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緒 論 

 2018 年現在、事故や疾病により臓器機能が低下し、臓器移植を希望している患者数は約

14,000 人（心臓：669 人、肺：329 人、肝臓：320 人、腎臓：12,524 人、膵臓：209 人、小

腸：3 人)であるが、死後の臓器提供による移植を受ける患者数は約 400 名である。つまり、

臓器移植は慢性的なドナー不足という課題を抱えている(1)。加えて、移植後の免疫拒絶反応

を抑えるために、副作用の強い免疫抑制剤を服用し続ければならないという医学的課題が

ある。これらの課題を解決する新しい技術として、再生医療が注目を集めている。 

再生医療とは、細胞や組織を補充することによって、事故や疾病により機能が低下した臓

器の機能回復を図る治療法である。1998 年に Thomson JA らによって、不妊治療（体外受

精）で余った受精卵を用いたヒト ES 細胞（embryonic stem cells；ES 細胞）が樹立された

(8)。無限の増殖能とすべての組織細胞へ分化できる多能性を有したヒト多能性幹細胞が誕生

したことで、再生医療研究が加速することになった。しかし、ヒト ES 細胞の樹立には、ヒ

ト胚の使用という倫理的課題が伴っていた。そのような状況下で、2007 年に Yamanaka S

らは、生体から採取した線維芽細胞へ山中 4 因子を導入し、ヒト人工多能性幹細胞（induced 

pluripotent stem cells；iPS 細胞）を作製することに成功した(9)。iPS 細胞の誕生により ES

細胞が抱えていた倫理的課題の克服が可能となり、再生医療が臨床応用に向けてますます

注目されるようになった。 

実際、2014 年の滲出型加齢黄斑変性に対する自家 iPS 細胞由来網膜色素上皮シート移植

(24, 25)、2018 年のパーキンソン病・脳血管障害に対する iPS 細胞由来神経細胞移植(26, 27)や

2020 年の重症心不全に対する iPS 細胞由来心筋細胞シート移植(28, 29)などの自家・他家 iPS

細胞を用いた再生医療の臨床研究が進んでいる。また、創薬研究において、ヒト iPS 細胞は

薬剤毒性評価系(30-33)、難治性疾患の病態解明や治療薬開発(34-36)などへの応用が期待されて

いる。こうした再生医療や創薬研究などへの応用という観点から、動物由来の因子を使用せ

ず動物培養細胞との共培養を行わない（xeno-free）培養法の確立および不明な因子を含ま

ない培地（defined medium）の開発が求められている。そのため、生理活性を持つ化合物に

よるヒト iPS 細胞のシグナル制御が注目を集めている。 

既に、化合物によるシグナル制御を用いた多能性幹細胞の培養方法を確立する試みは始

まっている。研究が先行しているマウス多能性幹細胞の未分化維持培養では、2008 年に Ying 

QL らによって、Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)阻害剤である CHIR99021 (64)と強力な

MAPK/ERK 阻害剤である PD0325901(65)との共添加による 2i 無血清培地が様々な系統の

マウスから均一な ES 細胞の樹立と長期的な未分化維持を可能にすると示された(60)。ヒト多

能性幹細胞においても、複数の化合物カクテルにより血清や増殖因子を代替する未分化維

持培養(59, 69, 70)や化合物スクリーニングによる未分化維持に効果がある化合物の探索(71, 72)が

行われており、化合物を利用した培養方法の確立が進められている。特に、GSK-3 阻害剤

は、Wnt シグナルの活性化がヒト多能性幹細胞の未分化維持に有用であると示唆されてい
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ることから(73-75)、PD0325901 と Y-27632 との共添加で血清・フィーダー非存在下での未分

化維持(69)や Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase (DYRK)阻害剤であ

る ID-8(76)と Calcineurin/NFAT 阻害剤である Tacrolimus（FK506）(77)との共添加による

TGF-βと FGF2 の代替(59, 70)として用いられている。一方で、Wnt シグナルの活性化は、ヒ

ト多能性幹細胞の分化を促進することでも知られている(78, 79)。特に、心筋細胞分化誘導に

おいて、Wnt は BMP とともに重要なシグナルであるとされ、これらのシグナルの時間特異

的制御による効率的な心筋細胞への分化誘導方法が開発されてきた(80-83)。BMP や Wnt シ

グナルを制御する化合物による心筋細胞への分化誘導方法の開発は進んでおり（84-89）、2012

年に Minami I らは化合物による Wnt シグナル活性制御のみでヒト iPS 細胞の心筋細胞分

化誘導を成功させている(58)。このように、Wnt シグナルの活性化は多能性幹細胞の未分化

維持と特定組織細胞への分化誘導の両方で重要な役割を果たしている。そのため、ヒト iPS

細胞の培養目的に応じて、Wnt シグナルの活性を制御する必要がある。 

化合物による Wnt シグナルの活性化は GSK-3 阻害剤によって行われる。GSK-3 阻害剤

は、Wnt/β-Catenin 経路内の GSK-3 を阻害し、β-Catenin の分解を防ぐことで、β-Catenin

の核内への移行を促進する働きを持つ(100）。2004 年に Sato N らによって、GSK-3 阻害によ

る Wnt シグナルの活性化がマウス・ヒト ES 細胞の多能性に寄与すると明らかにされてか

ら(73)、この経路の阻害剤・活性化剤の需要が大きく拡大し、多数の薬剤が開発されてきた。

代表的な GSK-3 阻害剤として、SB-216763(101）、BIO(102）、CHIR98014(64)や CHIR99021 が

あげられるが、その中で最も細胞毒性が低く、Wnt/β-Catenin 経路の活性化能が高いのは

CHIR99021 である(136)。CHIR99021 は、体細胞の初期化(119-124)、多能性維持(60, 125, 126)、細

胞増殖促進(127-131)や特定組織細胞への分化誘導(118, 132-135)など様々な用途で用いられている。

このように、CHIR99021 は体細胞の初期化から特定組織細胞への分化誘導に至るまで様々

な用途で使用されている。CHIR99021 が多能性幹細胞へ及ぼす影響は、細胞増殖や分化と

いった発生段階(118, 121, 129, 134)や浮遊培養か接着培養かといった細胞形態(89, 138, 139）によって異

なる。また、細胞増殖や分化といったヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、処理期間と添加濃

度を組み合わせた複雑な CHIR99021 処理条件を最適化する試みはなされていない。 

以上のことから、本研究では、処理期間と添加濃度を組み合わせた複雑な CHIR99021 処

理がヒト iPS 細胞の増殖や分化へ及ぼす影響を明らかにし、ヒト iPS 細胞の未分化維持培

養、接着培養または浮遊培養をベースとした心筋細胞分化誘導における同剤の適用条件の

最適化を行った。 
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既往の研究 

第 1 節 再生医療と幹細胞 

1．再生医療 

 従来の医療は、事故や疾病による臓器機能の低下を早期に発見し、その原因の除去や生体

防御反応を用いて、機能が低下した臓器の自然回復を待つものであった。しかし、臓器機能

の低下も一定の限度を超えると不可逆的となり、その回復は困難となる。そのため、他者の

健康な臓器を移植し、機能を回復させる臓器移植を必要とする人は多い。2018 年現在、臓

器移植を希望している患者数は約 14,000 人（心臓：669 人、肺：329 人、肝臓：320 人、腎

臓：12,524 人、膵臓：209 人、小腸：3 人)であるが、死後の臓器提供による移植を受ける

患者数は約 400 名である。つまり、臓器移植は慢性的なドナー不足という課題を抱えてい

る(1)。加えて、移植後の免疫拒絶反応を抑えるために、副作用の強い免疫抑制剤を服用し続

ければならないという医学的課題がある。また、臓器移植の代替医療である人工臓器におい

ても、体内埋め込み型では動力の確保が難しく永続的に使用できない他、効果が一過性であ

るため、根治治療とまで至らない。人工臓器の中で最も一般的な人工透析でさえ、週数回の

継続的な治療と多額の医療費が必要である。これらの課題を解決する新しい技術として、再

生医療が注目を集めている。 

再生医療とは、細胞や組織を補充することによって、事故や疾病により機能が低下した臓

器の機能回復を図る治療法である。体性幹細胞の一つである骨髄、末梢血や臍帯血中の造血

幹細胞を用いた移植は盛んに行われており(2)、様々な難治性疾患に対する根治を目指す治療

法として確立されている。造血幹細胞とは、赤血球、白血球や血小板など体が必要とする多

様な種類の血液細胞へ分化する細胞である(3, 4）。つまり、造血幹細胞移植は、移植された造

血幹細胞が体内で自己増殖し血液細胞へと分化することで、恒常的な造血システムの維持

を可能にする。このように、幹細胞には体内で持続的に機能できるという特徴があり、それ

が治療上の大きな効果を発揮する。 

 その後、様々な臓器や組織から造血幹細胞以外の幹細胞の存在が次々報告されるように

なった(5-7）。そして、1998 年に Thomson JA らによって、不妊治療（体外受精）で余った受

精卵を用いたヒト ES 細胞（embryonic stem cells；ES 細胞）が樹立された(8)。無限の増殖

能とすべての組織細胞へ分化できる多能性を有したヒト多能性幹細胞の誕生によって、再

生医療研究が加速することになった。しかし、ヒト ES 細胞の樹立には、ヒト胚の使用とい

う倫理的課題が伴っていた。そのような状況下で、2007 年に Yamanaka S らは、生体から

採取した線維芽細胞へ山中 4 因子を導入し、ヒト人工多能性幹細胞（induced pluripotent 

stem cells；iPS 細胞）を作製することに成功した(9)。iPS 細胞の誕生により ES 細胞が抱え

ていた倫理的課題の克服が可能となり、再生医療が臨床応用に向けてますます注目される

ようになった。 
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2．多能性幹細胞 

（1）胚性がん細胞（embryonal carcinoma cells；EC 細胞） 

 細胞分化や発生過程の研究における非常に重要な実験材料として、初期胚内に存在する

多分化能を持つ未分化幹細胞の性質を保持した細胞株の獲得が求められていた。しかし、子

宮の中にある哺乳類の初期胚はとても小さく見つけにくく、ヒトに至っては倫理的な問題

もあり、初期発生を研究するのは極めて困難であった。 

1950 年代、マウスの精巣や卵巣で自然発生した奇形がん腫（teratocarcinoma）の中に活

発な増殖能を持つ未分化な細胞が存在することが明らかになった(10)。その後、Lewis J らに

よって、Teratocarcinoma から活発に増殖する未分化な細胞株が樹立され、胚性がん細胞

（embryonal carcinoma cells；EC 細胞）と名付けられた(11)。この時、歴史的に初めて体外

で培養された多能性幹細胞が誕生した。 

EC 細胞が初期発生と同様の性質を有する細胞であると考えた Brinster RL と Mintz B ら

は、マウス EC 細胞をマウス胚盤胞へ注入しキメラマウスを誕生させた(12, 13)。このキメラ

マウスは EC 細胞由来の生殖細胞を持ち、EC 細胞由来の遺伝子を子孫へ伝えた。このこと

から、何らかの遺伝子操作が施された EC 細胞を初期胚へ戻すことで、人為的に遺伝子操作

されたマウスの作製が可能となった。 

EC 細胞とのキメラマウスの誕生は、その後の発生生物学へ大きな影響を与え、様々な研

究者により EC 細胞を用いたキメラマウスが作製された。しかし、EC 細胞を用いたキメラ

マウスの作製は高頻度で腫瘍を誘発するため、正常な個体を獲得することが難しい。仮に作

製できても、生殖細胞への分化を再現できず、EC 細胞由来の遺伝子をもった子孫を残せな

いなどの問題があった。腫瘍組織由来の EC 細胞では、染色体数や遺伝子発現の異常が高頻

度に存在するため、正常細胞に分化できないと考えられている。そこで、多くの研究者たち

は、マウスの遺伝子操作を意図して「正常な」幹細胞を採取しようと試みた。 

 

（2）胚性幹細胞（embryonic stem cells；ES 細胞） 

 EC 細胞で培った経験をもとに、1981 年に Evans MJ らと Martin GR らは、マウス初期

胚の胚盤胞内にある内部細胞塊から胚性幹細胞（embryonic stem cells；ES 細胞）を樹立し

た(14, 15)。「正常な」幹細胞である ES 細胞は、キメラマウスの作製の際に腫瘍を形成せず生

殖細胞へも効率よく分化し、ES 細胞由来の遺伝子を持った子孫を残すことが可能であった。

さらに、1989 年に Thomas KR と Capecchi MR は、1985 年に Smithies O らにより開発さ

れた遺伝子ターゲティング法を利用して(16)、特定の遺伝子をノックアウトした ES 細胞を胚

盤胞に戻すことにより「ノックアウトマウス」を作製した(17)。この手法によって、疾患や発

生に関係した遺伝子の機能を一つずつ確実に調べることが出来るようになり、マウス ES 細

胞は今や医学・生物学全体に欠かせないツールとなっている。 

その後、再生医療を意図していた Thomson JA らは、1995 年に初の霊長類 ES 細胞を樹

立し(18)、1998 年にヒト胚からヒト ES 細胞の樹立に成功した(8)。無限の増殖能とすべての
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組織細胞へ分化できる多能性を有したヒト多能性幹細胞の誕生によって、再生医療研究が

加速することになった。また、核移植技術と組み合わせることで、患者専用の ES 細胞を樹

立し、免疫拒絶反応を回避できる可能性もある(19)。しかし、ヒト胚の使用という倫理的課題

を伴うことから、倫理的課題の少ない「真に臨床応用できる多能性幹細胞」が求められた。 

  

（3）人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells；iPS 細胞） 

 「真に臨床応用できる多能性幹細胞」の樹立を目指した Yamanaka S らは、体細胞クロー

ニング(20)や ES 細胞との融合(21, 22)による体細胞ゲノムの初期化の知見から、未受精卵や ES

細胞に存在する初期化誘導因子に着目した。それらの初期化誘導因子を体細胞へ導入する

ことで、胚を使用せず多能性幹細胞を樹立できると考えたのである。Yamanaka S らは、2006

年に同定された４つの転写因子（Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc）を生体から採取したマウス線

維芽細胞へ導入することで、ES 細胞に形態学的にも機能的にも類似した人工多能性幹細胞

（induced pluripotent stem cells；iPS 細胞）を樹立し(23)、2007 年にはヒト iPS 細胞の樹立

に成功した(9)。 

 iPS 細胞の誕生により ES 細胞が抱えていた倫理的課題の克服が可能となり、再生医療が

臨床応用に向けてますます注目されるようになった。従来のドナー由来の臓器や組織を用

いた移植では、免疫拒絶反応によるドナー臓器の機能不全を抑えるために、副作用の強い免

疫抑制剤を服用が必要であった。患者由来の体細胞から ES 細胞とほぼ同様の性質を有する

iPS 細胞を樹立することで、患者由来の iPS 細胞から作製した臓器や組織を用いた移植が可

能になる。iPS 細胞由来の臓器や組織を用いた移植によって、免疫拒絶反応に関する医学的

課題の解決が期待される。2014 年には滲出型加齢黄斑変性に対する自家 iPS 細胞由来網膜

色素上皮シート移植の臨床研究が開始され(24, 25)、多能性幹細胞を利用した再生医療が現実

のものとなってきた。 

 実際の臨床応用を考えた際、自家 iPS 細胞による移植治療には 1 症例につき数百万から

一千万円程度のコストがかかると考えられる。さらに、iPS 細胞の樹立から移植用の組織細

胞の作製には数か月以上かかることから、急性期の疾患の治療は困難である。そのため、日

本人に多い HLA 型の iPS 細胞を保存する再生医療用 iPS 細胞ストックプロジェクトも進め

られている。実際、このプロジェクトから提供された他家 iPS 細胞を用いた臨床研究が開始

されている。2018 年のパーキンソン病・脳血管障害に対する iPS 細胞由来神経細胞移植(26, 

27)や 2020 年の重症心不全に対する iPS 細胞由来心筋細胞シート移植(28, 29)などである。 

 創薬研究において、ヒト iPS 細胞は薬剤毒性評価系、難治性疾患の病態解明や治療薬開発

などへの応用が期待されている。薬剤毒性評価系として、ヒト iPS 由来の心筋細胞、肝細

胞、アストロサイトや神経細胞などがすでに販売されている。従来の薬剤毒性評価は、モデ

ル動物、非ヒト初代培養細胞やヒト初代培養細胞などが使用されてきた。動物モデルや非ヒ

ト初代培養細胞ではヒトと種間差があるため、ヒト特異的に発生しうる毒性を予測するこ

とは難しい。また、ヒト初代培養細胞は in vitro で増殖しないため、同一ロットでの試験は
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不可能であり、ロット間差が極めて大きく安定した毒性評価が難しい。種間差がなく、無限

に供給可能なヒト iPS 細胞由来の組織細胞は、従来の薬剤毒性評価系における課題の克服

が期待される(30-33)。 

また、難治性疾患の患者由来の体細胞から疾患を発症する遺伝情報を有する iPS 細胞（疾

患特異的 iPS 細胞）の作製が可能になったことで、難治性疾患の病態解明や治療薬開発が可

能になった。2008 年に Eggan K らは、筋萎縮性側索硬化症（ALS）の患者皮膚細胞から iPS

細胞を樹立し、その罹患組織細胞である運動ニューロンへの分化誘導が可能であることを

示した(34)。それに続いて、2009 年には Daley GQ らによって、筋ジストロフィー症やパー

キンソン病などの 10 種類の遺伝子疾患から疾患特異的 iPS 細胞が樹立された(35)。そして、

同年 Ebert AD らによって、脊髄性筋萎縮症（SMA）由来の疾患特異的 iPS 細胞を用いた in 

vitro モデルが疾患の病態を模倣しその解析や治療薬の探索に使用できることが示された(36)。

その後、現在に至るまで非常に多くの難治性疾患から iPS 細胞が樹立され、疾患モデルの作

製が進められている。 
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第 2 節 多能性幹細胞の培養における化合物の役割 

1．多能性幹細胞の培養における課題 

 未分化状態での多能性幹細胞の効率的な増殖は、その後の特定組織細胞への分化誘導効

率は勿論、再生医療や創薬研究などへの応用においても重要である。そのため、多能性幹細

胞の未分化維持メカニズムの解明に関する研究が多くなされてきた。マウス多能性幹細胞

は、マウス胎仔由来線維芽細胞（murine embryonic fibroblasts; MEF）などのフィーダー存

在下（on feeder）で、血清と白血病阻止因子（leukemia inhibitory factor；LIF）を添加した

培地で維持されている(15 , 23)。さらに、LIF と骨形成因子（bone morphogenetic protein; BMP)

