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第 1 章 

緒論 

1.1 多能性幹細胞による多細胞組織形成 

多能性幹細胞は，自己複製能と多分化能を有する細胞であり，適切な誘導により三胚

葉すべての細胞へと分化できる．特に，胚性幹細胞（ES 細胞）が胚盤胞の内部細胞塊

から樹立され[1-1, 1-2, 1-3]，体細胞をリプログラミングすることで人工多能性幹細胞

（iPS 細胞）を作製することが可能になって[1-4, 1-5]以来，安定した多能性維持や効率

的な分化誘導のための培養技術が活発に開発されてきた．多能性幹細胞には，生体内に

おける発生段階に対応したナイーブ（naïve）型やプライム（prime）型と呼ばれる多能

性状態が存在することが明らかにされている[1-6]．マウスとヒトの ES・iPS 細胞におい

ては，これらの多能性状態の違いにより，多能性維持培養条件が異なり，遺伝子発現プ

ロファイルやコロニー形状なども異なる．ナイーブ型多能性幹細胞であるマウス ES 細

胞の場合，多能性を規定する遺伝子群として，OCT3/4，NANOG，SOX2，KLF4 などの

転写因子ネットワークが重要であることがわかっている[1-7]．また，マウス ES 細胞の

多能性は，白血病抑制因子（leukemia inhibitory factor; LIF）を培養液に添加することに

より，複数のシグナル伝達経路を介して維持され，これによってフィーダー細胞フリー

での培養が可能となっている[1-8]． 

細胞集団に in vitro で自律的に多細胞組織を形成させるため，従来では単一細胞とし

て独立した状態で培養されてきた細胞を凝集させることで組織形成を誘導する手法が，

近年盛んに用いられるようになってきた．このような過程において見られる，細胞集団

が自律的に秩序を生みながら多細胞組織を形成する現象は自己組織化と呼ばれ，複雑な

多細胞システムの時空間的な発展を理解しようとする研究が進められている[1-9]．中で

も，多能性幹細胞は，初期胚発生過程を模倣して自己組織化する能力を有することから，

多細胞組織の構築素材としての活用が期待されている．特に，生体の器官同様の機能や

形態を有するオルガノイドに代表されるような多細胞組織については，再生医療・創薬

や発生生物学研究への応用が期待されていることから，さまざまな構築手法が開発され
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ている[1-10]．例として，マウス ES 細胞を，低接着性の基板を用いて無血清培養液中で

球状の細胞凝集塊を形成させることにより，頂端－基底極性をもつ神経上皮組織を構築

できることが報告された[1-11]．さらに，この手法を用いて網膜前駆組織への分化に適

した条件で培養すると，神経上皮組織の一部が突出し次いで陥入することにより，網膜

前駆組織を含む眼杯様組織が自己組織的に形成されることが示された[1-12, 1-13]．これ

らの報告を皮切りに，2010 年代以降，多能性幹細胞の集団から，大脳，腸，肝臓，腎臓

など，さまざまな器官を模したオルガノイドが作製できることが次々と報告された[1-

14, 1-15, 1-16, 1-17]．さらに，初期胚発生を模倣した培養環境を実現することにより，

胚盤胞オルガノイドが作製可能であることが報告された[1-18, 1-19, 1-20, 1-21]．その後，

ヒト iPS 細胞などを用いて，胚盤胞オルガノイドを作製し，初期胚発生を in vitro で再

現することが技術的に可能になりつつある[1-22, 1-23, 1-24]．このようなオルガノイド

の構築においては，共通して，適切な細胞種を用いた上で，胚発生過程を模した培養環

境を実現することにより，細胞間相互作用を介して多細胞組織への組織形成を誘導して

いる[1-25, 1-26]．したがって，多能性幹細胞の集団に対して培養環境を調節することに

より，多能性幹細胞が有する組織形成能力を引き出すことで，組織形成を誘導すること

ができると言える． 

 

1.2 細胞接着場の調節による領域特異的な多能性状態変化 

多能性幹細胞の集団に対して組織形成を誘導するためには，培養環境を適切に調節す

ることが必要である．そのための手法として，従来では，胚発生過程における生化学的

な環境を模倣するために，培養液の組成を調節し，シグナル分子などの生化学的因子を

段階的に培養液に添加するアプローチが取られてきた．この手法に加えて，基質の剛性

や培養面の形状などの細胞接着に関わる因子を調節することも重要であることがわ

かってきた[1-27]．このような細胞接着場の調節には，微細加工を用いて作製した培養

基板を用いる工学的アプローチが有効である．実際に，第 1.1 節で述べたような，近年

の多能性幹細胞の組織形成誘導手法の進歩は，これらの生化学的・工学的アプローチを

組み合わせることによって実現してきたと言える．例として，微細構造を有する培養基

板上で多能性幹細胞を培養することで，自己組織的に初期胚に似た多細胞組織が形成さ

れる現象が発見され[1-28]，さらにマイクロ流体デバイスとゲルを用いてシグナル分子



 

3 

 

による刺激を空間的に調節することで，さらなる組織形成と分化が進行することが報告

された[1-29]．このように，細胞接着場を調節する工学的アプローチは，細胞接着を介

した細胞集団の挙動や，構築される組織全体の形状を制御することを可能とするため，

将来的に複雑な多細胞組織を構築するための手法として有用である． 

細胞接着場の調節が，多能性幹細胞の状態変化に与える影響について理解するために，

細胞接着場により作り出される力学環境に着目したメカノバイオロジー・バイオメカニ

クス研究が進められてきた．多能性幹細胞の維持培養においては，細胞－基質間接着や

細胞－細胞間接着の形成が多能性状態の維持に関わることが示されている[1-30, 1-31]．

特に，培養基板表面の細胞外基質に依存して多能性状態が変化することはよく知られて

いる[1-32, 1-33]．また，多能性幹細胞に対する単一細胞スケールの研究においては，焦

点接着斑や細胞骨格のメカノトランスダクションを介した細胞動態や遺伝子発現の変

化が調べられている[1-34, 1-35]．多能性維持や分化誘導に関わる力学環境を調べるため

には，他の細胞種を用いた研究と同様に，多能性幹細胞に対して力学刺激を与える研究

や剛性を計測する研究が多数行われてきた[1-36, 1-37, 1-38, 1-39]．さらに，微細加工に

より作製した培養基板を用いることで，基質の剛性や培養面の形状などの細胞接着場を

調節し，多能性状態の変化を解析する研究も多くなされている[1-40, 1-41, 1-42, 1-43]．

一方，生体内の胚発生過程においては，初期胚における細胞運命の決定において細胞接

着場や組織内力学状態が重要な役割を担っていることが判明している[1-44, 1-45]．した

がって，多能性幹細胞の in vitro における組織形成過程においても，工学的アプローチ

による細胞接着場の調節が，どのように組織内力学状態に影響し，組織を形成する細胞

集団の多能性状態を変化させるかを理解することが重要となる． 

多能性幹細胞による組織形成過程においては，細胞接着場の調節により，形成される

組織において領域特異的な多能性状態の変化が生じることが特徴である．例えば，微細

加工により作製した培養面パターン基板を用いて多能性幹細胞のコロニーを培養し，分

化を誘導すると，三胚葉への分化が秩序を有した分布とともに現れることが報告された

[1-46, 1-47]．また，同様の培養面パターン基板上においてコロニーに対し分化を誘導す

ると，細胞接着場により作り出される組織内力学状態により細胞間相互作用が変化し，

領域特異的な組織形成と分化が自律的に進行することが示された[1-48, 1-49]．さらに，

培養面パターン基板上のコロニーに対して管状の立体組織を形成させ，分化を誘導する

と，組織内部に神経管様の立体組織が自己組織的に形成されることが報告された[1-50]．

これらの研究において明らかにされた組織の領域特異的な変化は，細胞接着場の調節が

組織内力学状態に影響を与え，領域特異的に多能性状態を変化させることにより引き起

こされていると考えることができる．しかし，分化誘導条件下においては，細胞間相互
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作用が複雑であるために，多能性状態の変化を理解することは困難である．したがって，

分化誘導によらず，細胞接着場の調節のみにより多能性幹細胞の組織形成を誘導するこ

とで，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態の変化に及ぼす影響を理解すれば，多

能性幹細胞を用いた組織構築手法の発展に資する知見が得られると考えられる． 

 

