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第 1章 緒論 

 

1.1 緒言 

生体外における動物細胞培養に関する研究の歴史は古く，20世紀初めに R. G. Harrison 博

士がカエルの脊索から採取した細胞を培養し始めたことに端を発する (Harrison, 1907)．そ

の後 20 世紀においては培養技術の開発 (培養液，培養器材，培養環境の開発) が飛躍的に

進歩し，多種多様な細胞，組織の培養が可能になった．細胞培養技術は，生命現象の解明の

みならず，それを利用した病態解明 (Egawa, et al., 2012)，治療法開発 (Adachi, et al., 2018)，

移植材料開発 (Nishiguchi, et al., 2015; Li, et al., 2017)，毒性評価 (Aikawa, et al., 2014)，細胞・

組織製品生産 (Sharma, et al., 2011) といった広範な分野に用いられており，基礎学問の発展

は勿論の事，医学，工学，薬学分野を中心として多くの研究開発を支え続けてきた経緯があ

る (Ravi, et al., 2015)．近年ではバイオテクノロジーの急速な発展に伴い，ヒト胚性幹細胞 

(ES 細胞) (James, et al., 1998) やヒト人工多能性幹細胞 (iPS 細胞) (Takahashi, et al., 2007)，そ

してそれらに由来する分化細胞といった多種多様なヒト細胞が出現した．これらのヒト細胞

は基礎生物学研究のみならず再生医療，創薬・疾患研究といった応用研究にも多く用いられ

ており，今後も科学技術の発展に伴い，様々な分野におけるヒト細胞培養の利用拡大が予想

される (Mason, et al., 2011; Inoue, et al., 2014)．一方で，ヒト細胞の培養は種々の内的，外的

因子によって変動しやすいという性質を有しており，この変動については全容解明に至って

いないのが現状である．したがって，上述した基礎・応用研究を更に発展させていくために

は，当該課題を念頭に置き，細胞，培地，基質，培養手法，培養操作，培養工程をはじめと

する種々の因子の特性理解やその制御方法の構築まで含めた「培養技術の開発」を行ってい

くことが，今後も強く求められ続けると考えられる (Kino-oka, et al., 2019; Kim and Kino-oka, 

2020)． 

その点，我々培養工学を修める者の役割の 1つは，現在の培養技術をさらに発展させてい

くための，理論的に体系化された方法論や考え方を示すことにあると考えられる．本研究は

そのような考えの下，「ヒト細胞集塊培養における回転浮遊培養の特性とその意義」という
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主題に対して，工学的観点から新たな解釈を与えることを目的として行われたものである． 

 

1.2 ヒト細胞の培養技術 

ヒト細胞培養の主たる目的は，生体内から取り出した細胞の生命維持，増殖，分化を生体

外において行う事にある．その目的達成にあたって，細胞の能力を最大限に引き出すための

ツールとしてこれまで多種多様なバイオリアクターシステムの開発がなされてきた．一般に

バイオリアクターは「綿密に監視された環境条件および厳密に制御された操作条件の下，生

物学的および生化学的プロセスが発生するデバイス」と定義され (Martin, et al., 2004)，微生

物培養用のバイオリアクターシステムの開発が始まりと言われている (Lee, 1986)．その後

培養対象は植物細胞や動物細胞，ヒト細胞など多岐にわたるようになり，現在では培養対象

や目的に応じて多種多様なバイオリアクターシステムの開発がなされている (Glacken, et al., 

1983; Abdullah, et al., 2005)． 

本研究で対象としているヒト細胞の場合は，培養対象は大きく足場依存性細胞と足場非依

存性細胞に分類され，血球系細胞のような一部の足場非依存性細胞を除いて，多くの細胞が

足場依存性細胞に分類される．足場依存性細胞は基本的に培養面に吸着した細胞外マトリッ

クスと呼ばれる一連のタンパク質群に対してインテグリン受容体を介して接着する 

(Bershadsky et al., 2003)．また，細胞が複数存在する場合は，細胞同士がカドヘリンやギャッ

プ結合構成タンパク質，密着結合構成タンパク質をはじめとする各種タンパク質を介した細

胞-細胞間接着を形成する (Takeuchi, 1988; Vannia, 2002; Roy and Verx, 2008)．細胞はこれらの

接着を形成することで生存シグナルをはじめとする様々なシグナルがはたらき，細胞として

の生命活動 (生命維持，増殖，分化) を行うことができるようになる (Kennis, et al., 1997; 

Miyamoto, et al., 1998)．また，これらの生命活動は，細胞が培地中に含まれる酸素，栄養分，

イオン類をはじめとする各種調節因子，レセプターをターゲットとする因子 (サイトカイン

類，ホルモン) を利用することによってなされるものでもある (Yao and Asayama, 2017)．し

たがってヒト細胞培養用のバイオリアクターシステムは，細胞が生命活動を行うための場を

提供する重要なツールであり，これらの細胞の特徴を理解した上での設計が求められる．現
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在汎用される細胞培養用ディッシュ・フラスコはこれらの細胞を培養するために開発された

最も基本的なバイオリアクターシステムであり，細胞の管理や取り扱いが容易であるといっ

た観点から基礎研究に多く用いられてきた (Ince, et al., 1985)．他にも，多層型培養用フラス

コやローラーボトル型培養容器 (Fayaz, et al., 1997; Berson and Friederichs, 2008)，ホローファ

イバー型培養容器，マイクロキャリア型式培養容器といったバイオリアクターシステムも存

在し，これらは培養面積を拡大することによってより効率的に有用物質生産や細胞生産を行

うことを目的として設計，利用されてきた． 

また，足場依存性細胞は，上述した細胞-基質間接着や細胞-細胞間接着を組み合わせるこ

とにより，立体構造を有する細胞集塊を形成することも知られている．細胞集塊の形成方法

としては，細胞同士が自然に凝集して細胞集塊が形成するパターン (Nath, et al., 2017; Kato, 

et al., 2018; Kim, et al., 2019) や，足場を用意して細胞を播種し，細胞集塊を形成させるパタ

ーン (Li, et al., 2017; Badekila, et al., 2020)，さらに単層培養で形成させた細胞シートを多層

にわたって重ね合わせることによって細胞集塊を形成させるパターン (Kobayashi and Okano, 

2010; Ngo, et al., 2013) といったものが存在する．これらの細胞集塊を培養するために，単層

培養用のバイオリアクターシステムだけでなく，非接着性のディッシュやフラスコ，浮遊攪

拌型培養槽 (Sucosky, et al., 2003) や灌流型バイオリアクターシステム (Langer and Vacanti, 

1993; Butler, et al., 2000)，バッグ培養システム (Otsuji, et al., 2014)，回転浮遊培養システム 

(Unsworth and Lelkers, 1998; Hammond, T.G. and Hammond, M., 2001) といったバイオリアクタ

ーシステムも開発されてきた．これらのバイオリアクターシステムは，単層培養用バイオリ

アクターシステムで課題となりうる省スペース化の難しさや，細胞集塊への物質供給律速を

解消するために設計されたものがほとんどである． 

以上述べてきたように，ヒト細胞の培養技術は，平面をベースとした接着培養技術の開発

に始まり，その後立体をベースとする接着または浮遊培養技術の開発も進んできた．このよ

うな流れから近年では立体をベースとした接着または浮遊培養用の様々なバイオリアクタ

ーシステムが盛んに開発されている．一方，これらの中には，バイオリアクターシステムの

本来の定義に基づいた「綿密に監視された環境条件および厳密に制御された操作条件の下，
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生物学的および生化学的プロセスが発生する」ような考えの下，設計されていないものも数

多く含まれている．特に立体構造を有する細胞集塊の培養では，平面をベースとする接着培

養と比較してそもそもの生物学的現象を把握することの難しさがあり，当該問題の要因の 1

つとなっていると考えられる．したがって，これらのバイオリアクターシステムを有効に活

用していくためには，培養の特性を工学的観点から深く理解しておくことが極めて重要であ

ると考えられる． 

 

1.3 ヒト細胞集塊の浮遊培養 

前節で述べたような背景から，本研究ではヒト細胞集塊の浮遊培養を研究対象とすること

とした．ヒト細胞集塊の浮遊培養とは，支持体がある状態またはない状態のいずれかにおい

て，立体構造を有する細胞集塊を形成させ，培地中で浮遊させながら立体的に細胞の生命維

持，増幅，分化を行うことである (Baraniak, et al., 2012; Knight and Przyborski, 2015)．ヒト細

胞集塊の浮遊培養では，通常の平面培養と比較して細胞の核の形態や骨格形成の仕方に大き

な違いが見られ，それに続く遺伝子発現やタンパク質形成にも影響を及ぼすことが知られて

いる (Thomas, et al., 2002; Vergani, et al., 2004)．また，平面培養では細胞集塊の浮遊培養と比

較して隣接する細胞との相互作用にも限りがあることが指摘されており，これも細胞の増幅

や分化の機構に影響を及ぼすと考えられている (Cukierman, et al., 2002)．その点，平面培養

と比較すると細胞集塊の浮遊培養の方が生体内の 3次元的な形態，構造を模倣しているとい

った利点 (Santini and Rainaldi, 1999; Massa, et al., 2017, Roh, et al., 2019) や，細胞の増幅，分

化をより効率よく行うことができるといった利点 (Matsuura, et al., 2012) を有することから，

当該培養の有用性が認識されている． 

ヒト細胞集塊の浮遊培養において細胞の表現型に影響を与える因子は様々であるが，単一

の細胞集塊培養では細胞集塊周りの境界条件や細胞集塊の浮遊状態といった要素が細胞の

表現型に影響を与える因子として考えられている (Hammond, T.G. and Hammond, J.M., 2001; 

Martin, et al., 2004; Selden and Fuller, 2018) (Fig 1.1)．細胞集塊周りの境界条件としては培地成

分の濃度勾配や，細胞集塊にはたらく剪断ストレスといったものが挙げられ，前者は細胞集
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塊への物質移動に関わり(Sutherland, et al., 1986; Martin, et al., 1999; Ishaug, et al., 1997)，後者

は細胞集塊表面の細胞に対する力学的負荷の付与による細胞障害または細胞特性の変化に

関わっている (Kato, et al., 2018; Kato, et al., 2019)．細胞集塊の浮遊状態に関しては細胞集塊

が沈降状態であるか浮遊状態であるかによって細胞集塊そのものにはたらく力，特に重力の

分散が起こり，直接的または間接的に細胞の表現型に影響を与える可能性がある (Koaykul, 

et al., 2019)．複数細胞集塊群の場合は隣接する細胞集塊間同士の合一や衝突といった現象が

起こり，結果として細胞の表現型に影響を及ぼす (Stephen, et al., 2004) (Fig. 1.1)．これらの

要素は浮遊培養の手法によって異なるため，当該培養手法においてどのような要素が細胞特

性に影響を及ぼしうるのかを理解しておくことが重要となる． 

 

 

Fig. 1.1 The possible factors which affect the characteristics of cell aggregates in suspension culture 
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1.4 ヒト細胞集塊の浮遊培養手法 

ヒト細胞集塊の浮遊培養の手法は，細胞集塊の浮遊状態を如何にして保つかという観点か

ら，代表的なものとして浮遊静置培養，浮遊懸濁培養，そして回転浮遊培養の 3つに分類さ

れる (Fig. 1.2)． 

 

 

Fig. 1.2 Representative culture methods of human cell aggregates in suspension. 

 

浮遊静置培養は培地中で細胞集塊が静止した状態で浮遊を維持するものであり，具体的には

非接着性の培養プレート (Kato, et al., 2018; Kim, et al., 2019) や，ゲランガムのような粘性を

高める物質を添加した培地にて浮遊を維持するバッグ培養システム (Otsuji, et al., 2014) と

いったものが挙げられる．この培養手法は培地流動を伴わないため細胞集塊に対する剪断ス

トレスや隣接する細胞集塊との相互作用の影響を抑えることができる．一方で，細胞集塊周

りでは酸素・栄養分の消費と老廃物の蓄積により培地成分の濃度分布が不均一となり，細胞

集塊に対する物質移動が効率よく行えないという欠点もある．その点浮遊懸濁培養や回転浮
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遊培養は培地流動を伴うため細胞集塊周りの培地成分の不均一性は解消される．浮遊懸濁培

養は培地を混合することにより流れを発生させて細胞集塊の浮遊状態を維持する培養手法

であり，浮遊攪拌培養槽に代表される様々な培養システムが開発されている (Amit, et al., 

2011; Matsuura, et al., 2012; Olmer, et al., 2013)．均一系として扱えるためスケールアップが容

易であるという利点を有するが，培地流動によって発生する乱流または遷移流から細胞に剪

断ストレスがはたらくため，細胞障害が発生するという欠点もある．回転浮遊培養も同じく

液流動を駆動力として細胞集塊の浮遊を保つ培養手法であるが，浮遊懸濁培養とは概念的に

異なり，細胞集塊の重力沈降と釣り合わせるような最低限の培地流動を与えることにより細

胞集塊の浮遊状態を維持する．回転浮遊培養は浮遊懸濁培養と比較して細胞集塊に対する剪

断ストレスを抑えることができるため，細胞集塊への負荷が少ない培養方法として認識され

ている．その点，回転浮遊培養は低剪断ストレスかつ効率的な物質移動が可能という他の培

養手法にはない利点を有するが，浮遊懸濁培養と比較すると不均一系となるためスケールア

ップの容易性は劣る． 

以上のように，いずれも如何にして細胞集塊の浮遊状態を維持するかという考えの下考案

されたものであるが，その中で回転浮遊培養の特性は他の 2つの培養手法とは，細胞集塊に

対する培地流れの与え方の観点から概念的に区別される．一方，回転浮遊培養の持つ培養特

性の本質的な意味やその工学的意義については，実は未だ不明な点が多く，当該培養で起こ

る生物学的現象現象のメカニズムや，当該特性の利用方法も明らかではないのが現状である．

このような背景から，本研究では回転浮遊培養の概念に着目し，培養におけるこの本質的な

意味と工学的意義について明らかにすることとした． 

 