を培地に添加することで、フィーダー非存在下（feeder-free）かつ血清フリーでの未分化維

持が可能であることが示唆された(37, 38)。一方、ヒト多能性幹細胞はマウスとは異なり、フ

ィーダー存在下で、代替血清（knockout serum replacement; KSR）とマウス線維芽細胞増

殖因子（fibroblast growth factors 2; FGF2）を添加した培地で維持されている(9, 39)。また、

トランスフォーミング増殖因子ベータ（transforming growth factor-β；TGF-β）と FGF2

を培地へ添加し(40, 41)、コート剤として細胞外マトリックスを用いることで、フィーダーフ

リーかつ血清フリーでの未分化維持が可能となっている。 

しかし、これらの培養方法は生物由来の成分に大きく依存しており、培養細胞の品質が安

定しないという課題がある。LIF や FGF2 などの増殖因子はロット間差が大きいため、安定

した培養成果を得ることが難しく、臨床応用に適した GMP（good manufacturing practice）

グレードのヒト組換えタンパク質は非常に高価であるため、培養コストが上がる。また、フ

ィーダーから分泌された液性因子や血清中の成分が特定系譜の細胞への分化傾向を与えた

り、なんらかの処理をした際にその結果を修飾したりする可能性が考えられる。特に、ヒト

多能性幹細胞と MEF との共培養は異種細胞の混入の危険性があり、ヒト細胞には通常存在

しない N-グリコリルノイラミン酸を含む糖鎖構造がヒト細胞表面にみられる(42)など、臨床

応用における安全性が問題視されている。 

 これは、特定組織細胞への分化誘導方法の開発においても同様である。これまで、再生医

療や創薬研究などへの応用を目的として、様々な特定組織細胞への分化誘導方法の開発が

行われてきた。それらの分化誘導方法の多くは、培養細胞との共培養(43-45)、血清(46, 47)、様々

な増殖因子の添加(48, 49)、cDNA、RNAi などの強制発現による遺伝子操作(50)や細胞外マトリ

ックスによる誘導(51)などを用いるため、複雑なものとなっている。特に、心筋細胞分化誘導

においては、1985 年に Doetschman TC らによって、マウス ES 細胞が心筋細胞、内臓卵黄

嚢や血島への分化が報告されて以降(52)、心筋細胞への分化誘導後に細胞移植を行うことを

念頭に研究が進められるようになった(53)。その後、2001 年に Kehat I らによって、ヒト ES

細胞が 20％ FBS を含んだ培地で自然発生的に心筋細胞へ分化することが報告され(54)、ヒ

ト多能性幹細胞の心筋細胞への分化誘導方法の開発が盛んに行われるようになった(55, 56)。

具体的には、内胚葉様の支持細胞であるマウス END-2 細胞との共培養(42, 43)、BMP4, FGF2, 

Activin A, DKK1 や VEGF などの心臓発生・心筋細胞分化に重要な増殖因子の添加(48, 49)や
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細胞外マトリックスであるマトリゲルの添加による誘導(51)などである。 

このように、特定組織細胞への分化誘導方法も生物由来の成分に大きく依存しており、動

物培養細胞の品質、血清、増殖因子や細胞外マトリックスのロット間差などの影響を受けや

すく分化誘導の再現性が低い。さらに、特定組織細胞への分化誘導では、複数の増殖因子を

組み合わせて使用するため、未分化維持培養と比較して培養コストがさらに上がる傾向に

ある。 

いずれの場合においても、再生医療や創薬研究などへの応用という観点から、動物由来の

因子を使用せず動物培養細胞との共培養を行わない培養法（xeno-free）の確立および不明

な因子を含まない培地（defined medium）の開発が求められている。そのため、生理活性を

持つ化合物によるヒト iPS 細胞のシグナル制御が注目を集めている。 

化合物は工業的に大量合成可能であることから、より安価でロット間差が少ない。また、

複数の化合物を組み合わせることで、複数の細胞内器官を同時に活性化または抑制するた

め、多様なシグナルを与えることができ、標的分子の情報により様々な生命現象における分

子メカニズムの解明につながる(57)。加えて、医薬品として使用されている化合物は、人体投

与への安全性が確認されているため、臨床応用に移行しやすい。つまり、化合物を血清や増

殖因子などの代替として用いることで、既知の因子のみで培地調製が可能になり、培養コス

トが削減され、安価で安全なヒト iPS 細胞とヒト iPS 細胞由来組織細胞の安定供給が可能

になる(58, 59)。 

 

2．多能性幹細胞の培養における化合物によるシグナル制御 

 既に、化合物によるシグナル制御を用いた多能性幹細胞の培養方法を確立する試みは始

まっている。研究が先行しているマウス多能性幹細胞の未分化維持培養では、2008 年に Ying 

QL らが、Protein kinase の特異的阻害剤の組み合わせが、様々な系統のマウスから均一な

ES 細胞の樹立と長期的な未分化維持を可能にすることを明らかにした(60)。まず、Ying QL

らは、マウス ES 細胞の分化には FGF4 の自己分泌による MAP キナーゼ（mitogen-activated 

protein kinase；MAPK）/ERK 経路の活性化が関わっていることから(61)、MAPK/ERK 経路

の上流に位置する FGF 受容体チロシンキナーゼ（FGF receptor tyrosine kinase）阻害剤で

ある SU5402(62)と MAPK/ERK 阻害剤である PD184352(63)を添加することによって、ES 細

胞の分化抑制を行った。しかし、アポトーシスが高確率で発生し、低密度での培養が困難で

あった。そのため、Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)阻害剤である CHIR99021(64)をとも

に加え、Wnt シグナルを活性化させることにより細胞増殖を促進し、安定的な培養を可能

にした。さらに、より強力な MAPK/ERK 阻害剤で PD0325901(65)と CHIR99021 の共添加

による 2i 無血清培地でのマウス ES 細胞の未分化維持が可能であることも明らかにされ、

マウス iPS 細胞の樹立などにも応用されている(66, 67)。 

ヒト多能性幹細胞においても、Rho-associated kinase（ROCK）阻害剤である Y-27632 に

よる解離後のヒト ES 細胞の生存率向上(68)、複数の化合物カクテルにより血清や増殖因子を
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代替する未分化維持培養(59, 69, 70)や化合物スクリーニングによる未分化維持に効果がある化

合物の探索(71, 72)が行われており、化合物を利用した培養方法の確立が進められている。特

に、GSK-3 阻害剤は、Wnt シグナルの活性化がヒト多能性幹細胞の未分化維持に有用であ

ると示唆されていることから(73-75)、PD0325901 と Y-27632 との共添加で血清・フィーダー

非存在下での未分化維持(69)や Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 

(DYRK)阻害剤である ID-8(76)と Calcineurin/NFAT 阻害剤である Tacrolimus（FK506）(77)

との共添加による TGF-βと FGF2 の代替(59, 70)として用いられている。 

一方で、Wnt シグナルの活性化は、ヒト多能性幹細胞の分化を促進することでも知られ

ている(78, 79)。特に、心筋細胞分化誘導において、Wnt は BMP とともに重要なシグナルで

あるとされている。一般的に、心筋細胞分化誘導は、ES 細胞の分化が正常の発生を模倣し

ていることから、ES 細胞の分化時に心臓発生・心筋細胞分化において重要な増殖因子を添

加する方法が用いられてきた。なかでも、BMP や Wnt シグナルに関する知見は数多く存在

し、これらのシグナルを時間特異的に制御することで、効率的な心筋細胞への分化誘導方法

が開発されてきた(80-83)。BMP や Wnt シグナルを制御する化合物による心筋細胞への分化

誘導方法の開発は進んでおり（84-89）、2012 年に Minami I らは化合物による Wnt シグナル活

性制御のみでヒト iPS 細胞の心筋細胞分化誘導を成功させている(58)。このように、Wnt シ

グナルの活性化は、多能性幹細胞の未分化維持と特定組織細胞への分化誘導の両方で重要

な役割を果たしている。そのため、ヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、Wnt シグナルの活

性を制御する必要がある。 

  



10 

 

第３節 Wnt/β-Catenin 経路の制御 

1．Wnt シグナル 

 Wnt シグナルは進化上広く保存されており、発生、形態形成など様々な生命現象に重要

な役割を果たしている。Wnt シグナルを伝達する経路には、Wnt/β-Catenin 経路、PCP 経

路、Wnt/Ca+経路の 3 種類が存在する。このうち、Wnt/β-Catenin 経路は、がん・糖尿病・

肥満・線維化疾患・骨粗鬆症などの発症に大きく寄与し(90)、幹細胞の Stemness と密接に関

係することが明らかになっている(73, 91, 92)。 

 Wnt は、小胞体でアシル基転移酵素 Porcupine によりパルミチン酸・パルミトレイン酸

付加を受けた後、Wnt 分泌細胞から細胞外へ分泌される。標的細胞表面の受容体である 7

回膜貫通受容体 Frizzled と Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6)

と分泌された Wnt が結合することで、Disheveled（Dsh）が活性化され、Adenomatous 

polyposis coli (APC), Axin, Casein kinase I (CKI)と GSK-3 からなる β-Catenin 分解複合体

を不活化させる。CKI と GSK-3 によるリン酸化をまぬがれた β- Catenin が核内へ移行し、

転写制御因子群である T cell factor/Lymphocyte enhancing factor（TCF/LEF）との相互作

用により標的遺伝子の発現を調整し、細胞の増殖や分化を制御している(93)。Wnt が細胞に

作用していない状態では、β-Catenin は、β-Catenin 分解複合体により N 末端領域がリン

酸化され、ユビジン化を受け、プロテアソームにより分解される。 

ヒト結腸癌細胞や多能性幹細胞においては、c-MYC , c-JUN, FRA-1 と CYCLIN D1 とい

った細胞増殖と細胞周期に関連する遺伝子(94-96)、NANOG などの多能性に関連する遺伝子

（73, 97）が Wnt 標的遺伝子であるとされている。また、マウス ES 細胞においては、Oct3/4

などの多能性に関連する遺伝子(73, 92, 98）、Axin2 といった Wnt シグナルの制御に関連する遺

伝子や T と Cdx1 といった内中胚葉分化に関連する遺伝子(99)が Wnt 標的遺伝子であるとさ

れている。 

以上のことから、β-Catenin の核内移行のバランスが多能性幹細胞の未分化維持と特定

組織細胞への分化誘導に重要であるといえる。つまり、ヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、

Wnt シグナルを活性化させ、核内へ移行するβ-Catenin の量を調節し、Wnt 標的遺伝子の

転写活性を制御する必要がある。 

 

2．β-Catenin の分解を抑制する GSK-3 阻害剤 

化合物による Wnt シグナルの活性化は GSK-3 阻害剤によって行われる。GSK-3 阻害剤

は、Wnt/β-Catenin 経路内の GSK-3 を阻害し、β-Catenin の分解を防ぐことで、β-Catenin

の核内への移行を促進する働きを持つ(100）。2004 年に Sato N らによって、GSK-3 阻害によ

る Wnt シグナルの活性化がマウス・ヒト ES 細胞の多能性に寄与すると明らかにされてか

ら(73)、この経路の阻害剤・活性化剤の需要が大きく拡大し、多数の薬剤が開発されてきた。

代表的な GSK-3 阻害剤として、SB-216763(101）, BIO(102）, CHIR98014(64)や CHIR99021 が

あげられる。 
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SB-216763 は、アポトーシスの抑制、多能性維持、細胞増殖促進や特定組織細胞への分化

制御などに用いられている。アポトーシスの抑制では、5 µM SB-216763 と LiCl によるラ

ット間葉系幹細胞のアスピリン誘発アポトーシスの抑制(103)、10 µM SB-216763 によるヒト

神経前駆細胞のアポトーシス抑制(104)が報告されている。多能性維持では、MEF 存在下・

LIF 非存在下での 10 µM SB-216763 によるマウス ES 細胞の多能性維持(105)、SB-216763 の

処理期間と添加濃度に依存した HEK939 細胞の NANOG の発現促進(97)が報告されている。

細胞増殖促進では、2.5 µM SB-216763, Wnt3a と FGF2 によるマウス網膜幹細胞の増殖促

進(106)や 5 µM SB-216763 添加によるマウス神経前駆細胞の増殖促進(107)が報告されている。

特定組織細胞への分化制御では、10～20 µM SB-216763 によるヒトグリオブラストーマの

分化促進(108）、3 µM SB-216763 によるヒト神経前駆細胞から新生神経分化の促進(109)、5 µM 

SB-216763 によるヒト間葉系幹細胞の脂肪分化抑制(110)、1 µM SB-216763 によるヒト骨髄

幹細胞から軟骨形成の促進(111)が報告されている。 

BIO は、体細胞の初期化、多能性維持、細胞増殖制御や特定組織細胞への分化制御などに

用いられている。体細胞の初期化では、1 µM BIO 処理したマウス ES 細胞との融合による

マウス線維芽細胞、神経幹細胞や胸腺細胞の初期化(112)が報告されている。多能性維持では、

フィーダー非存在下で 2 µM BIO によるマウス・ヒト ES 細胞の多能性維持(73)が報告されて

いる。細胞増殖制御では、5 µM BIO による成体ラット心筋細胞の増殖促進(113)、0.5 µM BIO

によるヒト脂肪由来幹細胞の増殖抑制 (114)、0.2 µM BIO によるヒト臍帯血原始造血細胞の

増殖促進(115)が報告されている。特定組織細胞への分化制御では、0.5 µM BIO によるヒト

脂肪由来幹細胞の脂肪・骨形成抑制(114)が報告されている。 

CHIR98014 は、体細胞の初期化や特定組織細胞への分化誘導などに用いられている。体

細胞の初期化では、3 µM CHIR98014 を含めた 5 種類の化合物によるマウス胚性線維芽細

胞から線維軟骨細胞への化学的初期化(116)が報告されている。特定組織細胞への分化誘導で

は、0.4 µM CHIR98014 によるラット間葉系幹細胞の骨形成促進(117)、VEGF 非存在下で 0.6 

µM CHIR98014 によるヒト iPS 細胞の内皮前駆細胞への分化促進(118)などが報告されてい

る。 

CHIR99021 は、体細胞の初期化、多能性維持、細胞増殖促進や特定組織細胞への分化誘

導など様々な用途で用いられている。体細胞の初期化では、3 µM CHIR99021 を含めた 3

種類の化合物と遺伝子導入によるラット・ヒト iPS 細胞の樹立(119, 120)、SOX2 の代替として

10 µM CHIR99021 によるヒト iPS 細胞の樹立(121)、0.3～3 µM CHIR99021 を含めた 5 種類

の化合物と LIF, Activin A によるヒト naïve-ES 細胞の誘導(122)、3 µM CHIR99021 を含めた

4 種類の化合物と Oct3/4 の遺伝子導入によるマウス iPS 細胞の樹立(123)、遺伝子導入を用

いず 10～20 µM CHIR99021 を含めた 6 種類の化合物のみによるマウス iPS 細胞の樹立(124)

が報告されている。多能性維持では、3 µM CHIR99021 を含めた 2, 3 種類の化合物による

マウス ES 細胞の未分化維持培養(60, 125)、10 µM CHIR99021 によるヒト臍帯血由来間葉系

幹細胞の分化能強化(126)が報告されている。細胞増殖促進では、10 µM CHIR99021 による
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3 種類の化合物によるヒト造血幹細胞と前駆細胞の維持培養(127)、ヒト骨髄由来の間葉系幹

細胞の増殖促進(128）、フィーダー非存在下での 3 µM CHIR99021 によるマウス ES 細胞の増

殖促進(129)、フィーダー非存在下での 1.5 µM CHIR99021 を含めた 3 種類の化合物によるマ

ウス iPS 細胞の増殖促進(130)、1 µM CHIR99021 によるマウス・ヒト成熟心筋細胞の増殖促

進(131)が報告されている。特定組織細胞への分化誘導では、3～12 µM CHIR99021 で処理し

たヒト多能性幹細胞から腎性中間中胚葉(132)、胚性内胚葉(133)、内皮前駆細胞(118)や心筋細胞

(134, 135)への分化誘導が報告されている。 

紹介した 4 つの代表的な GSK-3 阻害剤のマウス ES 細胞に対する細胞毒性と Wnt/β-

Catenin 経路の活性化を比較した報告によると、最も細胞毒性が低く、Wnt/β-Catenin 経

路を活性化したのは CHIR99021 であった(136)。また、当研究室でも、ヒト iPS 細胞の心筋

細胞分化誘導において、BIO と CHIR99021 の細胞毒性と中胚葉分化促進効果を比較して

おり、同様の結果が得られている(137)。つまり、ヒト iPS 細胞の培養に最適な GSK-3 阻害剤

は CHIR99021 であるといえる。 

 CHIR99021 が多能性幹細胞へ及ぼす影響は、細胞増殖や分化といった発生段階(118, 121, 129, 

134)や浮遊培養か接着培養かといった細胞形態(89, 138, 139）によって異なる。また、ヒト iPS 細

胞の増殖や分化といった培養目的に応じて、処理期間と添加濃度を組み合わせた複雑な

CHIR99021 処理条件を最適化する試みはなされていない。そのため、処理期間と添加濃度

を組み合わせた複雑な CHIR99021 処理がヒト iPS 細胞の増殖や分化へ及ぼす影響を明ら

かにし、ヒト iPS 細胞の培養目的に応じた同剤の適用条件の最適化が必要である。 
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第 4 節 ヒト iPS 細胞の培養における Wnt シグナル制御の重要性 

 近年、再生医療や創薬研究などへの応用という観点から、動物由来の因子を使用せず動物

培養細胞との共培養を行わない培養法（xeno-free）の確立および不明な因子を含まない培

地（defined medium）の開発が求められている。そのため、生理活性を持つ化合物によるヒ

ト iPS 細胞のシグナル制御が注目を集めている。既に、ヒト iPS 細胞の未分化維持培養や

特定組織細胞への分化誘導において、化合物によるシグナル制御を用いた多能性幹細胞の

培養方法を確立する試みは始まっている。特に、化合物による Wnt シグナルの活性化は、

ヒト iPS 細胞の未分化維持と特定組織細胞への分化誘導の両方で重要な役割を果たしてい

る。 

Wnt シグナルの活性化によるβ-Catenin の核内移行は、多能性維持、細胞増殖と細胞周

期、Wnt シグナルの制御や内中胚葉分化に関連する遺伝子の転写活性を促進する。そのた

め、β-Catenin の核内移行のバランスが多能性幹細胞の未分化維持と特定組織細胞への分

化誘導に重要であると考えられる。つまり、ヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、Wnt シグ