1.3 組織形状制御による組織形成過程の理解 

多細胞組織の形成過程における組織内力学状態と領域特異的な状態変化を解析する

ためには，組織形成過程の観察が容易な実験系の活用が必要である．そのために，微細

構造培養基板を用いて細胞接着が可能な領域を制限することにより組織形状を制御し，

特定の形状を有する組織の形成を促す手法が，主に組織工学分野で使われてきた．例え

ば，細胞増殖による組織成長を観察するために，微細加工により作製した窪みに線維芽

細胞を播種することで，細胞骨格の発達を伴いながら窪みを埋めるように張り出した組

織が形成される培養基板が用いられた[1-51]．また，曲面上に骨芽細胞様細胞を播種す

ると，組織が次第に成長し，細胞張力によって規定される組織形状をなすことが示され

た[1-52, 1-53]．さらに，網目をもつ足場に骨芽細胞様細胞を播種することにより形成さ

れる細胞シートの成長過程を観察し，数理モデルを用いた解析と組み合わせることで，

細胞増殖や細胞挙動の影響を明らかにした研究も報告された[1-54, 1-55]．一方，上皮細

胞シートの組織形状を足場により制御することで，組織変形に伴う組織内力学状態の解

析を行った研究が複数報告されている[1-56, 1-57]．同様に，多能性幹細胞から作製した

オルガノイドを用いた研究では，力学モデルを用いて組織変形過程を解析することによ

り，組織形成における組織内力学状態の役割を明らかにしようとしている[1-12, 1-58, 1-

59]．このような解析を容易にするために，微細加工により作製した基板を用いて，脳オ

ルガノイドの組織成長方向に拘束を与えることで，多細胞組織の変形過程の観察が容易

な培養環境を実現する手法も報告されている[1-60]．また，微細構造培養基板を用いて

多能性幹細胞の組織成長に拘束を与え，細胞挙動を制御することで，組織内の多能性状

態の変化を調べた先行研究も報告されている[1-61, 1-62]．以上のように，微細構造培養

基板を用いて組織形状を制御することにより，組織内力学状態と領域特異的な多能性状

態の変化の両者の観察が容易になり，多能性幹細胞の組織形成過程を理解することが可

能になると考えられる． 
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微細構造培養基板を用いた細胞接着場の調節のうち，細胞接着が可能な領域を制限す

る手法を用いることにより，組織形状を制御すると同時に，細胞－細胞間接着による細

胞間相互作用を促して組織形成を誘導できると考えられる．実際に，細胞接着領域を制

限した培養面パターン基板に線維芽細胞を播種すると，パターン外への水平方向の組織

成長が制限され，脱分化を伴いながら立体組織を形成することが報告された[1-63, 1-64]．

また，Okeyo ら[1-65]により開発された微細加工メッシュ構造基板を用いることで，細

胞接着が可能な領域を制限し，さまざまな細胞種に対して細胞シートの形成を誘導でき

ることが示されており，その組織形成過程が観察されている．微細加工メッシュ構造基

板は，幅約 5 μm，厚さ約 2 μm の細線が，数十 μm から数百 μm の非常に大きな開口部

をもつ網目をなしている微細構造基板であり，スペーサーを用いて培養皿底面から離し

て培養液中に設置し，その上に細胞を播種することにより，細胞接着が可能な領域を細

線上のみに制限する細胞培養基板である．これまでの先行研究により，ヒト iPS 細胞に

対して，生化学的因子による刺激を与えずに，栄養芽細胞様細胞からなる嚢胞状立体組

織への自己組織化を誘導できることが示されている[1-66, 1-67, 1-68]．また，メッシュ構

造基板を用いることで，筋芽細胞株に細胞シート形成を誘導するのみならず，細胞シー

トにおける細胞配向性が制御可能であることが示されており，組織内力学状態を制御で

きる可能性が示唆されている[1-69]．したがって，このメッシュ構造基板を用いて細胞

接着場を調節すれば，多能性幹細胞の集団に平面的な成長を促すことで，組織形成過程

の観察が容易な層状組織の形成を誘導し，さらに，層状組織における領域特異的な多能

性状態の変化を誘導できると期待される． 

 

1.4 研究の目的 

本章で述べてきたように，多能性幹細胞の集団に対して細胞接着場を調節することに

より，自律的な多細胞組織形成を誘導することが可能になってきたが，その過程につい

ては理解が不十分である．特に，多能性幹細胞の組織形成過程では，組織形成に伴う組

織内力学状態に応じて領域特異的に多能性状態が変化することが重要であると考えら

れる．しかし，細胞接着場の調節が領域特異的な状態変化に及ぼす影響については，細

胞間相互作用が複雑であるために十分に理解が進んでいない．そこで，本論文では，

Okeyo ら[1-65]により開発された微細加工メッシュ構造基板を用いた多能性幹細胞の組
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織形成誘導手法をより発展させ，層状組織形成過程における多能性状態の領域特異性に

着目して研究を行った．このメッシュ構造基板を用いることにより，観察が容易な層状

組織形成を誘導し，同時に，マウス ES 細胞に内在する，初期胚発生過程において領域

特異化を生み出す能力を引き出すことで，その性質を理解することを目指した． 

本論文の目的は，マウス ES 細胞の組織形成過程における領域特異的な多能性状態の

変化が組織内力学状態により生じることを明らかにすることである．そのために，メッ

シュ構造基板を用いて細胞接着場を調節することにより，マウス ES 細胞に対して層状

組織形成を誘導し，形成された層状組織における領域特異的な多能性状態を調べている．

これにより，細胞接着場の調節により作り出される組織内力学状態が，層状組織形成過

程における多能性状態変化の領域特異性に及ぼす影響を明らかにすることを目指す． 

本論文は全 5 章により構成されている．第 1 章では，本論文の緒論として，研究の背

景と目的を述べた．第 2 章では，マウス ES 細胞の維持培養条件により定まる多能性状

態に応じて，組織形成能力が異なることを検証するため，メッシュ構造基板を用いて平

面的な組織成長を促すことで層状組織の形成を誘導し，多能性状態の影響を調べている．

第 3 章では，細胞接着場の調節により誘導される層状組織形成過程において，マウス ES

細胞に生じる多能性状態の変化を明らかにするため，メッシュ構造基板上における層状

組織形成に伴う遺伝子発現変化の網羅的解析を行い，多能性状態変化を示すタンパク質

の発現を調べている．第 4 章では，マウス ES 細胞の層状組織形成過程における領域特

異的な多能性状態の変化が，組織内力学状態により生じることを示すため，新たに設計

した島状メッシュ構造基板を用いて層状組織の組織形状を制御することで，領域特異的

な組織内力学状態と多能性状態の関係を調べている．以上のように，本論文は，第 2 章，

第 3 章，第 4 章を通して，微細構造培養基板を用いて細胞接着場を調節することによ

り，マウス ES 細胞に対して層状組織形成を誘導し，その形成過程における組織内力学

状態に応じた多能性状態の領域特異性を調べたものである（Figure 1-1）．第 5 章は結論

であり，本論文のまとめと展望を記述している． 
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第 2 章 

多能性維持培養条件に応じた層状組織形成 

2.1 緒言 

多能性幹細胞は，さまざまな細胞へと分化できるだけでなく，初期胚発生過程を模倣

して自己組織化する能力を有することから，多細胞組織の構築素材としての活用が期待

されている[2-1]．例えば，多能性幹細胞が形成する組織は，幹細胞シートとして移植す

ることによる再生医療への応用が期待されている[2-2]．多能性幹細胞を用いた多細胞組

織構築においては，組織形成を誘導するために，細胞接着場を調節する微細構造培養基

板を用いることが有効なアプローチであるとされている[2-3, 2-4]．このような細胞接着

場を調節する培養基板は，細胞接着を介して多能性幹細胞の相互作用を変化させ，細胞

集団から組織形成能力を引き出していると考えられる．しかし，多能性維持培養条件に

より既定される多能性状態に応じて，多能性幹細胞の組織形成能力がどのように異なっ

ているかについてはほとんど調べられていない．多能性状態は，多能性幹細胞の分化能

に関わる要素であるため，多能性状態が組織形成過程に及ぼす影響を明らかにすること

は，多能性幹細胞を用いた多細胞組織構築において重要な課題である． 

マウス ES 細胞の多能性状態はナイーブ状態（naïve state）であるとされており，白血

病抑制因子（leukemia inhibitory factor; LIF）を添加した培養液で培養することで，多能

性が維持されることが知られている[2-5]．また，ナイーブ状態のマウス ES 細胞は，遺

伝子発現プロファイルが異なる細胞群によって構成される不均一な集団であることが

知られている[2-6, 2-7]．一方，ナイーブ状態のマウス ES 細胞は，MEK（mitogen-activated 

extracellular signal-regulated kinase）と GSK3（glycogen synthase kinase 3）の 2 つの阻害剤

