に下

がった． 

 

2.3.2 三次元静置培養 

三次元静置培養における細胞集塊の形態と増殖を比較するため，ヒト iPS 細胞が単分散

化し，マルチディンプルプレートに 1.00 × 105 cells/ml の細胞濃度で播種した．t = 24 h には

単分散状態の細胞から集塊が形成され，その後の培養を経てサイズが拡大した（図 3）．2つ

の細胞株の細胞集塊は均一に丸く，t = 96 h には集塊形状への影響は見られなかった．t = 96 

h では細胞濃度に違いは見られなかったが，増殖速度の変化には細胞株間の違いが生じた

（図 4）．Tic株の μapp (h-1)の値は培養初期・中期の間維持されたが，培養後期には(1.81 ± 0.16) 

× 10-2 h-1に減少した．一方で，253G1株の μapp (h-1)は 96 hの培養の中で維持された． 

また，コラーゲンＩの染色でも細胞株間の違いが見られた．253G1 株の細胞集塊全体に

わたってコラーゲンＩが見られた．その一方で，Tic 株の細胞集塊では，集塊表層に局在的

にコラーゲンＩが蓄積していた（図 5）． 
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図 3 三次元静置培養時の t = 24, 72 hにおける 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）

のコロニー形成 スケールバー：100 μm 

 

図 4 三次元静置培養時の 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）の増殖．培養初期・

中期・後期における（A）細胞密度と（B）見かけの比増殖速度, µapp (h-1)．有意差はステ

ューデント t 検定により分析した; *P < 0.01, **P < 0.05 (n = 3 per culture)．エラーバーは

標準偏差を示す．黒丸と白丸はそれぞれ Tic 株と 253G1 株を示し，白・斜線・黒棒はそ

れぞれ培養初期・中期・後期のデータを示す． 
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2.3.3 三次元懸濁培養 

三次元懸濁培養におけるヒト iPS 細胞の細胞形態と増殖を比較するため，単分散化され

た細胞が 30 ml スケールのバイオリアクターに播種した．t = 24 h には細胞が集塊を形成し，

培養を経て次第にサイズが拡大した（図 6）．t = 96 hにおいて，253G1株と比較して，Tic 株

の細胞集塊は大きく丸かった．Tic 株の細胞集塊は培養中に形状が保たれたが，培養終了時

には不均一なサイズであった．一方で，253G1株の細胞集塊は形が崩れていた．t = 24 h に

おいて，細胞濃度に細胞株間の違いが見られず，Tic株の細胞濃度は(6.94 ± 0.17) × 104 cells/ml，

253G1株の細胞濃度は(5.64 ± 1.18) × 104 cells/ml であった（図 7）．また，t = 96 h においても

細胞濃度に細胞株間の有意な差は見られなかった．増殖速度の変化を比較したところ，Tic

株の μapp (h-1)は培養を通して維持された．しかし 253G1株の場合，μapp (h-1)は培養初期には

図 5 （A）Tic株と（B）253G1株のヒト iPS 細胞集塊中のコラーゲンＩ（緑）の免疫染

色．細胞は三次元静置培養で培養したものを染色している．細胞の核は DAPI（青）によ

って染色している．スケールバー：100 μm 
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Tic株との有意な差は見られなかったが，その後培養後期には(0.85 ± 0.71) × 10-2 h-1まで減少

した． 

 

図 6 三次元懸濁培養時の t = 24, 72 hにおける 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）

のコロニー形成．スケールバー：100 μm 

図 7 三次元懸濁培養時の 2つのヒト iPS 細胞株（Tic株, 253G1株）の増殖．培養初期・

中期・後期における（A）細胞密度と（B）見かけの比増殖速度, µapp (h-1)．有意差はステ

ューデント t 検定により分析した; *P < 0.01, **P < 0.05 (n = 3 per culture)．エラーバーは

標準偏差を示す．黒丸と白丸はそれぞれ Tic 株と 253G1 株を示し，白・斜線・黒棒はそ

れぞれ培養初期・中期・後期のデータを示す． 
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2.4 考察 

大スケールでの多能性幹細胞の培養では，安定した細胞増殖を促す培養が難しく，細胞

製造の効率性を高く保った培養プロセスの設計の障壁となっている  (Wang et al., 2013; 

Otsuji et al., 2014)．懸濁環境下では，撹拌操作で生じたシェアストレスが細胞へ加わること

で増殖状態が変化することが，培養効率に影響する．これまで撹拌速度が異なる懸濁環境下

での集塊形成に着目された研究は行われているが (Wang et al., 2013)，静置環境下と懸濁環

境下におけるヒト iPS細胞の増殖能は比較されていない．本章では，このような培養環境が

異なる細胞増幅培養手法を特徴化するため，3つの培養手法に着目し，増殖挙動が比較され

た．細胞により形成された集塊は複雑な構造であり，網羅的に比較することは困難であるが，

細胞－細胞間接着・細胞－基質間接着・細胞遊走といった細胞挙動によって強く制御されて

いる (Kim et al., 2018)．これらの集塊形成過程や細胞挙動に対して影響する主要な培養環境

の制御因子が特定されることで，高効率に未分化状細胞の細胞増幅を行える，合理的な培養

手法を設計することができる． 

本章では，懸濁環境下でしっかりとした集塊を形成し増殖を維持できる細胞株と，その

ような集塊を形成できない細胞株の，異なる挙動を示す細胞株があることが示された．静置

培養と懸濁培養における増殖傾向の違いを理解するため，２つの細胞株を比較した．2つの

細胞株は集塊を形成した時，二次元培養では見られなかったような，異なる増殖の傾向が見

られた．さらに，集塊内部に形成された ECM も細胞株ごとに異なっていた．これらの実験

結果に基づいて，図 8に静置条件下と懸濁条件下において形成された集塊と増殖の変化を図

示した．これまで行われたヒト iPS 細胞の三次元懸濁培養でも，撹拌リアクターの撹拌速度

に依存して，細胞集塊のサイズと増殖が異なており (Wang et al., 2013)，液流による増殖速
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度への影響があること示されている．本章で見られた実験結果でも，細胞増殖を定量的に比