ナルを活性化させ、核内へ移行するβ-Catenin の量を調節し、Wnt 標的遺伝子の転写活性

を制御する必要がある。 

化合物による Wnt シグナルの活性化は GSK-3 阻害剤によって行われる。GSK-3 阻害剤

の 1 つである CHIR99021 は、体細胞の初期化、多能性維持、細胞増殖促進や特定組織細胞

への分化誘導など様々な用途で用いられている。CHIR99021 が多能性幹細胞へ及ぼす影響

は、細胞増殖や分化といった発生段階や浮遊培養か接着培養かといった細胞形態によって

異なる。また、細胞増殖や分化といったヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、処理期間と添加

濃度を組み合わせた複雑な CHIR99021 処理条件を最適化する試みはなされていない。 

以上のことから、本研究では、処理期間と添加濃度を組み合わせた複雑な CHIR99021 処

理がヒト iPS 細胞の増殖や分化へ及ぼす影響を明らかにし、ヒト iPS 細胞の未分化維持培

養、接着培養または浮遊培養をベースとした心筋細胞分化誘導における同剤の適用条件の

最適化を行った。 
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第 1 章 接着培養条件下での CHIR99021 処理がヒト iPS 細胞の増殖と分化へ及ぼす影響 

 

第 1 節 ヒト iPS 細胞の未分化性を維持しつつ増殖を促進する CHIR99021 処理条件の最

適化 

1．序 

 人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell; iPS 細胞）は 2006 年に京都大学の山

中らによってマウス線維芽細胞から樹立され(1)、2007 年にはヒト線維芽細胞からもその作

製が報告された(2)。iPS 細胞は、1981 年に Evans MJ らと Martin GR らによって樹立され

た胚性幹細胞（embryonic stem cell; ES 細胞）(3, 4)と同様に、無限の増殖能とすべての組織

細胞へ分化できる多能性を有している。さらに、初期胚から樹立される ES 細胞と異なり、

iPS 細胞は生体の体細胞から樹立できることから(5, 6)、倫理的課題の克服が可能となった。

そのため、ヒト iPS 細胞は、再生医療や創薬研究などの様々な分野への応用が期待されてい

る。実際、2014 年の滲出型加齢黄斑変性に対する自家 iPS 細胞由来網膜色素上皮シート移

植(7, 8)、2018 年のパーキンソン病・脳血管障害に対する iPS 細胞由来神経細胞移植(9, 10)や

2020 年の重症心不全に対する iPS 細胞由来心筋細胞シート移植(11 ,12)などの自家・他家 iPS

細胞を用いた再生医療の臨床研究が進んでいる。また、創薬研究おいても、ヒト iPS 細胞は

薬剤毒性評価系(13-16)、難治性疾患の病態解明や治療薬開発(17-19)などへの応用が期待されて

いる。 

 iPS 細胞由来の再生医療の産業化には、iPS 細胞を大量生産し、対象の組織細胞に分化・

組織化して患者に移植するシステムの設計が必要である。細胞移植によって、心疾患を治療

するには患者 1 人当たり 10～30 億個の心筋細胞、1 型糖尿病の治療には患者 1 人当たり 10

億個のインスリン産生 β 細胞が必要であると言われている(20-23)。一般的な接着培養システ

ムにおいて、10 cm dish 1 枚あたり約数百万個の細胞を獲得できると考えた場合、10 cm dish 

1,000 枚以上のスケールでの培養が必要となる。また、iPS 細胞の樹立から移植用の組織細

胞の作製には数か月以上かかることから、必要量の目的細胞を短期間で獲得することが望

ましい。 

 現在、ヒト iPS 細胞の培養方法は浮遊培養と接着培養に分けられる。浮遊培養には、細胞

塊による分化細胞の大量生産や容易なスケールアップ、簡易な培地交換という利点がある

(24)。一方で、細胞塊の大きさコントロールの難しさ(25)や攪拌時のストレス(26-28)、未分化細

胞の残留といった分化誘導効率の不安(29)、外部からのシグナル制御が効きにくいなどの解

決すべき課題が多い。接着培養には、未分化維持や細胞増殖に優れ、培地に細胞が均一に曝

露されるため純度の高い分化細胞の獲得が可能(30, 31)という利点があるが、通常単層で維持

されるため大量培養に向かない。よって本研究では、1 培養器あたりの細胞収量を上げるこ

とで、ヒト iPS 細胞の接着培養における細胞収量を増大させたいと考えた。 

本研究では、Wnt/β-Catenin 経路において、Wnt シグナル活性化の役割を果たす

Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)阻害剤である CHIR99021（CHIR）に着目した。CHIR
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は現在最も選択的な GSK-3 阻害剤である(32)。CHIR は、Wnt/β-Catenin 経路内の GSK-3

を阻害することでβ-Catenin の分解を防ぎ、β-Catenin の核内への移行を促進する働きを

持つ(33)。CHIR は、体細胞の初期化、多能性維持、細胞増殖促進や特定組織細胞への分化誘

導など様々な用途で用いられている。体細胞の初期化では、3 µM CHIR を含めた 3 種類の

化合物と遺伝子導入によるラット・ヒト iPS 細胞の樹立(34, 35)、SOX2 の代替として 10 µM 

CHIR によるヒト iPS 細胞の樹立(36)、0.3～3 µM CHIR を含めた 5 種類の化合物と LIF, 

Activin A によるヒト naïve-ES 細胞の誘導(37)、3 µM CHIR を含めた 4 種類の化合物と Oct3/4

の遺伝子導入によるマウス iPS 細胞の樹立(38)、遺伝子導入を用いず 10～20 µM CHIR を含

めた 6 種類の化合物のみによるマウス iPS 細胞の樹立(39)が報告されている。多能性維持で

は、3 µM CHIR を含めた 2, 3 種類の化合物によるマウス ES 細胞の未分化維持培養(40, 41)、

10 µM CHIR によるヒト臍帯血由来間葉系幹細胞の分化能強化(42)が報告されている。細胞

増殖促進では、10 µM CHIR による 3 種類の化合物によるヒト造血幹細胞と前駆細胞の維

持培養(43)、ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞の増殖促進(44）、フィーダー非存在下での 3 µM 

CHIR によるマウス ES 細胞の増殖促進(45)、フィーダー非存在下での 1.5 µM CHIR を含め

た 3 種類の化合物によるマウス iPS 細胞の増殖促進(46)、1 µM CHIR によるマウス・ヒト成

熟心筋細胞の増殖促進(47)が報告されている。特定組織細胞への分化誘導では、3～12 µM 

CHIR で処理したヒト多能性幹細胞から腎性中間中胚葉(48)、胚性内胚葉(49)、内皮前駆細胞

(50)や心筋細胞(51, 52)への分化誘導が報告されている。このように、CHIR は体細胞の初期化

から特定組織細胞への分化誘導に至るまで様々な用途に使用されているが、ヒト iPS 細胞

の未分化維持培養における詳細な検討はなされていない。 

以上のことから、本研究では、ヒト iPS 細胞の維持培養における CHIR 処理条件がヒト

iPS 細胞の多能性と増殖性にどのように影響を及ぼすのかを検討した。すなわち、様々な

CHIR 処理条件下でのヒト iPS 細胞の多能性と増殖性を評価し、未分化維持と細胞増殖促進

が両立する CHIR 処理条件の最適化を行った。  
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2．実験材料及び方法 

（1）フィーダー存在下（on feeder）でのヒト iPS 細胞の培養 

 本研究ではヒト iPS 細胞の標準細胞株である 201B7 株(2)、253G1 株(5)を使用した。これ

らの細胞株は文部科学省に承認されたナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）を

通じて理研バイオリソース研究センター（RIKEN BRC）より提供された。 

Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞をセルスクレーパーで物理的に剥がし

た。剥がしたヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿したペレットへ 20% 

Knockout serum replacement （KSR, Gibco, Grand Island, NY, USA）、1% GlutaMAX 

supplement（Gibco）、0.1 mM Non-essential amino acids（NEAA, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA）、 0.1 mM β-Mercaptoethanol（Sigma, St. Louis, MO, USA）、25 units/mL 

Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）、4 ng/mL Recombinant human fibroblast growth 

factor 2（FGF2, Oriental Yeast Co., Ltd. Tokyo, Japan）を含む DMEM-Ham's F-12 basal 

medium（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を適量

Feeder layer 上に播種した。播種後、6 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し

た。培地交換は毎日行った。 

Feeder layer を作製するために、ネオマイシン抵抗性（neor）発現ベクターと LIF 発現ベ

クターを安定的に組み込んだ STO 細胞である SNL76/7（ECACC 07032801, DS Pharma 

Biomedical Co., Osaka, Japan）を使用した(53)。STO 細胞を、7.7% Fetal bovine serum（FBS, 

Gibco）、25 units/mL Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）を含む DMEM basal 

medium（Nacalai Tesque）を用いて、0.1% Gelatin（Sigma）コート上で 37℃-5% CO2 の

インキュベーターにて培養した。STO 細胞を 10 µg/L の Mitomycin C（Sigma）を用いて 2

時間 15 分処理し、増殖能を不活化させた。不活化した STO 細胞を 0.1％ Trypsin-EDTA

（Nacalai Tesque）を用いて分散し、3.0×104 cells/cm2 で 0.1% gelatin コート上に播種し

た。播種後、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し、Feeder layer として使用

した。 

 

（2）フィーダー非存在下（feeder-free）でのヒト iPS 細胞の培養 

 Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞を、AccutaseTM（Innovative Cell 

Technologies, San Diego, CA, USA）を用いて酵素処理し、緩やかなピペッティングを行っ

てシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿

したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF（Biological Industries, Kibbutz Beit-

Haemek, Israel）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 cells/cm2 で 0.5 

mg/cm2 Vitronection（Life Technologies）コート上に播種した。播種後、4 日間 37℃-5% 

CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から播種後 24 時間はヒト iPS 細胞 の
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アポトーシスを抑制するために、10 µM Y-27632（ROCK inhibitor, Nacalai Tesque）を

NutriStem® hPSC XF へ添加した。培地交換は Y-27632 を含まない NutriStem® hPSC XF を

用いて毎日行った。Feeder-free でヒト iPS 細胞を 3 継代し、残存した Feeder layer を除去

して実験を行った。以下の実験には、3～20 継代した iPS 細胞を用いた。 

 

（3）接着培養条件下のヒト iPS 細胞への CHIR99021 処理 

 Feeder-free で培養したヒト iPS 細胞を、AccutaseTM を用いて酵素処理し、緩やかなピペ

ッティングを行ってシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清

を除去した。沈殿したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF を加えて再懸濁

した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 cells/cm2 で 0.5 mg/cm2 Vitronection コート上に播種

した。播種後、4 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から播

種後 24 時間はヒト iPS 細胞 のアポトーシスを抑制するために、10 µM Y-27632 を

NutriStem® hPSC XF へ添加した。培地交換の際に、様々な濃度の CHIR99021（CHIR, 

Fujifilm Wako, Osaka, Japan）を含む NutriStem® hPSC XF を用いて、CHIR 処理を行った。 

Fig. 1 で示したように CHIR 処理を様々な期間と濃度で行った。4 日間培養のうちの 0 日

目から 4 日目（全期間）、0 日目から 2 日目（前半 2 日間）、2 日目から 4 日目（後半 2 日

間）の 3 つの異なる期間に 3 µM CHIR を添加した。また、4 日間培養のうちの後半 2 日間

に1, 3, 10 µM CHIRを添加した。対照として、CHIR 処理せず培養したヒト iPS 細胞（control）

を用意した。定期的に顕微鏡観察を行い、コロニー様相の変化を観察した。 

 

（4）生細胞数のカウントと比増殖速度・倍加時間の算出 

 24 時間ごとにヒト iPS 細胞の生細胞数をカウントした。CHIR 処理を行ったヒト iPS 細

胞を、AccutaseTM を用いて酵素処理し、緩やかなピペッティングを行ってシングルセルま

で分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿したペレットへ無

血清培地である NutriStem® hPSC XF を加えて再懸濁した。細胞懸濁液と同量の 0.4％ 

Trypan blue 溶液（Nacalai Tesque）を加えて死細胞を染色した。Trypan blue 染色によって

染色されてない（Trypan blue 排出能を持つ）細胞を生細胞として、血球計算盤を用いて、

細胞数をカウントした。それぞれの CHIR 処理条件の比増殖速度と倍加時間を生細胞数の

変動からの次のように計算した。 

比増殖速度と生細胞数が比例関係にあることから、生細胞数を X、比増殖速度を µ、時間

を t として以下の微分方程式を導いた。 

1

𝑋
 𝑑𝑋 = 𝜇 𝑑𝑡 

∫
1

𝑋
 𝑑𝑋 = ∫ 𝜇 𝑑𝑡 

時間 t1 のときの生細胞数を X1、時間 t2 のときの生細胞数を X2 として定積分を行い(t1>t2)、
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比増殖速度である µ を算出した。 

∫
1

𝑋
 𝑑𝑋 = ∫ 𝜇𝑡 𝑑𝑡

𝑡2

𝑡1

𝑋2

𝑋1

 

𝑙𝑛 𝑋2 − 𝑙𝑛𝑋1 = 𝜇𝑡1 − 𝜇𝑡2 

𝜇 =
𝑙𝑛 (𝑋2/𝑋1)

𝑡2 − 𝑡1
 

 倍加時間である td は X2=2X1 となるまでにかかる時間であることから、時間 t1 のときの生

細胞数を X1、時間 t1+td のときの生細胞数を 2X1 として、①式から td を算出した。 

𝜇 =
𝑙𝑛 (2𝑋1/𝑋1)

(𝑡1 + 𝑡𝑑) − 𝑡1
 

𝑡𝑑 =
𝑙𝑛2

𝜇
 

 

（5）Total RNA 抽出及び cDNA 合成、リアルタイム RT-qPCR 解析 

Total RNA 抽出は NucleoSpin RNA（Takara Bio, Otsu, Japan）を使用した。cDNA 合成

は ReverTra Ace（Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan）を使用した。Total RNA 抽出と cDNA

合成はメーカー推奨プロトコルに従って行った。 

リアルタイム RT-qPCR 解析は Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo）を用いて、反応

液をメーカー推奨プロトコルに従って調整した。プライマーは、内部標準（housekeeping）

遺伝子として Homo sapiens actin, beta（ACT-β)、未分化マーカーとして Homo sapiens 

POU class 5 homeobox 1（OCT3/4）, Homo sapiens Nanog homeobox（NANOG）, Homo 

sapiens SRY -box 2（SOX2）, Homo sapiens zinc finger protein 42（ZFP42, REX1）, 中胚

葉関連マーカーとして Homo sapiens Wnt family member 3A（WNT3A）, Homo sapiens 

Wnt family member 8A（WNT8A）, Homo sapiens T, brachyury homolog（mouse)（T）, 

Homo sapiens GATA binding protein 4（GATA4）、内胚葉関連マーカーとして Homo sapiens 

SRY-box 17（SOX17）, Homo sapiens alpha-fetoprotein（AFP）、外胚葉関連マーカーとし

て Homo sapiens SRY-box 1（SOX1）, Homo sapiens paired box 6（PAX6）を用いた。各マ

ーカーの配列を Table 1 に示した。PCR 反応と解析は Thermal Cycler Dice（Takara Bio)を

用いて行った。PCR 反応条件は変性 95℃-5 秒間、アニーリング 60℃-10 秒間、伸長 72℃-

20 秒間とし、40 cycles 行った。 

リアルタイム RT-qPCR は、各 cycle 終了時に生成された PCR 増幅産物をリアルタイム

でモニタリングし、指数関数的増幅域で正確な定量を行う。PCR では 1 cycle ずつ指数関数

的に増幅し、やがてプラトーに達する。この増幅の様子をリアルタイムでモニタリングした

図が増幅曲線である。増殖曲線に Threshold line（閾値）を引き、増殖曲線と Threshold line

とが交わる反応 cycle 数を Threshold cycle 数（CT）とした（Crossing Point 法）。 

各サンプルの目的遺伝子の相対発現量、標準偏差は次のように計算した。 

……① 

 

……② 
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ⅰ）cDNA 濃度差の補正 

各サンプルの cDNA 濃度差を補正（normalize）するために、サンプルの内部標準遺伝子

の CT を CTHousekeeping、目的遺伝子の CT を CTtarget として以下の式を用いて、各サンプ

ルの目的遺伝子の CT を補正した値である ΔCT を算出した。 

∆𝐶𝑇 = 𝐶𝑇𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 − 𝐶𝑇𝐻𝑜𝑢𝑠𝑒𝑘𝑒𝑒𝑝𝑖𝑛𝑔 

 

ⅱ）目的遺伝子の相対発現量の平均値 

各サンプルのΔCT の平均値を𝛥CT̅̅ ̅̅ ̅̅ として以下の式を用いて、各サンプルの目的遺伝子

の相対発現量の平均値であるR̅を算出した。 

𝑅̅ = 2−𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅  

 

ⅲ）標準偏差 

標準偏差（standard deviation）はΔCT から標準偏差を算出した。本研究の遺伝子発現

量のグラフは対数軸で作製するため、標準偏差の値が+側と－側で異なる。そのため、

ΔCT から算出した標準偏差を SDΔCT として以下の式を用いて、各サンプルの+側の標

準偏差である SD(+)と－側の標準偏差である SD(-)を算出した。 

𝑆𝐷(+) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ +𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) − 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ ) 

𝑆𝐷(−) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ )−2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ −𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) 

 

（6）CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の連続継代培養と倍加力の算出 

 ヒト iPS 細胞を CHIR 処理条件下で 10 継代した。Feeder-free で培養したヒト iPS 細胞

を、AccutaseTM を用いて酵素処理し、緩やかなピペッティングを行ってシングルセルまで

分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿したペレットへ無血

清培地である NutriStem® hPSC XF を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 

cells/cm2 で 0.5 mg/cm2 Vitronection コート上に播種した。播種後、4 日間 37℃-5% CO2 の

インキュベーターにて培養した。細胞分散時から播種後 24 時間はヒト iPS 細胞 のアポト

ーシスを抑制するために、10 µM Y-27632 を NutriStem® hPSC XF へ添加した。培地交換

の際に、様々な濃度の CHIR を含む NutriStem® hPSC XF を用いて、CHIR 処理を行った。

培養 4 日目にヒト iPS 細胞の生細胞数をカウントし、再度 1.0×104 cells/cm2 で 0.5 mg/cm2 

Vitronection コート上に播種して同様の CHIR 処理を行った。CHIR 処理として、4 日間培

養のうちの 2 日目から 4 日目（後半 2 日間）に 1, 3, 10µM CHIR を添加した。対照として、

CHIR 処理せず培養したヒト iPS 細胞（control）を用意した。これを 10 継代行った。培養

4 日目の生細胞数を Xn、初期播種細胞数を X0 として以下の式を用いて、1 継代あたりの細

胞の倍加力（population doubling; PD）を次のように計算した。 

𝑃𝐷 =
ln (𝑋1 𝑋0)⁄

𝑙𝑛2
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（7）統計解析 

 少なくとも 3 回の独立した実験を行った。Student’s t-test を使用して統計解析を行い、

*P<0.05, **P<0.01 の値を統計的に有意であるとした。 
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Fig. 1. Schematic of CHIR treatment conditions.  