を加える 2i 法により培養することで基底状態（ground state）と呼ばれる状態に遷移し，

より均一な細胞群から構成される集団として多能性を維持することができる[2-8]．これ

らの 2 つの多能性状態における遺伝子発現プロファイルは，シングルセル遺伝子発現解

析などを用いた研究により盛んに調べられてきた[2-9, 2-10, 2-11, 2-12]．例えば，REX1

は，基底状態ではコロニー内で均一な発現が認められる一方で，ナイーブ状態ではモザ

イク状の発現分布を呈することが知られている[2-6, 2-7, 2-13]．このように，多能性幹細
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胞に遺伝子発現プロファイルが異なる複数の細胞群が存在することにより，初期胚発生

過程における非対称な細胞運命決定や体軸形成が駆動される可能性が示唆されている

[2-14]．しかし，マウス ES 細胞の基底状態とナイーブ状態の 2 つの多能性状態の違い

が組織形成に及ぼす影響は未知である． 

本章では，マウス ES 細胞の維持培養条件により定まる多能性状態に応じて，組織形

成能力が異なることを検証することを目的とした．そのために，微細加工メッシュ構造

基板を用いて細胞接着場を調節し，マウス ES 細胞に対して平面的な組織成長を促すこ

とで層状組織の形成を誘導する．メッシュ構造基板上では，細胞－基板間接着が可能な

領域が制限されているため，細胞－細胞間接着を介した層状組織が形成される[2-15]．

したがって，この層状組織形成過程を観察すれば，培養基板の影響を最小限に抑えなが

ら，多能性状態に応じた組織形成を観察することが可能となる．そこで，本章では，こ

のメッシュ構造基板上で形成される層状組織において，マウス ES 細胞の基底状態とナ

イーブ状態の 2 つの多能性状態が及ぼす影響を調べている．基底状態とナイーブ状態の

2 つの多能性状態の指標として，OCT3/4，REX1，KRT8（cytokeratin 8）をマーカー遺伝

子として用いて観察した．OCT3/4 は，多能性維持に関わる重要な転写因子としてよく

知られている[2-5]．また，REX1 は，先述の通り基底状態ではすべての細胞で均一に発

現し，ナイーブ状態では一部の細胞が発現している．一方，KRT8 は，ナイーブ状態の

マウス ES 細胞集団のうち，多能性が低く不安定な細胞群で発現していることが報告さ

れている[2-7, 2-10]．本章では，これらのマーカー遺伝子を用いて，メッシュ構造基板上

で形成された層状組織の組織形状を観察することにより，多能性状態がメッシュ構造基

板上での層状組織形成に影響を及ぼすことを明らかにする． 
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2.2 実験方法 

2.2.1 マウス ES 細胞の多能性維持培養 

本研究では，マウス ES 細胞株 OLV2-1（理研セルバンク）[2-6]，および，OCRG9（理

研セルバンク）[2-6]を用いた．OLV2-1 は，OCT3/4-linker-Venus ベクターがノックイン

され OCT3/4 発現細胞を Venus 陽性細胞として確認できる細胞株である．OCRG9 は，

REX1-EGFP-IB ベクターと OCT3/4-linker-ECFP ベクターがノックインされ REX1 発現

細胞を EGFP 陽性細胞として，また，OCT3/4 発現細胞を ECFP 陽性細胞として確認で

きる細胞株である． 

いずれの細胞株も，G-MEM（富士フィルム和光純薬）に，10% fetal bovine serum（FBS; 

Sigma-Aldrich），1 mM sodium pyruvate（富士フィルム和光純薬），1% MEM non-essential 

amino acids（富士フィルム和光純薬），0.1 mM 2-mercaptoethanol（富士フィルム和光純

薬），1,000 units/mL LIF（富士フィルム和光純薬）を加えた培養液を用いて多能性維持培

養を行った．2i+LIF 培養には，この培養液に，3 mM CHIR99021（富士フィルム和光純

薬），1 mM PD0325901（富士フィルム和光純薬）を加えた培養液を用いた．細胞は，0.1% 

gelatin from porcine skin（gel strength 300, type A; Sigma-Aldrich）でコーティングした培養

皿を用いて，37 °C，5% CO2 環境で培養した．継代時は，TrypLE Express（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて細胞を剥離させ，2 日間の培養には 7.0×103 cells/cm2に，3 日間の培

養には 2.6×103 cells/cm2になるように細胞密度を調整して，新たな培養皿に播種した． 

 

2.2.2 微細加工メッシュ構造基板の作製と細胞培養 

微細加工メッシュ構造基板は，エポキシ樹脂ベースのネガティブフォトレジストであ

る SU-8 2（MicroChem）を用いたフォトリソグラフィにより作製した（Figure 2-1）．ま

ず，シリコンウエハ上に 2% gelatin（Sigma-Aldrich）溶液を 2,000 rpm でスピンコーティ

ングした．次に，SU-8 2 を 2,000 rpm でスピンコーティングし，65 °C で 1 分間，95 °C

で 3 分間ベークした．マスクアライナーと別途作製したフォトマスクを用いて，10 



 

16 

 

mW/cm2 の紫外線により 12 秒間露光し，65 °C で 1 分間，95 °C で 1 分間ベークした．

最後に，propylene glycol methyl ether acetate（PGMEA）に 3 分間，isopropanol に 1 分間

浸すことで現像を行った．シリコンウエハ上に作製したメッシュ構造に φ4 mm の穴を

開けた Kapton polyimide film（日東電工）を貼り付け，ゼラチン犠牲層を溶かすために

50 °C で湯煎し，メッシュ構造基板をシリコンウエハから剥離させた．剥離させたメッ

シュ構造基板は，スペーサーとなる φ6 mm の穴を開けた 0.5 mm 厚の silicon rubber sheet

（タイガースポリマー）に貼り付け，紫外線により滅菌した． 

本研究では，一辺 70 µm （対角線長約 100 µm）の正方形の網目が幅 5 µm の細線に

より形作られているメッシュ構造基板を設計して用いた．細胞播種を行う前に，メッ

シュ構造基板を培養皿に設置し，10 µg/mL laminin-511 E8 fragment（iMatrix-511 silk; ニッ

ピ）/ phosphate buffered saline（PBS）溶液により 37 °C で 1 時間コーティングした．次

に，細胞密度が 1.0-5.0×106 cells/mL になるように調製した細胞懸濁液 100 µL をメッシュ

構造基板上に静かに滴下し，細胞を播種した．播種した細胞がメッシュ線に接着するよ

うに，37 °C，5% CO2 環境下で 6 時間の培養を行った．その後，メッシュ構造基板に接

着できずに落下した細胞を除去するため，細胞が接着したメッシュ構造基板を新しい培

養皿へと移設し，新しい培養液を加えた．メッシュ構造基板に細胞を播種した時点を

Day 0 と定めた． 

 

Figure 2-1 | Schematic illustration of mesh fabrication and setup for cell culture. 

Microstructured mesh sheets were fabricated by photolithography using SU-8 2. Mesh sheets 

were reinforced with frame tapes with a punched hole (4 mm in diameter) and then setup 

suspended on a culture dish using a 0.5 mm-thick silicon rubber spacer with a punched hole 

(6 mm in diameter). 
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2.2.3 免疫蛍光染色法によるタンパク質発現の観察 

タンパク質の発現を観察するために細胞染色を行った．細胞は，4% paraformaldehyde 

/ PBS 溶液を用いて室温で 30 分間静置して固定し，0.1% polyethylene glycol mono-p-

isooctylphenyl ether / PBS 溶液を用いて室温で 15 分間静置して脱膜した．その後，3% 

bovine serum albumin（BSA; Sigma-Aldrich）/ PBS 溶液を用いてブロッキングを施し，1% 

BSA / PBS 溶液を用いて抗体を反応させた．免疫蛍光染色には，一次抗体として anti-

cytokeratin 8 antibody（1:200; ab53280; Abcam）を用い，二次抗体として F(ab')2-goat anti-

rabbit IgG (H+L) cross-adsorbed secondary antibody Alexa Fluor 546（1:500; A-11071; Thermo 

Fisher Scientific），または，goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor 568（1:500; ab175471; Abcam）

を用いた．細胞核の染色には，4’,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI; 1:500; D1306; Thermo 