1.5 回転浮遊培養の歴史と原理 

回転浮遊培養は，歴史的には 1970 年代にアメリカ航空宇宙局 (National Aeronautics and 

Space Administration (NASA)) が，宇宙空間における基礎生物学研究やそれを元にした病態・

疾患研究を地球上で行うため，地球上で細胞集塊の微小重力状態，すなわち宇宙空間と同じ

ように細胞集塊に重力がはたらかない状態を作り出すことを目的として開発した培養シス
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テムと言われている (NASA, 2002)．当時は宇宙航空産業の黎明期であり，基礎学問の発展

は勿論の事，実際に宇宙空間で業務に従事する者の健康や安全を守るため，宇宙空間におけ

る生物学研究が行われ始めた時期というのも背景にあると考えられる．一方で，地上で培養

を行う以上細胞集塊には重力がはたらくため，この微小重力状態という考え方が正しいかど

うかについて長年議論が繰り広げられてきた．その結果，現在では後述する原理のように，

「細胞集塊の重力沈降と釣り合わせるような培地流れを与え続ける培養手法」という考え方

が広まるようになった (Hammond, T.G. and Hammond, M., 2001; Sladkova and Peppo, 2014; 

Varley, et al., 2017)． 

回転浮遊培養を用いた細胞，組織の培養に関する研究も多く行われており，その培養対象

や培養目的も多岐にわたる．ES 細胞をはじめとする多能性幹細胞の培養では，従来の浮遊

静置培養や浮遊懸濁培養と同程度かそれ以上の増幅効率や分化効率を示すといった例が報

告されている (Rungarunlert, et al., 2013; Teo, et al., 2014)．また，増幅培養や分化誘導培養だ

けでなく，これらの分化細胞を用いた組織培養においても，通常の浮遊静置培養や灌流培養

と比較して重厚かつ機能性に優れた軟骨組織 (Obradovic, et al., 2001; Pei, et al., 2002; Ohyabu, 

et al., 2006; Sakai, et al., 2009)，骨組織 (Sikavitsas, et al., 2001; Nishi, et al., 2012)，肝組織 

(Okamura, et al., 2007; Ishikawa, et al., 2011)，腫瘍細胞組織 (Licato, et al., 2001; Rhee, et al., 

2001) の作製が可能であることが示されている．さらに，間葉系幹細胞を用いたエクソソー

ム生産に関する研究例も報告されており，回転浮遊培養ではエクソソームの生産量が通常の

接着培養と比較して大きく向上することも示されている (Yan, et al., 2021)． 

組織培養工学に関する研究では，培地流れに伴う酸素・栄養分の効率的な供給や低剪断ス

トレスといった因子が，組織内部への物質供給や成熟化因子の産生，細胞-細胞間の接着や

細胞-基質間の接着の向上に寄与し，組織構造・機能の獲得に至ったとの解釈がなされた報

告例 (Okamura, et al., 2007; Ishikawa, et al., 2011; Nishi, et al., 2012) もあるが直接的な機序解

明には至っていない．また他にも，組織培養工学分野だけでなく，物質生産に関する研究に

おいても，回転浮遊培養における特有の立体細胞集塊，組織の浮遊状態が細胞内の遺伝子発

現のパターンを変化させ，効率の良い組織成熟化や物質生産に至ったという解釈も存在する 
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(Yan, et al., 2021) が，これに至るまでの直接的な因果関係もまた示されてはいない． 

このように，いずれの報告も細胞増幅や分化の結果，出力として得られる表現型に着目し

たものがほとんどであり，回転浮遊培養を行うことによってどのようにしてその表現型に至

ったのか，その仕組みについては不明な点が多い．その原因としては，回転浮遊培養の装置

的な特性と，培養過程で起こる生物学的現象の関係について明らかになっていないことが挙

げられる． 

 

 

Fig. 1.3 The principle of rotating flow culture and the relationship between aggregate morphology 

and medium flow in aggregate settling state. 

 

回転浮遊培養では，培地が満たされた円形のベッセルが水平方向の回転軸を中心として回

転することにより，この回転軸の周りに同心円状の培地流れが発生する．この培地流れの流

速は，中心からの距離が大きくなるにつれて速くなる．そしてこの培地流れのうち，鉛直上

向き方向の液流れによって生じる力と，細胞集塊にはたらく重力，浮力が釣り合うことで，

原理的には細胞集塊が培地中で浮遊し続ける状態が実現するとされている(Hammond, T.G. 
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and Hammond, M., 2001) (Fig. 1.3)．近年では回転浮遊培養における粒子挙動や流体流れに関

する研究も多くなされるようになり，以下のような 3つのような浮遊特性を持つことも明ら

かになった；「(i) 細胞集塊が見かけ上静止して浮遊を維持する状態」，「(ii) 周期的または非

周期的揺動を伴いながら細胞集塊が浮遊する状態」，そして「(iii) 細胞集塊が培地流れに乗

って軌道運動しながら浮遊する状態」である (Varley, et al., 2017) (Fig. 1.3)．このように，理

論上 (i) の状態となるように細胞集塊に対して培地流れを与え続けていたとしても，(ii) や 

(iii) のような浮遊状態になる場合もある．これは，培養対象としている細胞集塊の種類によ

ってサイズや形状が異なり，それに対する培地流れのはたらき方が変わるため，鉛直方向の

力のつり合いが取れなくなってしまうからではないかと考えられている (Hammond, T.G. 

and Hammond, M., 2001; Varley, et al., 2017)． 

以上のような装置的特性を有する回転浮遊培養であるが，結局のところ，細胞集塊の重力

沈降と釣り合わせるような培地流れを与え続けたときに，細胞集塊にどのような生物学的現

象がどのような仕組みで起こるのか，またそれが細胞の増幅や分化に如何なる影響を及ぼす

のかという点は，先述の通り今もなお不明である．このような背景を鑑み，本研究では回転

浮遊培養の装置的な特性と培養過程で起こる生物学的現象の関係に着目し，典型的な例とし

て複数細胞集塊群と単一細胞集塊の培養を対象に現象解明を行う事で，今まで未解明であっ

た回転浮遊培養の特性 (細胞集塊の重力沈降と釣り合わせるような培地流れを与え続ける

ことの意味) とその工学的意義 (培養における当該特性の扱い方，考え方) について明らか

にする事とした． 

 

1.6 本研究の目的と構成 

本研究の目的は，ヒト細胞集塊を用い，培養過程における現象解明を通じて回転浮遊培養

の特性とその工学的意義を明らかにすることである．目的達成にあたり，本研究では複数細

胞集塊群および単一細胞集塊の培養を対象として，培養過程で起こる現象と機構について調

査を行い，その結果を回転浮遊培養の装置的な特性と結びつけることで，回転浮遊培養の特

性とその工学的意義について明らかにする，という戦略をとった． 
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第 1 章では，種々のヒト細胞集塊の浮遊培養手法における回転浮遊培養の位置づけと概

念，そして当該培養手法の特性について明らかにすることの重要性について述べた． 

第 2章では回転浮遊培養において複数細胞集塊群に起こる現象を明らかにするため，ヒト

iPS 細胞の浮遊培養を研究対象とし，細胞集塊群の挙動特性とそれが細胞増殖に及ぼす影響

について反応速度論的に解釈した．さらにこの解釈結果を特性の異なる 2 種類の細胞株間で

比較し，細胞集塊挙動の違いを支配する生物学的因子とその機構について考察した．最後に

これらの結果を受けて，複数細胞集塊群の培養における回転浮遊培養の特性について議論し

た． 

続く第 3 章では，単一細胞集塊の培養における回転浮遊培養の影響を明らかにするため，

ヒト iPS 細胞由来心筋組織を対象としてその成熟化メカニズム (分化プロセスの 1 つ) の解

明を行った．まず心筋組織の形態変化の特性と成熟化マーカー形成の特性の関係について調

査を行い，心筋組織の成熟化過程で心筋組織に起こる現象を明らかにした．さらにその結果

を受けて当該現象の機構やそれが心筋成熟に及ぼす影響を明らかにするため，心筋組織構造

の特性について調査を行った．以上の結果を元に回転浮遊培養における成熟化メカニズムが

どのようなものであるのか，そしてそれが回転浮遊培養のどのような要素によって引き起こ

されるのかについて考察した． 

第 4 章では総括として第 2 章および第 3 章で得られた結果をまとめ，これらの結果から

回転浮遊培養の特性とその工学的意義について述べた．  
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Fig. 1.4 Outline of this study. 
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第 2章 回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊挙動の反応速度論的解釈 

 

2.1 緒言 

近年，基礎生物学研究のみならず，再生医療，創薬・疾患研究といった応用研究における

ヒト iPS 細胞の利用拡大に伴い，質・量ともに十分な細胞を確保するための大量培養技術の

確立が強く求められている (Henning, et al., 2015)．ヒト iPS 細胞の大量培養には，省スペー

ス化や高密度培養が可能な浮遊培養が適しているとされており，これまでにも多くのヒト

iPS 細胞の浮遊培養に関する研究が行われてきた．代表的なものとしては，浮遊攪拌培養槽

を用いた浮遊懸濁培養 (Olmer, et al., 2010; Amit, et al., 2011; Bemard, et al., 2017; Nath, et al., 

2017) や，非接着性培養プレートを用いた浮遊静置培養 (Kato, et al., 2018; Kim, et al., 2019)，

培養槽そのものを攪拌する振とう培養 (Horiguchi, et al., 2016; Ibuki, et al., 2019) といったも

のが挙げられ，いずれの培養手法においてもヒト iPS 細胞の増殖特性を考慮した研究開発が

行われている．浮遊培養におけるヒト iPS 細胞の増殖に影響を与える因子は様々であるが，

最終的には培養過程における細胞の挙動が変化し，結果として細胞数や細胞密度といった細

胞増殖に関する表現型が現れる．したがって，種々の培養特性がヒト iPS 細胞の増殖という

表現型に与える影響を理解するためには，培養過程で起こる細胞挙動の特性を工学的観点か

ら理解する事が極めて重要であると考えられる． 

ヒト iPS 細胞の浮遊培養の基本的な特性として，細胞同士が E-cadherin を介した細胞-細

胞間接着を形成することにより立体構造を有する細胞集塊が形成されることが知られてい

る (Kim, et al., 2019)．これらの細胞集塊は培養の経過とともに細胞分裂によって集塊内の細

胞数が増加し，細胞集塊サイズが拡大していく(Kato, et al., 2018; Kim, et al., 2019)．また，集

塊同士が互いに凝集してより巨大な細胞集塊を形成する集塊合一 (Stephen, et al., 2004) や，

細胞集塊から単細胞が剥がれ落ちることによって発生する集塊崩壊 (Ioannis, et al., 2011)，

また細胞集塊がより小さな細胞集塊へと割れる集塊分割 (Nath, et al., 2017) といった一連の

挙動が観察される．このように培養過程における細胞集塊挙動の理解に関する研究は多く行

われている．一方で，これら一連の細胞集塊挙動が起こった結果として細胞増殖に対して如
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何なる影響が及ぼされるのか，理論的な解釈はなされていない． 

上記背景を鑑み，本章では複数細胞集塊群の培養における回転浮遊培養の特性を明らかに

するため，ヒト iPS 細胞集塊群の浮遊培養を研究対象として，培養過程における現象解明を

行った．具体的には，回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊挙動の特性とそれが細胞増殖

に及ぼす影響について反応速度論的に解釈するとともに，それを支配する生物学的因子につ

いて調査を行い，メカニズムについて文献を交えて考察した．最後にこれらの結果を受けて，

複数細胞集塊群を用いた場合の回転浮遊培養の特性について議論した． 
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2.2 実験材料および方法 

 

2.2.1 使用細胞および培養方法 

ヒト iPS 細胞は，253G1 株および 201B7 株 (理化学研究所バイオリソースセンター提供)

を使用した．細胞は，Laminin 511-E8 fragment, iMatrix-511 (Nippi Inc., Tokyo, Japan) を 0.25 µg 

cm-2 となるようにコーティングした 60 mm dish (Corning Inc., NY, USA) にて，

StemFit®AK02N (Ajinomoto Inc., Tokyo, Japan，以下「培地」と表記) を用いて 37℃，5%CO2

雰囲気下で維持培養を行った．細胞の継代では，培養上清を取り除いた後，培養面を

phosphate–buffered–saline (PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) で 2回洗浄し，10 µM Y-

27632 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) を 含 む 5 mM 

Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic Acid Disodium Salt Dihydrate (2NA) (Dojindo, Kumamoto, 

Japan)/ PBS を添加して 37℃で 10 min 静置した．細胞を剥離した後，細胞を遠沈管に回収し，

再度 10 µM Y-27632 を含む培地を用いて培養面上に残った細胞を遠沈管に回収した．1000 

rpm で 3 min 遠心分離を行った．上清を取り除いた後に，10 µM Y-27632 を含む培地で再懸

濁し，単分散処理を行った．単分散された細胞について，全自動セルカウンター, Countess 

(Life Technologies, California, USA) を用いてトリパンブルー染色法による細胞数計測を行っ

た．細胞数計測後，10 µM Y-27632含有培地が入った新たな dish に，5.0 × 103 cells cm-2とな

るように細胞を播種した．播種してから 24 h 後に 10 µM Y-27632 を含まない培地に切り替

え，その後も 24 h毎に 10 µM Y-27632を含まない培地で培地交換を行った．培養 120 hの細

胞を本実験に使用した． 

 

2.2.2 浮遊静置培養および回転浮遊培養における iPS 細胞集塊の培養 

概要を Fig. 2.1に示した．細胞の集塊培養では，細胞を継代培養と同じ方法で剥離・回収

し，単分散処理した細胞を，10 µM Y-27632 を含む培地が入った 24 well Micro-Space Cell 

Culture Plate, Elplasia (Kuraray, Tokyo, Japan) に 1.0 × 105 cells mL-1 (2.0 × 102 cells dimple-1) と

なるように播種した．細胞を播種してから 24 h 後を t = 0と定義し，Static condition では 24 
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well Micro-Space Cell Culture Plate にて培養を t = 72 h まで続けた．培地交換は，10 µM Y-27632

を含む培地を用いて 24 h 毎に行った．Floating condition では，t = 0 において 24 well Micro-

Space Cell Culture Plate で形成した細胞集塊 6.0 × 102 aggregates を回収し， 10 mL Rotating 

Wall Vessel (Synthecon Inc., Texas, USA) に播種した．t = 72 hまで 10 µM Y-27632を含む培地

で培地交換を行わずに培養を行った． 

 

 

Fig. 2.1 Schematic diagram showing the outline of experimental design of current study. 