Treatment period: Treatment with 3 µM CHIR was performed in three different periods of a 

4-day cultivation, i.e., over the entire 4-day culture period, over the early 2-day period, and 

over the late 2-day period. Treatment concentration: Various concentrations of CHIR (1, 3, 

or 10 µM) were applied for late 2-day period of a 4-day cultivation. 
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Table 1. Primers of RT-PCR 

 Gene name Sequence（5’ to 3’） 
Product 

size（bp） 

Housekeeping ACT- 
F: TGGCACCCAGCACAATGAA 

R: CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 
186 

Undifferentiation 

OCT3/4 

(POU5F1) 

F: TGAAGCTGGAGAAGGAGAAGCTG 

R: GCAGATGGTCGTTTGGCTGA 
191 

NANOG 
F: TCCAACATCCTGAACCTCAGCTA 

R: AGTCGGGTTCACCAGGCATC 
186 

SOX2 
F: GTGAGCGCCCTGCAGTACAA 

R: GCGAGTAGGACATGCTGTAGGTG 
82 

REX1 

(ZEP42) 

F: GGCCTTCACTCTAGTAGTGCTCA 

R: CTCCAGGCAGTAGTGATCTGAGT 
77 

Early mesoderm 

T 
F: TGTGACAGGTACCCAACCCTGA 

R: ATGGGATTGCAGCATGGATAAAC 
126 

GATA4 
F: TGGTCAGATGGCAGCCAGAG 

R: TGCTTCGAATTCGTGTTGCAG 
107 

WNT3A 
F: TCTACGACGTGCACACCTG 

R: GAACCTTACAGGGGGTTGG 
89 

WNT8A 
F: GTGATGGGTCAAACAATGGA 

R: ATCCTTTCCCCAAATTCCAC- 
85 

Early endoderm 

SOX17 
F: CTGCAGGCCAGAAGCAGTGTTA 

R: CCCAAACTGTTCAAGTGGCAGA 
153 

AFP 
F: CAGCCACTTGTTGCCAACTCA 

R: GGACATATGTTTCATCCACCACCA 
195 

Early ectoderm 

SOX1 
F: CAGCAGTGTCGCTCCAATTCA  

R: GCCAAGCACCGAATTCACAG 
79 

PAX6 
F: AATTGATTGCAGAGTGTCGCTTC  

R: GCTCAGGTGCTCGGGTTCTAA 
168 
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3. 結果 

（1）接着培養条件下のヒト iPS 細胞に対する CHIR99021 処理期間の最適化 

 CHIR 処理期間がヒト iPS 細胞へ及ぼす影響を調べた。4 日間培養のうちの 0 日目から 4

日目（全期間）、細胞がプレートに接着し継代で受けたダメージを回復しつつ増殖する誘導

期にあたる 0 日目から 2 日目（前半 2 日間）、通常通りに分裂する対数増殖期にあたる 2 日

目から 4 日目（後半 2 日間）の 3 つの異なる期間で CHIR 処理を行った。このときの CHIR

濃度は幹細胞研究における一般的な処理濃度である 3 µM とした。使用したヒト iPS 細胞株

は 201B7 株である。 

  

 ⅰ）様々な期間で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞のコロニー様相 

様々な期間で CHIR 処理したヒト iPS 細胞の 24 時間ごとのコロニー様相を Fig. 2 に

示した。CHIR 処理せず培養したヒト iPS 細胞（control）は、培養 1 日目から 4 日目に

かけて単層コロニーを形成した。4 日間培養のうちの全期間 CHIR 処理したヒト iPS 細

胞は、培養 1 日目から 3 日目にかけて辺縁のはっきりしたコロニーを形成し、培養 4 日

目に単層かつ低密度な細胞集団を形成した。4 日間培養のうちの前半 2 日間 CHIR 処理

したヒト iPS 細胞は、培養 1 日目から 2 日目にかけて辺縁のはっきりしたコロニーを形

成し、培養 3 日目から 4 日目にかけて単層かつ低密度な細胞集団を形成した。4 日間培

養のうちの後半 2 日間 CHIR 処理したヒト iPS 細胞は、培養 1 日目から 2 日目にかけて

Control と同様の単層コロニーを形成し、培養 3 日目から 4 日目にかけて辺縁がはっき

りとしたコロニーを形成した。 

これらの結果から、正常に近いコロニーを形成したヒト iPS 細胞の CHIR 処理期間は

4 日間培養のうちの後半 2 日間であることが明らかになった。培養 0 日目から CHIR 処

理したヒト iPS 細胞は、細胞数が少ない播種直後から CHIR を添加したために、細胞あ

たりの CHIR 負荷が大きくなり、その影響が強く現れたものと考えられる。 

 

 ⅱ）様々な期間で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の増殖と未分化性 

 培養 4 日目の生細胞数と未分化マーカー遺伝子の発現量を用いて、様々な期間の CHIR

処理がヒト iPS 細胞の増殖と分化へ及ぼす影響を調べた。様々な期間で CHIR 処理した

ヒト iPS 細胞の培養 4 日目の生細胞数を Fig. 3A に示した。CHIR 処理したヒト iPS 細

胞の生細胞数は、CHIR 処理せず培養した Control と比較して約 2 倍増加した。特に、4

日間培養のうちの後半 2 日間または 全期間 CHIR 処理したヒト iPS 細胞の生細胞数は

顕著に増加した。 

 また、様々な期間で CHIR 処理したヒト iPS 細胞の培養４日目の未分化マーカー遺伝

子の発現量を Fig. 3B に示した。4 日間培養のうちの全期間 CHIR 処理したヒト iPS 細

胞の OCT3/4 および NANOG 遺伝子の発現量は、Control と比較して有意に減少した。

4 日間培養のうちの前半または後半 2 日間 CHIR 処理したヒト iPS 細胞のそれらの遺伝
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子発現量は Control と同程度であった。 

これらの結果から、CHIR 処理したヒト iPS 細胞は増殖が促進されるが、2 日間以上の

CHIR 処理は未分化性を損なうことが示唆された。つまり、未分化性を損なわずに増殖

を促進するヒト iPS 細胞の CHIR 処理期間は 4 日間培養のうちの後半 2 日間であるとい

える。 

 

（2）接着培養条件下のヒト iPS 細胞に対する 4 日間培養のうちの後半 2 日間の CHIR99021

処理における同剤添加濃度の最適化 

 これまでの結果から、ヒト iPS 細胞の未分化性を損なわずに増殖を促進する CHIR 処理

期間は 4 日間培養のうちの後半 2 日間であることが明らかになった。そのため、CHIR 処理

期間を 4 日間培養のうちの後半 2 日間に固定し、CHIR 濃度（1, 3, 10 µM）がヒト iPS 細胞

へ及ぼす影響を調べた。CHIR がヒト iPS 細胞へ及ぼす影響は細胞株によって異なる可能性

があるため、2 つのヒト iPS 細胞株（201B7 株、253G1 株）を使用した。 

 

 ⅰ）様々な濃度で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞のコロニー様相 

様々な濃度で CHIR 処理したヒト iPS 細胞の培養 4 日目のコロニー様相を Fig. 4 に示

した。CHIR 処理せず培養した Control は、両方の株で単層コロニーを形成した。1, 3 µM 

CHIR を添加したヒト iPS 細胞は、両方の株で辺縁のはっきりしたコロニーを形成した。

10 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞は、両方の株で単層かつ低密度な細胞集団を形成

した。 

これらの結果から、正常に近いコロニーを形成したヒト iPS 細胞への CHIR 添加濃度

は 1, 3 µM であることが示唆された。 

 

 ⅱ）様々な濃度で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の増殖 

 倍加時間と生細胞数を用いて、様々な濃度の CHIR 処理がヒト iPS 細胞の増殖へ及ぼ

す影響を調べた。培養 4 日間の増殖曲線と培養 4 日目の生細胞数を Fig. 5A, B にそれぞ

れ示した。増殖活性の指標として、Fig. 5A に示した増殖曲線の培養 2 日目から 3 日目に

かけての生細胞数の変化から、倍加時間を算出した。倍加時間と培養 4 日目の生細胞数

を増殖関連の数値データとして Table 2 にまとめた。 

 1, 3 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞は、両方の株で CHIR 処理せず培養した Control

より倍加時間を短縮し、生細胞数を増加させた。3 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞

は、Control と比較して倍加時間を 201B7 株で 7.2 時間、253G1 株で 2.2 時間短縮し、

生細胞数を両方の株で 2 倍程度増加させた。また、1 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞

は、倍加時間を 201B7 株で 5.9 時間、253G1 株で 1.3 時間短縮し、生細胞数を両方の株

で 1.5 倍程度増加させた。10 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞は、倍加時間を 201B7

株で 1.9 時間短縮したが、253G1 株では 8.7 時間延長した。生細胞数は両方の株で Control
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と同程度であった。 

 これらの結果から、ヒト iPS 細胞の増殖を促進する CHIR 添加濃度は 1, 3 µM である

ことが示唆された。 

 

ⅲ）CHIR99021 処理条件下で連続継代培養したヒト iPS 細胞のコロニー様相と増殖 

コロニー様相と細胞の倍加力（PD）の変化を用いて、様々な濃度の CHIR 処理条件下

での連続継代培養がヒト iPS 細胞の増殖とコロニー様相へ及ぼす影響を調べた。10 継代

目のコロニー様相を Fig. 6A に示した。1 µM CHIR 処理条件下で継代したヒト iPS 細胞

は、10 継代にわたり辺縁のはっきりしたコロニーを両方の株で形成した。3 µM CHIR 処

理条件下で継代したヒト iPS 細胞は、両方の株で継代数の増加にともない、辺縁のはっ

きりしたコロニーが減少した。 

PD の累積値（累積 PD 値）を Fig. 6B に示した。CHIR 処理せず継代した Control と

1 µM CHIR 処理条件下で継代したヒト iPS 細胞の累積 PD 値は、両方の株で継代数に比

例した。1 µM CHIR 処理条件下で継代したヒト iPS 細胞は、201B7 株で 2 継代目以降、

253G1 株で 3 継代目以降の累積 PD 値を Control と比較して有意に増加させた。10 µM 

CHIR 処理条件下で継代したヒト iPS 細胞は細胞死を両方の株で誘導し、3 継代以上培

養できなかった。3 µM CHIR 処理条件下で継代したヒト iPS 細胞は、両方の株で累積

PD 値の増加率を減少させ、201B7 株で 4 継代目以降、253G1 株で 5 継代目以降の累積

PD 値を Control と比較して有意に減少させた。 

これらの結果から、連続継代培養において、正常に近いコロニー形態を維持しつつ増

殖を促進するヒト iPS 細胞の CHIR 処理濃度は 1 µM であることが示唆された。 

 

 ⅳ）様々な濃度で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の未分化性 

 未分化、中胚葉、内胚葉や外胚葉マーカー遺伝子の発現量を用いて、様々な濃度の

CHIR 処理がヒト iPS 細胞の分化へ及ぼす影響を調べた。培養 4 日目の未分化マーカー

遺伝子の発現量を Fig. 7A に示した。1, 3 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞の OCT3/4, 

NANOG および SOX2 遺伝子の発現量は、両方の株で CHIR 処理せず培養した Control

と同程度であった。10 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞の NANOG および SOX2 遺

伝子の発現量は、両方の株で Control と比較して有意に減少した。一方、OCT3/4 遺伝

子の発現量は、201B7 株で Control と比較して有意に減少したが、253G1 株ではそれほ

ど減少しなかった。CHIR 処理したヒト iPS 細胞の REX1 遺伝子の発現量は、両方の株

でいずれの添加濃度であっても、Control と同程度であった。 

 培養 4 日目の中胚葉関連マーカー遺伝子の発現量を Fig. 7Ｂに示した。3 µM 以上の

CHIR を添加したヒト iPS 細胞は、T, GATA4, WNT3A および WNT8A 遺伝子の発現量

を両方の株で Control と比較して有意に増加させた。1 µM CHIR を添加したヒト iPS 細

胞のそれらの遺伝子発現量は、両方の株で Control と同程度であった。 
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 培養 4 日目の内胚葉と外胚葉関連マーカー遺伝子の発現量を Fig. 7C に示した。3 µM 

CHIR を添加したヒト iPS 細胞の SOX17 遺伝子の発現量は、両方の株で Control と比較

して有意に増加した。CHIR を添加したヒト iPS 細胞の AFP 遺伝子の発現量は、両方の

株で CHIR 添加濃度が高くなるにつれ減少した。CHIR 処理したヒト iPS 細胞の SOX1

および PAX6 遺伝子の発現量は、両方の株でいずれの添加濃度であっても Control と同

程度であった。 

 これらの結果から、未分化マーカー遺伝子の発現量が維持されるヒト iPS 細胞への

CHIR 添加濃度は 1, 3 µM であるが、3 µM CHIR を添加したヒト iPS 細胞は内中胚葉分

化を促進することが明らかになった。つまり、未分化状態を逸脱しないヒト iPS 細胞へ

の CHIR 添加濃度は 1 µM であるといえる。 
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Fig. 2. Effect of CHIR treatment period on colony morphology of hiPSC line 201B7. 

Phase-contrast images of adherent cultures of single cell-dissociated hiPSCs between day 1 

and day 4. Scale bar: 500 µM. 
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Fig. 3. Effect of CHIR treatment period on cell yields and mRNA expression levels of 

pluripotency-associated genes of hiPSC line 201B7.  

（A） Cell yields: X1, i.e., viable cell number per area of culture dish on day 4. Data are 

represented as mean±SD(n=3). *P<0.05, **P<0.01, significance versus control calculated 

by Student’s t-test.  

（B） Pluripotency–associated genes: OCT3/4 and NANOG. Total RNA was extracted from 

hiPSC cultures on day 4. Data were normalized to Homo sapiens actin, beta (ACT-β) 

expression as an endogenous control. Data are represented as mean±SD(n=3). *P<0.05, 

**P<0.01, significance versus control calculated by Student’s t-test. 
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Fig. 5. Effect of CHIR concentrations on cell proliferation and cell yield of hiPSC lines 

201B7 and 253G1.  

（A）Growth curves. 

（B）Cell yields: X1, i.e., viable cell number per area of culture dish on day 4. Data are 

represented mean±SD (n=3). *P<0.05, **P<0.01 significance versus control (0 µM CHIR) 

calculated by Student’s t-test. 

  



44 

 

Table 2. Cell growth-related data of td and X1 in both B7- and G1-hiPSC cultures. 

CHIR conc. (µM)  0 1 3 10 

Doubling time: td (h) 

201B7 
18.2 12.3  11.0 16.3 

(±7.0)  (±2.0)  (±1.7) (±3.0) 

253G1 
12.4 11.1 10.2 21.1 

(±2.5) (±1.3) (±1.4) (±0.6) 

Cell yield: 

 X1（×104 cells/cm2） 

201B7 
17.8 24.8 36.1 21.5 

(±4.0)  (±5.4) (±4.0) (±5.3) 

253G1 
25.4  40.3 51.6 27.1 

(±4.5) (±15.8) (±11.8) (±5.0) 

Data are represented mean±SD (n=3).  
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Fig. 6. Effect of CHIR concentrations on colony morphology and proliferation of hiPSC lines 

201B7 and 253G1 in serial subcultures.  

（A）Phase-contrast images of hiPSCs in adherent cultures on day 4 at passage 10. P3 means 

that the images were derived from the cultures on day 4 at passage 3. Scale bar: 500 µM.  

（B）Cumulative PDs of hiPSCs treated with various concentrations CHIR (0, 1, 3, and 10 

µM) during 10 passages. Each experiment was repeated three times. Data are represented 

mean±SD (n=3). *P<0.05 significance versus control (0 µM CHIR) calculated by Student’s 

t-test. 
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Fig. 7. Effect of CHIR concentrations on the expression levels of pluripotency-associated 

and differentiation marker genes.  

Total RNA was extracted from hiPSC cultures on day 4. Data were normalized to Homo 

sapiens actin, beta (ACT-β) expression as an endogenous control. Data are represented 

mean±SD (n=3). *P<0.05, **P<0.01 significance versus control (0 µM CHIR) calculated by 

Student’s t-test.  

(A) Pluripotency–associated genes: OCT3/4, NANOG, SOX2, and REX1.  

(B) Early mesoderm marker genes: T, GATA4, WNT3A, and WNT8A.  

(C) Early endoderm marker genes: SOX17 and AFP, and early ectoderm marker genes: SOX1 

and PAX6.  