Fisher Scientific），または，7-amino-actinomycin D（7-AAD; 1:50; ab228563; Abcam）を用

いた．アクチンフィラメントの染色には，Alexa Flour 647 phalloidin（1:100; A22287; 

Thermo Fisher Scientific）を用いた．蛍光画像は，共焦点レーザー走査型顕微鏡

FLUOVIEW FV3000（オリンパス）を用いて取得した．画像処理には Fiji [2-16]を用いた． 

 

2.2.4 画像解析による層状組織形成の定量評価 

層状組織の画像に対して定量評価を行うため，共焦点顕微鏡で取得した三次元画像に

対して，各チャンネルのそれぞれに閾値を定めることで二値化処理を施した．閾値は，

Fiji [2-16]の Auto Threshold プラグインに実装されている大津法を用いて，各チャンネル

における三次元画像の全ボクセルの輝度ヒストグラムから一つの閾値を定め，すべての

Z スライス画像に対して共通の閾値を適用した．次に，細胞核（DAPI あるいは 7-AAD）

とアクチンフィラメント（phalloidin）の画像にそれぞれ二値化処理を施し，両方の二値

化画像を重ねることで層状組織が存在するボクセルを決定した．この情報を用いて，層

状組織が存在するボクセル数を Z 方向に数え上げることで，各 XY 座標に対して厚さ

（layer thickness）d(x,y)を求めた．さらに，すべての d(x,y)に対して非零の d(x,y)の割合

を算出することで，被覆率（mesh coverage）を求めた．また，非零の d(x,y)の平均値を

求めることで，平均厚さ（mean layer thickness）を求めた． 
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2.2.5 蛍光活性化セルソーティング 

ナイーブ状態のマウス ES 細胞集団から REX1-high 細胞群をソーティングするため

に，蛍光活性化セルソーティングを行った．まず，ナイーブ状態のマウス ES 細胞を培

養皿から剥離させ，培養液を用いて細胞懸濁液として回収し，BD FACSMelody cell sorter

（BD Biosciences）を用いて解析した．次に，前方散乱光（forward scatter; FSC）シグナ

ルと側方散乱光（side scatter; SSC）シグナルの値から細胞と思われる集団に対して手動

でゲーティングを行った．REX1-EGFP-high ゲートは，はじめに非蛍光のマウス ES 細

胞を用いて REX1-EGFP 陽性ゲートを定めた後，手動で設定した．セルソーティングの

結果の可視化には，FlowJo single cell analysis software（BD Biosciences）を用いた． 

 

2.3 実験結果 

2.3.1 基底状態およびナイーブ状態の細胞による層状組織形成 

マウス ES 細胞には，多能性維持培養の条件に応じて遺伝子発現プロファイルの異な

る多能性状態が存在しており，特に，基底状態とナイーブ状態がよく知られている

（Figure 2-2A）．多能性状態に応じたマウス ES 細胞の層状組織形成能力を調べるため，

基底状態とナイーブ状態のマウス ES 細胞をメッシュ構造基板上で培養し，層状組織形

成を観察した．はじめに，ナイーブ状態のマウス ES 細胞を基底状態に遷移させるため

に，2i+LIF 条件で継代を 2 回行い，1 週間の培養を行った．その結果，基底状態のマウ

ス ES 細胞では，REX1 が全域で発現していた一方で，KRT8+細胞は観察されなかった

（Figure 2-2B, left）．ナイーブ状態のマウス ES 細胞では，コンパクトなコロニーを形成

している OCT3/4+細胞群と，コロニー周囲に点在している KRT8+細胞群の 2 種類の細

胞群が観察された（Figure 2-2B, right）．特に，KRT8+細胞は，OCT3/4+細胞群とは異な

り，伸展した細胞形状をしており，また，単独で点在していることが観察され，先行研

究の観察結果とも一致していた[2-7, 2-17]．これらの REX1 と KRT8 を用いた観察結果

と先行研究[2-10, 2-13]から，基底状態とナイーブ状態のマウス ES 細胞において，異な
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る細胞群が存在していることが確認できた．さらに，基底状態とナイーブ状態のマウス

ES 細胞における異なる細胞群の存在は，蛍光活性化セルソーターによる REX1 の輝度

の解析からも確認でき，基底状態のマウス ES 細胞と比較して，ナイーブ状態のマウス

ES 細胞では REX1 の発現が低い細胞群が存在することが確かめられた（Figure 2-2C）．

本研究では，これらの 2 つの多能性状態のマウス ES 細胞を，それぞれ一辺 70 µm の正

方形形状のメッシュ構造基板を用いて培養し，層状組織形成の差異を観察した（Figure 

2-2D）． 

メッシュ構造基板に対して，基底状態とナイーブ状態のマウス ES 細胞をそれぞれ播

種し，2i+LIF 条件または LIF 条件において 3 日間の培養を行うことで，メッシュ構造基

板上において形成される層状組織の形状を観察した．基底状態のマウス ES 細胞は，

2i+LIF 条件では，主に OCT3/4+細胞から構成されるパンケーキ状の孤立した組織を形

成し，KRT8+細胞は観察されなかった（Figure 2-3A, left）．この孤立した組織は，細胞が

層をなした層状組織であることが，三次元再構築画像から確認できた（Figure 2-3A, left, 

Figure 2-2 | Experimental setup to induce layer formation by mESCs in different pluripotency 

states on microstructured mesh substrates. (A) Schematic illustration of ground and naïve 

states, and marker gene expressions used in this study. (B) Microscopic images of the ground 

and naïve state mESCs. (C) REX1 expression of ground and naïve state mESCs cultured on 

typical culture dishes. (D) Schematic illustration of mesh substrate setup in a suspended 

position for cell seeding, and the cell culture processes leading to layer formation. 
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vertical cross-section）．一方，LIF 条件では，基底状態のマウス ES 細胞は，層状組織形

成能力がやや向上し 2i+LIF条件よりも広い範囲でメッシュ構造基板の網目を覆ったが，

細胞によって覆われていない網目が残る不連続な層状組織を形成した（Figure 2-3A, 

right）．ナイーブ状態のマウス ES 細胞は，2i+LIF 条件と LIF 条件の両方において，3 日

間でメッシュ構造基板の網目をすべて覆い，連続した層状組織を形成した（Figure 2-3B）．

これらの連続した層状組織は，数細胞の厚みをもつ層状組織であることが，三次元再構

築画像から確認できた（Figure 2-3B, vertical cross-sections）．また，これらの層状組織に

おいては，KRT8+細胞が層状組織の上下表面に分布しており，層状組織の内部の

OCT3/4+細胞が存在する領域を挟むように存在していることが，三次元再構築画像から

観察された（Figure 2-3B, vertical cross-sections）．ナイーブ状態のマウス ES 細胞が 2i+LIF

条件において形成する層状組織において KRT8+細胞が存在するのは，細胞播種時に存

在していた KRT8+細胞が，2i+LIF 条件の 3 日間の培養を経た場合でも残存しているた

めと考えられた．また，画像解析を用いて被覆率と平均厚さの定量評価を行ったところ，

ナイーブ状態のマウス ES 細胞が連続した層状組織を形成したのに比べて，基底状態の

マウス ES 細胞は 2i+LIF 条件において，水平方向への成長が少なく分厚い（51.4 ± 2.1 

µm）組織を形成していることが確認できた（Figure 2-3C）．以上の結果から，メッシュ

構造基板上での層状組織形成においては，層状組織形成過程における培養条件よりも，

基板への播種時における，多能性維持培養条件に応じたマウス ES 細胞の多能性状態の

影響をより受けることを，形成された層状組織の形状から明らかにした． 
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Figure 2-3 | Layer formation assays for the ground and naïve state cells on mesh substrates. 