較することで，三次元懸濁培養よりも三次元静置培養において，高い増殖速度が観察された

（図 4, 7）．2つの培養手法の増殖速度の違いは，コラーゲンＩの染色実験により示された集

塊内部で ECM が全体的に蓄積した 253G1株（図 5）において，より顕著に見られた．Tic株

では，253G1株とは異なり，細胞集塊側面付近にコラーゲンＩが局在していた．細胞が集塊

を形成した時，培養時間の経過に伴い ECM が集塊側面に蓄積し，生化学物質の拡散を妨げ

図 8 三次元静置培養・三次元懸濁培養時に，細胞により生成された ECM が細胞増殖の

主要な制御因子として働くメカニズムの概念図． 
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るシェル構造の ECM が形成され (Sachlos et al., 2008)，この時にも ECM の局在性が見られ

ている．そのため，Tic 株の細胞集塊表面は ECM で覆われており，シェル構造が形成され

ていたと考えられる．2 つの細胞株間で見られた ECM 形成と増殖の違いから，静置条件下

では，表面を覆う ECM によって集塊の拡大が妨げられ，増殖速度が低下したことが示唆さ

れる．また，シェル構造の ECM によって，細胞は液流によって受ける物理的刺激から守ら

れることが示唆される． 

2つの細胞株間には，増殖速度のみではなく，集塊形状の違いも見られた．Moreira et al. 

の報告では，仔ハムスター腎臓細胞（BHK 細胞）集塊がスピナーフラスコ内で培養された

時，撹拌の液流によって細胞集塊の崩れと合一が生じるため，液流の制御によって細胞集塊

のサイズがコントロールできることが示唆されている  (Moreira et al., 1995)．また，

Papantoniou et al. によって，毛細管中の液流によって，酵素処理を経ることなく，ES 細胞の

神経外胚葉分化で形成される細胞集塊を崩すことができることは報告されている 

(Papantoniou et al., 2011)．これらの研究結果から，液流によって細胞集塊の崩壊の影響があ

ることが明らかにされている．しっかりとしたシェル構造が形成されていない 253G1 株細

胞集塊は，液流によって ECM の構造が崩れやすく，集塊全体の形状も崩れやすかったと考

えられる．そのため，253G1 株の細胞集塊は，静置培養では丸かったが，懸濁環境下では異

なる形状であった．Spencer et al. によると，E カドヘリン中和抗体によって処理された ES

細胞のアクチン骨格の局在性が変化する様子から，E カドヘリン依存の細胞間相互作用によ

って，細胞表層骨格の再構築が安定化することが報告されている (Spencer et al., 2007)．ま

た，同様に，細胞が接着する ECM の特徴によっても細胞骨格の再構築が促される (Ambriz 

et al., 2018; Halder et al., 2012)．そのため，液流によって接着を失った細胞は，細胞骨格上で
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働くアクトミオシン活性も変化していると考えられる．細胞間接着・アクトミオシン活性は

細胞集塊形成に影響しており (Saias et al., 2015)，これらの細胞挙動変化によって，細胞自身

の動きによっても集塊が変形したことが示唆される．この変形の過程で失われた細胞の細胞

－細胞間接着と ECM との接着は，細胞の増殖と関連していることが示唆されている．E カ

ドヘリン依存の細胞－細胞間接着と，細胞が合成した ECMとのインテグリン依存の接着は，

カドヘリン－カテニン経路とホスホイノシチド 3－キナーゼ（PI3K）-AKT シグナル経路を

促進している (Vitillo et al., 2016; Vitillo et al., 2017; Li et al., 2012)ため，これらの接着が失わ

れることで，増殖能低下やアポトーシスが生じる．本章で見られた液流による細胞の増殖速

度低下の影響は，これらのシグナルの変化を介して生じたものであることが示唆される．そ

のため，増殖速度を維持した培養を行うためには，集塊内部で細胞により合成され蓄積した

ECM の変化による，集塊変形のメカニズムの理解が重要となる．2 つの細胞株の集塊形状

の違いから，これらの現象に対してより詳しく調べることが，静置条件下と懸濁条件下にお

ける，ヒト iPS 細胞集塊の増殖傾向の違いを理解するために必要とされることが示唆され

る． 

本章でまとめた実験結果のように，静置条件及び懸濁条件のヒト iPS 細胞培養における

増殖速度の時間依存的評価は，細胞が集塊を形成した時の増殖能の理解に対する有効なアプ

ローチになる．細胞集塊の増殖能に対して，さらに理解を深めることで，効率良く低コスト

で細胞を培養できるスケールアップが可能な懸濁培養手法を実用化できる可能性がある．本

章で示唆されたように，細胞集塊内部では細胞同士の相互作用と ECM との相互作用の繊細

なバランスが，細胞増殖と関連づいており，これらの相互作用を適切に制御することで，高

い効率性を維持した細胞製造のスケールアップが実現されると考えられる． 
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2.5 小括 