 

2.2.3 細胞集塊形態の観察 

t = 0, 24 h, 48 h, 72 h において，位相差顕微鏡 EVOS®XL Core (Life technologies, California, 

USA) の 10 倍対物レンズを用いて各培養条件における細胞集塊形態の観察を行い，位相差

画像を取得した．また，Static condition において，位相差顕微鏡 Biostudio-T (Nikon Engineering, 

Co., Ltd., Kanagawa, Japan) の 1.6 倍対物レンズを使用して 10 min 間隔で位相差画像を取得

した．取得した位相差画像を，画像処理ソフト Cell Image Viewer (Nikon Engineering) により

編集し，30 fps のタイムラプス動画を作成した． 

 

2.2.4 細胞数，細胞集塊サイズ，細胞集塊数の測定 

培養過程における細胞数，細胞集塊サイズ，細胞集塊数の経時変化を明らかにするため，
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以下の手順に従って総細胞数 nc (cells)，細胞集塊投影面積 S (µm2)，細胞集塊数 nag (aggregate) 

を決定した． 

 まず，ncについては以下の手順により決定した．t = 0, 24, 48, 72 h のそれぞれにおいて細

胞集塊を回収し，PBS にて洗浄した．洗浄後，遠心分離 (1000 rpm, 3 min) を行い，上清を

廃棄した．次に 10 µM Y-27632を含む Accumax (Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, 

CA, USA) 500 µL添加し，37℃にて 10 min 静置した (酵素処理)．その後 10 µM Y-27632を含

む培地 500 µLを添加して酵素反応を停止させた．細胞の単分散処理を行い，遠心分離 (1000 

rpm，3 min) を行った後，上清を廃棄した．最後に 10 µM Y-27632を含む培地適量にて細胞

を再懸濁し，全自動セルカウンター, Countess にて細胞数計測を行った．計測結果を元に，

ncを決定した． 

 Sおよび nagについては以下の手順にて決定した．t = 0, 24 h, 48 h, 72 h において明視野顕

微鏡 IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) を用いて細胞集塊の明視野画像

取得を行った．静置培養では，24 well Micro-Space Cell Culture Plate の well 内全域の明視野

画像取得を取得した．回転浮遊培養では，細胞集塊を Costar® 12 well clear TC-treated multiple 

well plate (Corning Inc.) に移し，well 内全域の明視野画像取得を行った．次に画像処理ソフ

ト Image Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA) を用いて画像のタイリング

を行い，well 内全域の全視野画像を作成した．タイリングした画像内の全てのオブジェクト

の輪郭をトラッキングし，投影面積 S (µm2) を測定した．本研究では S > 0.03 × 104 µm2のオ

ブジェクトを細胞集塊と定義した．また，各培養時間 t (h) において測定した細胞集塊数を

nag (aggregates) と定義した． 

 

2.2.5 反応速度定数の定義 

細胞集塊挙動が細胞増殖に与える影響を明らかにするため，以下の式 (1) ~ (3) に定義し

た 3種類の比速度（見かけの比増殖速度 µapp (h-1)，見かけの比集塊数増幅速度 ηapp (h-1)，見

かけの比平均単一集塊あたり細胞数増幅速度 νapp (h-1)）を算出した． 
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μapp = 
1

nc

⋅
dnc

dt
                   (1) 

ηapp = 
1

nag

⋅
dnag

dt
                   (2) 

νapp = 
1

nca̅̅̅̅
⋅
dnca̅̅̅̅

dt
                   (3) 

 

ここで nca̅̅̅̅  は平均単一細胞集塊当たり細胞数 (cells aggregate-1) であり，以下の式 (4) によ

り定義した． 

 

nca̅̅̅̅  = 
1

nag

∑ ncai

nag

i = 1

 

nca̅̅̅̅  = 
1

nag

∑
Vagi

vc

nag

i = 1

                  (4) 

nca̅̅̅̅  = 
Vag
̅̅ ̅̅

vc

 (Vag
̅̅ ̅̅  = 

1

nag

∑ Vagi

nag

i = 1

) 

 

ここで ncai
，Vagi

，vc はそれぞれ単一細胞集塊当たり細胞数 (cells aggregate-1)，細胞集塊体

積 (µm3)，シングルセルの体積 (µm3 cell-1) である．今回，本研究では，vc は一定であると

みなすこととするため，式 (3) は以下のように表される． 

 

νapp = 
1

Vag
̅̅ ̅̅ vc⁄

⋅
d(Vag

̅̅ ̅̅ vc⁄ )

dt
 

νapp = 
1

Vag
̅̅ ̅̅

⋅
dVag

̅̅ ̅̅

dt
                   (5) 

 

なお，今回，各細胞集塊の Vagi
 の値は，細胞集塊を球と仮定し，以下の式 (6) から見積も

った．Siは各細胞集塊の投影面積 (µm2) である． 
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Vagi
 = 

4

3
√

Si
2

π
                    (6) 

 

2.2.6 凍結切片作製および免疫蛍光染色 

細胞集塊の凍結切片染色（免疫蛍光染色）については，先行研究 (Nath, et al., 2017; Kato, 

et al., 2018; Kim, et al., 2019) と同様の手順で行った．まず細胞集塊を回収して PBS にて洗浄

し，4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液(FUJIFILM Wako) にて 30 min サンプルの固定化

処理を行った．次に PBS にて洗浄した後，15%スクロース/PBS 溶液に一晩浸してサンプル

の脱水処理を行った．脱水処理終了後，サンプルを O.T.C.コンパウンド (Tissue-Tek, Tokyo, 

Japan) にて包埋・凍結し，凍結標本を作製した．この凍結標本から 10 µm 厚の凍結標本切片

を作製し，スライドガラスに張り付けた．そして細胞-細胞間接着分子である E-cadherin，お

よび細胞外マトリックスである Fibronectin，Collagen type I を標的とした免疫蛍光染色，そ

して核を標的とした化学蛍光染色を以下に示す手順にて行った． 

まず PBS にて O.T.C.コンパウンドを洗浄・除去し，標本切片を 4℃下にて一晩ブロックエ

ース溶液で浸した (ブロッキング処理)．次にブロックエース溶液を除去し，TBS にて標本

切片を一度洗浄した後，4℃下にて 1 h，1次抗体溶液に浸して 1次抗体反応を行った．なお，

1 次抗体としては Anti-E-cadherin antibody (sc21791, Santa Cruz Technology, Dallas, TX, USA)，

Anti-fibronectin antibody (sc6953, Santa Cruz Technology)，Anti-collagen type I antibody (ab34710, 

Abcam, Cambridge, UK) をそれぞれ用いた．1次抗体反応終了後，標本切片を TBS にて洗浄

し，室温にて 1 h，2次抗体溶液に浸して 2次抗体反応を行った．2次抗体には上述した 3つ

の抗体のそれぞれに対して，Alexa Fluor 488 goat-anti mouse antibody (Thermo Fisher Scientific)，

Alexa Fluor 594 donkey-anti goat antibody (Thermo Fisher Scientific)および Alexa Fluor 488 goat-

anti rabbit antibody (Thermo Fisher Scientific) を用いた．2次抗体反応終了後，TBS にて標本切

片を洗浄し，室温にて 20 min，4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific)

を用いて核染色処理を行った．核染色処理終了後，標本切片を D-PBS にて洗浄し，カバー
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ガラスをかけた．この標本切片を共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000 (Olympus, Tokyo, 

Japan) にて観察し，蛍光画像を取得した． 

 

2.2.7 統計解析 

各培養条件での培養は少なくとも 3回行い，独立してデータを取得した．得られたデータ

は平均値をグラフにし，エラーバーとして標準偏差を表示した．Student’s t-test をデータ間

の有意差を決定するために用い，有意水準 1%または 5%で検定を行った． 
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2.3 実験結果 

 

2.3.1 細胞集塊サイズ分布の経時変化 

細胞集塊のサイズ分布が時間とともにどのように変化したのかを明らかにするため，t = 0, 

24, 48, 72 h において取得した明視野画像から細胞集塊の投影面積 S (µm2) を測定し，そのヒ

ストグラムの経時変化を解析した (Fig. 2.2)．また，その際の代表的な細胞集塊の形態を Fig. 

2.3 に示した．ヒストグラムは，横軸を S (µm2)，縦軸を頻度 (-) としている．ここで頻度 (-) 

は，横軸 S (µm2) を一定の間隔で区切り，各区間に属する細胞集塊数 (aggregates) を総細胞

集塊数 nag (aggregates) で除した値である．横軸 S (µm2) の区切り方については次の通りとし

た．S = 0.03 × 104 - 5.03 × 104 µm2の範囲では 0.50 × 104 µm2毎に横軸を区切った (Fig. 2.2A – 

N)．また S > 5.03 × 104 µm2の範囲では，これを満たす細胞集塊の頻度をまとめてヒストグ

ラムの右端に示した (Fig. 2.2A – N)．さらに，253G1株の Floating condition においては，S > 

5.03 × 104 µm2を満たす細胞集塊のさらに詳細のサイズ分布を明らかにするため，20.00 × 104 

µm2毎に横軸を区切ったヒストグラムを別に用意し，解析を行った (Fig. 2.2E1 - G1)．これ

らのヒストグラムの経時変化の解析の結果，いずれの細胞株（253G1株，201B7 株）の場合

においても，Static condition および Floating condition の間でヒストグラムの経時変化の仕方

に顕著な違いがみられることが分かった． 

まず 253G1株について，結果は以下の通りとなった．Static condition では，細胞集塊投影

面積の最頻値の値が，t = 0 から t = 72 hにかけて S = 0.78 × 104 µm2から S = 2.78 × 104 µm2へ

と徐々に増大していく様子が確認された (Fig. 2.2A - D, 2.3A - D)．一方で Floating condition

では，細胞集塊は Static condition と比較して幅広いサイズ範囲に分布していた．特に t = 24 

h の時点で，Static condition では確認されなかった S > 5.03×104 µm2の範囲に該当する細胞集

塊も確認された (Fig. 2.2E)．当該範囲における細胞集塊の頻度分布の詳細について確認する

と，t = 24 h から t = 48 h にかけて S = 5.03 – 25.03 × 104 µm2に該当する細胞集塊の頻度が増

加し，t = 48 h から t = 72 h にかけて S = 5.03 – 25.03 × 104 µm2に該当する細胞集塊の頻度が

減少して S = 25.03 – 45.03 × 104 µm2に該当する細胞集塊の頻度が増加していた (Fig. 2.2E1 - 
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G1)． 

次に 201B7株について，結果は以下の通りとなった．Static condition では 253G1株と同様

に細胞集塊サイズが時間の経過とともに増加していく様子が確認された  (Fig. 2.2H - K, 

2.3H - K)．一方で Floating condition では，t = 0 から t = 48 h にかけて S = 0.53 × 104 - 1.03 × 

104 µm2に該当する細胞集塊の頻度が減少し，S = 0.03 × 104 – 0.53 × 104 µm2に該当する細胞

集塊の頻度が増加していた (Fig. 2.2H, L, M)．なお，t = 48 hから t = 72 h にかけては頻度分

布の形状に顕著な差は認められなかった (Fig. 2.2M, N)． 
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Fig. 2.2 Distribution of projected area of cell aggregates of 253G1 and 201B7 lines under static and 

floating conditions at t = 0, 24, 48, and 72 h. Each bar was expressed every 0.50 × 104 µm2 (A - N) 

and 20.00 × 104 µm2 (E1 - G1). Cell aggregates larger than 5.03 × 104 µm2 were put in the right side 

of histograms (A - N). All distributions followed non-normal distribution based on Shapiro-Wilk test 

(p < 0.05). At least three independent experiments were conducted for each tested condition. 
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Fig. 2.3 Representative images of hiPSC aggregates of 253G1 and 201B7 lines under static and 

floating conditions at t = 0, 24, 48, and 72 h. Scale bars show 200 µm.  
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2.3.2 細胞数，細胞集塊数，平均細胞集塊体積の経時変化の速度論的解析 

 細胞集塊挙動が細胞増殖に与える影響を明らかにするため，nc，nag，Vag
̅̅ ̅̅  の経時変化，お

よび式 (2.1)，(2.2) および (2.5) に基づいて算出した µapp，ηappおよび νappの経時変化の解析

を行った． 

 まず 253G1株について，結果は以下の通りとなった．Static condition では，t = 0 から t = 

72 h にかけて，ncおよび Vag
̅̅ ̅̅  の値は単調に増加しており (Fig. 2.4A, C)，µappおよび νappは正

の値を維持していた (Fig. 2.5A, C)．この時 nagはほぼ一定の値を維持しており (Fig. 2.4B)，

ηappは 0に近い値であった (Fig. 2.5B)．一方で Floating condition では，Static condition と比較

して特に nag および Vag
̅̅ ̅̅  の値の変化の仕方に顕著な違いが認められた．t = 0 – 24 h におい

て，µappの値は Static condition と比較してほぼ同等であったにも関わらず，Vag
̅̅ ̅̅  は大きく増

加し， nagは大きく減少していることが確認された．その後時間の経過とともに µappの値は

減少した．また nag，Vag
̅̅ ̅̅  の値はそれぞれゆるやかに減少，増加していることが確認された

(Fig. 2.4B, C)． 

 次に 201B7 株について，結果は以下の通りとなった．253G1 株の場合と同様に， Static 

condition では t = 0から t = 72 hにかけて nagはほぼ一定の値を保ちながら，ncおよび Vag
̅̅ ̅̅  の

値が単調に増加していることが確認された (Fig. 2.4D, F)．Floating condition においても nag

はほぼ一定の値を維持していた (Fig. 2.4E)．しかし ncおよび Vag
̅̅ ̅̅  の値は Static condition と

異なり，特に t = 24 h以降，増加することなく一定の値を維持しており (Fig. 2.4D, F)，これ

らの比速度 (µapp，νapp) もほぼ 0に近い値であることが確認された (Fig. 2.5D, F)．  
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Fig. 2.4 Time profile of cell number, nc (cells) (A, D), aggregate number nag (aggregates) (B, E) 

and average aggregate volume, Vag
̅̅ ̅̅  (µm3 aggregate-1) (C, F) of 253G1 line (A - C) and 201B7 line (D 

- F) (n = 3). Error bars represent the standard deviation. Open circle: static condition, closed circle: 

floating condition.  
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Fig. 2.5 Apparent specific growth rate, μapp (h-1) (A, D), apparent specific rate of aggregate number, 

ηapp (h-1) (B, E) and apparent specific rate of cell number in single aggregate, νapp (h-1) (C, F) every 

24 h of 253G1 line (A - C) and 201B7 line (D - F) under static and floating culture condition. White 

bars, shade bars and black bars are values of kinetic parameters during t = 0 - 24 h, during t = 24 - 48 

h, and during t = 48 - 72 h, respectively. Statistical significance was analyzed by performing two tailed 

Student’s t-tests; *p < 0.05, **p < 0.01 (n = 3). Error bars represent the standard deviation. 