(A) Discontinuous layer formation by the ground state cells on mesh substrates under 2i+LIF 

and LIF conditions at Day 3. (B) Continuous layer formation by the naïve state cells on mesh 

substrates under 2i+LIF and LIF conditions at Day 3. Enlarged views of the yellow boxed 

region and vertical cross-sections at position of the yellow broken line were shown in bottom 

panels. (C) Quantitative image analyses for the mesh coverage and mean thickness of each 

condition. The analyses for coverage and mean thickness were performed using 4 biological 

samples (4 images each) for each condition. Scale bars: 100 μm. Error bars: mean ± SD. 
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2.3.2 基底状態様の細胞群による不連続な層状組織形成 

ナイーブ状態のマウス ES 細胞のうち REX1 を発現している細胞群は，先行研究によ

り，基底状態のマウス ES 細胞と遺伝子発現プロファイルが完全には一致しないことが

知られている[2-13]が，基底状態のマウス ES 細胞と類似した性質を示す可能性が考え

られる．そこで，REX1 を発現している基底状態様の細胞群をナイーブ状態のマウス ES

細胞からソーティングし（Figure 2-4A），基底状態のマウス ES 細胞と同様に，メッシュ

構造基板上で不連続な層状組織を形成するかどうかを確かめた．ナイーブ状態のマウス

ES 細胞から REX1 を発現している細胞群をソーティングする際には，より基底状態の

マウス ES 細胞に近い性質を示すと考えられる，REX1 を強く発現している細胞群

（REX1-high 細胞群）を取得するため，REX1-EGFP の輝度が上位 30%程度となる細胞

群に対してゲーティングを行った（Figure 2-4B, histogram）． 

ソーティングした REX1-high 細胞群をメッシュ構造基板に播種し LIF 条件にて培養

を行ったところ，Day 3 において，細胞によって覆われていない網目が残る不連続な層

状組織を形成した（Figure 2-4B）．さらに，OCT3/4 と REX1 の発現は層状組織の全域で

観察されたのに対し，KRT8 の発現は観察されなかった（Figure 2-4B）．これらの結果は，

LIF 条件で培養した基底状態のマウス ES 細胞の場合と類似していた．画像解析による

定量評価の結果，組織の平均厚さ（31.8 ± 7.9 µm）には，LIF 条件のナイーブ状態のマ

ウス ES 細胞と比較して有意な差は見られなかったが，被覆率は不完全であることが示

された（Figure 2-4C）．以上の結果から，REX1-high 細胞群は，ナイーブ状態のマウス ES

細胞と比較して，メッシュ構造基板上での層状組織形成能力が低く，網目を覆いきらな

いことが示された．結果として，多様な細胞群から構成されるナイーブ状態のマウス ES

細胞のうち，基底状態様の REX1-high 細胞群は，基底状態のマウス ES 細胞に類似した

限定的な層状組織形成能力を示すことが明らかになった．このことにより，メッシュ構

造基板における層状組織形成においては，基底状態様の REX1-high 細胞群だけでは網

目を覆いきらず，基底状態から離れた多能性が低い不安定な多能性状態にある細胞群の

存在が重要であることが示唆された． 
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Figure 2-4 | Discontinuous layer formation by REX1-high population on mesh substrates 

under LIF conditions at Day 3. (A) Schematic illustration of cell sorting to obtain REX1-high 

population from a naïve state mESCs. (B) Microscopic images showing discontinuous cell 

layers formed by REX1-high population at Day 3 under LIF condition. Enlarged views of the 

yellow boxed region and vertical cross-sections at the position of the yellow broken line are 

shown in the bottom panels. (C) Quantitative image analyses of mesh coverage and mean 

thickness for each condition. The analyses of coverage and mean thickness were performed 

using 4 biological samples (4 images each). Scale bars: 100 μm. Error bars: mean ± SD. 
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2.3.3 層状組織形成におけるナイーブ状態の細胞の寄与 

ナイーブ状態のマウス ES 細胞がどのようにメッシュ構造基板上での層状組織形成に

寄与しているかを調べるため，ナイーブ状態のマウス ES 細胞を構成する細胞群のうち，

培養皿上で OCT3/4+細胞のコロニーから離れて点在している KRT8+細胞に着目した

（Figure 2-2B, right）．そこで，ナイーブ状態のマウス ES 細胞をメッシュ構造基板上で

LIF 条件にて培養し，層状組織形成過程の 6 hours，Day 1，Day 2 における組織形状と

KRT8 の発現を観察した（Figure 2-5A）．播種 6 時間後では，細胞はメッシュ線上に接着

しており，メッシュ基板上の一部ではほぼ単層の組織が形成されていた（Figure 2-5A, 6 

hours）．また，DAPI と phalloidin を用いた細胞核とアクチンフィラメントの蛍光画像か

ら，メッシュ構造基板上に，細胞によって覆われていない網目が残っていることが明確

に確認できた．この覆われていない網目における孔の周囲では，KRT8+細胞がメッシュ

線に沿って伸展しており孔の周囲に位置していることが観察された．Day 1 においては，

層状組織は数細胞の厚さまで成長しており，OCT3/4+細胞によって形成された比較的分

厚い領域の周りを KRT8+細胞が占めていることが観察された（Figure 2-5A, Day 1）．Day 

2 では，メッシュ構造基板のすべての網目が，細胞によって形成された層状組織によっ

て覆われていた（Figure 2-5A, Day 2）．画像解析による定量評価では，Day 2 で被覆率が

ほぼ 100%になっている一方で，層状組織の平均厚さは Day 3 まで増加し続けた（Figure 

2-5B）．また，Figure 2-5C で見られるように，KRT8+細胞が孔の周囲を取り囲んでおり，

KRT8 のケラチン繊維がアクチンフィラメントに比べてよく発達していた．さらに，孔

の周囲の細胞には，OCT3/4 を発現していない細胞も存在していた．これらの観察結果

と，KRT8+細胞はナイーブ状態のマウス ES 細胞のうち多能性が低い細胞である[2-10]

ことを踏まえると，KRT8+細胞がメッシュ構造基板上での層状組織形成の駆動力となっ

ていることが考えられる．以上のことから，メッシュ構造基板上でナイーブ状態のマウ

ス ES 細胞が層状組織を形成する際には，網目を覆う過程で生じる孔埋め領域において，

KRT8+細胞が駆動力となっていることが示唆された． 
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Figure 2-5 | Layer formation of the naïve state cells comprising KRT8+ cells on mesh 

substrates under LIF condition. (A) Microscopic images showing the mesh filling process of 

mESC layers on mesh substrates at 6 hours, Day 1 and Day 2. Enlarged views of the yellow 

boxed region and vertical cross-sections at position of the yellow broken line were shown in 

bottom panels. (B) Quantitative image analyses for the mesh coverage and mean thickness of 

layers at 6 hours, Day 1, Day 2 and Day 3. These analyses were performed using 4 biological 

samples (4 images each) for each time point. (C) Confocal enlarged views of the yellow 

dashed-lined boxed region in Fig. 4A, Day 1. Scale bars: 100 μm. Error bars: mean ± SD. 
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2.4 考察 

本研究では，基底状態とナイーブ状態のマウス ES 細胞をそれぞれメッシュ構造基板

上で 3 日間培養することで，層状組織形成能力を比較した．基底状態のマウス ES 細胞

と，ナイーブ状態のマウス ES 細胞からソーティングした REX1-high 細胞群は，ともに

3 日間の培養期間ではメッシュ構造基板の網目を覆いきらず，不連続な層状組織を形成

した．一方，ナイーブ状態のマウス ES 細胞は 3 日以内にメッシュ構造基板をすべて覆

い，連続した層状組織を形成した．培養を継続した場合，層状組織がさらに成長し網目

をすべて覆うことも考えられるが，本研究は，多能性状態に応じて，水平方向へ網目を

覆いながら組織成長する速さが異なることを示したものであり，3 日間の培養における

層状組織形成能力の差異を示したものである． 

KRT8+細胞を含むナイーブ状態のマウス ES 細胞がメッシュ構造基板上で高い層状組

織形成能力を示した要因として，KRT8+細胞が伸展した細胞形状を示し，孔の周囲にケ

ラチン繊維を発達させていることが考えられる．実際に，ケラチン繊維を含む中間径

フィラメントは，さまざまな細胞活動において力学的強度を保つ役割を有することが知

られている[2-18]．また，マウス胚盤胞の胚発生過程において，KRT8 が内側－外側極性

の決定や力学的な安定性の担保に重要であることが報告されている[2-19, 2-20]．した

がって，これらの例から，メッシュ構造基板上での層状組織形成における網目を覆う過

程においても，KRT8+細胞が重要な役割を担っている可能性が示唆される．しかし，本

研究では，KRT8 の発現を蛍光標識として観察できるノックインマウス ES 細胞株を用

いてセルソーティングやライブイメージングを実施することが困難だったことから，

KRT8+細胞が層状組織形成に及ぼす寄与を直接的に示すことはできなかった．ただし，

先述の先行研究[2-19, 2-20]に基づけば，メッシュ構造基板の孔の周囲で観察されたケラ

チン繊維の発達は，マウス ES 細胞による in vitro での多細胞組織形成過程において，組

織内力学状態に応じた細胞運命決定のメカニズム解明に向けて，重要な現象である可能

性が示唆されている． 

本研究で見られた層状組織形成は，水平方向への組織成長により駆動されていると考

えることができる．事実，メッシュ構造基板上で 2i+LIF 条件にて培養した基底状態の

マウス ES 細胞は，3 日間の培養で孤立した層状組織（Figure 2-3A, left）を形成したこと

から，水平方向への組織成長が限定的であったことがわかる．これは，細胞－細胞間接

着による凝集が優位であり，水平方向への組織成長よりも，細胞同士が互いに集まろう

とする性質が現れたものと考えられる．一方，メッシュ構造基板上で LIF 条件にて培養
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した基底状態のマウス ES 細胞や，ナイーブ状態のマウス ES 細胞からソーティングし