2 つのヒト iPS 細胞株を用いることで，静置環境下と懸濁環境下における三次元培養で

時間依存的な増殖速度の変化に違いが見られた．2次元培養では細胞株間に増殖速度の変化

に違いは見られなかったが，三次元懸濁培養では，2 つの細胞株で集塊形状と増殖能に顕著

な違いが生じた．本章の実験結果から，ヒト iPS 細胞の増殖を促す三次元懸濁培養は，三次

元静置培養より，細胞製造プロセスに悪影響を及ぼし得る可能性があり，大スケールでの製

造プロセスにおいて懸濁培養手法がなぜ細胞製造効率の低下と関連づいているのか説明さ

れた． 
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第三章 培地交換時のピペッティングで生じた液流によるヒト iPS 細胞集塊の変形への影

響 

3.1 背景 

ヒト iPS 細胞を中心とした動物細胞が移植治療に用いられるためには，大量の細胞数が

必要とされる(Jing et al., 2008; Zweigerdt et al., 2009; Docherty et al., 2007; Lock et al., 2007)．大

量の細胞を培養することを目的とした時，培養装置のスケールアップだけではなく，培養工

程を機械化する研究も行われている．Thomas et al. の報告では，完全に機械によって培養を

行える装置である CompacT SelecT 培養装置が用いて，90本の T175フラスコ内での ES 細胞

培養が一括して行われ，数継代の間に増殖能・未分化状態・分化能・核型を保ったまま大量

の ES 細胞が培養されている (Thomas et al., 2009)．同様に，Terstegge et al. によっても，播

種・培地交換・増殖因子添加を機械的に行える装置 Cellhostを用いることで、ES 細胞の未分

化状態を保った培養が行われている (Terstegge et al., 2007)．また Konagaya et al.によって，

培養工程が完全に機械化され，フィーダー上でのヒト iPS 細胞の 60 日間にわたる未分化状

態を維持した培養と，ドーパミン作動性神経細胞・膵細胞・三胚葉への分化誘導が行われた

ことが報告されている (Konagaya et al., 2015)．Paull et al. によると，リプログラミング前の

細胞培養・リプログラミング・iPS 細胞の選別・iPS 細胞の培養・分化に至るまでの工程が完

全に機械化されることによって，手操作で得られたヒト iPS 細胞より，均一な遺伝子発現の

細胞が得られたことが報告されている (Paull et al., 2015)．さらに，Matsumoto et al. によっ

て，閉鎖系の培養システム内で機械化された操作によって iPS 細胞由来の RPE 細胞（Retinal 

pigment epithelial, 網膜色素上皮細胞）シートが作成され，手操作で行った時と形態的・生物

学的に同様の質を持つ細胞シートが得られたことが報告された (Matsumoto et al., 2019)．他
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にも機械化された培養工程により，ヒト心筋幹細胞の培養も行われている (Kami et al., 2013)．

これらの研究のように，コンタミネーションのリスク・技術者のスキルの差・操作の不安定

性を抑えて大量の細胞を培養するために，細胞培養の機械化が進められている． 

ヒト iPS 細胞の集塊形成は，一章でまとめた通り懸濁培養の代表的な手法の一つとして

取り入れられている．しかし，ヒト iPS 細胞の集塊形成は懸濁環境下でのみ促される現象で

はない．ヒト iPS 細胞の心筋細胞 (Zwi et al., 2009; Pesl et al., 2014)や神経細胞 (Yuan et al., 

2015; Zhang et al., 2013; Sato et al., 2016)などへの分化では，分化誘導過程で細胞集塊が形成

される手法もある．細胞集塊は，サイズによって内部の生物質の拡散が変化する (Sachlos et 

al., 2008)ため，分化誘導効率を高く保つには均一なサイズの細胞集塊を形成する必要がある．

マルチウェルプレート (Zhang et al., 2013)やマイクロパターンプレート (Pesl et al., 2014; Sato 

et al., 2016)内における静置条件下で，各ウェルやディンプルあたりに一定の細胞数が播種す

ると，均一なサイズの細胞集塊の形成が可能となる．これらの培養容器を用いることで細胞

集塊のサイズを均一にすることができるものの，手操作では不安定な培養操作が行われ，細

胞集塊の質の均一性が損なわれると考えられる．そのため，ヒト iPS細胞集塊の培養時にも，

機械を用いた培養操作が必要とされると考えられる．しかし，培養面上に接着した細胞に対

する培養操作は機械化されているものの (Konagaya et al., 2015; Matsumoto et al., 2019; Kami 

et al., 2013)，機械を用いた自動的なヒト iPS細胞集塊の培養は発表されていない． 

本研究では，マルチウェルプレート内で形成されたヒト iPS 細胞集塊を，機械操作によ

って培地交換を行う事で培養した．それによって得られた細胞集塊の投影写真の真円度を，

手操作によって培養して得られた細胞集塊と比較し，細胞集塊の形状の均一性を評価した．
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さらに，機械操作によって異なる流束の培地交換を行う事で，培養操作時に生じる液流の影

響を調べた． 

 

3.2 実験 

3.2.1 細胞株と培養条件 

本研究で用いた 1383D2 株と Tic 株のヒト iPS 細胞は，それぞれ京都大学 iPS 細胞研究

所（CiRA, Center for iPS Cell Research and Application） (Nakagawa et al., 2014)と JCRB細胞バ