  



28 

2.3.3 ヒト iPS 細胞集塊における E-cadherinおよび細胞外マトリックスの局在性の観察 

2.3.1 および 2.3.2 において，Floating condition におけるヒト iPS 細胞集塊挙動の特性を明

らかにしてきた．その結果，253G1 株および 201B7 株の間で細胞集塊の挙動のパターンが

顕著に異なることを見出した．そこで我々は，このような細胞集塊の挙動パターンの違いを

支配する因子を明らかにするため，細胞-細胞間接着分子である E-cadherin，そして細胞外マ

トリックスである Fibronectinおよび Collagen type Iの細胞集塊内における局在性の観察を行

った．その結果，特に細胞集塊外縁部におけるこれらのタンパク質の局在性が，細胞株間で

顕著に異なることを見出した．Floating condition において，Static condition より巨大な細胞

集塊を形成していた 253G1 株では，E-cadherin，Fibronectin，Collagen type Iといったタンパ

ク質は均一に分布していた．一方で 201B7株では，細胞集塊外縁部において，これらのタン

パク質は 253G1株と比較すると不均一に分布していた． 
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Fig. 2.6 Florescent images of hiPSC aggregates of 253G1 cell line (A – F, B1, D1, F1) and 201B7 line 

(G – L, H1. J1. L1) at t = 72 h under Static condition, showing for nuclei (red) and E-cadherin (green). 

(A, B, G, H, B1. H1), fibronectin (green) (C, D, I, J, D1, J1) and collagen type I (green) (E, F, K, L, 

F1, L1). Panels of B1, D1, F1, H1, J1 and L1 show magnified views of the boxed area. Scale bars show 

50 µm.   
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2.4 考察 

 

2.4.1 回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊の挙動特性 

浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊の挙動特性を明らかにすることは，集塊挙動が細胞増

殖に与える影響を評価する上で極めて重要である．本研究では，Static condition と Floating 

condition の間で細胞集塊サイズ分布の経時変化を比較することにより，回転浮遊培養におけ

るヒト iPS 細胞集塊の挙動特性を明らかにした． 

Static condition では 253G1 株，201B7株ともに，時間の経過とともに細胞集塊サイズ，細

胞数が単調に増加しており，細胞分裂による増殖がなされていたと考えられる．過去の研究

においてもヒト iPS 細胞集塊の浮遊静置培養における増殖について報告されており (Kato, 

et al., 2018; Kim, et al., 2019)，本研究における結果はこれらと一致するものであったことか

ら妥当であると考えられる．一方で細胞集塊形態の変化については顕著な違いが認められて

おり，253G1株は球状を維持しつつ集塊サイズを増大させたが (Fig. 2.7A)，201B7株は歪な

形状へと変化しつつ集塊サイズを増大させた (Fig. 2.7C)．詳細のメカニズムは不明である

が，中には 1つの細胞集塊が分割して 2つの細胞集塊へと分かれる様子も認められた．この

ような挙動特性を有する細胞集塊をそれぞれ Floating condition にて培養すると，それぞれに

ついて Static condition とは異なる集塊挙動が観察された． 

253G1株の場合は t = 24 h の時点で Static condition と比較して大きなサイズの細胞集塊が

確認され (Fig. 2.2B, E)，t = 0 – 24 hにおける µappについても Static condition との間で有意な

差が認められなかった (Fig. 2.5A) ことも考慮すると，これらの細胞集塊は細胞分裂だけで

なく，細胞集塊同士の合一によって生じたものと考えられた (Fig. 2.7B)．この点については

細胞集塊数 nagが有意に減少し，さらに平均細胞集塊体積も有意に増加していたことからも

裏付けられる (Fig. 2.4B, C)．過去の研究においてもヒト iPS 細胞をはじめとする多能性幹

細胞集塊の合一について報告がなされており，当該現象は，細胞集塊表面において E-cadherin

を介した細胞-細胞間接着が形成され，これを起点として細胞が他方の細胞集塊の表面を遊

走して進行するものと考えられている (Stephen, et al., 2004)．これらの結果，知見から，回
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転浮遊培養ではヒト iPS 細胞集塊の合一が起こっていることが示唆された． 

一方で 201B7株では，253G1株とは異なり t = 24 h 以降細胞集塊サイズが有意に増加，減

少することはなく，一定のレベルを維持しつつ，一部 t = 0 と比較して小さなサイズの細胞

集塊が認められた．細胞数 ncや細胞集塊数 nagについても同様に一定のレベルを維持してお

り，細胞集塊形態の位相差画像から t = 24 h以降シングルセルと考えられるものが多く認め

られた (Fig. 2.3L-M)．これらのことから，201B7 株の細胞集塊では細胞分裂によって増加し

た細胞数と同程度の細胞数が集塊崩壊によってシングルセルとして細胞集塊表面から剥が

れたことが考えられる．多能性幹細胞をはじめとする種々の細胞集塊に対する集塊崩壊 (シ

ングルセルの発生) については過去の研究においても多くの解釈がなされており，細胞集塊

内の細胞が細胞-細胞間接着および細胞-基質間接着を失ってシングルセルとして細胞集塊

外に放出されるパターン (Kim, et al., 2019) や，液流による剪断ストレスのような物理的要

因によって細胞集塊表面の細胞が同じように接着を失い，細胞集塊外へと放出されるパター

ン (Byers, et al., 1995; Ioannis, et al., 2010) が報告されている．これらの報告例は本結果に対

する解釈を支持するものであり，回転浮遊培養におけるもう 1つのヒト iPS 細胞集塊の挙動

として，集塊崩壊が起こっていることが示唆された (Fig. 2.7D)．  

以上から，今回異なる細胞特性を有する 2種類のヒト iPS 細胞集塊を回転浮遊培養にて培

養した結果，集塊合一と集塊崩壊の 2つの現象が発生していることが示唆された． 
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Fig. 2.7 Possible aggregate behaviors of two types of hiPSCs (253G1 and 201B7 lines) under static 

and floating culture conditions. Black solid arrows mean aggregate behaviors suggested in this study 

and gray dot arrows mean behaviors not suggested in this study. The boldness of each arrow means 

possible rate of aggregate behaviors during each culture period based on kinetic analysis. In the case 

of 253G1 line under static condition, aggregate size gradually increased with time by cell division (A). 

Under floating condition, larger sized aggregates about 200 - 600 µm were observed during the culture. 

The apparent specific growth rate gradually decreased due to excessive increase of aggregate size 

during t = 0 - 24 h compared to those under static condition, which were caused by coalescence 

between cell aggregates (B). On the other hand, in the case of 201B7 line, aggregate size also increased 

by cell division with constant levels of apparent specific growth rate but aggregate morphology 

dramatically changed during the culture compared to that of 253G1 line. Cell aggregate which 

separated into two aggregates were also observed during t = 24 - 48 h (C). Under floating condition, 

smaller sized aggregates less than 100 µm were generated and the apparent specific growth rate was 

lower value than that under static condition during the culture due to the collapse of aggregates to strip 

single cells. The rate of aggregate collapse during t = 24 - 72 h was higher than that during t = 0 - 24 

h (D). 
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2.4.2 回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊の挙動特性が細胞増殖に与える影響 

2.4.1における細胞集塊サイズ分布の解析結果から，253G1株は集塊合一を起こしやすく，

201B7 株は集塊崩壊または集塊分割を起こしやす事が考えられた．そこで本節では，これら

の集塊挙動が細胞増殖に与える影響について，µapp，ηapp，νappといった速度論的パラメータ

の経時変化を元に解釈する．前節で明らかになったヒト iPS 細胞集塊の挙動特性を元に，各

速度論的パラメータを以下のように定義した． 

 

μapp = μ
g
 - kd                      (7) 

 

ここで µg (h
-1) は比増殖速度，kd (h

-1) は比死滅速度である．ここで，Static condition におい

ては集塊崩壊に伴う細胞死は無視できるものとして扱うこととしており (kd ≃ 0)，Static 

conditionにおける µappを µst (h
-1) としたとき，µgを µstとしてみなしている．その上で Floating 

condition における µgを µstとして考えると，Floating condition における kdは以下のように表

される． 

 

kd = μ
st

 - μapp                      (8) 

 

また，集塊合一および集塊崩壊に伴う細胞集塊数の変化については，ηappを用いて以下のよ

うに定義した． 

 

ηapp = kbu - kcoa                     (9) 

 

ここで kbu (h
-1) は比分割速度，kcoa (h

-1) は比合一速度である．本研究では，Static condition に

おけるこれらの速度定数 kbu，kcoaはほぼ 0に近い値としてみなしている (kbu ≃ 0，kcoa ≃ 0)．

ここで総細胞数 nc (cells) は細胞集塊数 nag (aggregates) および平均単一集塊当たり細胞数 
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nca̅̅̅̅  (cells aggregate-1) を用いて以下のように定義される． 

 

nc = nag⋅nca̅̅̅̅                        (10) 

 

両辺を培養時間 t (h) で微分することにより以下の式が得られる． 

 

dnc

dt
 = nca̅̅̅̅ ⋅

dnag

dt
 + nag⋅

dnca̅̅̅̅

dt
                    (11) 

 

式 (1) ~ (3) を用いることにより，式 (13) は以下のように表される． 

 

νapp = μapp - ηapp                                (12) 

            νapp = (μ
g
 - kd) - (kbu - kcoa)                                   (13) 

 

式 (13) は，平均集塊体積が細胞分裂，細胞死，集塊分割，集塊合一の速度に依存して変化

することを意味している． 

 Fig. 2.8 からも明らかなように，Floating condition では，253G1 株および 201B7 株ともに

kdの値が t = 24 h – 48 hおよび t = 48 h – 72 hにおいて有意に増加しており，2.4.1節で確認さ

れた集塊合一や集塊崩壊といった細胞集塊挙動が kd の値の変化に影響を与えていることが

考えられた． 
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Fig. 2.8 Specific death rate, kd (h-1) of 253G1 and 201B7 lines every 24 h under floating condition. 

White bars, shade bars and black bars mean kd during t = 0 - 24 h, during t = 24 - 48 h and during t = 

48 - 72 h, respectively. Statistical significance was analyzed by performing two tailed Student’s t-tests; 

*p < 0.05, **p < 0.01 (n = 3). Error bars represent the standard deviation. 