  



47 

 

4．考察 

 本研究では、GSK-3 阻害剤である CHIR の処理期間と添加濃度が細胞増殖や分化へ及ぼ

す影響を検討した。4 日間培養のうちの後半 2 日間 1, 3 µM CHIR 処理は、ヒト iPS 細胞の

増殖促進に効果的であり、辺縁のはっきりしたコロニー形態を示した（Fig. 4, 5A, B）。3 µM 

CHIR 処理したヒト iPS 細胞の生細胞数は、CHIR 処理せず培養した Control と比較して有

意に増加した（Fig. 3A）。しかし、4 日間培養のうちの全期間の CHIR 処理は、ヒト iPS 細

胞を未分化状態から逸脱させた（Fig. 3B）。また、4 日間培養のうちの後半 2 日間 10 µM 

CHIR 処理には、増殖促進効果はなかった（Fig. 5A, B）。また、以前の研究で、ラット ES

細胞の効果的な増殖促進には、適度な GSK-3 阻害が必要であると報告されている(54)。つま

り、4 日間培養のうちの後半 2 日間 1, 3 µM CHIR 処理は、細胞増殖を促進する中程度の

GSK-3 阻害に相当すると考えられる。 

また、3 µM CHIR 処理条件下での連続継代培養は、3 継代以降ヒト iPS 細胞の増殖能を

低下させたが、1 µM CHIR 処理条件下での連続継代培養は、ヒト iPS 細胞の増殖を促進し

た（Fig. 6B）。継代培養での連続した高濃度 CHIR 処理は、ヒト iPS 細胞に対する CHIR の

毒性を高める可能性があるといえる。さらに、以前の研究で、GSK-3 阻害剤が濃度依存的

にマウス ES 細胞の生存率を低下させたと報告されている(55)。以上のことから、連続継代培

養における最適な CHIR 処理濃度は 1 µM であるといえる。 

4 日間培養のうちの後半 2 日間 1, 3 µM CHIR 処理を行ったヒト iPS 細胞の OCT3/4, 

NANOG, SOX2 および REX1 といった未分化マーカー遺伝子の発現量は、CHIR 処理せず

培養した Control と同程度であった（Fig. 7A）。しかし、3 µM CHIR で処理したヒト iPS 細

胞は、T, GATA4, WNT3A および WNT8A といった中胚葉マーカー遺伝子の発現を促進し

た（Fig. 7B）。また、ヒト iPS 細胞への 10 µM CHIR 処理は、未分化マーカー遺伝子の発現

量の減少と中胚葉マーカー遺伝子の発現量の増加が確認された（Fig. 7A, B）。ただし、

OCT3/4 遺伝子の発現量は 253G1 株において、10 µM CHIR 処理でも Control と同程度で

あった。この 201B7 株と 253G1 株における OCT3/4 遺伝子の発現量の差は、樹立条件の

差によると考えられる。201B7 株は OCT3/4, SOX2, KLF4 および c-MYC といった 4 つの

転写因子を導入し樹立されたが(2)、253G1 株は c-MYC 以外の 3 つの転写因子を導入し樹立

されている(5)。しかし、中胚葉マーカー遺伝子の発現傾向に株間差はみられなかった。以前

の研究でも、高濃度 CHIR がヒト ES 細胞の中胚葉細胞への分化を促進する可能性があると

報告されている(61)。以上のことから、ヒト多能性幹細胞への高濃度 CHIR は、中胚葉分化

を促進することが示唆された。そして、後半 2 日間 3 µM CHIR 処理は、ヒト iPS 細胞の未

分化維持と中胚葉分化促進の境界となる CHIR 曝露条件であるといえる。 

したがって、ヒト iPS 細胞の未分化性を維持しつつ増殖性を促進する CHIR 処理条件は、

4 日間培養のうちの後半 2 日間 1 µM CHIR 添加である。後半 2 日間 1 µM CHIR 処理は、

従来法と比較して一度の処理で生細胞数を 1.5 倍程度増加させ、10 継代にわたる連続処理

でもその細胞増殖促進効果を継続させることが明らかになった。また、CHIR がヒト iPS 細
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胞の増殖と分化へ及ぼす影響は、処理期間、添加濃度、添加時期の 3 要因によって左右され

ると考えられる。その境界となる CHIR 曝露条件は、後半 2 日間 3 µM CHIR 添加であると

いえる。 
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第２節 接着培養をベースとしたヒト iPS 細胞の心筋細胞分化誘導における CHIR99021 処

理条件の最適化 

1．序 

2017 年現在、日本で心疾患（高血圧性を除く）を治療中の患者数は約 170 万人といわれ

(56)、年間 8 万人の方が心不全で亡くなっている(57)。特に、重症な慢性心不全は最新の循環

器治療の技術を持ってしても予後が悪く、根治治療である心臓移植は深刻なドナー不足で

ある。改正臓器移植法の施行以来、心臓移植患者数は従来に比べ増加したが、心臓移植が必

要な患者を全て治療することは難しい。そのため、再生心筋細胞を用いた細胞療法の臨床化

が求められている(58, 59)。その細胞療法の細胞源として、自己増殖能と多分化能を持つヒト

iPS 細胞(1, 2)が注目されている。十分な量のヒト iPS 細胞由来の機能性心筋細胞を獲得する

ために、これまで様々な心筋細胞分化誘導プロトコルが提案されてきた。 

1985 年に Doetschman TC らによって、マウス ES 細胞の心筋細胞、内臓卵黄嚢や血島へ

の分化が報告されて以降(60)、心筋細胞への分化誘導後に細胞移植を行うことを念頭に研究

が進められるようになった(61)。その後、2001 年に Kehat I らによって、ヒト ES 細胞が自然

発生的に心筋細胞へ分化することが報告され(62)、ヒト ES 細胞や iPS 細胞の心筋細胞への

分化誘導方法の開発が盛んに行われるようになった。Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) 

阻害である CHIR99021（CHIR）は処理期間と添加濃度に依存して中胚葉分化を促進する

ため、多能性幹細胞の心筋細胞分化誘導に使用されることが多い化合物である(51, 52, 63）。多

能性幹細胞の心筋細胞分化誘導は、心臓発生や心筋細胞分化において重要な増殖因子を段

階的に添加することで行われる。心筋細胞への段階的分化誘導において、中胚葉に傾倒した

細胞は、中胚葉から心筋中胚葉、心筋前駆細胞に至る一連の発生段階を経て、心筋細胞へと

分化する(74, 75)。 

これまでの結果から、ヒト iPS 細胞を 4 日間接着培養するとき、その後半 2 日間を 3 µM

以上の高濃度 CHIR で処理すると、中胚葉分化を促進することが明らかになった。このこ

とから、接着培養条件下での高濃度 CHIR 添加は心筋細胞への段階的分化誘導における中

胚葉分化段階の代替になると考えた。本実験で使用した Thermo Fisher Scientific Inc.の PSC 

Cardiomyocyte differentiation kit 推奨プロトコルは、3 種類の分化誘導培地を用いて、60～

80％ confluency まで接着培養条件下で未分化維持した多能性幹細胞を心筋細胞へ段階的に

分化誘導するものである。当研究室の知見から、PSC Cardiomyocyte differentiation kit 推

奨プロトコルにおける中胚葉・心筋中胚葉分化段階を Medium A、心筋前駆細胞誘導を

Medium B、心筋細胞成熟を Maintenance medium が担っていると考えられる(66）。 

本研究では、接着培養したヒト iPS 細胞への高濃度 CHIR 処理による PSC Cardiomyocyte 

differentiation kit 推奨プロトコルの中胚葉・心筋中胚葉分化段階の代替を試みた。高濃度

CHIR 処理条件下での接着培養をヒト iPS 細胞の心筋細胞分化の前培養として適用するこ

とで、心筋細胞への分化誘導期間を短縮することが可能であると考えた。  
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2．実験材料及び方法 

（1）フィーダー存在下（on feeder）でのヒト iPS 細胞の培養 

 本研究ではヒト iPS 細胞の標準細胞株である 201B7 株(2)、253G1 株(5)を使用した。これ

らの細胞株は文部科学省に承認されたナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）を

通じて理研バイオリソース研究センター（RIKEN BRC）より提供された。 

Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞をセルスクレーパーで物理的に剥がし

た。剥がしたヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿したペレットへ 20% 

Knockout serum replacement （KSR, Gibco, Grand Island, NY, USA）、1% GlutaMAX 

supplement（Gibco）、0.1 mM Non-essential amino acids（NEAA, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA）、 0.1 mM β-Mercaptoethanol（Sigma, St. Louis, MO, USA）、25 units/mL 

Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）、4 ng/mL Recombinant human fibroblast growth 

factor 2（FGF2, Oriental Yeast Co., Ltd. Tokyo, Japan）を含む DMEM-Ham's F-12 basal 

medium（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を適量

Feeder layer 上に播種した。播種後、6 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し

た。培地交換は毎日行った。 

Feeder layer を作製するために、ネオマイシン抵抗性（neor）発現ベクターと LIF 発現ベ

クターを安定的に組み込んだ STO 細胞である SNL76/7（ECACC 07032801, DS Pharma 

Biomedical Co., Osaka, Japan）を使用した(53)。STO 細胞を、7.7% Fetal bovine serum（FBS, 

Gibco）、25 units/mL Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）を含む DMEM basal 

medium（Nacalai Tesque）を用いて、0.1% Gelatin（Sigma）コート上で 37℃-5% CO2 の

インキュベーターにて培養した。STO 細胞を 10 µg/L の Mitomycin C（Sigma）を用いて 2

時間 15 分処理し、増殖能を不活化させた。不活化した STO 細胞を 0.1％ Trypsin-EDTA

（Nacalai Tesque）を用いて分散し、3.0×104 cells/cm2 で 0.1% gelatin コート上に播種し

た。播種後、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し、Feeder layer として使用

した。 

 

（2）フィーダー非存在下（feeder-free）でのヒト iPS 細胞の培養 

 Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞を、AccutaseTM（Innovative Cell 

Technologies, San Diego, CA, USA）を用いて酵素処理し、緩やかなピペッティングを行っ

てシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿

したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF（Biological Industries, Kibbutz Beit-

Haemek, Israel）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 cells/cm2 で 0.5 

mg/cm2 Vitronection（Life Technologies）コート上に播種した。播種後、4 日間 37℃-5% 

CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から播種後 24 時間はヒト iPS 細胞 の
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アポトーシスを抑制するために、10 µM Y-27632（ROCK inhibitor, Nacalai Tesque）を

NutriStem® hPSC XF へ添加した。培地交換は Y-27632 を含まない NutriStem® hPSC XF を

用いて毎日行った。Feeder-free でヒト iPS 細胞を 3 継代し、残存した Feeder layer を除去

して実験を行った。以下の実験には、3～20 継代した iPS 細胞を用いた。 

 

（3）接着培養条件下のヒト iPS 細胞への CHIR99021 処理 

 Feeder-free で培養したヒト iPS 細胞を、AccutaseTM を用いて酵素処理し、緩やかなピペ

ッティングを行ってシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清

を除去した。沈殿したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF を加えて再懸濁

した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 cells/cm2 で 2.5 µL/cm2 Corning® Matrigel® hESC-

Qualified Matrix（Matrigel®, CORNING, Corning, NY, USA）コート上に播種した。播種後、

4 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から播種後 24 時間はヒ

ト iPS 細胞 のアポトーシスを抑制するために、10 µM Y-27632 を NutriStem® hPSC XF へ

添加した。培地交換の際に、様々な濃度の CHIR99021（CHIR, Fujifilm Wako, Osaka, Japan）

を含む NutriStem® hPSC XF を用いて、CHIR 処理を行った。CHIR 処理として、4 日間培

養のうちの 2 日目から 4 日目（後半 2 日間）に 0, 1, 3, 10µM CHIR を添加した。 

 

（4）接着培養をベースとした心筋細胞への段階的分化誘導 

 CHIR 処理条件下で培養したヒト iPS 細胞を PSC Cardiomyocyte differentiation kit (PSC 

kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)の Medium B で 2 日間、Maintenance 

medium で 8 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。分化誘導期間中の培地

交換は 2 日に 1 回行った。定期的に顕微鏡観察を行い、細胞収縮の有無を観察した。 

 対照として、PSC kit 推奨プロトコルに従い、接着培養ベースで心筋細胞への分化誘導を

行った（PSC kit control-monolayer）。PSC kit control-monolayer では、CHIR 処理を行わず

培養したヒト iPS 細胞を、PSC kit の Medium A で 2 日間、Medium B で 2 日間、Maintenance 

medium で 8 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。分化誘導期間中の培地

交換は 2 日に 1 回行った。定期的に顕微鏡観察を行い、細胞収縮の有無を観察した。 

 

（5）Total RNA 抽出及び cDNA 合成、リアルタイム RT-qPCR 解析 

Total RNA 抽出は NucleoSpin RNA（Takara Bio, Otsu, Japan）を使用した。cDNA 合成

は ReverTra Ace（Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan）を使用した。Total RNA 抽出と cDNA

合成はメーカー推奨プロトコルに従って行った。 

リアルタイム RT-qPCR 解析は Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo）を用いて、反応

液をメーカー推奨プロトコルに従って調整した。プライマーは、内部標準（Housekeeping）

遺伝子として TATA binding protein (TBP)、心筋成熟マーカーとして Homo sapiens myosin, 

heavy chain 6, cardiac muscle, alpha (MYH6) , Homo sapiens troponin T type 2 (TNNT2), 
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Homo sapiens myosin, light chain 2 (MLC2A)を用いた。PCR 反応と解析は Thermal Cycler 

Dice（Takara Bio)を用いて行った。PCR 反応条件は変性 95℃-5 秒間、アニーリング 60℃

-10 秒間、伸長 72℃-20 秒間とし、40 cycles 行った。 

リアルタイム RT-qPCR は、各 cycle 終了時に生成された PCR 増幅産物をリアルタイム

でモニタリングし、指数関数的増幅域で正確な定量を行う。PCR では 1 cycle ずつ指数関数

的に増幅し、やがてプラトーに達する。この増幅の様子をリアルタイムでモニタリングした

図が増幅曲線である。増殖曲線に Threshold line（閾値）を引き、増殖曲線と Threshold line

とが交わる反応 cycle 数を Threshold cycle 数（CT）とした（Crossing Point 法）。 

各サンプルの目的遺伝子の相対発現量、標準偏差は次のように計算した。 

ⅰ）cDNA 濃度差の補正 

各サンプルの cDNA 濃度差を補正（normalize）するために、サンプルの内部標準遺伝子

の CT を CTHousekeeping、目的遺伝子の CT を CTtarget として、以下の式を用いて各サンプ

ルの目的遺伝子の CT を補正した値である ΔCT を算出した。 

∆𝐶𝑇 = 𝐶𝑇𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 − 𝐶𝑇𝐻𝑜𝑢𝑠𝑒𝑘𝑒𝑒𝑝𝑖𝑛𝑔 

 

ⅱ）目的遺伝子の相対発現量の平均値 

各サンプルのΔCT の平均値を𝛥CT̅̅ ̅̅ ̅̅ として、以下の式を用いて各サンプルの目的遺伝子

の相対発現量の平均値であるR̅を算出した。 

𝑅̅ = 2−𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅  

 

ⅲ）標準偏差 

標準偏差（standard deviation）はΔCT から標準偏差を算出した。本研究の遺伝子発現

量のグラフは対数軸で作製するため、標準偏差の値が+側と－側で異なる。そのため、

ΔCT から算出した標準偏差を SDΔCT として、以下の式を用いて各サンプルの+側の標

準偏差である SD(+)と－側の標準偏差である SD(-)を算出した。 

𝑆𝐷(+) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ +𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) − 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ ) 

𝑆𝐷(−) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ )−2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ −𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) 

 

（6）統計解析 

 少なくとも 3 回の独立した実験を行った。Student’s t-test を使用して統計解析を行い、

*P<0.05, **P<0.01 の値を統計的に有意であるとした。 
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Fig. 8. Schematic showing CHIR treatment conditions in cardiac differentiation in adherent 

cultures. 

Workflow describing the stepwise cardiac differentiation protocol after applying various 

concentrations of CHIR (1, 3, or 10 µM) for late 2-day period of a 4-day cultivation.  
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Table 3. Primers of RT-PCR 

 Gene name Sequence (5’ to 3’) 
Product 

size (bp) 

Housekeeping TBP 
F: GCTGGCCCATAGTGATCTTT 

R: CTTCACACGCCAAGAAACAGT 
60 

cardiac 

differentiation 

MYH6 
F: CGCTGAGTCCCAGGTCAACA 

R: TTACAGGTTGGCAAGAGTGAGGTTC 
115 

TNNT2 
F: GAGCTGTGGCAGAGCATCTAT 

R: ATCCTGTTTCGGAGAACATTG 
122 

MLC2A 
F: GCAGGCGGAGAGGTTTTC 

R: AGTTGCCAGTCACGTCAGG 
93 
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3. 結果 

 通常ヒト iPS 細胞の心筋分化誘導は、中胚葉分化、心筋前駆細胞への誘導、心筋成熟とい

う 3 つの過程を経て行われる。これまでの結果から、ヒト iPS 細胞を 4 日間接着培養する

とき、その後半 2 日間を 3 µM 以上の高濃度 CHIR で処理すると、中胚葉分化を促進する

ことが明らかになった。そのため、接着培養したヒト iPS 細胞への高濃度 CHIR 添加は、

心筋細胞分化誘導プロトコルにおける中胚葉分化段階の代替になると考え、ヒト iPS 細胞

の心筋細胞分化誘導へ与える CHIR 処理の影響を調べた。CHIR がヒト iPS 細胞へ及ぼす

影響は細胞株によって異なる可能性があるため、2 つのヒト iPS 細胞株（201B7 株、253G1

株）を使用した。 

 

（1）様々な濃度で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の心筋細胞への分化誘導後の様相と

収縮 

 心筋細胞への分化誘導後の細胞様相と細胞収縮の有無を Table 4 にまとめた。PSC kit 推

奨プロトコルに従って心筋細胞への分化誘導を行った場合（PSC kit control-monolayer）、

細胞の接着と伸展を両方の株で確認したが、収縮がみられたのは 201B7 株のみであった。

PSC kit 推奨プロトコルの中胚葉分化段階を 3 µM CHIR 処理で代替した場合、両方のヒト

iPS 細胞株で網目状に積層化し、大きな細胞収縮が well 全体で確認された。1 µM 以下で

CHIR 処理したヒト iPS 細胞は、201B7 株で広範囲にわたって細胞の接着と伸展が確認さ

れたが、253G1 株では一部を除き細胞の剥離が確認された。また、10 µM CHIR 処理した

ヒト iPS 細胞は、両方の株で広範囲にわたって細胞の接着と伸展が確認された。 

 これらの結果から、細胞収縮が確認され心筋細胞への分化が示唆された CHIR 処理濃度

は 3 µM であるといえる。また、3 µM CHIR 処理では、両方のヒト iPS 細胞株で高い再現

性を持ち、広範囲で細胞収縮がみられた。よって、3 µM CHIR 処理は、PSC kit 推奨プロト

コルの中胚葉分化段階を代替しているといえる。 

 

（2）様々な濃度で CHIR99021 処理したヒト iPS 細胞の心筋細胞への分化誘導後の心筋成

熟 

 心筋細胞への分化誘導後の心筋成熟マーカー遺伝子の発現量を Fig. 9 に示した。CHIR 処

理で中胚葉分化段階を代替して心筋細胞へ分化誘導した場合、MYH6, TNNT2 および

MLC2A 遺伝子の発現量は、両方のヒト iPS 細胞株で PSC kit control-monolayer より増加

した。それは、3 µM CHIR 処理のときに最も顕著であった。特に、201B7 株において、そ

れらの遺伝子発現量は、PSC kit control-monolayer と比較して有意に増大した。 

 これらの結果から、心筋細胞分化誘導の中胚葉分化段階を 3 µM CHIR 処理により代替可

能であることが示された。すなわち、接着培養をベースとしたヒト iPS 細胞の心筋細胞分化

誘導において、4 日間の接着培養のうちの後半 2 日間に 3 µM CHIR 添加を行うことは、心

筋細胞分化に向けた中胚葉分化を促進する方法として有効であるといえる。 
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Fig. 9. Effect of CHIR treatments on the expression levels of cardiac differentiation-associated 

genes. 