ンクのものを用いた．細胞は，ラミニン 511-E8フラグメントでコートされたϕ 100 mm dish

内で，ヒト iPS 細胞用培地（StemFit AK02N medium; Ajinomoto, Tokyo, Japan）を用い，37°C, 

5%CO2 の環境下で未分化維持培養した．培養中，一日おきに培地交換を行いながら 4 日間

の培養を続けた後，80%から 90%のコンフルエントに達するまで細胞が増殖した時に，継代

操作を行った．継代操作は，二章と同様の流れで行った． 

 

3.2.2 細胞集塊培養 

ϕ 100 mm dish 内で培養したヒト iPS 細胞を，継代操作と同様の手順で，単分散化され

た状態で，回収した．回収した細胞の内生細胞数は，全自動セルカウンター（TC20; Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA）を用いてトリパンブルー染色によってカウントした．細胞数測定によっ

て 5.0 × 102 cells/wellの播種細胞数になるよう，細胞を 96ウェルプレート（ultra-low attachment 

V-bottom plate, Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）に播種し，96 h の培養を行った．培養開始

後，初めの 48 h の間 10 μM の ROCK 阻害剤を含む培地 100 μl/well を用いて細胞を培養し

た．その後，培養容器内の培地を，24 h ごとに ROCK 阻害剤を含まない培地を用いて培地
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交換した．培地交換は，ウェル内の培地量の半量を回収し，同じ量の新鮮培地を追加する操

作を，機械操作もしくは手操作で 3回繰り返すことで行った（図 9A）． 

 

3.2.3 細胞集塊形状の定量的解析 

各培養に対して，48個の細胞集塊（𝑛agg = 48）を形状分析に用いた．細胞集塊の形状分

析のための投影画像は，10 倍対物レンズが備えられたイメージング装置（IN Cell Analyzer 

2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）を用いて取得した．画像の撮影は，培地交換前後

（t = 48, 72 h）と培養終了時（t = 96 h）に行った．取得した画像から，画像処理ソフトウェ

ア（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）を用いて集塊面積・真円度を

測定し，集塊の拡大・変形を評価した．集塊の投影面積, a (μm2)と周囲長, l (μm)は，もとの

集塊の画像から，集塊の形状を示すグレースケール画像を手操作で抽出し，その画像から測

定した．真円度, c (-)は，これらの値を用いることで𝑐 =
𝑙2

4π𝑎
の算出式に従って算出した（図

9B）．さらに，培養時間, t (h)の培地交換から経過時間, Δt (h)の間の集塊の変形の大きさは，

t = 48, 72 h における培地交換前の集塊真円度, 𝑐𝑡 (-) と t = 48, 72 h の培地交換の Δt = 0, 24 h

後の集塊真円度, 𝑐𝑡,∆𝑡 (-)を用いて，以下の式に従って測定した． 

𝜂𝑡,∆𝑡 =  
𝑐𝑡,∆𝑡 

𝑐𝑡
 

機械操作により培地交換を行った時の t = 48 h, ∆𝑡 = 0 h における 1383D2 株の細胞集塊

の変形𝜂48,0の値を用いて，丸い集塊の変形の大きさ, 𝜂𝑡,∆𝑡 (-)の平均値, 𝜂0 (-)と標準誤差, 𝜎 

(-)が算出した．この値を用いて，変形の大きさが異なる細胞集塊を，変形していない細胞集

塊（𝜂𝑡,∆𝑡 < 𝜂0 + 10σ）・少し変形した細胞集塊（𝜂0 + 10σ ≤ 𝜂𝑡,∆𝑡 < 𝜂0 + 20σ）・大きく変形し

た細胞集塊（𝜂0 + 20σ ≤ 𝜂𝑡,∆𝑡）の 3つに分類した．それぞれの細胞集塊の頻度, 𝑓𝑁 (-), 𝑓𝐿 (-), 
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𝑓𝐻 (-)を算出して，細胞株・培地交換操作・培地交換時間・培地交換後の経過時間ごとに比

較した． 

 

3.2.4 機械を用いた培地交換操作 

機械を用いた培地交換操作を，図 10A（Micronix, Kyoto, Japan）に示した装置を用いて行

った．この装置は，クリーンベンチ内部に設置され，プレート設置部・蓋の取り外しユニッ

ト・ディスペンサー・使用済み培地と新鮮培地用の容器設置部で構成されている．ディスペ

ンサーには，96 個のマイクロピペットが取り付けられており，培地の吐出吸引速度が調整

できるようになっている．マイクロピペットの先端部は，ウェル中心から 1.5 mm，ウェル

底から 3.0 mm の位置から培地吸引吐出が開始されるように，位置調整している（図 10B）．

使用したマイクロピペット(CyBio○R  SELMA 96/250 μl; Analytik Jena, Jena, Germany)の内径は

図 9 96ウェルプレート内における細胞集塊培養の実験の流れ．（A）集塊培養プロセス．

（B）細胞集塊の画像処理． 
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0.4 mm になっている．また，培地交換時は低流束（1.0 × 100 mm/s）・中流束（5.0 × 101 mm/s）・

高流束（1.0 × 102 mm/s）で行われるように調整している． 

 

図 10 96ウェルマルチウェルプレート内でのヒト iPS細胞集塊培養の機械による培地交

換．（A）培地交換装置．（B）96ウェルマルチウェルプレートの各ウェル内でのマイクロ

ピペットの挿入位置． 
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3.2.5 Time-lapse観察 