 

253G1株の場合は t = 0 – 24 hにおける ηappが最も低い負の値を示しており (Fig. 2.5B)，式 

(9) を元に考えると集塊合一が最も高頻度で発生していたと考えられる．その後 ηappは徐々

に 0に近い値に近づくと同時に，µappも有意に減少していた (Fig. 2.5A, B)．過去の研究では

ヒト iPS 細胞の集塊サイズとその増殖速度の関係について解釈がなされており，集塊サイズ

の増大に伴って時間依存的に細胞の比増殖速度が低下することが示されている (Nath, et al., 

2017)．これは集塊サイズの増大に伴って細胞集塊中心部への酸素，栄養分の供給が十分に

行き届かず，細胞集塊中心部の細胞が細胞増殖に十分な酸素，栄養分を得られなくなり，増

殖速度が低下することにより引き起こされるものと考えられている (Kinney et al., 2011; 

Winkle et al., 2012; Wu et al., 2014)．Fig. 2.2 の分布から細胞集塊を球と仮定した時の直径を

算出すると，すべての細胞集塊数 nag (aggregate) に対して直径 200 µm 以上に該当する細胞

集塊の数の割合は t = 24 h, 48 h, 72 h のそれぞれで 34.3 ± 14.6%，35.7 ± 10.6%，29.2 ± 7.2%と

なっており，Static culture condition の場合（t = 24 h, 48 h, 72 h のそれぞれで 0%，5.21 ± 1.27%，
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38.1 ± 3.2%）と比較して，特に t = 24 h，t = 48 h では有意に高い値を維持し続けていた 

(Students’ t-test, p < 0.05)．これらのことから，253G1 株の t = 24 h 以降の見かけの比増殖速度

が低下した要因は，集塊合一による過剰な細胞集塊サイズの増大に伴う酸素，栄養分の供給

律速によるもの推察される． 

 一方，201B7株は t = 24 h 以降 ηappはほぼ 0に近い値で一定となっており，式 (9) から集

塊合一の発生頻度と集塊分割の発生頻度は平衡状態にあることが考えられる．したがって式 

(13) の νappを以下のように見積もった． 

 

νapp ≃ μ
g
 - kd                                (14) 

 

Fig. 2.5 において νappの値は t = 0 -24 h では正の値で他の時間 (t = 24 – 48 h, t = 48 – 72 h) と

比較して有意に高い値を示していたことから，細胞分裂の発生頻度の方が高かったことが考

えられる．一方 t = 24 h 以降，νappは負またはほぼ 0 に近い値を示しており，細胞死の頻度

が有意に高いか細胞分裂の頻度と平衡状態であったことが考えられた．前節 2.4.1 で述べた

ように，201B7株は細胞集塊表面から細胞が剥がれ落ちる集塊崩壊が発生していることが考

えられた．過去の研究では，iPS 細胞をはじめとする多能性幹細胞は，細胞-細胞間接着また

は細胞-基質間接着を失い単細胞状態になるとRho/ROCK/myosinシグナルの活性化に伴うミ

オシンの過剰形成により，アクチン-ミオシン収縮運動に起因するブレビングが発生し，数

時間程度でアポトーシスが誘導されることが知られている (Ohgushi, et al., 2010)．また iPS

細胞が細胞-細胞間接着または細胞-基質間接着を形成するまでの間に当該現象の発生を防

ぐために ROCK 阻害剤を用いることがあるが，特に本研究で使用した ROCK 阻害剤の 1 つ

である Y-27632 は，ROCK の触媒部位に対して ATP 拮抗的に結合することで，その酵素活

性を選択的に阻害することにより当該シグナルの活性を抑制する (Watanabe, et al., 2007)．

しかし結局のところ細胞が接着を形成できなかった場合には生存シグナルおよび増殖シグ

ナル (Suemori, et al., 2006; Stover, et al., 2011) が活性化されないため，死滅に至る．これは
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iPS 細胞の浮遊懸濁培養において，シングルセル状態で播種後，Rho キナーゼ阻害剤が培地

に添加されていても 24 h 後にはその 30 – 40%の細胞が接着を形成することができず死滅に

至ることからも裏付けられる (Nath, et al., 2017)．今回の細胞集塊挙動の速度論的解析の結

果と前節の細胞集塊挙動の解釈を踏まえると，特に t = 24 h 以降に集塊崩壊に伴うシングル

セルの発生頻度が顕著に高くなり，シングルセル状態となった iPS細胞がアポトーシスまた

は接着を持てなかったことによる死滅に至り，これが t = 24 h 以降の比死滅速度の有意な増

加に至った要因と推察される． 

以上のヒト iPS 細胞集塊挙動の速度論的解釈から，集塊合一に伴う過剰な細胞集塊サイズ

の拡大，および集塊崩壊に伴う細胞集塊表面からのシングルセルの発生が，それぞれ細胞増

殖を阻害する主要因であることが示唆された． 

 

2.4.3 回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊挙動を支配する生物学的因子 

本研究では，これまでに確認された集塊合一や集塊崩壊といった挙動を支配する生物学的

因子について考察するため，細胞-細胞間接着および細胞-基質間接着の形成に関わる E-

cadherin および細胞外マトリックスの Collagen type I，Fibronectin (Kim, et al., 2019) といった

タンパク質の局在性を調査した．その結果，Fig. 2.6からも明らかなように 253G1株ではこ

れらのタンパク質が細胞集塊外縁部に均一に分布していたのに対し，201B7 株では不均一に

分布していた．このことから 253G1 株は細胞集塊外縁部においてこれらのタンパク質を形

成しやすく，逆に 201B7 株は形成しにくい特性を有しているのではないかと考えられる． 

2.4.1 節で述べたように，多能性幹細胞集塊の集塊合一は，細胞集塊同士が集塊表面で E-

cadherin を介した細胞-細胞間接着を形成し，それに続いて細胞が細胞集塊表面を遊走するこ

とによって進行するとされている (Stephen, et al., 2004)．また集塊崩壊は，集塊内の細胞が

接着の不安定性に起因して細胞-細胞間または細胞-基質間接着を失うこと (Kim, et al., 2019)，

または液流から生じる剪断ストレスに対して，細胞集塊表面上の細胞-細胞間接着，細胞-基

質間接着が耐えうることができず，細胞が脱接着すること (Byers, et al., 1995; Ioannis, et al., 

2010) により生じると考えられており，特にヒト iPS 細胞をはじめとする多能性幹細胞は，
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E-cadherin や ECM といったタンパク質を介した細胞-細胞間接着や細胞-基質間接着が形成

されることにより細胞内に生存シグナルが伝達され，生命維持を行っている (Suemori, et al., 

2006; Stover, et al., 2011)．ヒト iPS 細胞集塊の浮遊培養においてもこれらのメカニズムにお

いて，細胞-細胞間接着や細胞-基質間接着の形成が細胞集塊形成の安定性に寄与しているこ

とが示されている (Kato, et al., 2018; Kim, et al., 2019; Kato, et al., 2019)．これらの結果および

知見を考慮すると，細胞株の特性に依存した E-cadherin および ECM の細胞集塊外縁部にお

ける形成の仕方が集塊構造の安定性や細胞集塊接触時の反応性を変化させ，結果的に集塊合

一および集塊崩壊の発生頻度に影響を及ぼしたものと考えられる． 

 

2.4.4 ヒト iPS 細胞集塊群の培養における回転浮遊培養の特性 

以上から回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊挙動の特性とそれが細胞増殖に及ぼす

影響について明らかになり，特に集塊合一および集塊崩壊の発生パターンの違いは，集塊構

造の安定性に加え，細胞集塊接触時における反応性といった細胞特性の違いにより生じるこ

とが考えられた．この内，細胞集塊の合一が起こるためには細胞集塊同士が接触している必

要があり，実はこの「細胞集塊同士の接触の発生」が，当該培養の特性を示す重要な因子の

1 つではないかと考えられる． 

第 1 章でも述べたように回転浮遊培養における細胞集塊の浮遊状態は大きく 3 パターン 

((i) 見かけ上静止した浮遊状態，(ii) 周期的または非周期的揺動を伴う浮遊状態，(iii) 軌道

運動を伴う浮遊状態) に分類される (Varley, et al., 2017)．(i) の場合は鉛直方向の力のつり合

いにより浮遊しているため，水平方向の力ははたらかず細胞集塊同士の接触が発生するとは

考えにくい．また (iii) の場合も細胞集塊は培地流れとともに層流に乗って円軌道運動を行

うため，この場合も各細胞集塊の描く軌道が交わる可能性は低く，細胞集塊同士の接触が起

こるとは考えにくい．なお今回，回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊の浮遊状態を観察

したところ，(ii) の周期的または非周期的揺動と考えられる浮遊状態を確認している (デジ

タルデータ参照，紙面上ではデータ非表示)．これらを考慮すると，回転浮遊培養にて細胞

集塊の合一が起こった原因は，(ii) の細胞集塊の周期的または非周期的揺動により細胞集塊
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同士の接触が生じたためではないかと推察される．特に複数細胞集塊群の場合は個々の細胞

集塊のサイズや形状は不均一であり，細胞集塊によって当該揺動の軌道は変化すると考えら

れる．また，このように細胞集塊が描く軌道が異なる場合は，複数の軌道が交わる可能性も

十分に考えられるため，その軌道の交点で細胞集塊同士が接触し，今回確認された合一に至

ったのではないかと考えられる．これらの事から，複数細胞集塊群の培養における回転浮遊

培養の特性として，当該培養では周期的または非周期的揺動に伴う細胞集塊同士の接触が発

生しており，これが集塊合一の発生およびその後の増殖阻害に影響を及ぼす重要な因子であ

ることが考えられた． 
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2.5 小括 

本章では，回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞集塊の挙動特性およびそれが細胞増殖に与

える影響を反応速度論的に解釈した．細胞集塊サイズ分布の経時変化の解釈や細胞集塊形態

の観察結果から，回転浮遊培養ではヒト iPS細胞集塊の集塊合一および集塊崩壊が発生して

おり，これらの発生の仕方にも時間依存的な特徴があることが示唆された．また，比速度お

よびそれを元にした反応速度定数 (細胞集塊挙動の発生頻度) の解釈から，培養初期での集

塊合一に伴う過剰な集塊サイズ増大，および培養後期での集塊崩壊によるシングルセルの発

生が，細胞増殖を阻害する重要な因子であることが示唆された．さらに，集塊合一の発生や

集塊形成の安定性に寄与している E-cadherin や ECM といったタンパク質の細胞集塊内にお

ける局在が，細胞株間で顕著に異なることが明らかになった．今回確認された細胞株間での

挙動の違いは，集塊構造の安定性や細胞集塊接触時における反応性の違いによって生じるも

のであり，特に後者は「細胞集塊同士の接触」という培養特性に起因して発生すると考えら

れる．このことから当該特性が複数細胞集塊群の培養における回転浮遊培養の重要な特性の

1 つとして考えられた． 
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第 3章 回転浮遊培養におけるヒト iPS 細胞由来心筋組織の成熟化メカニズムの解明 

 

3.1 緒言 

現在，重症心不全の病態解明や治療法・治療薬開発といった広範な分野においてヒト iPS

細胞由来心筋組織の需要が高まっており，その作製技術および培養技術の開発が強く求めら

れている (Martins, et al., 2014; Miyagawa and Sawa, 2018)．これまで積層法 (Kawamura, et al., 

2013) やスキャフォールド法 (Gelmi, et al., 2016; Li, et al., 2017) といった心筋組織の作製方

法が開発されており，生体外での心筋組織作製が可能となってきた．これらの心筋組織はい

ったん作製された後，組織としての機能，構造を向上させることを目的として成熟化培養を

行うのが一般的である．心筋組織をより成熟化させる方法についてもこれまで多くの研究が

なされており， 3次元的な組織全体に十分な酸素，栄養分を供給する方法 (ハイドロゲルを

含有させる方法 (Matsuo, et al., 2015)，血管網を形成させる方法 (Sakaguchi, et al., 2013)) や，

組織に対して様々な力学的負荷を与えることで，心筋組織を成熟化させる方法が開発されて

きた． 

近年では，Li らが 2017 年に，ポリ乳酸-グリコール酸共重合体を主成分とするスキャフォ

ールドを用いることにより iPS 細胞由来心筋組織の作製が可能であることを示している (Li, 

et al., 2017)．さらにその後の研究で Nakazato らは，回転浮遊培養系においてこの心筋組織の

成熟化培養を行うと，静置培養系で培養した場合と比較して極めて重厚な心筋組織となるこ

と，当該心筋組織は全体として同調して拍動し，なおかつ成熟心筋に認められる β-Myosin 

heavy chain (β-MHC)，Connexin-43 といった心筋構成タンパク質の生成量が有意に高くなる

ことを示している (Nakazato, et al., 2020)．さらに Nakazato らは，回転浮遊培養系で培養し

た心筋組織では，静置培養系で培養した心筋組織と比較して，生理的心肥大 (心筋組織が成

熟化して自身の機能を獲得し，肥大化していく現象 ) (Bianca, et al., 2010; Shimizu and 

Minamino, 2016) や細胞の生存に関わる FAKシグナル，PI3K/Akt シグナル，mTOR シグナル

といった一連のシグナル (Simpton, et al., 1993; Condorelli, et al., 2002; Shioi, et al., 2003) の活

性が有意に高いことを示している (Nakazato, et al., 2020)．これらのことから，Nakazato らは，
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回転浮遊培養系では，「心筋組織の生理的心肥大」が促進され，より成熟化した重厚な心筋

組織ができたのではないかと考察している (Nakazato, et al., 2020)． 

一方で心筋組織の無限沈降状態を実現する回転浮遊培養システムにおいて，なぜ成熟化の

進んだ重厚な心筋組織ができるのか，そのメカニズムに関しては不明な点が多い．一般に心

筋組織の成熟化は前述したように心筋組織としての機能および構造を獲得することであり，

その機能としてはサルコメア構造の形成に伴う収縮力の発生やその同調性の向上が挙げら

れる (Karbasi, et al., 2020)．収縮力の発生には細胞内に形成されるサルコメア構造が必要と

なり，これを発揮するにあたってはエネルギー源である ATP やカルシウムイオンといった

一連の代謝物が利用される．心筋細胞におけるサルコメア構造の形成やそれに伴う心筋細胞

形態，構造の変化，および代謝や細胞周期の変化 (Werner, et al., 1989; Lopaschuk, et al., 1991; 

Stanley, et al., 2005; Puente, et al., 2014; de Carvalho, et al., 2017) は，心筋細胞がこれらの機能

を発揮するために起こるものとされており，これら一連の表現型が心筋成熟のマーカーや評

価指標として用いられることが多い．また，このような機構を利用した心筋成熟の促進に関

する多くの心筋組織工学研究が行われてきた．力学的負荷を与えることによりサルコメア構

造の形成を促す例 (Russell, et al., 2010; Salameh, et al., 2010) や，心筋細胞の配向性を整える

ことによりサルコメア構造に起因する収縮運動を起こしやすくする例 (Li, et al., 2017) が報

告されている．例を挙げると枚挙にいとまがないが，いずれの報告例においても心筋組織や

その中の細胞の形態や構造，機能を如何にして生体内のものに近づけるかという狙いで行わ

れたものがほとんどである．回転浮遊培養における心筋成熟についても，これらの要素いず

れかを含んだ一連の成熟化メカニズムが存在すると考えられる． 

 以上のような背景を鑑みて，本章では単一細胞集塊の培養における回転浮遊培養の特性に

ついて明らかにするため，集塊構造の不均一性が発生すると予想されるヒト iPS 細胞由来心

筋組織を研究対象とし，その成熟化メカニズム (分化プロセスの 1つ) の解明を行う事とし

た．具体的には心筋成熟に伴って変化すると予想される組織形態，構造変化の特性に着目し，

これらの関係性について明らかにすることで，回転浮遊培養における心筋成熟のメカニズム

およびそのトリガーとなる因子について考察した．  
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3.2 実験材料および方法 