Cardiac differentiation-associated genes: MYH6, TNNT2 and MLC2A. Total RNA was 

extracted from adherent cultures at the end of the cardiac differentiation process on day 14 

or 16. Data were normalized to TATA binding protein (TBP) expression as an endogenous 

control. Data are represented as mean±SD(n=3). *P<0.05, **P<0.01, significance versus 

control (PSC kit control-monolayer) calculated by Student’s t-test.  
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4．考察 

 4 日間の接着培養のうちの後半 2 日間を 3 µM CHIR で処理したヒト iPS 細胞は、中胚葉

分化を促進することが明らかになった。心筋細胞分化誘導における中胚葉分化段階を 3 µM 

CHIR 処理で代替した場合、PSC kit 推奨プロトコルよりも高い再現性かつ広範囲でヒト iPS

細胞から拍動性心筋細胞が発生した（Table 4, Fig. 9）。 

これまで結果から、ヒト iPS 細胞への後半 2 日間 3 µM CHIR 処理は、未分化維持と中胚

葉分化促進の境界となる CHIR 曝露条件であることが明らかになった。3 µM 未満の CHIR

処理条件である 0, 1 µM CHIR 処理は、中胚葉マーカーである T, GATA4, WNT3A および

WNT8A 遺伝子の発現が不十分であったため（Fig. 7B）、その後の心筋細胞分化誘導におい

て拍動性心筋細胞が得られなかったと考えられる。以前の研究で、WNT3A は胚発生の過程

で中胚葉系統への誘導に寄与すると報告されている(77)。また、Wnt/β-Catenin 経路の活性

化因子である Wnt3a は、中胚葉の形成を促進し、心筋細胞の表現型への分化につながると

考えられている(78)。さらに、ヒト ES 細胞の心筋細胞分化誘導において、WNT3 と WNT8A

は T の発現と中胚葉分化を促進することが明らかになっている(79)。すなわち、3 µM 未満

の CHIR 処理は、Wnt シグナル伝達の活性と中胚葉分化が不十分であることから、心筋細

胞分化誘導における中胚葉分化段階の代替として不適である。一方、10 µM CHIR 処理で

は、3 µM CHIR 処理と同程度の中胚葉マーカー遺伝子の発現がみられたが、その後の心筋

細胞分化誘導において拍動性心筋細胞が得られなかった（Table 4, Fig. 9）。10 µM CHIR 処

理は 3 µM CHIR 処理と異なり、OCT3/4, NANOG および SOX2 といった未分化マーカー

遺伝子の発現を減少させたためと考えられる（Fig. 7A）。よって、心筋細胞分化誘導におけ

る中胚葉分化段階において、未分化マーカー遺伝子の早期消退は望ましくないと思われる。 

以上のことから、4 日間の接着培養のうちの後半 2 日間に 3 µM CHIR 処理を行うことは、

心筋細胞分化に向けた中胚葉分化を促進する方法として有効であることが明らかになった。 
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第 3 節 要約 

CHIR99021（CHIR）は、Wnt シグナルを活性化させる Glycogen synthase kinase 3 (GSK-

3)阻害剤の一つである。本研究では、ヒト iPS 細胞の維持培養（接着単層培養）における

CHIR 処理条件がヒト iPS 細胞の多能性と増殖性にどのように影響を及ぼすのかを検討し

た。すなわち、様々な CHIR 処理条件下でのヒト iPS 細胞の多能性と増殖性を評価し、さ

らに未分化維持と細胞増殖促進が両立する CHIR 処理条件の最適化を行った。4 日間培養の

うちの後半 2 日間に 1 µM CHIR で処理を行うと、ヒト iPS 細胞の増殖が促進され、細胞が

密で辺縁のはっきりしたコロニーが形成された。3 µM CHIR 処理は処理期間に関わらずヒ

ト iPS 細胞の増殖を促進したが、4 日間培養のうちの全期間で処理を行うと、ヒト iPS 細胞

は未分化状態から逸脱した。また、10 µM CHIR 処理では、CHIR による細胞増殖促進効果

は得られず、ヒト iPS 細胞は低密度なコロニーを形成した。連続継代培養を行ったところ、

1 µM CHIR 処理のみで CHIR の細胞増殖促進効果が継続することが明らかになった。1, 3 

µM CHIR 処理したヒト iPS 細胞は、未分化マーカー遺伝子の発現を維持したが、3, 10 µM 

CHIR 処理では中胚葉マーカー遺伝子の発現を促進した。このことから、後半 2 日間 3 µM 

CHIR 処理は、ヒト iPS 細胞の未分化維持と中胚葉分化促進の境界となる CHIR 曝露条件

であると考えられる。よって、未分化性を維持したままヒト iPS 細胞の増殖を促進する最適

な CHIR 処理条件は、4 日間培養のうちの後半 2 日間 1 µM CHIR 添加であるといえる。 

これまでの結果から、ヒト iPS 細胞を 4 日間接着培養するとき、その後半 2 日間を 3 µM

以上の高濃度 CHIR で処理すると、中胚葉分化が促進されることが明らかになった。本研

究では、この現象を利用してヒト iPS 細胞からの心筋細胞分化を効率化することを試みた。

すなわち、高濃度 CHIR 処理条件下での接着培養をヒト iPS 細胞の心筋細胞分化の前培養

として適用することで、中胚葉に傾倒したヒト iPS 細胞を作出することができ、心筋細胞へ

の分化誘導期間を短縮することが可能であると考えた。CHIR 処理により中胚葉へ傾倒した

ヒト iPS 細胞を心筋細胞へ分化誘導したところ、3 µM CHIR 処理のみで広範囲に拍動性心

筋細胞が発生した。3 µM CHIR 処理したヒト iPS 細胞の中胚葉分化マーカー遺伝子の発現

量は有意に増加したが、未分化マーカー遺伝子の発現は維持されていた。CHIR 処理濃度を

10 µM にすると、未分化マーカー遺伝子の発現量が減少し、拍動性心筋細胞の発生はみら

れなかった。このことは、中胚葉分化段階における未分化マーカー遺伝子発現の消退は、心

筋細胞分化誘導促進の観点からは望ましくないといえる。以上のことから、心筋細胞への段

階的分化誘導における中胚葉・心筋中胚葉分化段階の代替として最適な CHIR 処理条件は、

4 日間培養のうちの後半 2 日間 3 µM CHIR 添加である。 
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第 2 章 浮遊培養をベースとしたヒト iPS 細胞の心筋細胞分化誘導における胚様体形成期

間中の CHIR99021 処理条件の最適化 

第 1 節 序 

 人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell; iPS 細胞）は 2006 年に京都大学の山

中らによってマウス線維芽細胞から樹立され(1)、2007 年にはヒト線維芽細胞からもその作

製が報告された(2)。iPS 細胞は、1981 年に Evans MJ らと Martin GR らによって樹立され

た胚性幹細胞（embryonic stem cell; ES 細胞）(3, 4)と同様に、無限の増殖能とすべての組織

細胞へ分化できる多能性を有している。さらに、初期胚から樹立される ES 細胞と異なり、

iPS 細胞は生体の体細胞から樹立できることから (5, 6）、倫理的課題の克服が可能となった。

そのため、ヒト iPS 細胞は、再生医療や創薬研究などの様々な分野への応用が期待されてい

る。特に、心筋細胞系統へ分化できる能力は、心疾患における細胞をベースとした治療法の

開発や臓器移植の代替(7, 8)、薬剤毒性評価系(9, 10)などへの応用が期待されているため、これ

まで様々な心筋細胞への分化誘導方法が提案されてきた。 

 1985 年に Doetschman TC らによって、マウス ES 細胞の心筋細胞、内臓卵黄嚢や血島へ

の分化が報告されて以降(11）、心筋細胞への分化誘導後に細胞移植を行うことを念頭に研究

が進められるようになった(12)。その後、2001 年に Kehat I らによってヒト ES 細胞が自然

発生的に心筋細胞へ分化することが報告され(13）、ヒト多能性幹細胞から心筋細胞への分化

誘導方法の開発が盛んに行われるようになった。ヒト多能性細胞由来の心筋細胞の臨床応

用に向けて、これまで様々な心筋細胞への分化誘導方法が開発されてきたが(14, 15）、その多

くは動物培養細胞との共培養(16, 17）、血清(13, 18）、様々な増殖因子の添加(19, 20)や細胞外マトリ

ックス(21)による誘導などを用いる複雑なものとなっている。これらの培養方法は生物由来

の成分に大きく依存しており、動物培養細胞の品質、血清、増殖因子や細胞外マトリックス

のロット間差などの影響を受けやすく、ヒト多能性幹細胞から心筋細胞への分化誘導の再

現性は低い。また、臨床応用に適した GMP（good manufacturing practice）グレードのヒ

ト組換えタンパク質は非常に高価であるため、培養コストが上がる。 

近年、再生医療や創薬研究などへの応用という観点から、動物由来の因子の使用や動物培

養細胞との共培養をしない培養法（xeno-free）の確立および不明な因子を含まない培地

（defined medium）の開発が求められている。そのため、生理活性を持つ化合物によるヒト

iPS 細胞のシグナル制御が注目を集めている。化合物を血清や増殖因子などの代替として用

いることで、既知の因子のみで培地調製が可能になり、培養コストが削減され、心筋細胞へ

の分化誘導の再現性が向上すると考えられる(22)。 

Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)阻害剤 CHIR99021（CHIR）は、体細胞の初期化(23-

28)、多能性維持(29-31）、細胞増殖促進(32-36)や特定組織細胞への分化誘導(37-41)などに用いられ

ており、多能性幹細胞の培養で最も使用されている化合物の 1 つである。特に、心筋細胞へ

の段階的分化誘導における中胚葉分化段階で、処理期間と添加濃度に依存して中胚葉分化

を促進する CHIR を使用した分化誘導方法は数多く存在する(40-42）。つまり、CHIR が
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Wnt/β-Catenin 経路内の GSK-3 を阻害することで、β-Catenin の分解を防ぎ(43）、Wnt シ

グナル伝達を活性化し、多能性幹細胞の分化方向を中胚葉系統に拘束する役割を果たして

いる(44, 45)。心筋細胞への段階的分化誘導において、中胚葉に傾倒した細胞は、中胚葉から

心筋中胚葉、心筋前駆細胞に至る一連の発生段階を経て心筋細胞へと分化する(46, 47)。 

胚様体（embryoid body; EB）は、多能性幹細胞を非接着性の培養器で浮遊培養すること

により自然凝集させて得られる三次元の細胞塊である(11）。胚様体は、前後、左右、背腹とい

った個体の 3 軸はランダムではあるが、胚発生を模倣しており、ヒト多能性幹細胞を三胚

葉すべてに自発的に分化させることが可能である(48）。胚様体形成後の多能性幹細胞は、確

率的に三胚葉のそれぞれから派生する前駆細胞を経て、心筋細胞を含む組織細胞へ分化す

る(13）。以前の研究で、胚様体内部での細胞間相互作用が中胚葉や初期心筋細胞系統に関連

するマーカー遺伝子の発現を促進すると明らかになった(46)。ゆえに、ヒト多能性幹細胞か

ら心筋細胞への分化誘導で、浮遊培養をベースとした分化誘導方法は数多く存在する(41, 49, 

50)。これらの分化誘導方法における CHIR 処理は、4～7 日間の浮遊培養での胚様体形成後

24 時間 7.5, 12 µM CHIR 添加で行われている(49, 50)。また、接着培養をベースとした心筋細

胞への分化誘導方法では、CHIR 処理は接着培養後 42～60 時間 5 µM CHIR 添加で行われ

いる(42）。 

心筋細胞への分化誘導研究において、処理期間と添加濃度を組み合わせた複雑な CHIR 処

理がヒト iPS 細胞の中胚葉や心筋細胞への分化傾向へ及ぼす影響に関する報告はない。ま

た、数多くの心筋細胞への分化誘導方法が開発されていくなかで、最適な CHIR 処理条件

が定まらないのは、CHIR 処理段階での細胞形態と発生段階に起因する可能性がある。また、

CHIR が多能性幹細胞へ及ぼす影響は、細胞増殖や分化といった発生段階(25, 34, 39, 40)や浮遊

培養か接着培養かといった細胞形態(42, 49, 50）によって異なる。加えて、胚様体の三次元構造

は、CHIR 曝露を妨げる可能性があるため(51)、胚様体形成が完了する前に CHIR 処理を行

う必要があると考えたが、心筋細胞への分化誘導過程で胚様体形成期間中の CHIR 処理に

関する検討はなされていない。以上のことから、本研究では、胚様体形成期間中の CHIR 処

理がヒト iPS 細胞へ及ぼす影響を調べるとともに、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒し

た胚様体の作出を試みた。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

1．フィーダー存在下（on feeder）でのヒト iPS 細胞の培養 

 本研究ではヒト iPS 細胞の標準細胞株である 201B7 株(2)を使用した。これらの細胞株は

文部科学省に承認されたナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）を通じて理研バ

イオリソース研究センター（RIKEN BRC）より提供された。 

Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞をセルスクレーパーで物理的に剥がし

た。剥がしたヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿したペレットへ 20% 

Knockout serum replacement （KSR, Gibco, Grand Island, NY, USA）、1% GlutaMAX 

supplement（Gibco）、0.1 mM Non-essential amino acids（NEAA, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA）、 0.1 mM β-Mercaptoethanol（Sigma, St. Louis, MO, USA）、25 units/mL 

Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）、4 ng/mL Recombinant human fibroblast growth 

factor 2（FGF2, Oriental Yeast Co., Ltd. Tokyo, Japan）を含む DMEM-Ham's F-12 basal 

medium（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を適量

Feeder layer 上に播種した。播種後、6 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し

た。培地交換は毎日行った。 

Feeder layer を作製するために、ネオマイシン抵抗性（neor）発現ベクターと LIF 発現ベ

クターを安定的に組み込んだ STO 細胞である SNL76/7（ECACC 07032801, DS Pharma 

Biomedical Co., Osaka, Japan）を使用した(52)。STO 細胞を、7.7% Fetal bovine serum（FBS, 

Gibco）、25 units/mL Penicillin、25 µg/mL Streptomycin（Gibco）を含む DMEM basal 

medium（Nacalai Tesque）を用いて、0.1% Gelatin（Sigma）コート上で 37℃-5% CO2 の

インキュベーターにて培養した。STO 細胞を 10 µg/L の Mitomycin C（Sigma）を用いて 2

時間 15 分処理し、増殖能を不活化させた。不活化した STO 細胞を 0.1％ Trypsin-EDTA

（Nacalai Tesque）を用いて分散し、3.0×104 cells/cm2 で 0.1% gelatin コート上に播種し

た。播種後、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し、Feeder layer として使用

した。 

 

2．フィーダー非存在下（feeder-free）でのヒト iPS 細胞の培養 

 Feeder layer 上で培養したヒト iPS 細胞へ Collagenase-trypsin-KSR（CTK）溶液を添加

し、Feeder layer を取り除いた。残ったヒト iPS 細胞を、AccutaseTM（Innovative Cell 

Technologies, San Diego, CA, USA）を用いて酵素処理し、緩やかなピペッティングを行っ

てシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清を除去した。沈殿

したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF（Biological Industries, Kibbutz Beit-

Haemek, Israel）を加えて再懸濁した。得られた細胞懸濁液を 1.0×104 cells/cm2 で 0.5 

mg/cm2 Vitronection（Life Technologies）コート上に播種した。播種後、4 日間 37℃-5% 

CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から播種後 24 時間はヒト iPS 細胞 の
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アポトーシスを抑制するために、10 µM Y-27632（ROCK inhibitor, Nacalai Tesque）を

NutriStem® hPSC XF へ添加した。培地交換は Y-27632 を含まない NutriStem® hPSC XF を

用いて毎日行った。Feeder-free でヒト iPS 細胞を 3 継代し、残存した Feeder layer を除去

して実験を行った。以下の実験には、3～20 継代した iPS 細胞を用いた。 

 

3．胚様体形成期間中のヒト iPS 細胞への CHIR99021 処理  

 Feeder-free で培養したヒト iPS 細胞を、AccutaseTM を用いて酵素処理し、緩やかなピペ

ッティングを行ってシングルセルまで分散した。分散したヒト iPS 細胞を遠心分離し、上清

を除去した。沈殿したペレットへ無血清培地である NutriStem® hPSC XF を加えて再懸濁

した。得られた細胞懸濁液を NutriStem® hPSC XF で 1.5×104 cells/mL となるように希釈

し、Lipidure®（NOF Co., Tokyo, Japan）-coated 96-well U 底 plate に 200 µL/well で播種

した。播種後、4 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。細胞分散時から EB

形成期間はヒト iPS 細胞 のアポトーシスを抑制するために、終濃度 10 µM となるよう Y-

27632 を添加した。培地交換は NutriStem® hPSC XF を用いて毎日半量行った。培地交換の

際に、様々な濃度の CHIR99021（CHIR, Fujifilm Wako, Osaka, Japan）を含む NutriStem® 

hPSC XF を用いて、CHIR 処理を行った。 

Fig. 1 で示したように CHIR 処理を 4 日間の胚様体形成期間のうち 3 日目から 4 日目（1

日間）、2 日目から 4 日目（2 日間）、0 日目から 4 日目（4 日間）で行った。それぞれの期

間に添加する CHIR 濃度を 1, 2, 4, 8, 16 µM とし、あわせて 15 条件の胚様体を形成した。

対照として、胚様体形成期間中に CHIR 処理を行わず培養した胚様体（control-EB）を用意

した。定期的に顕微鏡観察を行い、胚様体様相の変化を観察した。 

 