各培養条件の細胞集塊（𝑛agg ≥ 48）に対して，タイムラプス顕微鏡（Biostudio imaging 

system, Nikon, Tokyo, Japan）を用いてタイムラプス観察を行った．画像は 4倍対物レンズを

用いて 5分間隔で取得した． 

 

3.2.6凍結切片の作成と染色 

三次元静置培養で得られた細胞集塊を回収し，二章で行った時と同様の手法によって凍

結切片を作成した．その後，切片を 4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液で 10 min処理

し固定化した．PBS を用いてサンプルを洗浄した後，非イオン系界面活性剤である Triton X-

100 を 0.5%の濃度で PBS に希釈した溶液で 5 min 処理し，生体膜を可溶化した．さらに，

10%のブロックエースと Tween○R 20 をミリ Q 水で希釈した溶液を用いて再度サンプルを洗

浄した後，10%のブロックエースを含む PBS で処理することでブロッキングした．切片は，

10%のブロックエースを含む PBS 中にコラーゲンＩに対する一次抗体（Abcam, Cambridge, 

MA, UK）で 4°C の環境下で一晩処理した．処理後のサンプルを，TBS で洗浄した後，10%

のブロックエースを含む PBS 中に希釈した Alexa Fluor 594 標識二次抗体（Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）により 60 分処理した．さらに，サンプルの洗浄を経た後，

DAPIで 20分間処理して核染色した．染色後のサンプルを，PBS を用いて洗浄し，共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて観察し，コラーゲンＩの局在性を示す画像を取得した． 
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3.2.7 再現性 

各培養条件に対して少なくとも 2回の実験を行った．集塊真円度, c (-)と投影面積, a (μm2)

は，48 個の細胞集塊から得られるデータを用いて，平均値±標準誤差（SE）の値を示して

いる．集塊真円度, c (-)と投影面積, a (μm2)の変化を評価するためにステューデント t 検定を

行い P < 0.01の場合に有意差が見られたものとしている．さらに，𝜂𝑡,∆𝑡の有意差も同様にし

て示した． 

 

3.3 結果 

3.3.1 手操作もしくは機械操作による培地交換を行った際の集塊形状 

ヒト iPS 細胞集塊を，培養 t = 48, 72 h に機械操作もしくは手操作による培地交換を行い

ながら，96 hの間培養した．培養中の集塊の大きさと形状を，それぞれ，撮影された集塊画

像から投影面積, a (μm2)と真円度, c (-)を測定することで評価した．機械操作によって培地交

換が行われる時，流束は 1.0 × 100 mm/s に設定している．手操作による培地交換操作を行っ

た時の 1383D2株の細胞集塊は，t = 48 h に丸く（図 11a），a (μm2)と c (-)の値の分布は狭か

った（図 11A）．この時，a (μm2)と c (-)の平均値は，それぞれ𝑎̅ = (5.39 ± 0.08) × 104 μm2 と 

𝑐̅ = 1.05 ± 0.00であった．その後，t = 96 h には𝑎̅ = (1.95 ± 0.03) × 105 μm2 と 𝑐̅ = 1.03 ±

0.00となり，培養時間の経過に伴い a (μm2)の値が増加し分布も広がったが，c (-)の値には変

化が見られず，分布も狭いままであった（図 11A）．これらの値の変化から，1383D2 株の細

胞集塊は形状を保ったまま大きくなったことが示された（図 11b）．機械操作による培地交

換が行われた際にも，同様の傾向が見られ，細胞集塊は形状を保ったまま拡大した（t = 48 h
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の時に𝑎̅ = (5.44 ± 0.08) × 104 μm2, 𝑐̅ = 1.06 ± 0.01，t = 96 hの時に𝑎̅ = (2.07 ± 0.03) × 105 

μm2,  𝑐̅ = 1.04 ± 0.00）（図 11c-d）． 

一方で Tic株の細胞集塊の場合，手操作で培地交換して t = 48 hに得られた細胞集塊は，

1383D2 株の場合と同様に，丸く（図 11e），投影面積, a (μm2)と真円度, c (-)の値は，𝑎̅ =

(5.05 ± 0.07) × 104 μm2 と 𝑐̅ = 1.06 ± 0.00であった（図 11C）．しかし，その後 t = 96 h で

𝑎̅ = (1.14 ± 0.01) × 105 μm2, 𝑐̅ = 1.28 ± 0.02の値になり，a (μm2)の値は狭い分散のまま増加

したが，c (-)の値は広い分散を伴った増加が見られた．これらの値の変化から，丸かった Tic

株の細胞集塊は，集塊が拡大する間，変形したことが示された．さらに t = 96 h に，幾つか

の Tic株の細胞集塊は丸いままであったものの（図 11g），中には表面に突出した部分を持つ

細胞集塊が見られた（図 11f）．それに対して，培地交換を機械操作で行った場合には，僅か

に変形した細胞集塊は見られたものの（図 11h），t = 96 h に得られた集塊の真円度, c (-)の分

布は狭くなり（図 11D），集塊の形状はより均一に丸かった（図 11i）．これらの結果から，

機械操作によって高い安定性を持った培地交換操作が行われ，集塊の形状が均一になったこ

とが示された． 

 