 

3.2.1 使用細胞および培養方法 

本研究ではヒト iPS 細胞 (253G1 株，理化学研究所バイオリソースセンター提供) および

マイトマイシン C 処理済みのマウス胚繊維芽細胞 (MEF) (ReproCELL Inc., Tokyo, Japan) を

用いた．これらの細胞は Repro Coat (ReproCELL Inc.) でコーティングした培養皿 (Corning, 

Costar, Cambridge, USA) および basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (ReproCELL Inc.) を終濃

度 5 ng/mLとなるように添加した Primate ES Cell Medium (ReproCELL Inc.) を用いて 37℃，

5%CO2雰囲気下で培養されたものである． 

細胞の継代および培養は以下に示す方法で行った．Repro Coat でコーティングした培養皿

に MEF を 1.4 × 105 cells/cm2となるように播種し，37℃，5%CO2雰囲気下にて 1 日培養し

た．培養には終濃度で 10% Fetal Bovine Seram (FBS; Thermo Fisher Scientific) および 1% 

Penicillin-Streptomycin, Liquid (Thermo Fisher Scientific) を含むダルベッコ変法イーグル培地 

(4.5g/l グルコース)(L-グルタミン, ピルビン酸含有)(液体) (DMEM; Nacalai Tesuque Inc., 

Kyoto, Japan) を用いた．翌日，セミコンフルエント状態のヒト iPS 細胞を CTK 溶液 

(ReproCELL Inc.) 処理にて剥離・回収し，1000 rpm で 3 min 遠心分離を行った．上清を廃棄

した後，終濃度で 5 ng/mL bFGF を含む Primate ES Cell Medium にて小細胞塊状となるよう

に細胞を再懸濁し， DMEM/10 % FBS/1% Penicillin-Streptomycin, Liquid を 5 ng/mL 

bFGF/Primate ES Cell Medium に入れ替えた培養皿に適量播種した．播種完了後，37℃，5%CO2

雰囲気下にて培養を開始し，培養 5日目の細胞を継代に，培養 6日目の細胞を心筋分化誘導

に使用した．なお，この間培地交換は 5 ng/mL bFGF/Primate ES Cell Medium を用いて毎日行

った． 

 

3.2.2 ヒト iPS 細胞の心筋分化誘導および細胞集塊の単分散処理 

ヒト iPS 細胞の心筋分化誘導は先行研究と同様の方法にて行った (Sougawa, et al., 2021)．

以下に方法を示す (Fig. 3.1)．培養には，StemProTM-34 SFM (1X) (Thermo Fisher Scientific) を
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使用した．この液体培地は，解凍した Nutrient Supplement (40 X) を加え，さらに L-glutamine 

(200 mM) (Thermo Fisher Scientific)，1-Thioglycerol (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA)，

L-Ascorbic Acid 2-Phosphate Trisodium Salt (FUJIFILM Wako) をそれぞれ終濃度で 2 mM，400 

µM，50 µg/mLとなるように添加し，混合して調製を行った．これを以下「基礎培地」と表

記する．培養 6日目のヒト iPS 細胞およびMEFを終濃度で 10 µM Y-27632 (FUJIFILM Wako) 

を含む Accumax (Innovative Cell Technologies) にて剥離し，回収した細胞を遠心分離 (1000 

rpm, 3 min) にかけた．上清を廃棄した後，終濃度で 10 µM Y-27632を含む基礎培地にて再懸

濁および単分散処理を行った．その後細胞数計測を行い，計測結果を元に必要量の細胞を遠

沈管に分取して遠心分離 (1000 rpm, 3 min) にかけた．上清を廃棄した後に終濃度で 5 µM 

Y27632および 5 ng/mL Bone Morphologic Protein-4 (BMP-4) (R&D Systems, Inc., MN, USA) を

含む基礎培地を用いて 1.5 × 105 cells/mLとなるように細胞を再懸濁し，30 mL bioreactor (Able 

Co. Ltd., Tokyo, Japan) に播種した．播種完了後を Day 0 とし，Day 15 まで心筋分化誘導を行

った．30 mL bioreactor の攪拌翼の回転速度は 40 rpm とした．Day 1 では bFGF，BMP-4，

Activin A (R&D Systems, Inc.) をそれぞれ終濃度 5 ng/mL，10 ng/mL，14 ng/mLとなるように

添加した．Day 4では終濃度で 6 µM IWR-1 (Sigma-Aldrich) および 8 µM IWP-2 (Sigma-Aldrich) 

を含む基礎培地に，Day 6 では 終濃度で 5 ng/mL VEGF (FUJIFILM Wako) および 10 ng/mL 

bFGFを含む基礎培地に切り替え，Day 6 以降は後者の培地で 2日毎に培地交換を行った． 

Day 15 において細胞集塊を回収し，Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) (Sigma-Aldrich) で

5 倍希釈した Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red (Thermo Fisher Scientific) を用いて酵素反応処

理 (37℃，10 min) を行った．酵素反応処理終了後，ピペッティングによる細胞集塊の単分

散処理を行い，遠心分離 (100 rpm, 5 min) にかけた．上清を廃棄した後，DMEM/10 % FBS/1% 

Penicillin-Streptomycin, Liquid にて細胞を再懸濁し，細胞数計測を行った． 

 

3.2.3 フローサイトメトリーによるトロポニン陽性率の測定 

心筋分化誘導で得られた細胞含まれる心筋細胞の割合を確認するため，フローサイトメト

リーによるトロポニン陽性率の測定を行った．心筋分化誘導終了後，単分散処理を行った細
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胞 3.0 × 105 cells (以下サンプルと表記) を1.5 mLチューブに分取し，Cytofix/Cytoperm (Becton, 

Dickinson and Company Inc. (BD), MJ, USA) にてサンプルの固定化・膜透過処理 (4℃，30 min) 

を行った．固定化・膜透過処理終了後， PBS にて 15倍希釈した Bovine Albumin Fraction V 

Solution (7.5%) (Thermo Fisher Scientific) (以下 0.5%BSA/PBS 溶液と表記) にて 4℃下で一晩

サンプルのブロッキング処理を行った．ブロッキング処理終了後，精製水にて 10 倍希釈し

た Perm/Wash buffer (BD) (以下 10X Perm/Wash bufferと表記) に Troponin T-C抗体(CT3) Alexa 

Fluor 488 (Santa Cruz Biotechnology) および Normal mouse IgG2a Alexa Fluor 488 (Santa Cruz 

Biotechnology) をそれぞれ 300 倍希釈して抗体反応液を調製し，これを用いて 4℃下，遮光

状態で 60 min 抗原抗体反応処理を行った．抗原抗体反応処理終了後，10X Perm/Wash buffer

および 0.5%BSA/PBS 溶液にてサンプルの洗浄処理を行い，フローサイトメーターCyFlow 

Cube 6 (Sysmex, Co. Ltd., Hyogo, Japan) を用いてトロポニン陽性率の測定を行った． 

 

 

Fig. 3.1 The procedure of cardiac differentiation culture of hiPSCs (A) and the ratio of cardiac 

troponin T positive cells based on flow cytometry analysis (B). 
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3.2.4 回転浮遊培養における心筋組織の培養 

ヒト iPS 細胞由来心筋組織の培養は先行研究と同様の方法にて行った (Nakazato, et al., 

2020)．以下に方法を示す (Fig. 3.2)．心筋分化誘導終了後，単分散処理を施した細胞を

DMEM/10 % FBS/1% Penicillin-Streptomycin, Liquid にて細胞密度 3.0 × 107 cells/mLとなるよ

うに懸濁して細胞懸濁液を調製し，6 mm×6 mm Aligned nanofibers 1 枚当たり 2.0 × 106 cells

となるように細胞を播種した．細胞播種完了後，37℃，5%CO2雰囲気下で 3 h静置して細胞

を 6 mm × 6 mm Aligned nanofibers (Li, et al., 2017) に接着させた後，DMEM/10 % FBS/1% 

Penicillin-Streptomycin, Liquid を 6 well plate の 1 well 当たり培地量 5 mL となるように添加

し，37℃，5%CO2 雰囲気下で前培養を開始した．前培養開始から 3 日目の心筋組織を静置

培養 (以下 Static condition と表記) および回転浮遊培養 (以下 Floating condition と表記) に

て培養した．培養開始時を Day 0 と定義し，Day 5 まで培養を行った．培養にはディスク型

ベッセル＜100 mL＞ (JTEC Co. Ltd., Osaka, Japan) および Cell Pet Cube (JTEC Co. Ltd.) を用

い，ベッセルの回転数を Static condition では 0に，Floating condition では 10 rpmにそれぞれ

設定して 37℃，5%CO2雰囲気下で培養を行った． 

 

 

Fig. 3.2 The procedure for the culture of cardiac tissue in static and floating conditions. 
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3.2.5 心筋組織の形態観察および投影面積測定 

培養過程における心筋組織形態変化の特性を理解するため，Day 0，Day 1，Day 3，Day 5

のそれぞれにおいて心筋組織の形態観察および画像取得を行い，取得した画像から心筋組織

の投影面積 S (µm2)を測定した．心筋組織の形態観察および画像取得は，倒立型明視野顕微

鏡 IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare) の 2 倍対物レンズを用いて行い，投影面積測定は画

像処理ソフト Image Pro Plus 7.0 を用いて第 2章と同様の方法で行った． 

 

3.2.6 ウェスタンブロッティングによる心筋構成タンパク質形成の定量評価 

心筋組織の成熟度の評価を行うため，先行研究 (Nakazato, et al., 2020) の評価方法に基づ

き，ウェスタンブロッティングによる心筋構成タンパク質 (Troponin T，Sarcomeric Alpha 

Actinin (SAA)，β-Myosin Heavy Chain (β-MHC)) の定量評価を行った．以下に方法を示す．

Day 0，Day 1，Day 3，Day 5 において心筋組織を回収して PBS で洗浄した後，HaltTM Protease 

& Phosphatase inhibitor Single-Use Cocktail (100X) (Thermo Fisher Scientific) を 1/100量加えた

CelLytic M:Mammalian Cell Lysis/Extraction reagent (Sigma-Aldrich) を添加し，氷上で 10 min

静置した．その後同じく氷上でソニケーション処理を行った後，遠心分離 (4℃，12,000 rpm，

15 min) にかけ，上清をタンパク質抽出液として採取した． 

採取したタンパク質抽出液に含まれるタンパク質の濃度は Pierce BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて測定し，測定結果を元にポリアクリルアミドゲル電気泳

動に用いるタンパク質抽出液の液量を決定した．既往研究と同様の方法にてポリアクリルア

ミドゲル電気泳動および PVDFメンブレンへのタンパク質転写処理を行い，終濃度で 5%と

なるように ECL Blocking Agent (GE Healthcare) を含ませた TBS でブロッキング処理を行っ

た．ブロッキング処理終了後，終濃度で 5%および 1%となるように ECL Blocking Agent (GE 

Healthcare) および Tween-20 (Nacalai Tesque) を含ませた TBS (以下，抗体反応液) に 1次抗

体 (Anti-Cardiac Troponin T (Abcam), Anti-Sarcomeric Alpha Actinin (Abcam), Anti-Myosin Heavy 

Chain-7 (Proteintech), Anti-connexin-43 (Sigma), Anti-Lamin A/C antibody (Santa Cruz 

Biotechnology), anti-Lamin B1 antibody (Abcam), Anti-GAPDH (Cell Signaling technology)) を希
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釈し，4℃下で一晩 1 次抗体反応を行った．1次抗体反応終了後，PVDFメンブレンを終濃度

で 1%となるように Tween-20 (Nakalai Tesque) を含ませた TBS (以下，TBS-T) にて洗浄した．

洗浄処理終了後，抗体反応液に 2次抗体 (Dylight 800 goat anti-rabbit (Biorad), Starbright 700 

goat anti-mouse (Biorad)) を希釈し，室温下で 1 h，遮光状態で 2次抗体反応を行った．2次抗

体反応終了後，PVDF メンブレンを TBS-T にて洗浄し，バンド検出器 ChemiDoc MP imaging 

system (Biorad) を用いてバンド検出および蛍光画像の取得を行った．取得した蛍光画像を元

に，画像処理ソフト Image Lab Software (Biorad) を用いて検出したそれぞれのバンドの輝度

を測定した． 

 

3.2.7 蛍光染色および心筋組織切片の 3次元構造観察 

心筋組織における核および骨格タンパク質 (F-actin) の時間的分布の特性を理解するため，

化学蛍光染色による心筋組織の 3 次元構造観察を行った．以下に方法を示す． Day 5 にて

心筋組織を回収し，PBS で一度洗浄した後，4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液 

(FUJIFILM Wako) にて 30 min 固定化処理を行った．固定化処理終了後，組織を PBS で洗浄

し，15%スクロース/PBS 溶液に一晩浸して脱水処理を行った．脱水処理終了後，心筋組織を

O.T.C.コンパウンドにて包埋・凍結し，凍結標本を作製した．この凍結標本から 60 µm 厚の

凍結標本切片を作製し，スライドガラスに張り付けた．この標本切片を PBS にて洗浄して

O.C.T.コンパウンドを除去した後，0.5%Triton X-100/PBS 溶液に 10 min 浸し，膜透過処理を

行った．膜透過処理終了後，Alexa 488 conjugated phalloidin (Thermo Fisher Scientific) および

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) をそれぞれ用いて F-actin およ

び核の染色を行った．染色処理終了後，標本切片を PBS にて洗浄し，共焦点レーザー走査

型顕微鏡 FV1000 (Olynpus) を用いて標本切片の 3次元構造観察を行った． 

 