4．胚様体形成後のヒト iPS 細胞への CHIR99021 処理 

 胚様体形成期間中に CHIR 処理を行わず培養して得られた Control-EB を、1% BSA

（Sigma）、0.1 mM NEAA、1% GlutaMAX supplement、0.5 mM L-Carnitine Hydrochloride

（Nacalai Tesque）、10 ng/mL FGF2、0.1% β-Mercaptoethanol、1, 2, 4, 8, 16 µM CHIR を

含む Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium（Nacalai Tesque）を加えた Lipidure®-coated 96-

well U 底 plate へ移行し、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。 

 

5．胚様体の直径計測 

 デジタル顕微鏡（BZ-X700, Keyence, Osaka, Japan）を使用して、胚様体様相を定期的に

撮影した。胚様体の直径は短径と長径の平均によって算出するのが一般的であるが、実験者

間差を生じやすい。そのため、本実験では投影面の面積から直径を求めることで誤差を生じ

にくくした。顕微鏡画像から Image J により投影面の面積 S を計測し、以下の式を用いて胚

様体の直径である d を算出した。 



70 

 

𝑑 = 2√
𝑆

𝜋
 

 

6．浮遊培養をベースとした心筋細胞への段階的分化誘導 

 様々な CHIR 処理条件下で培養して得られた胚様体と CHIR 処理を行わず培養して得ら

れ た Control-EB を 、 PSC Cardiomyocyte differentiation kit (PSC kit, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA)の Medium B を加えた Lipidure®-coated 96-well U 底 

plate へ移行し、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。その後、PSC kit

の Maintenance medium を 0.1% gelatin-coated 24-well plate へ移行し、8 日間 37℃-5% CO2

のインキュベーターにて培養した。分化誘導期間中の培地交換は 2 日に 1 回行った。定期

的に顕微鏡観察を行い、心筋分化による細胞収縮の有無を観察した。 

 対照として、PSC kit 推奨プロトコルを応用し、胚様体形成後に心筋細胞への分化誘導を

行った（PSC kit control-EB）。CHIR 処理を行わず培養して得られた Control-EB を、PSC 

kit の Medium A を加えた Lipidure®-coated 96-well U 底 plate へ移行し、2 日間 37℃-5% 

CO2 のインキュベーターにて培養した。その後、PSC kit の Medium B を加えた Lipidure®-

coated 96-well U 底 plate へ移行し、2 日間 37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養し

た。PSC kit の Maintenance medium を 0.1% gelatin-coated 24-well plate へ移行し、8 日間

37℃-5% CO2 のインキュベーターにて培養した。分化誘導期間中の培地交換は 2 日に 1 回

行った。定期的に顕微鏡観察を行い、心筋分化による細胞収縮の有無を観察した。 

 

7．Total RNA 抽出及び cDNA 合成、リアルタイム RT-qPCR 解析 

Total RNA 抽出は NucleoSpin RNA（Takara Bio, Otsu, Japan）を使用した。cDNA 合成

は ReverTra Ace（Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan）を使用した。Total RNA 抽出と cDNA

合成はメーカー推奨プロトコルに従って行った。 

リアルタイム RT-qPCR 解析は Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo）を用いて、反応

液をメーカー推奨プロトコルに従って調整した。プライマーは、内部標準（Housekeeping）

遺伝子として TATA binding protein (TBP)、中胚葉マーカーとして Homo sapiens T, 

brachyury homolog (mouse) (T), Homo sapiens GATA binding protein 4 (GATA4), Homo 

sapiens Wnt family member 3A（WNT3A）, Homo sapiens Forkhead box C1 (FOXC1), Homo 

sapiens Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 (DKK1), Homo sapiens mesoderm 

posterior basic helix-loop-helix transcription factor 1 (MESP1)、未分化マーカーとして

Homo sapiens POU class 5 homeobox 1 (POU5F1, OCT3/4) , Homo sapiens Nanog 

homeobox (NANOG)、心筋成熟マーカーとして Homo sapiens troponin T type 2 (TNNT2), 

Homo sapiens myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha (MYH6), Homo sapiens myosin, 

light chain 2 (MLC2A)を用いた。PCR 反応と解析は Thermal Cycler Dice（Takara Bio)を
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用いて行った。PCR 反応条件は変性 95℃-5 秒間、アニーリング 60℃-10 秒間、伸長 72℃-

20 秒間とし、40 cycles 行った。 

リアルタイム RT-qPCR は、各 cycle 終了時に生成された PCR 増幅産物をリアルタイム

でモニタリングし、指数関数的増幅域で正確な定量を行う。PCR では 1 cycle ずつ指数関数

的に増幅し、やがてプラトーに達する。この増幅の様子をリアルタイムでモニタリングした

図が増幅曲線である。増殖曲線に Threshold Line（閾値）を引き、増殖曲線と Threshold Line

とが交わる反応 cycle 数を Threshold cycle 数（CT）とした（Crossing Point 法）。 

各サンプルの目的遺伝子の相対発現量、標準偏差は次のように計算した。 

ⅰ）cDNA 濃度差の補正 

各サンプルの cDNA 濃度差を補正する（Normalize）ために、サンプルの内部標準遺伝

子の CT を CTHousekeeping、目的遺伝子の CT を CTtarget として、以下の式を用いて各サン

プルの目的遺伝子の CT を補正した値である ΔCT を算出した。 

∆𝐶𝑇 = 𝐶𝑇𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 − 𝐶𝑇𝐻𝑜𝑢𝑠𝑒𝑘𝑒𝑒𝑝𝑖𝑛𝑔 

 

ⅱ）目的遺伝子の相対発現量の平均値 

各サンプルのΔCT の平均値を𝛥CT̅̅ ̅̅ ̅̅ として、以下の式を用いて各サンプルの目的遺伝子

の相対発現量の平均値であるR̅を算出した。 

𝑅̅ = 2−𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅  

 

ⅲ）標準偏差 

標準偏差（standard deviation）はΔCT から標準偏差を算出した。本研究の遺伝子発現

量のグラフは対数軸で作製するため、標準偏差の値が+側と－側で異なる。そのため、

ΔCT から算出した標準偏差を SDΔCT として、以下の式を用いて各サンプルの+側の標

準偏差である SD(+)と－側の標準偏差である SD(-)を算出した。 

𝑆𝐷(+) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ +𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) − 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ ) 

𝑆𝐷(−) = 2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ )−2−(𝛥𝐶𝑇̅̅ ̅̅ ̅̅ −𝑆𝐷𝛥𝐶𝑇) 

 

8．統計解析 

少なくとも 3 回の独立した実験を行った。Student’s t-test を使用して統計解析を行った。

また、Tukey–Kramer test を使用して Pairwise 多重比較を行った。 *P<0.05、**P<0.01 の

値を統計的に有意であるとした。 
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Fig. 1. Schematic showing CHIR treatment conditions in EB formation-based cardiac 

differentiation.  

(A) Various concentrations of CHIR were added to the suspension cultures for 1, 2, or 4 days 

during EB formation. Single cell-dissociated hiPSCs (line 201B7) were cultured in non-

adherent conditions for 4 days to form cell aggregates. Various concentrations (1, 2, 4, 8, and 

16 µM) of CHIR were added to the suspension cultures over different durations, i.e., late 1-

day (1-d treatment), late 2-day (2-d treatment), and the entire 4-day period (4-d treatment). 

(B) Workflow describing the stepwise cardiac differentiation protocol based on EB formation. 
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Table 1. Primers of RT-PCR 

 Gene name Sequence (5’ to 3’) 
Product 

size (bp) 

Housekeeping TBP 
F: GCTGGCCCATAGTGATCTTT 

R: CTTCACACGCCAAGAAACAGT 
60 

Mesoderm 

T 
F: TGTGACAGGTACCCAACCCTGA 

R: ATGGGATTGCAGCATGGATAAAC 
126 

GATA4 
F: TGGTCAGATGGCAGCCAGAG 

R: TGCTTCGAATTCGTGTTGCAG 
107 

WNT3A 
F: TCTACGACGTGCACACCTG 

R: GAACCTTACAGGGGGTTGG 
89 

FOXC1 
F: GCTGGCCCATAGTGATCTTT 

R: CTTCACACGCCAAGAAACAGT 
61 

DKK1 
F: GCTGGCCCATAGTGATCTTT 

R: CTTCACACGCCAAGAAACAGT 
122 

MESP1 
F: GCTGGCCCATAGTGATCTTT 

R: CTTCACACGCCAAGAAACAGT 
71 

Undifferentiation 

OCT3/4 

(POU5F1) 

F: TGAAGCTGGAGAAGGAGAAGCTG 

R: GCAGATGGTCGTTTGGCTGA 
191 

NANOG 
F: TCCAACATCCTGAACCTCAGCTA 

R: AGTCGGGTTCACCAGGCATC 
186 

cardiac 

differentiation 

MYH6 
F: CGCTGAGTCCCAGGTCAACA 

R: TTACAGGTTGGCAAGAGTGAGGTTC 
115 

TNNT2 
F: GAGCTGTGGCAGAGCATCTAT 

R: ATCCTGTTTCGGAGAACATTG 
122 

MLC2A 
F: GCAGGCGGAGAGGTTTTC 

R: AGTTGCCAGTCACGTCAGG 
93 
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第 3 節 結果 

 通常ヒト iPS 細胞の心筋分化誘導は、中胚葉分化、心筋前駆細胞への誘導、心筋成熟とい

う 3 つの過程を経て行われる。中胚葉や心筋細胞へ分化させるための CHIR 処理条件は、

浮遊培養か接着培養かといった細胞形態によって異なる。7.5 または 12 µM CHIR を胚様体

形成後 24 時間添加する浮遊培養ベースのプロトコル(49, 50)や 5 µM CHIR を接着培養後 42

～60 時間添加する接着培養ベースのプロトコル(42)が存在する。このように、様々な心筋細

胞分化誘導プロトコルが検討されてきたが、胚様体形成期間中の CHIR 処理に関する検討

はされていない。本実験では、胚様体形成期間中の CHIR 処理がヒト iPS 細胞へ及ぼす影

響を調べるとともに、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒した胚様体の作出を試みた。 

 

1．胚様体形成期間中に CHIR99021 処理した胚様体の生育 

 ヒト iPS 細胞からの胚様体形成期間中の CHIR 処理が胚様体の様相と直径へ及ぼす影響

を調べた。培養 4 日目の胚様体の様相と直径を Fig. 2A, B に示した。また、培養 4 日間の胚

様体の様相と直径の変化を Fig. 3 にまとめた。4 日間の胚様体形成のうち全期間を CHIR 処

理したとき、CHIR 添加濃度が高くなるにつれ、1～4 µM の範囲では濃度依存的に胚様体形

成が促進されたが、8 µM CHIR 添加では抑制された。また、16 µM CHIR 添加は細胞死を

誘導したため、胚様体が形成されなかった。後半 2 日間 CHIR 処理した場合、2～8 µM の

範囲では胚様体形成はわずかに促進されたが、16 µM CHIR 添加では抑制された。後半 1 日

間の CHIR 処理では、胚様体の生育は CHIR 処理せず培養した胚様体（control-EB）と同程

度であった。 

 以上の結果から、胚様体形成期間のうち 2 日間以上の CHIR 処理は、胚様体の生育に影

響を及ぼすことが明らかになった。また、高濃度の CHIR 添加では、細胞死が誘導され、胚

様体が形成されなかった。 

 

2．胚様体形成期間中に CHIR99021 処理した胚様体の中胚葉分化 

 胚様体形成期間中に様々な条件で CHIR 処理して得られた胚様体の培養 4 日目における

中胚葉マーカー遺伝子の発現量を Fig. 4Ａに示した。胚様体形成期間のうち後半 2 日間

CHIR 処理した胚様体は、CHIR 添加濃度が高くなるにつれ、T, GATA4, WNT3A, FOXC1, 

DKK1 および MESP1 遺伝子の発現量を増加させた。特に、4 µM CHIR を添加した胚様体

のそれらの遺伝子発現量は最も増加した。後半 1 日間または 4 日間 CHIR 処理した胚様体

のそれらの遺伝子発現量は、CHIR 添加濃度が高くなるにつれ増加したが、その効果は後半

2 日間の CHIR 処理ほどではなかった。特に、後半 1 日間 4～16 µM CHIR を添加した胚様

体の FOXC1 遺伝子の発現量は、後半 2 日間の CHIR 処理と比較して有意に減少した。ま

た、4 日間 4, 8 µM CHIR を添加した胚様体の WNT3A 遺伝子の発現量は、後半 2 日間の

CHIR 処理と比較して有意に減少した。 

 胚様体形成 4 日目の未分化マーカー遺伝子の発現量を Fig. 4B に示した。後半 1 日間また
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は 2 日間 CHIR 処理した胚様体の OCT3/4 遺伝子の発現量は、CHIR 処理せず培養した

Control-EB と同程度であった。一方、NANOG 遺伝子の発現量は、1～4 µM CHIR 添加で

Control-EB と同程度であったが、8,16 µM CHIR 添加では減少した。4 日間 CHIR 処理し

た胚様体の OCT3/4 および NANOG 遺伝子の発現量は、1, 2 µM CHIR 添加で Control-EB

と同程度であったが、4, 8 µM CHIR 添加で減少した。 

 以上の結果から、最も中胚葉分化が促進された胚様体形成期間中の CHIR 処理条件は、

後半 2 日間の 4 µM CHIR 添加であるといえる。また、後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した

胚様体は未分化マーカー遺伝子の発現を維持していることが明らかになった。 

 

3. 胚様体形成後に CHIR99021 処理した胚様体の中胚葉分化 

 胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体と胚様体形成後 2 日間 1

～16 µM CHIR を添加した胚様体の中胚葉マーカー遺伝子の発現量を比較した。それらの

中胚葉マーカー遺伝子の発現量を Fig. 5 にまとめた。胚様体形成後 2 日間 CHIR を添加し

た胚様体の WNT3A, T および GATA4 遺伝子の発現量は、1～8 µM CHIR 添加ではほとん

ど変化がみられず、16 µM CHIR 添加のみ著しく増加した。しかし、胚様体形成後 2 日間

16 µM CHIR を添加した胚様体のそれらの遺伝子発現量は、胚様体形成期間のうち後半 2 日

間 4 µM CHIR を添加した胚様体には及ばなかった。 

 以上の結果から、胚様体形成後の CHIR 処理は、CHIR の中胚葉分化促進効果を抑制する

ことが示唆された。 

 

4．胚様体形成期間中に CHIR99021 処理した胚様体の心筋細胞への分化誘導後の様相と収

縮 

 心筋細胞への分化誘導後の細胞様相と細胞収縮率を Fig. 6A にまとめた。それぞれの細胞

様相の右上に示した数値は細胞収縮率である。収縮率とは、最初に播種された胚様体のうち

培養最終日までに細胞収縮が確認された胚様体の比率である。胚様体形成期間のうち後半 1

日間 1～4 µM、2 日間 1, 2 µM、4 日間 1 µM CHIR 処理といった比較的低濃度で CHIR 処

理した胚様体は心筋細胞への分化誘導後、Control-EB と同様に崩れ、培地交換のたびに失

われた。一方、後半 1 日間 8, 16 µM、2 日間 4～16 µM、4 日間 2～8 µM CHIR 処理といっ

た比較的高濃度で CHIR 処理した胚様体は、細胞の接着と伸展が確認された。細胞の接着

と伸展が確認された CHIR 処理条件のうち後半 1 日間 8 µM、2 日間 4 µM、4 日間 2 µM 

CHIR を添加した胚様体のみ細胞収縮が確認された。細胞収縮率は、後半 1 日間 8 µM、2

日間 4 µM CHIR 添加では 100%であり、4 日間 2 µM CHIR 添加では 71%であった。 

また、心筋細胞への分化誘導後の細胞収縮率の変化を Fig. 6B に示した。胚様体形成後に

心筋細胞への分化誘導を行った場合（PSC kit control-EB）、細胞収縮は心筋細胞への分化誘

導 7 日目以降に確認された。一方、後半 1 日間 8 µM、2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様

体の細胞収縮は、PSC kit control-EB より 2 日間早い 5 日目以降に確認された。4 日間 2 µM 
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CHIR を添加した胚様体の細胞収縮は、PSC kit control-EB と同じ 7 日目以降確認された。 

以上の結果から、心筋細胞への分化誘導へ適応可能な胚様体形成期間中の CHIR 処理条

件は、後半 1 日間 8 µM、2 日間 4 µM CHIR 添加であることが示唆された。また、胚様体

形成後に心筋細胞への分化誘導を行うよりも早く拍動性心筋細胞を得られる可能性が示唆

された。 

 

5．胚様体形成期間中に CHIR99021 処理した胚様体の心筋細胞への分化誘導後の心筋成熟 

 心筋細胞への分化誘導後の心筋成熟マーカー遺伝子の発現量を Fig. 7 に示した。心筋細

胞への分化誘導後に 100%の確率で細胞収縮が確認された胚様体と細胞収縮が確認されな

かった胚様体の心筋成熟マーカー遺伝子の発現量を比較した。胚様体形成期間のうち後半 1

日間 8 µM、2 日間 4 µM CHIR 添加した胚様体は、後半 2 日間 8 µM CHIR を添加した胚様

体よりも MYH6, TNNT2 および MLC2A 遺伝子の発現量を顕著に増加させた。後半 2 日間

4 µM CHIR 添加した胚様体のそれらの遺伝子発現量は、PSC kit control-EB と同程度まで

増大した。一方、後半 1 日間 8 µM CHIR 添加した胚様体は、MYH6 および MLC2A 遺伝

子の発現量を PSC kit control-EB と比較して有意に減少させ、TNNT2 遺伝子の発現量を

PSC kit control-EB と同程度まで増加させた。後半 2 日間 8 µM CHIR 添加した胚様体の

MYH6, TNNT2 および MLC2A 遺伝子の発現量は、PSC kit control-EB と比較して有意に

減少した。 

 以上の結果から、胚様体形成期間のうち後半 1 日間 8 µM、2 日間 4 µM CHIR 添加した

胚様体を心筋細胞へ分化誘導した際に確認された細胞収縮は、心筋細胞への分化誘導が成

功したため生じたといえる。また、後半 2 日間 4 µM CHIR 添加した胚様体のみ心筋成熟マ

ーカー遺伝子の発現量が PSC kit control-EB と同程度であったことから、心筋細胞への分

化誘導に最適な胚様体形成期間中の CHIR 処理条件は、後半 2 日間 4 µM CHIR 添加である

ことが明らかになった。 
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Fig. 2. Effect of CHIR supplementation to hiPSC cultures during EB formation. 

(A) Phase-contrast images of the EBs at day 4 in 4-day suspension cultures. Scale bar: 500 

µM. 