3.3.2 液流の集塊形状への影響 

培地交換時の液流の影響を調べるため，機械操作による培地交換を低流束（1.0 × 100 

mm/s）・中流束（5.0×101 mm/s）・高流束（1.0×102 mm/s）に設定して行い集塊の画像を比較

した．1383D2株の細胞集塊は流束によらず丸かったが，Tic株の細胞集塊は流束に応じて形

状が異なった．低流束の操作を行った時の Tic 株の細胞集塊は，1383D2 株と比較すると，

丸くなかった．しかし，中流束・高流束の場合と比較すると，低流束の培養を行った細胞集
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塊の方が丸かった．また，流束によらず Tic 株の細胞集塊は 1383D2 株より小さかった．さ

らに，低流束・中流束で操作を行って得られた集塊の，t = 48, 72 h の培地交換前後と培養終

了時（t = 96 h）における投影面積, a (μm2)と真円度, c (-)を測定して比較した．1383D2株の

集塊の培養では，低流束・中流束どちらの場合であっても（図 13A-B），t = 48, 72 h におけ

る培地交換前後で丸い集塊は変形せず（𝑐 ≅ 1），t = 96 h における集塊の形状は均一であっ

た．このことから，1383D2 株の細胞集塊に対して培地交換の影響は生じなかったことが示

された．Tic株の場合では，低流束で培地交換を行った時，t = 48, 72 h に行った培地交換前

図 11 手操作（A, C）・機械操作（B, D）によって培地交換を行い培養した 1383D2 株（A, 

B）と Tic株（C, D）の細胞集塊の形状と大きさ．（A-D）投影面積と真円度の分布． （a-

i）各条件における集塊画像． グラフ中の矢印は画像で示された特定の細胞集塊のデー

タを示す．黒丸記号と赤丸記号は，それぞれ t = 48 と t = 96 h におけるデータを示す．ス

ケールバー：200 μm 
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後で集塊形状は変化しなかったが，t = 96 h でより高く広く分布した c (-)の値を持つ変形し

た集塊が見られた（図 13C）．そのため，t = 72 hの培地交換後のゆっくりとした変形が生じ

ていることが示唆されている．さらに，中流束での培地交換では，t = 96 h の時に高い c (-)

図 13 1383D2株と Tic株の集塊培養時に，機械操作の培地交換における液流の集塊形状

への影響．低流束（A, C）と中流束（B, D）における 1383D2株（A, B）と Tic 株（C, D）

の集塊形状．丸記号及び三角記号は，それぞれ，t = 48（黒）, 72（青）, 96 h（赤）にお

ける培地交換前のデータと培地交換後のデータを示す． 

図 12 機械操作によって低流束・中流束・高流束の培地交換を行って培養した 1383D2

株と Tic株の細胞集塊の明視野画像． スケールバー：200 μm 
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の値を持っており低流束時よりも顕著な変形が見られた（図 13D）．このように Tic 株の細

胞集塊の変形には、培地交換直後では見られなかったものの、その後、時間を置いた時に見

られる遅発性の特徴があることが示唆された．ここで見られた液流を受けた集塊の挙動を調

べるため，代表的な細胞集塊のタイムラプス画像を作成した．1383D2 株の細胞集塊の場合

は，中流束で培地交換を行った条件において，僅かに形状の変化が見られた．しかし，ほと

んどの細胞集塊では流束に依らず，丸いままであった（図 14）．Tic 株の細胞集塊の場合は，

t = 64 h までは流束に依らず 1383D2 株と同様の挙動が見られたが，中流束時には次第に細

胞集塊表面が変形し出し，t = 80 hからは集塊表面に突出した箇所が生じ始めた．（図 15） 

変形しなかった集塊（𝑓𝑁）・少し変形した集塊（𝑓𝐿）・大きく変形した集塊（𝑓𝐻）に分類

し比率を比較することで，各細胞集塊の変形の推移を評価した．それによって，即時に変形

した集塊と徐々に変形した集塊を区別した．1383D2 株の集塊では，低流束・中流束どちら

の場合であっても，t = 48, 72 h の培地交換後の Δt = 0, 24 h に，わずかな比率の細胞集塊が

変形したものの（𝑓𝐿），ほとんどの細胞集塊が変形しなかった（𝑓𝑁 ≅ 1.0）（図 16A, B）．その

ため，1383D2株の細胞集塊では，培地交換操作による直後の影響（Δt = 0 h）も遅発的な影

響（Δt = 24 h）も生じなかった．低流束の操作によって Tic株の細胞集塊を培養した時（図

16C），t = 48 hに行った直後に（Δt = 0 h）少し変形した集塊が生じることで𝑓𝑁 = 0.69となり，

培地交換操作による即時的な影響が見られた．しかし，24 h の静置状態を経た後（Δt = 24 h）

変形した細胞集塊は見られなくなり，ほとんどの細胞集塊が変形していない細胞集塊で占め

られていた（𝑓𝑁 = 0.98）．t = 72 h での培地交換直後では（Δt = 0 h）ほとんどの細胞集塊が変

形していなかったが（𝑓𝑁 = 0.96），その後 24 hを経ると（Δt = 24 h），集塊の形状が変化し，

変形しなかった細胞集塊の比率が𝑓𝑁 = 0.29まで減少した．この比率の変化から，t = 72 h か
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ら t = 96 h までの間に培地交換操作による遅発的な影響が生じたことが示された．中流束の