た REX1-high 細胞群の場合は，細胞によって覆われていない網目が残る不連続な層状

組織（Figure 2-3A, right & 2-4B）を形成した．この不連続な層状組織は，孤立した層状

組織と比較して水平方向への組織成長が優位である一方，網目をすべて覆い連続した層

状組織（Figure 2-3B）と比較して，孔を埋めるための組織成長が十分でなかったことが

示唆される．孔を埋めるための組織成長には，細胞増殖による組織成長が増加するか，

孔の周囲の細胞の張力が増加することが必要である．細胞増殖による組織成長を考察す

るためには，基底状態のマウス ES 細胞や REX1-high 細胞群における細胞周期を議論す

る必要がある．先行研究により，REX1 ノックアウトマウス ES 細胞において，細胞周

期に関わる遺伝子の発現が低下することが示されている[2-21]．この先行研究は REX1

ノックアウトにより細胞周期が長くなることを示唆しており，本研究の REX1-high 細

胞群において，組織成長が減少することを説明することは難しい．したがって，細胞周

期による組織成長の差異は，本研究では詳細に考察することはできなかった．また，孔

の周囲の細胞の張力については，先述のように，ケラチン繊維の発達により考察でき，

ナイーブ状態の細胞における層状組織形成過程を説明可能である．以上のことから，本

研究における層状組織形成能力の差異は，層状組織形成過程における細胞接着と水平方

向への組織成長の関係により理解できる可能性が示唆された． 

一般的に，基底状態のマウス ES 細胞は，ナイーブ状態よりも均一な細胞集団であり，

特定の細胞種への分化誘導を行った際に比較的均一な分化細胞集団が得られることか

ら，より望ましい多能性状態であるとされてきた[2-22]．しかし，本研究で示したよう

に，より均一な集団である基底状態のマウス ES 細胞や，ナイーブ状態のマウス ES 細

胞からソーティングした REX1-high 細胞群よりも，KRT8+細胞を含む不均一な細胞群

からなるナイーブ状態のマウス ES 細胞の方が，層状組織形成能力が高いことがわかっ

た．多能性状態に応じた層状組織形成能力の差異をさらに確かめるためには，3 日間を

越えた長期間培養によるさらなる観察が必要であるが，その過程においては，メッシュ

構造基板により多能性状態そのものが変化することが十分に考えられる．したがって，

長期間培養により細胞集団における多能性状態の不均一性が増すことが考えられるた

め，その影響を評価することが必要となろう．同様に，ナイーブ状態のマウス ES 細胞

集団における不均一性がどのように層状組織形成に関わっているのかを明らかにする

ためには，網目を覆いながら層状組織を形成する過程における細胞動態の観察や，細胞

張力に関わる遺伝子の発現解析などを行い，メカニズムを明らかにすることが必要であ

る． 
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2.5 結言 

本章では，マウス ES 細胞の維持培養条件により定まる多能性状態に応じて，組織形

成能力が異なることを検証するため，メッシュ構造基板を用いて平面的な組織成長を促

すことで層状組織の形成を誘導し，多能性状態の影響を調べた．マウス ES 細胞のナイー

ブ状態と基底状態の 2 つの多能性状態に応じた層状組織形成の差異を調べるため，メッ

シュ構造基板により層状組織形成を誘導し，形成された層状組織の形状を観察した．3

日間培養した結果，基底状態の細胞は不連続な層状組織を形成した一方で，ナイーブ状

態の細胞は網目をすべて覆い連続した層状組織を形成した．また，ナイーブ状態の細胞

の層状組織形成過程においては，網目を覆う際に生じる孔を囲むように，KRT8 発現細

胞がケラチン繊維を発達させている様子が，免疫蛍光染色法により観察できた．このこ

とから，KRT8 発現細胞が層状組織形成における網目を埋める過程に寄与している可能

性が示唆された．以上のことから，基底状態のマウス ES 細胞と比較し，KRT8 発現細

胞群を含むナイーブ状態のマウス ES 細胞の方が，メッシュ構造基板上における層状組

織形成能力が高いことを示した．このことは，組織形成の誘導において多能性状態の選

択が必要であることを示しており，多細胞組織を構築する上で重要な知見が得られた． 
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第 3 章 

層状組織形成に伴う多能性状態の変化 

3.1 緒言 

多能性幹細胞の集団に対して組織形成を誘導する際には，in vivo での胚発生過程を模

倣するために，三次元培養環境においてシグナル分子などの生化学的因子の調節を行う

ことが多い[3-1, 3-2, 3-3]．これらの生化学的因子に加えて，工学技術を用いて作製した

培養基板を用いて，基質の剛性，表面性状，接着領域パターンなどの細胞接着場を調節

することで，組織形成過程における分化細胞の秩序を有した分布の自発的な出現や，立

体組織の形成が誘導されることが報告されている[3-4, 3-5, 3-6]．したがって，第 2 章で

示したように，多能性維持培養液を用いた条件において，微細加工メッシュ構造基板を

用いて細胞接着場の調節のみを施してマウス ES 細胞の層状組織形成を誘導した場合に

も，初期胚発生において見られるのと類似した多能性状態の変化が生じていることが考

えられる．また，このような多能性状態の変化に伴い，細胞動態が変化することで，自

発的な立体組織の形成が生じる可能性が考えられる．実際に，メッシュ構造基板を用い

てヒト iPS 細胞を長期間に渡り培養した場合には，栄養芽細胞様細胞からなる嚢胞状の

立体組織が形成されることが先行研究により明らかにされている[3-7, 3-8]．そこで，本

章では，メッシュ構造基板を用いた層状組織形成において，自発的な多能性状態の変化

に着目して，組織形成過程の観察と遺伝子発現変化の網羅的解析を行う． 

マウス ES 細胞は，マウスの初期胚発生過程において，胚齢 3.5 日の胚盤胞における

内部細胞塊から樹立された多能性状態である．胚が着床した後，内部細胞塊はエピブラ

スト（原始外胚葉）へと分化する．着床後の胚齢 6 日の卵筒胚において，後側のエピブ

ラストから，始原生殖細胞（primordial germ cell; PGC）が出現する[3-9]．始原生殖細胞

は，最も初期の生殖細胞系列の細胞であり，特にヒト始原生殖細胞を用いた研究は倫理

的な観点から容易ではないため，多能性幹細胞から始原生殖細胞を作製する手法の開発

は，医学・基礎生物学の両者において重要となっている．実際に，マウス多能性幹細胞

およびヒト多能性幹細胞を始原生殖細胞様細胞へと分化させる手法は，初期胚発生過程

における生化学的な分化条件を模倣して，培養環境を調節することにより既に確立され
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ており，生殖系細胞へのさらなる分化を誘導する手法も開発されている[3-10, 3-11]．一

方で，マウスの初期胚発生過程においては，組織内力学状態が細胞運命決定に重要な役

割を果たすことが報告されている[3-12]．特に，始原生殖細胞の出現領域を規定する前

後軸の形成において，組織内力学状態が寄与していることが報告されている[3-13]．し

かし，多能性幹細胞から始原生殖細胞への分化誘導過程においては，工学技術により作

製した培養基板を用いた分化誘導手法は報告されておらず，細胞接着場の調節や組織内

力学状態がどのような影響を及ぼすかについては十分に明らかでない． 

本章では，細胞接着場の調節により誘導される層状組織形成過程において，マウス ES

細胞に生じる多能性状態の変化を明らかにすることを目的とした．そこで，まず，第 2

章において示したように，ナイーブ状態のマウス ES 細胞を微細加工メッシュ構造基板

上で培養することで，層状組織の形成を誘導する．次に，層状組織が形成された後，培

養を継続した場合に形成される立体組織を観察する．さらに，この一連の組織形成過程

における遺伝子発現変化の網羅的解析を行い，多能性状態に関わるタンパク質の発現を

調べることで，多能性状態に変化が生じていることを示す． 

 