(B) Effect of CHIR supplementation on the size of EBs at day 4 in 4-day suspension cultures. 

Data are represented as mean±SD (n=24). The dotted line represents the average size of 

control-EBs. 
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Fig. 4. Effect of CHIR supplementation to hiPSC cultures during EB formation on expression 

levels of mesoderm and pluripotency-associated genes. 

Total RNA was extracted from EBs after a 4-day suspension culture period. Data are 

represented as mean ± SD (n=3). *P<0.05, **P<0.01 significance was calculated using 

Tukey-Kramer test between EBs 2-d treated with 4 µM CHIR and 1-d treated EBs or 4-d 

treated EBs at the same CHIR concentration. ND means there is no data.  

(A) Expressions of mesoderm-associated genes：T, GATA4, WNT3A, FOXC1, DKK1 and 

MESP1. 

(B) Expressions of pluripotency-associated genes：OCT3/4 and NANOG.  
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Fig. 5. Effect of CHIR supplementation to hiPSC cultures following EB formation on the 

expression levels of mesoderm-associated gene expressions.  

Following a 4-day suspension culture period, the resulting EBs were treated with CHIR for 2 

days. Closed bars and solid lines indicate the gene expression levels in EBs 2-d treated with 4 

µM CHIR during EB formation (based on the data presented in Fig. 4A). Total RNA was 

extracted from EBs at day 4. Other bars indicate the gene expression levels in EBs subjected 

to various concentrations of CHIR after EB formation. Total RNA was extracted from EBs at 

day 6. Data are represented as mean± SD (n=3). *P<0.05, **P<0.01 significance was 

calculated using Student’s t-test for each mesoderm-associated gene in comparison to the EBs 

2-d treated with 4 µM CHIR during EB formation. 
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Fig, 6. Effect of CHIR supplementation on EB formation-based cardiac differentiation.  

(A) Phase-contrast images of EBs induced into cardiomyocytes for 10 days after EB formation. 

Scale bar: 500 µM. Percentage values indicated on the images refer to the ratio of the EBs 

showing contractility to all wells by day 14 including EB formation for 4 days. 

(B) Time course changes in the percentage of the EBs showing contractility after EB 

formation. Data are represented as mean±SD (n=3). 
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Fig. 7. Effect of CHIR treatments on the expression levels of cardiac differentiation-

associated genes. 

Cardiac differentiation-associated genes: MYH6, TNNT2 and MLC2A. Total RNA was 

extracted from adherent cultures at the end of the cardiac differentiation process on day 14 

or 16. Data were normalized to TATA binding protein (TBP) expression as an endogenous 

control. Data are represented as mean±SD(n=3). *P<0.05, **P<0.01, significance versus 

control (PSC kit control-EB) calculated by Student’s t-test. 
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第 4 節 考察 

本研究において、中胚葉に傾倒した胚様体は、特定の CHIR 処理条件下でのみ作出され

た。そのため、CHIR 曝露は処理期間、添加濃度、添加時期の 3 要因によって左右されると

考えられる。なかでも、4 日間の胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した

胚様体は、T, GATA4, WNT3A, FOXC1,DKK1 および MESP1 といった中胚葉マーカー遺

伝子の発現量を有意に増加させた（Fig. 4A）。一方、胚様体形成期間のうち 1 日間または 4

日間 CHIR 処理した胚様体の中胚葉分化促進効果は低く、後半 2 日間の CHIR 処理には及

ばなかった。（Fig. 5）。 

特に、4 日間の CHIR 処理というより高曝露な CHIR 処理条件で培養した胚様体は、後

半 2 日間 CHIR 処理した胚様体と比較して WNT3A 遺伝子の発現量を有意に減少させた

（Fig. 4A）。WNT3A は胚発生の過程で中胚葉系統への誘導に寄与すると報告されている(53)。

さらに、Wnt/β- Catenin 経路の活性化因子である Wnt3a は、中胚葉の形成を促進し、心

筋細胞の表現型への分化につながると考えられている(54)。つまり、4 日間の CHIR 処理は、

胚様体形成期間中の中胚葉分化誘導の重要な指標である Wnt シグナル伝達の活性を抑制す

ることが明らかになった。また、ヒト iPS 細胞が凝集していない培養初期段階から CHIR を

添加し培養する 4 日間の CHIR 処理は、胚様体の生育に大きな影響を与えた（Fig. 2A, B）。

特に、16 µM CHIR 添加は細胞死を誘導し、胚様体形成を阻害した。したがって、４日間の

CHIR 処理は行わないことが望ましい。 

 胚様体形成後に CHIR 処理した胚様体の中胚葉分化促進効果は、胚様体形成期間中の

CHIR 処理と比較して抑制された。胚様体形成後の CHIR 処理において、T, GATA4 および 

WNT3A といった中胚葉マーカー遺伝子の発現量を増加させるためには、胚様体形成後 2 日

間 16 µM CHIR を添加する必要があった。しかし、それらの遺伝子発現量は、胚様体形成

期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体の発現量には及ばなかった（Fig. 5）。

以前の研究で、胚様体を中胚葉かつ心筋細胞へ分化させる CHIR 添加濃度は 12 µM であり

(49)、単層で培養したヒト iPS 細胞の T の発現および心筋分化を強化する CHIR 添加濃度は

5 µM であると報告されている(42)。以上のことから、CHIR のヒト iPS 細胞に対する作用は

胚様体の三次元構造によって抑制され、中胚葉分化促進効果を得るには、16 µM という高

濃度の CHIR 添加が必要になることがわかった。しかし、高濃度の CHIR 処理はヒト iPS

細胞の細胞死を誘導する。胚様体形成期間のうち 4 日間 16 µM CHIR 添加は細胞死を誘導

したため、胚様体が形成されなかった（Fig. 2A）。以前の研究でも、接着培養条件下での 10 

µM CHIR 添加はヒト iPS 細胞の増殖を阻害する可能性が示唆され、GSK-3 阻害剤が濃度

依存的にマウス ES 細胞の生存率を低下させたと報告されている(55)。よって、胚様体形成後

の CHIR 処理と比較して、胚様体形成期間中の CHIR 処理は細胞毒性が低く、中胚葉に傾

倒した胚様体を作出するために最も効果的なアプローチであるといえる。 

胚様体形成期間のうち後半 1 日間 8 µM、2 日間 4 µM CHIR を添加して得られた胚様体

は、100%の確率で細胞収縮がみられ（Fig. 6A）、胚様体形成後に心筋細胞への分化誘導を
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行った PSC kit control-EB よりも 2 日間早く細胞収縮が確認された（Fig. 6B）。これらの処

理条件で CHIR を添加した胚様体は、WNT3A 遺伝子の発現が大幅に促進され（Fig. 4A）、

OCT3/4 および NANOG 遺伝子の発現が維持された（Fig. 4B）。一方、4 日間 2 µM CHIR

を添加した胚様体は上記の CHIR 処理した胚様体と同程度の CHIR 曝露条件下で形成され

たが、細胞収縮率は 71%であった。これは、4 日間 2 µM CHIR を添加した胚様体の WNT3A

遺伝子の発現量が不十分だったためと考えられる（Fig. 4A）。また、後半 2 日間 8, 16 µM 

CHIR を添加した胚様体は、4 µM CHIR を添加した胚様体と比較して NANOG 遺伝子の発

現量を減少させ（Fig. 4B）、その後の心筋細胞への分化誘導では細胞収縮がみられなかった

（Fig. 6A）。つまり、Wnt シグナル伝達の活性化と未分化維持の両方が心筋細胞への分化誘

導に必要不可欠な条件であるといえる。 

また、100%の確率で細胞収縮がみられた胚様体の心筋成熟マーカー遺伝子の発現を比較

すると、後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体は心筋細胞への分化誘導後、PSC kit 

control-EB と同程度まで MYH6, TNNT2 および MLC2A といった心筋成熟マーカー遺伝子

の発現量を増加させた（Fig. 7）。しかし、後半 1 日間 8 µM CHIR を添加した胚様体は、

PSC kit control-EB と比較して MYH6 および MLC2A 遺伝子の発現量を有意に減少させ、

TNNT2 遺伝子の発現量を PSC kit control-EB と同程度まで増加させた。（Fig. 7）。これは、

後半 1 日間 8 µM CHIR を添加した胚様体の FOXC1 遺伝子の発現量が後半 2 日間の CHIR

処理と比較して有意に減少し、他の中胚葉マーカー遺伝子の発現量が後半2日間4 µM CHIR

添加と比較して不十分だったためといえる（Fig. 4A）。特に、Foxc1 は心筋中胚葉形成に重

要な役割を果たし、心筋形成の初期段階で調節機能を持つことがわかっている(56)。つまり、

より心筋成熟を促進させるには、胚様体形成段階で FOXC1 が発現していることが望ましい

といえる。後半 1 日間の CHIR 処理における中胚葉分化促進効果の抑制は、胚様体形成期

間のうち 3 日目から 4 日目という細胞の凝集がほぼ完了した段階で CHIR を添加したため

だと考えられる。 

 したがって、胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR 添加は、心筋細胞へ分化しう

る中胚葉へ傾倒した胚様体を作出するのに最適な CHIR 処理条件であるといえる。また、

胚様体形成期間中の CHIR 処理は、高効率で従来よりも短期間で収縮性心筋細胞を得られ

る可能性が示唆された。GSK-3 阻害剤である CHIR は、胚様体形成の過程でヒト iPS 細胞

の中胚葉分化を調整するために有用である。ただし、CHIR は中胚葉分化促進以外に、自己

増殖、未分化状態の逸脱、細胞毒性などの複数の作用がある。胚様体の三次元構造自体が

CHIR の中胚葉分化促進効果を抑制する可能性があることから、胚様体のような細胞塊を形

成する細胞分化プロセスでは CHIR の添加時期が特に重要である。 
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第 5 節 要約 

CHIR99021（CHIR）は、Wnt シグナルを活性化させる Glycogen synthase kinase 3 (GSK-

3)阻害剤の一つである。ヒト iPS 細胞の胚様体形成培養中に CHIR 処理を実施した場合、

胚様体形成にどのような影響が現れるかを調べたところ、CHIR 存在下で形成された胚様体

では、中胚葉分化マーカー遺伝子発現量が増加する傾向がみられた。本研究では、胚様体形

成期間中の CHIR 処理により、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒した胚様体の作出を試

みた。4 日間の胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体は、中胚葉

分化マーカー遺伝子の発現を最も増大させ、かつ未分化マーカー遺伝子の発現を維持して

いた。得られた胚様体を心筋細胞へ分化誘導したところ、拍動性心筋細胞が発生した。また、

胚様体形成期間のうち 1 日間または 4 日間 CHIR 処理した胚様体の中胚葉系統度合いは低

く、後半 2 日間の CHIR 処理には及ばなかった。また、胚様体形成後に CHIR 処理を行っ

たところ、CHIR の作用は胚様体形成期間中の CHIR 処理と比較して抑制された。胚様体の

三次元構造が障害となって、CHIR が細胞に到達しにくくなることが、中胚葉分化促進効果

を抑制する一因ではないかと考えられる。よって、胚様体のような細胞塊を形成する細胞分

化プロセスでは CHIR の添加時期が特に重要であるといえる。以上のことから、胚様体形

成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR 添加は、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒した胚様

体を作出するのに最適な CHIR 処理条件である。 
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総 括 

Wnt シグナルの活性化は、多能性幹細胞の未分化維持と特定組織細胞への分化誘導の両

方で重要な役割を果たしている。Wnt シグナルを活性化させる Glycogen synthase kinase 3 

(GSK-3)阻害剤の一つである CHIR99021（CHIR）は、体細胞の初期化から特定組織細胞へ

の分化誘導に至るまで様々な用途で使用されている。CHIR が多能性幹細胞へ及ぼす影響

は、細胞増殖や分化といった発生段階や浮遊培養か接着培養かといった細胞形態によって

異なる。また、細胞増殖や分化といったヒト iPS 細胞の培養目的に応じて、処理期間と添加

濃度を組み合わせた複雑な CHIR 処理条件を最適化する試みはなされていない。以上のこ

とから、本研究では、ヒト iPS 細胞の未分化増殖および心筋細胞分化における CHIR 処理

条件の最適化を行った。 

 

第 1 章 接着培養条件下での CHIR99021 処理がヒト iPS 細胞の増殖と分化へ及ぼす影響 

 本研究では、ヒト iPS 細胞の接着培養において、GSK-3 阻害剤である CHIR の処理期間

と添加濃度が細胞増殖や分化へ及ぼす影響を検討し、未分化増殖と心筋細胞分化における

同剤適用条件の最適化を行った。 

4 日間培養のうちの後半 2 日間に 1 µM CHIR で処理を行うと、ヒト iPS 細胞の増殖が促

進され、細胞が密で辺縁のはっきりしたコロニーが形成された。3 µM CHIR 処理は処理期

間に関わらずヒト iPS 細胞の増殖を促進したが、4 日間培養のうちの全期間で処理を行う

と、ヒト iPS 細胞は未分化状態から逸脱した。また、10 µM CHIR 処理では、CHIR による

細胞増殖促進効果は得られず、ヒト iPS 細胞は低密度なコロニーを形成した。連続継代培養

を行ったところ、1 µM CHIR 処理の場合のみで CHIR の細胞増殖促進効果が継続すること

が明らかになった。後半 2 日間 1 または 3 µM CHIR で処理したヒト iPS 細胞は、OCT3/4, 

NANOG, SOX2 および REX1 といった未分化マーカー遺伝子の発現を維持したが、3 また

は 10 µM CHIR で処理したヒト iPS 細胞では、T, GATA4, WNT3A および WNT8A といっ

た中胚葉マーカー遺伝子の発現が促進された。よって、後半 2 日間 3 µM CHIR 添加は、ヒ

ト iPS 細胞の未分化維持と中胚葉分化促進の境界となる CHIR 曝露条件であるといえる。

以上のことから、未分化性を維持したままヒト iPS 細胞の増殖を促進する最適な CHIR 処

理条件は、4 日間培養のうちの後半 2 日間 1 µM CHIR 添加である。 

ヒト iPS 細胞を 4 日間接着培養するとき、その後半 2 日間を 3 µM 以上の高濃度 CHIR

で処理すると、中胚葉分化が促進されることが明らかになった。高濃度 CHIR 処理条件下

での接着培養をヒト iPS 細胞の心筋細胞分化の前培養として適用することで、心筋細胞へ

の分化誘導期間を短縮することが可能であると考えた。CHIR 処理により中胚葉へ傾倒した

ヒト iPS 細胞を心筋細胞へ分化誘導したところ、3 µM CHIR 処理のみで広範囲に拍動性心

筋細胞が発生した。一方、10 µM CHIR 処理では、3 µM CHIR 処理と同程度の中胚葉マー

カー遺伝子の発現がみられたが、拍動性心筋細胞が得られなかった。10 µM CHIR 処理は 3 
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µM CHIR 処理と異なり、未分化マーカー遺伝子の発現を減少させたためと考えられる。よ

って、心筋細胞分化誘導における中胚葉分化段階において、未分化マーカー遺伝子の早期消

退は望ましくない。以上のことから、心筋細胞への段階的分化誘導における中胚葉・心筋中

胚葉分化段階の代替として最適な CHIR 処理条件は、4 日間培養のうちの後半 2 日間 3 µM 

CHIR 添加である。 

 

第 2 章 浮遊培養をベースとしたヒト iPS 細胞の心筋細胞分化誘導における胚様体形成期

間中の CHIR99021 処理条件の最適化 

ヒト iPS 細胞の胚様体形成培養中に CHIR 処理を実施いた場合、胚様体形成にどのよう

な影響が現れるかを調べたところ、CHIR 存在下で形成された胚様体では、中胚葉分化マー

カー遺伝子発現量が増加する傾向がみられた。本研究では、胚様体形成期間中の CHIR 処

理により、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒した胚様体の作出を試みた。 

4 日間の胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加して得られた胚様体は、T, 

GATA4, WNT3A, FOXC1,DKK1 および MESP1 といった中胚葉マーカー遺伝子の発現量

を有意に増加させた。CHIR 処理期間を 1 日間または 4 日間とした場合、処理濃度にかかわ

らず胚様体の中胚葉分化促進効果は低く、後半 2 日間の 4 µM CHIR 処理には及ばなかっ

た。特に、1 日間 CHIR 処理では FOXC1 遺伝子の発現量は減少し、4 日間 CHIR 処理では

WNT3A 遺伝子の発現量は減少した。一方、OCT3/4 および NANOG といった未分化マー

カー遺伝子の発現量は、後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体でも維持されていた。以

上のことから、未分化マーカー遺伝子の発現を維持したまま、最も中胚葉分化が促進された

胚様体を作出する CHIR 処理条件は、胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR 添加で

あることがわかった。 

CHIR 処理による胚様体の中胚葉分化促進効果は、CHIR 処理を胚様体形成後に実施する

と、胚様体形成期間中に実施するのに比べて抑制された。胚様体形成後の CHIR 処理にお

いて、T, GATA4 および WNT3A といった中胚葉マーカー遺伝子の発現量を増加させるた

めには、胚様体形成後 2 日間 16 µM CHIR を添加する必要があった。しかし、それらの遺

伝子発現量は、胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR を添加した胚様体の発現量に

は及ばなかった。これは、胚様体の三次元構造によって CHIR の作用が抑制されたためで

あると考えられる。高濃度の CHIR はヒト iPS 細胞の細胞死を誘導することから、CHIR 処

理濃度は低い方が望ましい。したがって、胚様体形成期間中に CHIR 処理を実施する方が、

胚様体形成後に実施するよりも CHIR の細胞毒性を低く抑えながら、中胚葉に傾倒した胚

様体を作出できるため、より効果的なアプローチであるといえる。 

胚様体形成期間中の CHIR 処理により中胚葉に傾倒した胚様体を心筋細胞へ分化誘導し

たところ、胚様体形成期間のうち後半 1 日間 8 µM および 2 日間 4 µM CHIR を添加して得

られた胚様体では 100%の確率で細胞収縮がみられた。特に、後半 2 日間 4 µM CHIR を添

加して得られた胚様体では、MYH6, TNNT2 および MLC2A といった心筋成熟マーカー遺
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伝子の発現量が最も増加した。以上のことから、心筋細胞へ分化しうる中胚葉へ傾倒した胚

様体を作出するのに最適な CHIR 処理条件は、胚様体形成期間のうち後半 2 日間 4 µM CHIR

添加であることがわかった。 
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