場合（図 16D），t = 48 h の培地交換による即時的に変形した細胞集塊の比率（Δt = 0 h）は，

𝑓𝐿 = 0.02と𝑓𝐻 = 0.04であったが，その後それぞれ𝑓𝐿 = 0.25と𝑓𝐻 = 0.27にまで増加した（Δt = 

24 h）．さらに，t = 72 h に行った 2度目の培地交換操作では，遅発的な変形が見られた細胞

集塊の比率は𝑓𝐿 = 0.10と𝑓𝐻 = 0.81まで至った．これらの結果から，中流束の液流には Tic株

図 14 機械操作による低流束・中流束の培地交換を行って培養した 1383D2 株の細胞集

塊のタイムラプス観察の画像． スケールバー：200 μm 

図 15 機械操作による低流束・中流束の培地交換を行って培養した Tic 株の細胞集塊の

タイムラプス観察の画像．矢印は細胞集塊の表面が突出した部分を示す．スケールバー：

200 μm 

 



42 

 

の細胞集塊の変形に対して即時的な影響と遅発的な影響があり，低流束時より強い影響があ

ることが示された．特に，大きく変形した細胞集塊は，培地交換直後には生じなかったもの

の，Δt = 24 hにおいて遅発的に見られるものが多かった．そのため，細胞集塊の変形は主に

遅発的に生じたことが明らかになった． 

 

3.3.3 細胞集塊内部のコラーゲン I 形成 

t = 96 h における細胞集塊の凍結切片に対し免疫抗体染色によって，コラーゲンＩの分

布を観察し，集塊内部の ECM の局在性を調べた．1383D2株の細胞集塊中では，集塊表面付

近に局在したバンド状のコラーゲンＩが見られた（図 17A）．それに対して，Tic 株細胞集塊

ではコラーゲンＩの局在性が低くなっていた（図 17B）． 

図 16 即時的，及び，遅発的な集塊形状の変化．低流束（A, C）と中流束（B, D）での

1383D2株（A, B）と Tic株（C, D）の変形した細胞集塊の頻度．棒グラフの白と斜線と

黒の部分は，それぞれ変形していない集塊 (𝑓𝑁), 少し変形した集塊 (𝑓𝐿), 大きく変形した

集塊 (𝑓𝐻)の比率を示す． 
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3.4 考察 

手操作で行うピペットを用いた培地交換操作は，各細胞集塊に対する操作の変動が生じ

やすく，機械操作よりも培地の添加と回収時の流束の正確性が低下した．この影響によって，

異なる集塊形状が見られた．Neto et al. の報告では，デジタルシリンジを用いることによっ

て，液回収の正確性が向上している (Neto et al., 2018)．また，マイクロ流体チャネル中で，

設定した液流より過剰に強い液流が生じた場合には，細胞剥離する様子が見られている 

(Zhou et al., 2011)．大スケールの幹細胞培養では，これらのような摂動の細胞への影響を把

握することが求められる (Kinney et al., 2011)．培養操作を機械化すると，流束の摂動を最小

限にし，均一な形状の集塊が形成される．本章の実験では，手操作での培地の吐出吸引操作

の不安定性により，1383D2 株では見られなかった細胞集塊の形状の不均一性が，Tic株の細

胞集塊では見られた（図 11C-D）．この不均一性は培地交換操作を機械化することで改善さ

れた（図 13C-D）．これらの結果から，Tic 株の細胞集塊は，1383D2 株の細胞集塊より液流

の影響を受けやすいことが示される．また，流束の摂動によって細胞集塊の形状の不均一性

図 17 1383D2株（A）と Tic 株（B）細胞集塊のコラーゲンＩ（赤）と核（青）の蛍光染

色画像．スケールバー：50 μm 
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が生じることも示される．Koike et al. の報告では，異なる細胞数や手法によって ES 細胞の

集塊が形成された実験が行われ，これらの集塊形状の違いに応じて分化の傾向が異なる様子

が観察された (Koike et al., 2007)．そのため，培養操作で生じる液流を制御することによっ

て分化の効率性の改善が可能となることが示唆された． 

本章で得られた実験結果に基づいて図 18にまとめたように，ECM 形成に応じて異なる

一時的な液流による細胞集塊の変形への影響が生じたと考えられる．Sachlos et al. によると，

ES 細胞で形成された細胞集塊では，数日間の培養を経て ECM が蓄積し集塊を覆うことで，

生物質の拡散を妨げるシェル構造が形成される (Sachlos et al., 2008)．本章の観察結果でも，

1383D2 株の細胞集塊において，集塊側面部へのコラーゲンＩの局在性が見られており（図

17A），ECM のシェル構造が形成されたことが示唆された．Xie et al. によると，着床前胚を

覆う ECM である zona pellucida が形成されることで，高浸透圧条件化でアポトーシスを引

き起こす致死率を向上させるシェアストレスの影響を和らげられることが報告されている 

(Xie et al., 2006)．そのため，1383D2株で見られた集塊を覆う ECM 構造によっても液流によ

る影響が妨げられ，機械操作による培地交換の流束に依らず，集塊の均一な形状が保たれた

と考えられる（図 13A-B）．それに対して，Tic株の細胞集塊では，集塊側面部に見られたコ

ラーゲンＩの局在性が低かった（図 17B）．Tic株の細胞集塊は高い流束の液流を受けること

で崩れやすかった点から，集塊を守る ECM が無かった場合に集塊は液流に対してより脆い

構造になっており，集塊形状の株間の違いは液流による影響によって生じたと考えられる

（図 13C-D）．集塊内部の各細胞は細胞－細胞間接着でつなぎ合わされている (Saias et al., 

2015; Katsamba et al., 2009)．ほとんどの細胞集塊の形状は，Tic株の場合であっても培地交

換によって即時的に変形しておらず（Δt = 0 h）（図 16D），細胞間接着は剥離しなかった．細
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胞集塊の変形は，ECM の崩壊によって細胞が集塊外側に遊走することによって生じたため