3.2.8 心筋組織切片の免疫蛍光染色 

心筋組織における核アミナ (Lamin A/C) の局在性を明らかにするため，免疫蛍光染色に

よる心筋組織構造観察を行った．3.2.7 に示した方法と同様の方法にて心筋組織を凍結包埋
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し，心筋組織の凍結標本を作製した．作製した凍結標本から 10 µm厚の凍結標本切片を作製

し，スライドガラスに張り付けた．この標本切片を PBS で洗浄して O.C.T.コンパウンドを

除去した後，0.5%Triton X-100/PBS 溶液に 10 min 浸し，膜透過処理を行った．膜透過処理終

了後，標本切片をブロックエース溶液に浸して 4℃下で一晩ブロッキング処理を行った．ブ

ロッキング処理終了後，Anti-Lamin A/C antibody (Santa Cruz Biotechnology) を用いて調製し

た 1 次抗体溶液で標本切片を 4℃下で一晩浸し，1 次抗体反応を行った．1 次抗体反応終了

後，標本切片を Alexa Fluor 488 goat-anti mouse antibody (Thermo Fisher Scientific)を用いて調

製した 2 次抗体溶液に室温で 1 h 浸し，2 次抗体反応を行った．2 次抗体反応終了後，4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) を用いて核の染色を行った．染色処

理終了後，標本切片を PBS にて洗浄し，共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000 (Olynpus) を

用いて標本切片の構造観察を行った． 

 

3.2.9 統計解析 

各培養条件での培養は少なくとも 3回行い，独立してデータを取得した．得られたデータ

は平均値をグラフにし，エラーバーとして標準偏差を表示した．Student’s t-test をデータ間

の有意差を決定するために用い，有意水準 1%または 5%で検定を行った．  
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3.3 実験結果 

 

3.3.1 回転浮遊培養における心筋組織形態変化の特性 

回転浮遊培養における心筋組織形態変化の特性を明らかにするため，各培養時間 (Day 0, 

Day 1, Day 3 および Day 5) における心筋組織の投影面積 S (µm2) を測定し，Day 0 のときの

投影面積 S0 (µm2) に対する投影面積変化率 S/S0 (-) を算出した．各培養時間に対してこの値

をプロットした図を Fig. 3.3A に示した．比較対象として用意した静置培養においては S/S0

の値の顕著な変化は認められなかったのに対し，回転浮遊培養では S/S0が Day 0 から Day 3

にかけて有意に減少していた (Fig. 3.3A)．Day 3 から Day 5にかけては顕著な変化は認めら

れなかったが，Day 5 における S/S0の値は静置培養のものと比較して有意に低い値であった 

(Fig. 3.3A)． 

また，この時の心筋組織の形態変化の仕方についても，明視野顕微鏡での観察結果から静

置培養と回転浮遊培養の間で顕著な違いが認められた．両条件とも，ナノファイバー線維に

対して縦方向には顕著な変化が認められなかったが，ナノファイバー線維垂直方向に対して

は，静置培養と比較すると回転浮遊培養の方が組織形態の変化が大きく，ナノファイバー線

維が Day 0 と比較して変形している様子が確認された (Fig. 3.3F1, F3, G1, G3)． 
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Fig. 3.3 Morphological change of cardiac tissue in static and floating conditions. (A) Time profile of 

the projected area ratio (S/S0). Statistical significance was analyzed by performing two tailed Student’s 

t-tests; *p < 0.05, **p < 0.01 (n = 6). Error bars represent the standard deviation. (B - M) Bright field 

images of cardiac tissue on Day 0, Day 1, Day 3, and Day 5. Scale bars show 500 µm. 
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3.3.2 心筋組織における心筋構成タンパク質形成の特性 

心筋組織における心筋骨格タンパク質 (Troponin T, Sarcomeric Alpha Actinin (SAA), β-

Myosin Heavy Chain-7 (β-MHC)) および細胞-細胞間ギャップ結合構成タンパク質 (Connexin-

43) の形成について，回転浮遊培養での時間依存的な変化の特性を明らかにするため，ウェ

スタンブロッティングによるこれらのタンパク質の定量評価を行い，比較対象として用意し

た静置培養のものと比較した．定量評価を行う際には，まず各培養時間における各バンド 

(Fig. 3.4A) の蛍光強度を測定し，ローディングコントロール (GAPDH)に対する標的タンパ

ク質の相対蛍光強度を算出した．その相対蛍光強度について，Day 0 における値を 1とした

ときの Day 1，Day 3，Day 5 の相対値をプロットしたのが Fig. 3.4B-E に示すグラフである． 

比較対象として用意した静置培養ではいずれのタンパク質もその形成量について時間依

存的な変化は認められなかった (Fig. 3.5B-E)．回転浮遊培養においても Troponin T および

SAA の形成に関しては顕著な変化は認められなかった (Fig. 3.4B, C) が，β-MHC および

Connexin-43については Day 3 以降に有意に増加する傾向が認められた (Fig. 3.4D, E)． 
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Fig. 3.4 Maturation properties of cardiac tissue in static and floating conditions. (A) The western blot 

images of Troponin T, Sarcomeric Alpha Actinin (SAA), β-Myosin Heavy Chain (β-MHC), Connexin-

43, and GAPDH (loading control), and (B-E) their quantitative analysis. The intensity of each target 

proteins was normalized to that of GAPDH. Open circle: static condition, closed circle: floating 

condition. Statistical significance was analyzed by performing two tailed Student’s t-tests; *p < 0.05, 

**p < 0.01 (n = 3). 
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3.3.3 心筋組織における核および F-actin の空間的分布，形態，構造の特性 

次に，回転浮遊培養にて培養した心筋組織の 3 次元的な構造特性を理解するため，心筋組

織切片における核および骨格 (F-actin) の 3 次元構造観察を行い，その結果を比較対象とし

て用意した静置培養のものと比較した．Fig. 3.5 に示した図はナノファイバー線維方向に対

して垂直に切った組織の断面であり，組織中心部 (Central region) と組織周囲部 (Peripheral 

region) をそれぞれ示している (Fig. 3.5A-D)．また，ナノファイバー線維が局在していたと

考えられる側を Fiber sheet side，その反対側で組織表面側を Surface sideとし，その間をMiddle 

side としたときに，それぞれにおける XY平面，XZ平面，YZ平面の観察結果を Fig. 3.5A1-

D3 にそれぞれ示している． 

まず組織片の構造特性として，組織中心部においては Floating condition の方が Static 

condition と比較して分厚い構造を有していた (Fig. 3.5A, C)．また周囲部においては Static 

condition の組織片は比較的扁平したような構造であったのに対し，Floating condition では比

較的丸みを帯びたような構造を有していた (Fig. 3.5B, D)．また，核の分布は Static condition，

Floating condition ともに均一であったが F-actin の構造については条件間で顕著な違いが認

められ，Floating condition では Static condition で認められなかったような F-actin の筋状の構

造が組織中心部，組織周囲部のそれぞれの組織表面側で認められた (Fig. 3.5C, D)．このと

きの組織切片各部位 (Fig. 3.5A1-D3) における核の形態を 3次元的に観察すると，Fiber sheet 

side やMiddle side においては Static condition，Floating condition ともに丸い形状の核が多く

認められた (Fig. 3.5A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2) のに対し，Surface side では Static condition

と Floating condition の間で核の形態に顕著な違いが認められた．Static condition では他の部

位と同様に丸い形状の核が多く分布していた (Fig. 3.5A3, B3) が，Floating condition では組

織表面部分の核が組織表面に沿って扁平したような形態を示していた (Fig. 3.5C3, D3)． 
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Fig. 3.5 Localization of nuclei and actin cytoskeleton in hiPSC-derived cardiac tissue cultured in static 

and floating conditions on Day 5. Confocal fluorescence images of F-actin (green) and nuclei (red) 

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

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

view. Scale bars = 50 μm. 
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3.3.4 心筋組織における核ラミナの局在とその形成量 

心筋組織における核アミナの局在とその形成量について明らかにするため，免疫蛍光染色

による Lamin A/C の局在観察およびウェスタンブロッティングによる Lamin A/C の形成量

に関する定量評価を行った．ウェスタンブロッティングによるタンパク質定量評価では，全

細胞において形成される Lamin B1 に対してどの程度 Lamin A/C が形成されているかを明ら

かにするため，先行研究 (Koaykul, et al., 2019; Kim, et al., 2021) と同様の評価方法に基づい

て Lamin B1 に対する Lamin A/C の相対蛍光強度を算出し，その値を Day 0 および Day 5 の

Static condition のものと比較した． 

Fig. 3.6Aの染色画像からも明らかなように，Static codition と比較して Floating condition の

方が Lamin A/C 陽性細胞がより多く認められた．加えて，その局在性についても違いがはっ

きりと認められ，Static condition では組織内部に Lamin A/C 陽性細胞が不均一に局在してい

たのに対し，Floating condition では組織全体に均一に Lamin A/C 陽性細胞が局在していた．

さらにウェスタンブロッティングによるタンパク質定量評価の結果においても Floating 

conditionでは Lamin A/Cの形成量がDay 0からDay 5にかけて維持されており Static condition

のものと比較して顕著に多いことが明らかとなった (Fig. 3.6B)．  
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Fig. 3.6 Distribution and formation of nuclei lamina in cardiac tissue of static and floating conditions. 

(A) Immunostaining images of Lamin A/C (green) and nuclei (red) in the central region of cardiac 

tissue. (b-d, f-h) Magnified views of the boxed area in (a) and (d), respectively. Scale bars show 50 

µm. (B) The western blot images of Lamin A/C, Lamin B1, and GAPDH.  
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3.4 考察 

本研究では，回転浮遊培養における心筋成熟のメカニズムを明らかにすることを目的とし

て，成熟化に伴って発生しうる組織の形態および構造変化の特性を調査し，その結果から成

熟化のトリガーとなる因子を見出す，という戦略をとった．その結果，心筋組織の形態変化

や心筋構成タンパク質の形成パターンには時間依存的な特性があることが示され，これら 2

つの現象の間に，回転浮遊培養における心筋成熟のトリガーとなる因子が存在する可能性が

考えられた．本節では，これらの関係性について組織構造特性と回転浮遊培養の培養特性の

観点から考察し，心筋成熟のトリガーとなりうる因子について言及した． 

 

3.4.1 心筋組織の形態変化特性と心筋構成タンパク質の形成の関係 

培養過程における心筋組織形態の変化について調査を行ったところ，Fig. 3.2 の結果から

も明らかなように，心筋組織の投影面積比 S/S0 (-) が静置培養と比較して回転浮遊培養の方

が有意に減少し，特に Day 0 から Day 3 にかけての S/S0の値の減少が顕著であった．S/S0が

有意に減少した要因はいくつか考えられ，1つは組織外縁部の細胞が徐々に剥がれて組織か

ら消失してしまった可能性，もう 1つは細胞が剥がれることなく組織そのものが中心部に向

かって収縮し，分厚い構造へと変化した可能性である．明視野画像における組織形態の観察，

特に組織外縁部における拡大像の観察結果では，静置培養，回転浮遊培養ともに組織外縁部

においては目立った組織の損傷は認められず，前者の細胞が剥がれ，消失したことによる

S/S0の値の減少の可能性は低いと考えられる．一方，回転浮遊培養では静置培養と比較して

組織外縁部付近におけるナノファイバー線維の顕著な変化が認められ，特にナノファイバー

線維の配列方向に対して垂直な方向に対するファイバー線維の形状変化が顕著であった 

(Fig. 3.3 F1, F3, G1, G3)．このことからこの方向に組織が収縮して分厚い構造へと変化した

のではないかと考えられる．先行研究では回転浮遊培養で培養した心筋組織は分厚い構造へ

と変化したことが示されており (Nakazato, et al., 2020)，本研究においても組織構造観察の結

果から回転浮遊培養では静置培養と比較して顕著に分厚い構造が確認されている (Fig. 

3.5A, C)．これらの知見および結果は，培養過程において組織が収縮して分厚い構造へと変
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化したことを支持するものであり，回転浮遊培養では培養経過に伴って心筋組織が縮む現象

が起こっていることが示唆された． 

一方で，培養過程における心筋構成タンパク質 (Troponin T，Sarcomeric Alpha Actinin (SAA)，

β-Myosin Heavy Chain (β-MHC)，Connexin-43) の形成量の経時変化について調査を行ったと

ころ，これらのタンパク質形成のパターンは上述した S/S0の変化の仕方と大きく異なること

が分かった．Troponin T および SAA の形成量については培養中いずれも一定のレベルを維

持していたのに対し，β-MHC および Connexin-43 の形成量は組織が縮んだ後の Day 3 以降に

有意に増加していた (Fig. 3.4)．一般に Troponin T および SAA は，それぞれアクチン-ミオ

シン収縮運動の調節，サルコメア構造に維持に関与している代表的な心筋構成タンパク質で

あり，未成熟心筋の段階から形成されることが知られている (Karbassi, et al., 2020)．一方で

β-MHC および Connexin-43 はそれぞれ，サルコメア構造の成熟および電気生理学的機能の

成熟に伴って形成されるタンパク質であり，心筋成熟のマーカーとして広く汎用されている 

(Reiser, et al., 2001; McDevit, et al., 2002; Salameh, et al., 2010; Zhang, et al., 2017; Cui, et al., 2019)．

これらの報告を考慮すると，Floating condition の心筋組織は Day 3 までの間，未成熟心筋と

しての表現型を維持しながら縮み，何らかの因子がトリガーとなって Day 3 以降に心筋成熟

が進行し始めたことが考えられる．すなわち，Fig. 3.3および Fig. 3.4 の結果は，心筋成熟が

進み始める前の組織が縮む現象に，成熟化のトリガーとなる因子が存在することを示唆して

おり，詳細のメカニズム解明のためにはこの点についてのより詳細の調査が必要であること

が考えられた． 

 

