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微細加工培養容器を利用したヒトiPS細胞由来神経幹細胞の大量調製法の確立
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【背景・目的】

ヒトES/iPS細胞を用いて細胞治療・薬剤探索研究を行うために

は、分化を誘導した細胞を大量に調製し培養する必要があり、3

次元的な培養方法および培養容器の開発が必須である。さらに

、得られる細胞の質的均一性を担保するため、新たに開発され

る方法には高い再現性と作業の簡便性が求められる。我々は、

現在までに特殊な微細加工培養容器 (EZSPHERE)を用いること

で、分散したiPS細胞から、容易にサイズ均一な胚様体を高効率

、高密度で形成させ、安定的に培養することのできる実験系を

確立している。本研究では、EZSPHEREとその実験系を応用し

、分化細胞の大量調製を試みた。

【方法・結果】

ヒトiPS細胞を、神経分化を誘導する2種類の低分子化合物

(Smad阻害剤)を含む培地条件でEZSPHERE上へ播種し、胚様体

形成・分化誘導を行ったところ、短期間で高純度の神経幹細胞

を分化誘導することができた。さらに我々は、EZSPHERE上で

培養を行う際の培地条件を、未分化維持培地から分化誘導培地

へと切り替えることで、胚様体形成から細胞増殖、神経系細胞

への分化までの一連の培養工程を同一の容器内で行うことがで

きることを見出した。今後は、微細加工技術を大型の培養容器

へと発展させ、さらなるハイスループットな培養容器として展

開していく予定である。
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再生医療におけるヒトiPS細胞の利用と課題

再生医療の早期実現化のために培養方法に求められる性能
ヒトES、iPS細胞を含む多能性幹細胞を再生医療分野へ応用するためには、大量の培養細胞が必要

であり、低コスト化の面から生産性の高い３次元培養法が期待されています。一方で、細胞の安定

供給の面では、均一な性質の細胞を再現性良く調製することも重要であり、従来の培養・分化誘導

方法には課題が残ります。

Reference: 

Lei et al. Proc Natl Acad Sci USA (2013) 110, E5039-48

EZSPHEREの製造方法および微細ウェルの形状
汎用のプラスチック製のシャーレやマルチウェルプレートの底

面をレーザー加工することで、微細ウェルが均等な間隔で隙間

なく形成されており、さらにタンパク質低接着コートが施されています。

そのため、単細胞分散したiPS細胞は、各微細ウェルに均等に落ち込み、底面に接着することなく、

近接する細胞同士が結合して短時間で均一な大きさの胚様体を形成します。
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図1. EZSPHEREを用いたヒトiPS細胞の胚様体形成
分散したヒトiPS細胞を400 cells/微細ウェルとなるように35mm dishタイプのEZSPHEREへ播種し、

翌日に細胞生存率を生死判定用染色キットを用いて評価を行いました。蛍光顕微鏡で観察を行った

結果、すべての微細ウェルで胚様体形成が認められ、高い細胞生存率を示しました (左図 緑色)。

3日間培養後、形成された胚様体サイズ (直径)を画像解析ソフトを用いて測定したところ、2,411個

の胚様体が得られ、160 mmをピークに持つ正規分布を示しました (右図)。
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図2. 微細ウェルの形状と播種細胞数を変更した胚様体形成の実施例
EZSPHEREへ播種する細胞数と微細ウェルの大きさを変化させ、異なるサイズの胚様体が得られるか、

検討を行いました。その結果、任意のサイズの胚様体を得ることができ、どの条件においても胚様体の大

きさを厳密に制御できることが示されました。そのため本培養系は、増殖・分化などの生理機能に及ぼす

胚様体サイズの影響を詳細に調査することのできる研究ツールとして有用であると考えられます。
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EZSPHERE上で形成された胚様体の増殖培養
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図3. 維持培養容器としての使用例

形成された胚様体をiPS細胞の未分化維持培地 (mTeSR1)を用いて培養を行ったところ、細胞塊の状態

で増殖する様子が観察され、これらの細胞は高い生存率を保っていました。FACS解析を行った結果、

5日間増殖培養を行った後の細胞は、98%以上が未分化マーカーを発現することが確認されました。

図4. 大きさの異なる胚様体の神経分化誘導
分散したヒトiPS細胞を400 cells、または1,000 cells/微細ウェルとなるようにEZSPHERE上へ播種し、

8日間神経分化を誘導しました。得られた胚様体をMatrigelコートしたスライドガラスへ移行し、接着培

養を行った結果、1,000 cells/微細ウェルで播種した条件では、移行した翌日に胚様体からnestin陽性の

神経幹細胞が遊走する様子が観察されました。一方、400 cells/微細ウェルで播種した条件では、先の

ような細胞遊走は確認されず、bIII-tubulin陽性の神経突起が伸長する傾向が観察されました。
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図5. EZSPHERE上への播種細胞数と神経分化効率の関係
EZSPHEREへ1,000 cells/微細ウェルになるようにiPS細胞を播種し、神経分化を誘導する期間を変

えて、分化の進行を継時的に観察しました。免疫染色の結果、わずか3日間の分化誘導で、ほとんど

の細胞がnestin陽性の神経幹細胞へと分化したことが明らかになりました (上図)。

播種細胞数を変化させ、同様の実験を行った結果、分化効率・分化の進行速度は微細ウェルあたり

の細胞数に大きく影響を受けることが示されました (下図)。
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図6. EZSPHERE上で分化を誘導した神経幹細胞の分化効率
神経分化プロトコールの汎用性を確認するため、異なる培養条件のiPS細胞 (オンフィーダー培養、

iMatrix-511やMatrigelを使用したフィーダーレス培養)を用いて、EZSPHERE上で神経幹細胞分化を誘導

しました。その結果、どの条件においても97%以上の細胞を神経幹細胞マーカーCD56 (NCAM)、N-

cadherin陽性細胞へと分化させることができました (上図)。また、再生医療への応用を考慮し、培地組成

が化学的に明らかであり、animal-free、xeno-freeな培地であるStemFit AK02、N2B27培地を使用して分

化を誘導した場合においても、同様に高効率で神経幹細胞を分化誘導させることができました (下図)。
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図7. EZSPHERE上での効率的なドーパミン神経の分化誘導
EZSPHERE上で形成された胚様体を、mTeSR1で増殖させた後、培地交換を行いながらドーパミン

神経へ分化を誘導しました。分化誘導を行っている期間、胚様体が増殖する様子が観察されました

(上図)。FACS解析の結果、12日間分化誘導を行った細胞からは、未分化細胞 (Oct3/4陽性細胞)の残

存は確認されませんでした (左下図)。28日間の分化誘導により、細胞はLMX1A、FOXA2、チロシン

水酸化酵素 (TH)、bIII-tubulin陽性の中脳ドーパミン神経へと分化したことが確認されました (右下図)。
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