3.2 実験方法 

3.2.1 マウス ES 細胞の多能性維持培養 

本研究では，マウス ES 細胞株 E14tg2a（理研セルバンク）[3-14]を用い，G-MEM（富

士フィルム和光純薬）に，15% fetal bovine serum（FBS; Sigma-Aldrich），1 mM sodium 

pyruvate（富士フィルム和光純薬），1% MEM non-essential amino acids（富士フィルム和

光純薬），0.1 mM 2-mercaptoethanol（富士フィルム和光純薬），1,000 units/mL leukemia 

inhibitory factor（LIF; 富士フィルム和光純薬）を加えた培養液を用いて多能性維持培養

を行った．細胞は，0.1% gelatin from porcine skin（gel strength 300, type A; Sigma-Aldrich）

でコーティングした培養皿を用いて，37 °C，5% CO2 環境で培養した．継代時は，TrypLE 

Express（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞を剥離させ，2 日間の培養には 7.0×103 

cells/cm2 に，3 日間の培養には 2.6×103 cells/cm2になるように細胞密度を調整して，新た

な培養皿に播種した． 
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3.2.2 微細加工メッシュ構造基板の作製と細胞培養 

微細加工メッシュ構造基板は，第 2.2.2 項で示した方法を用いて作製した．本研究で

は，一対の内角が 50 °の菱形の網目が幅 5 µm の細線により形作られており，菱形の短

い対角線長がそれぞれ 100 µm，200 µm，300 µm である 3 種類のサイズの網目を有する

メッシュ構造基板を設計して用いた． 

細胞播種を行う前に，メッシュ構造基板を培養皿に設置し，10 µg/mL laminin-511 E8 

fragment（iMatrix-511; ニッピ）/ phosphate buffered saline（PBS）溶液により 4 °C で 12

時間以上コーティングした．次に，200 µm のメッシュ構造基板へ細胞を播種する場合

には，細胞密度が 4.0-8.0×106 cells/mL になるように調製した細胞懸濁液 100 µL をメッ

シュ構造基板上に静かに滴下し，細胞を播種した．100 µm および 300 µm のメッシュ構

造基板へ細胞を播種する場合には，網目のサイズに応じて接着率が変化するため，細胞

懸濁液 100 µL に含まれる細胞数をそれぞれ 0.5 倍（2.0-4.0×106 cells/mL）および 1.5 倍

（6.0×106-1.2×107 cells/mL）に調製した．播種した細胞がメッシュ線に接着するように，

37 °C，5% CO2 環境下で 6 時間の培養を行った．その後，メッシュ構造基板に接着でき

ずに落下した細胞を除去するため，細胞が接着したメッシュ構造基板を新しい培養皿へ

と移設し，新しい培養液を加えた．メッシュ構造基板に細胞を播種した時点を Day 0 と

定めた．Day 3 以降も培養を継続する場合は，2，3 日ごとに培養液を交換した． 

 

3.2.3 免疫蛍光染色法によるタンパク質発現の観察 

細胞染色は，第 2.2.3 項で示した方法を用いて行った．免疫蛍光染色には，Table 3-1

に示した一次抗体と二次抗体を用いた．細胞核の染色には 4’,6-diamidino-2-phenylindole

（DAPI; 1:500; D1306; Thermo Fisher Scientific）を，アクチンフィラメントの染色には

Alexa Flour 546 phalloidin（1:30; A22283; Thermo Fisher Scientific）を用いた． 

蛍光画像は共焦点レーザー走査型顕微鏡 FLUOVIEW FV3000（オリンパス）を用いて

取得した．ライブイメージングには，オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700（キーエンス）

とステージトップインキュベーターINUG2-KIW（東海ヒット）を用いた．画像処理には

Fiji [3-15]と Imaris（Bitplane）を用いた． 
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Primary antibodies 

Gene Dilution ID Vendor 

STELLA 1:200 ab19878 Abcam 

AP-2γ 1:100 sc-12762 Santa Cruz Biotechnology 

BLIMP1 1:50 14–5963-80 Thermo Fisher Scientific 

DAZL 1:200 ab34139 Abcam 

OCT3/4 1:100 sc-5279 Santa Cruz Biotechnology 

NANOG 1:200 ab80892 Abcam 

Secondary antibodies 

Name Dilution ID Vendor 

F(ab')2-goat anti-mouse IgG (H+L) 

cross-adsorbed secondary antibody 

Alexa Fluor 488 

or Alexa Flour 546 

1:500 
A-11017 

or A-11018 
Thermo Fisher Scientific 

F(ab')2-goat anti-rabbit IgG (H+L) 

cross-adsorbed secondary antibody 

Alexa Fluor 488 

or Alexa Flour 546 

1:500 
A-11070 

or A-11071 
Thermo Fisher Scientific 

Goat anti-rat IgG (H+L) cross-

adsorbed secondary antibody 

Alexa Flour 647 

1:500 A-21247 Thermo Fisher Scientific 

Table 3-1 | Lists of antibodies used for immunofluorescence microscopy. 
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3.2.4 DNA マイクロアレイによる遺伝子発現の網羅的解析 

細胞の total RNA は，ISOGEN（ニッポンジーン），chloroform，isopropanol を用いて

RNA を含む水層を回収した後，NucleoSpin RNA（タカラバイオ）を用いて精製して抽

出した． 

DNA マイクロアレイ解析には，Clariom S Assay, mouse（Thermo Fisher Scientific）を用

いた．解析に用いたサンプルは，dish-cultured mESCs（n = 3），mesh-cultured cells at Day 

2（n = 3），Day 3（n = 3），Day 6（n = 4）とした．マイクロアレイ解析結果に対する正

規化処理と統計解析にはTranscriptome Analysis Console (TAC) 4.0（Thermo Fisher Scientific）

を， gene ontology (GO) enrichment 解析には DAVID Bioinformatics Resources 6.8

（https://david.ncifcrf.gov/）[3-16, 3-17, 3-18]を，階層的クラスタリング解析とヒートマッ

プ作成には Multiple Experiment Viewer（http://mev.tm4.org）をそれぞれ用いた． 

 

3.3 実験結果 

3.3.1 組織形成誘導に伴う層状組織の形状変化 

はじめに，異なるサイズの網目を有するメッシュ構造基板を用いてマウス ES 細胞を

培養することで組織形成を誘導し，層状組織形成の様子を観察し，組織形状を比較した

（Figure 3-1A）．比較のため，菱形の短い対角線長がそれぞれ 100 µm，200 µm，300 µm

である 3 種類の網目サイズのメッシュ構造基板を用いた．網目が細胞に比べて非常に大

きいため，Day 0 では，いずれの網目サイズのメッシュ構造基板においても，メッシュ

線上に接着した細胞は網目をほとんど覆っていなかった（Figure 3-1A, Day 0）．Day 3 に

おいては，網目サイズが小さいメッシュほど広い範囲に層状組織が形成されていたが，

100 µm のメッシュ構造基板においても網目をすべて覆ってはいなかった（Figure 3-1A, 

Day 3）．この 100 µm のメッシュ構造基板は，第 2 章で用いたメッシュ構造基板よりも

大きな網目を有しているため，ナイーブ状態のマウス ES 細胞を用いて LIF 条件で培養

した場合でも，網目をすべて覆うことはなく，連続した層状組織は形成されなかったと
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考えられる．続いて，Day 8 まで継続して培養すると，層状組織が厚みを増し，盛り上