3.4.2 回転浮遊培養における心筋成熟のトリガーとなる因子 

前節から心筋成熟のトリガーとなる因子は心筋組織が縮む現象にある可能性が示唆され，

心筋組織構造の詳細な理解が当該因子の特定につながると考えられた．そこで本研究では心

筋組織構造の 3 次元観察を行い，核および F-actin の空間的な形態，分布の特性を明らかに

した (Fig. 3.5, 3.5)．Fig. 3.7にはその結果と，前節で述べた心筋組織形態変化および心筋構

成タンパク質形成の変化の調査結果 (Fig. 3.3, 3.4) に基づいて，回転浮遊培養における心筋
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成熟のメカニズムに関する仮説の概念図を示した． 

Fig. 3.5の核，F-actin の 3次元構造観察の結果かから，回転浮遊培養では無限沈降に伴っ

て液流が当たる組織表層部において，組織表面に沿って扁平した形状の核が多く存在してい

た (Fig. 3.5C3, D3)．筋細胞に対して液流由来の剪断ストレスを付与した時の細胞骨格形成

への影響についてはいくつか報告例があり，基本的に剪断ストレスが付与された方向に沿っ

てアクチンフィラメントが配向する傾向があるとされている (Ann, et al., 2002; Steven, et al., 

2013)．また，心筋細胞集塊に対して扁平するような力学的負荷を付与した際には，細胞集

塊から生じるサルコメア構造由来の収縮力が大きくなることも報告されている (Nakano, et 

al., 2021)．回転浮遊培養では無限沈降により組織表面に対して絶えず鉛直方向の流体からの

抗力がかかっており，特に沈降方向と逆の鉛直上向き，すなわち組織表面から内部に向かう

方向に圧迫するような力がはたらき続けるものと推察される．また組織表面では表面に沿っ

た方向に流体から発生する剪断ストレスがはたらき続ける．これらの報告例や本研究におけ

る結果を考慮すると，「(i) 心筋組織表面鉛直上向きに液流が当たることにより細胞が組織内

部方向に圧迫されること」，そして「(ii) 組織表面に沿った方向に剪断ストレスがはたらくこ

と」で組織表層部の細胞が扁平した形状へと変化し，サルコメア構造が形成されているので

はないかと考えられる．加えて，サルコメア構造が形成された部位ではアクチン-ミオシン

収縮運動が起こりやすく，水平方向に沿った収縮力が発生することも知られている (Alam, 

et al., 2016; Chanet, et al., 2017; Alisafaei et al., 2019)．本研究の結果では同じく組織表層部にお

いて F-actin の筋状の構造が確認されており (Fig. 3,5C3, D3)，組織表面の方向に沿った収縮

力が発生していることが考えられる．特に組織周囲部ではこの収縮力がはたらくことによっ

て組織中心方向に向かって縮むような運動を起こすことが考えられ，組織表面において細胞

形態の変化を伴う骨格形成が，いわゆる組織が縮む現象のトリガーとなったのではないかと

考えられる． 

一方，回転浮遊培養では組織内の細胞において核ラミナである Lamin A/C の形成が静置培

養と比較して顕著であり，組織全体に均一に Lamin A/C陽性細胞が分布していた (Fig. 3.6)．

Lamin A/C は分化細胞において核の内側に形成されるタンパク質であり，核の形態の保持や
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クロマチン形態の制御を通じた遺伝子発現制御に寄与する重要なタンパク質である (Lenz-

Bohme, et al., 1997; Sullivan, et al., 1999; Liu, et al., 2000; Dechat, et al., 2008)．Lamin A/C は細

胞が外部から圧迫されるような力学的負荷を受けたときに，その負荷が細胞骨格を介して核

に伝達され，核内に顕著に形成されることが知られている (Wang, et al., 2009)．特に心筋で

は Lamin A/C の形成がそれに続く Sad1p and Unc-84 homology 1-2 (SUN1-2)，Nesprin，Desmin

といった一連のタンパク質群の形成を促し，サルコメア構造の形成やその配向性の向上が促

進されると考えられている (Carmosino, et al., 2014)．またこの一連のタンパク質群の形成を

促すのが Serum response factor (SRF) と呼ばれる調節タンパク質であり，Lamin A/C の核内

で形成されることにより SRFの形成，活性化が促進されることが報告されている (Balza and 

Misla, 2006; Vartiaien, et al., 2007)．すなわち，心筋細胞に対する力学的負荷の付与は Lamin 

A/C の蓄積を通じたサルコメア構造の形成に極めて重要な役割を担っていると考えられる． 

本研究では，核と F-actin の 3次元構造観察の結果から，組織表層部の細胞でアクチン-ミ

オシン収縮運動が発生することにより組織外部から内部方向に向かって内部の細胞を圧迫

するような力がはたらくことが考えられ，これが組織が縮む現象の主要因の 1つとして考え

られる．加えてこの圧迫する力がはたらくことにより組織内部の心筋細胞の Lamin A/C 形成

が促され，後に続くサルコメア構造の形成や Connexin-43の形成にも正の影響を与えたこと

が考えられる．実際に回転浮遊培養では Lamin A/C の形成が維持されており (Fig. 3.6B)，無

限沈降に伴って発生する液流が組織表層部にはたらくことにより細胞が扁平した形状へと

変化する．そして扁平した形状の心筋細胞に発生する細胞骨格由来の組織表面方向に沿った

収縮力が組織の縮みを伴って組織内部の細胞を圧迫し，Lamin A/C の形成を促す．この Lamin 

A/C の形成により心筋成熟に関連する一連のタンパク質群のはたらきが活性化され，心筋成

熟が遅発的に進行したものと考えられる (Fig. 3.7)． 
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Fig. 3.7 Schematic illustration showing the possible mechanism of cardiac tissue maturation in rotating 

flow culture. The cardiomyocyte shape in the surface of the tissue cultured in floating condition 

showed the flat due to medium flow with infinite sedimentation. The flat shape cardiomyocytes 

perform contractile force along with the surface of the tissue, resulted in the shrink of tissue. Moreover, 

the formation of nucleus lamina in the tissue of floating condition might be maintained due to the 

compression from outside cells to inside cells. The nucleus lamina contributes to the maturation of 

cardiomyocytes by the activation of regulatory proteins associated with sarcomere structure maturation. 

These spatial heterogeneity in the tissue due to infinite sedimentation, which was not observed in static 

condition, was the most important factor for cardiac maturation in rotating flow culture. 
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3.5 小括 

本研究の結果から，回転浮遊培養ではヒト iPS 細胞由来心筋組織が縮む現象が起こって

おり，その変化の仕方についても時間依存的な特徴があることが示された．また，成熟心

筋にみられる β-MHC や Connexin-43といったタンパク質の形成は組織が縮んだ後に有意に

増加しており，組織が縮んだ後に心筋成熟が進行し始めたことが示唆された．回転浮遊培

養で培養した心筋組織では組織表面に扁平した細胞が多く認められ，F-actin の筋状の構造

も確認されたことから，組織表面の細胞から組織内部の細胞に対して圧迫するような力が

はたらいていることが考えられた．さらに回転浮遊培養では静置培養と比較すると核ラミ

ナ (Lamin A/C) の形成が維持されており，回転浮遊培養における心筋成熟に寄与する重要

な因子の 1つであることが示唆された．以上から回転浮遊培養における心筋成熟のメカニ

ズムとして「培地流れの影響により組織表面の細胞形態が変化し，組織が収縮する事」，そ

して「この収縮時に組織内部の細胞にはたらく圧迫が，核ラミナ (Lamin A/C) の形成維持

を促し，心筋成熟に至ったこと」が考えられた．  
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第 4章 総括 

本研究ではヒト細胞集塊を用い，培養過程における現象解明を通じて回転浮遊培養の特性

とその工学的意義について明らかにした．その結果をまとめると以下のようになる． 

 

 第 2章では複数細胞集塊群の培養の例としてヒト iPS 細胞を用い，培養過程における細

胞集塊挙動の特性とそれが細胞増殖に与える影響を反応速度論的に解釈した．その結果，

回転浮遊培養では集塊合一および集塊崩壊の 2つの現象が発生しており，培養初期の集

塊合一に伴う過剰な集塊サイズ増大，そして培養後期の集塊崩壊に伴うシングルセルの

発生が細胞増殖を阻害する重要な因子であることが示唆された．さらに集塊合一と集塊

崩壊の発生頻度が異なる 2 つの細胞株間では，これら 2 つの現象の発生に寄与する E-

cadherin および細胞外マトリックス (ECM) の細胞集塊外縁部における局在性が顕著に

異なることを見出した．今回確認された細胞株間での挙動の違いは，集塊構造の安定性

や細胞集塊接触時における反応性の違いによって生じるものであり，特に後者は「細胞

集塊同士の接触」という培養特性に起因して発生すると考えられる．このことから当該

特性が複数細胞集塊群の培養における回転浮遊培養の重要な特性の 1つとして考えられ

た． 

 続く第 3章では，単一細胞集塊の培養特性を明らかにするため，ヒト iPS 細胞由来心筋

組織を用い，成熟化メカニズムの解明を行った．その結果，回転浮遊培養では心筋組織

の成熟化が進行する前の段階で組織が縮み分厚い構造へと変化することが示唆された．

またこの心筋組織の 3 次元構造観察の結果から，無限沈降に伴って流体の流れがはたら

く組織表面部分に扁平した形状の核が多く認められ，F-actin の筋状の構造も確認された．

さらに細胞が力学的負荷を受けることにより核内に形成され，加えて心筋成熟にも寄与

している核ラミナ (Lamin A/C) の形成が回転浮遊培養で培養した心筋組織において維

持されていた．これらの事から，無限沈降に伴う流体由来のストレスにより，組織表面

の細胞が扁平する，そしてこれにより発生した収縮力や組織内部の細胞を圧迫する力が

組織内の核ラミナの形成を促し，遅発的に心筋成熟の発生に至ったことが考えられた． 
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以上の結果は「細胞集塊同士の接触」や「細胞集塊構造の空間的不均一の発生」といった回

転浮遊培養の特性を示す重要な知見あり，これらが当該培養における細胞の増幅や分化に大

きく影響を及ぼす因子であることが考えられた (Fig. 4.1)． 

 

 

Fig. 4.1 Schematic illustration showing the characteristics of rotating flow culture with human cell 

aggregates. 

 

第 1章でも述べたように，回転浮遊培養に対する考え方は時代とともに変化しており，当

初は細胞集塊の微小重力状態を創り出すための培養手法というコンセプトの下開発された．

しかし地上で培養する以上は物体には必ず重力がはたらくため，微小重力状態という考え方

が正しいかどうかについては長年議論が繰り広げられてきた．その後，物体にはたらく重力

の存在を認めた上で，現在では細胞集塊の重力沈降と釣り合わせるような培地流れを与え続

ける培養手法，という認識が広まるようになった．ところが回転浮遊培養における粒子挙動

や流体解析に関する多くの研究 (Ju, et al., 2006; Chao, et al., 2015;Varley, et al., 2017) が進む
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と，細胞集塊は無限沈降状態だけでなく，周期的または非周期的揺動状態や，軌道運動状態

のいずれかにて浮遊することが示された． 

このように，回転浮遊培養研究の最も大きな課題の 1つは，回転浮遊培養そのものの定義

が非常に難しい点にあり，現在もなお，当該培養の装置的特性を考慮しても厳密な定義がな

されていないのが現状といえる．その中で本研究は，回転浮遊培養の装置的特性と生物学的

現象を結びつけるという観点に着目し，複数細胞集塊群および単一細胞集塊の培養を対象に

現象解明を行う事で，「ヒト細胞集塊培養における回転浮遊培養の本質的な特性とは」とい

う問いに対して，工学的観点から新たな解釈を与えることを行った．その結果，上述したよ

うな 2つの特性が見出され，しかもそれが細胞の増幅と分化に影響を及ぼす重要な因子であ

ることが示唆された．これらは今まで未解明であった回転浮遊培養の特性とその工学的意義

を示す極めて重要な知見であり，今後回転浮遊培養における生物学的現象を解明していく場

合のみならず，細胞の増幅や分化を如何にして向上させていくか，考え方を創出していく場

合においても，その手がかりとなりうる点で重要な概念であると考えられる．したがって，

本研究における成果は，今後の培養工学の発展に寄与するものであると考えられる．
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本報に関する論文 

Hashida, A., Uemura, T., and Kino-oka, M.: Kinetics on aggregate behaviors of human induced 

pluripotent stem cells in static suspension and rotating flow cultures, J. Biosci. Bioeng., 129, 494-501 

(2020). 

※本博士論文 第 2章 に関与 
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略語リスト 

略号 

BMP4  bone morphogenetic protein 4 

ECM  Extracellular matrix 

IWP2  Inhibitor of Wnt Production-2 

IWR1  Inhibitor of Wnt Response-1 

RWV  Rotating wall vessel 

SAA  Sarcomeric Alpha Actinin 

SUN  Sad1p and Unc-84 homology 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

bFGF  basic fibroblast growth factor 

cTnT  Cardiac troponin T 

β-MHC  β-Myosin Heavy Chain 

 

指標 

kbu  比分割速度 (h-1) 

kcoa  比合一速度 (h-1) 

kd  比死滅速度 (h-1) 

µapp  見かけの比増殖速度 (h-1) 

µg  比増殖速度 (h-1) 

µst  Static condition における比増殖速度 (h-1) 

ηapp  見かけの比細胞集塊数増幅速度 (h-1) 

νapp  見かけの比平均集塊体積増幅速度 (h-1) 
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変数 

Vagi
  細胞集塊体積 (µm3) 

Vag
̅̅ ̅̅   平均集塊体積 (µm3) 

ncai
  単一細胞集塊あたり細胞数 (cells aggregate-1) 

nca̅̅̅̅   単一細胞集塊あたり平均細胞数 (cells aggregate-1) 

S  細胞集塊投影面積 (µm2) 

Si  各細胞集塊の投影面積 (µm2) 

nag  細胞集塊数 (aggregates) 

nc  細胞数 (cells) 

t  培養時間 (h) 

vc  単一細胞体積 (µm3 cell-1) 
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