に，遅発的な現象になったと考えられる（Δt = 24 h）（図 15, 16D）．このような遅発的な細胞

集塊の形状変化は他の研究でも見られている．外肺葉外植片が平行版で圧迫された時，変形

後即座に形状は戻らず，時間をかけて元の形になる (Schötz et al., 2013)．マイクロピペット

で吸引された際にも，細胞集塊はゆっくりと変形していく (Guevorkian et al., 2011)．大スケ

ールでの培養に最適な培養操作を行うためには，これらの研究のような細胞集塊内部の

ECM・細胞間接着・個々の細胞の変化の関係を明らかにすることが必要とされる． 

 

図 18 ヒト iPS 細胞集塊が培地交換による一時的な液流を受けた後に生じる遅発的な変

形のメカニズムの概念図． 
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3.5 小括 

本章における実験によって，手操作と比較して，機械操作で培地交換を行う事で細胞

集塊の変形を抑えることができた．また、培地交換操作の影響で Tic株細胞集塊の遅発的

な変形が引き起こされ，このような変形は低流束で操作することで防がれることが示され

た．そのため，機械操作を導入した低流束の培養操作を行う事で均一な形状の細胞集塊を

得られる． 
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第四章 結言 

ヒト iPS 細胞は，細胞治療やドラッグスクリーニングなどに利用可能であり幅広く活用

できるポテンシャルがある．ヒト iPS 細胞の一般的な普及のためには，特徴が異なるヒト iPS

細胞に対しても，効率良く安定した細胞増幅が行われることが求められる．ヒト iPS 細胞は

細胞－細胞間接着・細胞－基質間接着が形成されることによって促されるシグナルを介して，

細胞の生存・増殖が維持されるため，これらの接着の制御が必要とされる． 

本研究から，異なる細胞株によって形成された細胞集塊ごとに，液流に対する安定性が

異なった．液流に対する安定性は，細胞集塊表面を覆う ECM 形成によって左右されること

が示唆された．細胞集塊が液流を受けると集塊表面の ECM が崩れる．集塊を覆う ECM が

薄い場合，ECM が崩れた部分から細胞が集塊外に遊走する．それによって，細胞集塊全体

の形状が遅発的に変形する．懸濁環境下では，これらの過程を経て，液流による物理的刺激・

ECM の崩壊・遊走の影響を受けることで，細胞の接着は不安定になり，増殖が低下したも

のと考えられる（図 19）．以上のような集塊を構成する細胞状態の変化によって、時間依存

的に増殖速度が変化することが示唆された． 

細胞集塊が液流を受けた時，以上のメカニズムによって細胞の増殖効率が損なわれると

考えられるため，ECM 形成・細胞接着・細胞遊走の 3 つの要素がバランスを保って制御さ

れることが必要とされることが示唆された． 
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図 19 液流を受けたヒト iPS 細胞が，遅発的に変形し増殖を損なうメカニズムの概念図． 
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変数一覧 

細胞集塊数 𝑛agg [aggregates] 

培養時間 t [h] 

細胞集塊の投影面積 a [μm2] 

細胞集塊の周囲長 l [μm] 

細胞集塊の真円度 c [-] 

培地交換からの経過時間 ∆𝑡 [h] 

培養時間, t (h)における細胞集塊の真円度 𝑐𝑡 [-] 

培養時間, t (h)から∆𝑡 (h)経過した時の細胞集塊の真円度 𝑐𝑡,∆𝑡  [-] 

培養時間, t (h)から∆𝑡 (h)経過する間の細胞集塊の変形の大きさ 𝜂𝑡,∆𝑡  [-] 

𝜂𝑡,∆𝑡 の平均 𝜂0  [-] 

𝜂𝑡,∆𝑡 の標準誤差 𝜎 [-] 

培地交換後に変形していない細胞集塊の頻度 𝑓N [-] 

培地交換後に少し変形した細胞集塊の頻度 𝑓L [-] 

培地交換後に大きく変形した細胞集塊の頻度 𝑓H [-] 

培地交換時間, t (h)における細胞濃度 𝑋𝑡 [cells/ml] 

見かけの比増殖速度 𝜇app [h-1] 
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略語一覧 

Induced pluripotent stem cell, 人工多能性幹細胞 iPS 細胞 

Embryonic stem cell, 胚性幹細胞 ES 細胞 

Epiblast stem cell, エピブラスト幹細胞 EpiSC  

T cell receptor, T細胞受容体 TCR  

Chimeric antigen receptor, キメラ抗原受容体 CAR  

Good manufacturing practice, 医薬品適正製造基準 GMP  

Major histocompatibility complex, 主要組織適合遺伝子複合体 MHC  

Natural killer cells, ナチュラルキラー細胞 NK細胞  

Human leukocyte antigen, ヒト白血球抗原 HLA  

Rotating wall vessel, 回転培養装置 RWV  

Extracellular matrix, 細胞外マトリックス ECM  

Focal adhesion kinase FAK  

Retinal pigment epithelial, 網膜色素上皮細胞 RPE  

Ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四酢酸 EDTA  

Phosphate buffered salts,リン酸緩衝生理食塩水 PBS  

Rho-associated protein kinase, Rho キナーゼ ROCK  

Tris-buffered saline, トリス緩衝生理食塩水 TBS  

4',6-diamidino-2-phenylindole DAPI  
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