がった形状の立体組織を形成している様子が観察された（Figure 3-1A, Day 8）．特に，

100 µm のメッシュ構造基板とは異なり，200 µm と 300 µm のメッシュ構造基板では，

層状組織の一部からドーム状の立体組織が形成されていることが観察された．加えて，

さらに培養を続けると，まれに球状の立体組織が形成されることがあった（Figure 3-1B）．

この球状の立体組織は，phalloidin を用いたアクチンフィラメントの観察により，薄い

単層組織であることがわかった． 

メッシュ構造基板上での培養により誘導された組織形成における，層状組織とドーム

状立体組織の形成という一連の組織形状変化は，LIF を添加した多能性維持培養液を用

いていることから，生化学的因子による分化誘導ではなく，細胞接着場の調節により生

じたものであると考えられる（Figure 3-2A）．そこで，この過程における組織形状を詳

しく観察するため，網目サイズが 200 µm のメッシュ構造基板を用いて，マウス ES 細

胞の組織形成過程における層状組織の形状変化を観察した．メッシュ構造基板への播種

直後に観察した結果，メッシュ構造基板に播種した細胞のうち多くの細胞は接着できず

に培養皿底面に落下していたが，メッシュ線上に接着できた細胞は足場に沿って伸展し

ていた（Figure 3-2B, Day 0）．メッシュ線上の細胞は，増殖しながら細胞－細胞間接着を

介して，次第にメッシュ線の存在しない網目を覆い始め，Day 3 頃にはメッシュ構造基

板の一部の領域で，数細胞の厚みの層状組織を形成した（Figure 3-2B, Day 0-3）．培養を

継続すると，位相差顕微鏡像で暗く写る領域が増えたことから，細胞は網目を覆うのを

止め，層状組織の一部の厚みが増していく様子が観察された（Figure 3-2B, Day 3-4）．さ

らに，Day 4 から Day 6 にかけて，層状組織の一部が突出してドーム状の立体組織を形

成した（Figure 3-2B, Day 4-6, yellow arrows）．形成されたドーム状組織の三次元再構築

画像から，アクチンフィラメントが発達した数細胞の厚みの層状組織が，薄い中空の構

造をなしていることがわかった（Figure 3-2C）．また，アクチンフィラメントはドーム

の内側表面よりも外側表面でより発達している様子が観察された．これらのドーム状の

立体組織は，メッシュ構造基板の上側と下側の両方に形成されており，幅 200-400 µm，

高さ 50-200 µm 程度の大きさを有していた． 

以上のように，メッシュ構造基板上でのマウス ES 細胞の培養により，層状組織の形

成が誘導され，さらに培養を継続すると，層状組織の一部が突出してドーム状の立体組

織が形成されることがわかった．このような組織形状の変化に伴い，多能性状態の変化

が生じている可能性が考えられるため，以降では遺伝子発現変化の網羅的解析を行い，

その変化を明らかにする． 
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Figure 3-1 | Tissue formation induced by different sized mesh substrates. (A) The comparison 

between 3 types of mesh substrates at Day 0, 3 and 8. The 3 types of mesh substrates had 

different size of mesh openings which had the minor axes of 100, 200 or 300 μm. The cells 

could form cell layers more easily on finer mesh substrate at Day 3. The bigger and clearer 

dome-shaped tissues were able to be generated on the 200 μm mesh substrates. Scale bars: 

500 μm. (B) The morphology of spherical cyst at Day 11 shown using confocal microscopy. 

Scale bar: 200 μm. 
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Figure 3-2 | Tissue formation of mESCs cultured on microstructured mesh substrates. (A) 

Schematic illustration of mESC culture on mesh substrates. mESCs cultured on the suspended 

mesh substrates formed cell layers and dome-shaped tissues. (B) Timelapse images of mesh-

cultured mESCs from Day 0 to Day 3 and from Day 3 to Day 6, taken separately. Cells on the 

mesh lines proliferated successfully and began to fill the mesh openings to form cell layers by 

Day 3. Between Day 4 and Day 6, dorm-shaped tissue formation occurred on the cell layers 

spontaneously. The yellow arrows on the image at Day 6 indicate the generated dome-shaped 

tissues. (C) Confocal and 3D reconstructed images of a dome-shaped tissue at Day 6. Scale 

bars: 200 μm. 
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3.3.2 層状組織形成過程における遺伝子発現の変化 

メッシュ構造基板により誘導される組織形成過程においては，LIF を添加した多能性

維持培養液を用いており，生化学的因子による分化誘導によるものではないことから，

マウス ES 細胞の樹立元である内部細胞塊から発生可能な細胞系列と類似した遺伝子発

現変化が生じることが予想される．そこで，メッシュ構造基板により誘導される組織形

成過程において生じる遺伝子発現変化を調べるため，200 µm のメッシュ構造基板を用

いて LIF 条件にて培養したナイーブ状態のマウス ES 細胞に対して，DNA マイクロア

レイを用いた遺伝子発現変化の網羅的解析を行った．解析には，培養皿上にて LIF 条件

で多能性維持培養を行った Dish mESC (n = 3) をコントロールとして，メッシュ構造基

板で培養した Mesh Day 2 (n = 3)，Mesh Day 3 (n = 3)，Mesh Day 6 (n = 4) の細胞を用い

た．ここで，Day 2 は層状組織形成の初期段階を，Day 3 は層状組織がやや厚みを増し

た段階を，Day 6 はドーム状の立体組織を形成する段階として定めた． 

DNA マイクロアレイ解析の結果から，Dish mESC と Mesh Day 2，Mesh Day 2 と Mesh 

Day3，Mesh Day 3 と Mesh Day 6 の 2 群間におけるそれぞれの fold change に基づき，発

現が大きく上昇した上位 50 遺伝子を Table 3-2 に，発現が大きく低下した上位 50 遺伝

子を Table 3-3 に示した．その結果，大きく発現変化した遺伝子は，4 条件のそれぞれの

2 群間において異なっていることがわかった．さらに，一元配置分散分析による 4 群間

比較を行ったところ，P-value < 0.00001 を満たす遺伝子は 1,287 個あり，さらに，これ

らの遺伝子に対して階層的クラスタリング解析（Pearson correlation and average linkage, 

distance threshold = 0.35）を行ったところ，8 個のクラスターに分類された（Figure 3-3A）．

メッシュ構造基板における組織形成過程において，発現上昇が認められた遺伝子群はク

ラスターI-V に，発現低下が認められた遺伝子群はクラスターVI-VIII に含まれている．

さらに，それぞれのクラスターにおいて，クラスターに含まれる遺伝子に対して GO 

enrichment 解析を行った．その結果，特に，クラスターI，II，III，IV において，

“GO:0050793~regulation of the developmental process”, “GO:0003006~developmental process 

involved in reproduction”, “GO:0022414~reproductive process”などの発生過程や生殖に関

わる GO term が多く抽出された（Table 3-4）． 

次に，メッシュ構造基板上でマウス ES 細胞が示す遺伝子発現変化を明らかにするた

めに，マウスの初期胚発生に関わるマーカー遺伝子の発現を調べた．はじめに，三胚葉

へと分化した細胞が示すマーカー遺伝子[3-19]の発現変化をそれぞれ調べたところ，特

徴的な発現変化は確認できなかった（Figure 3-3B）．続いて，マウスの初期胚発生にお
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いて，ES 細胞の樹立元である内部細胞塊が存在する胚齢 3.5 日の胚盤胞から，始原生殖

細胞が出現する胚齢 6 日の卵筒胚までに出現する各細胞系列のマーカー遺伝子の発現

変化を調べた．その結果，生殖細胞系列への分化に関わるマーカー遺伝子[3-10, 3-20, 3-

21]として，BLIMP1（Prdm1），AP-2γ（Tfap2c/Tcfap2c），PRDM14 を中心とした始原生殖

細胞の転写制御ネットワーク[3-20]に含まれる遺伝子に発現変化が見受けられた（Figure 

3-4A）．特に，始原生殖細胞のマーカー遺伝子である Prdm1，Tfap2c，Prdm14，

Dppa3/Stella/Pgc7，Kit，Dazl の発現が有意に（P-value < 0.00002）上昇していることがわ

かった．中でも，Tfap2c，Kit，Dazl は fold change で 10 倍以上に発現上昇していた（Figure 

3-4B）．また，始原生殖細胞分化において発現が抑制されることが知られている，DNA

メチル化を促進する遺伝子や体細胞分化に関わる遺伝子[3-10, 3-20, 3-21]の発現変化を

調べたところ，Dnmt3b，Myc，T は fold change で 10 分の 1 以下に低下していた（Figure 

3-4B）．しかし，Nanos3，Dnd1 は，in vitro で始原生殖細胞を作製した先行研究[3-10, 3-

21]の結果とは異なり，発現上昇を示さず，低い発現を維持していた（Figure 3-4A）．一

方，初期胚発生において始原生殖細胞と同時期に出現するエピブラスト，原始内胚葉，

栄養外胚葉のマーカー遺伝子[3-10, 3-22, 3-23]の発現変化を調べたところ，特徴的な発

現変化は確認されなかった（Figure 3-4A）．加えて，マウス ES 細胞の多能性マーカー遺

伝子である Pou5f1（OCT3/4）は有意な発現変化を示さず，Nanog，Sox2 は発現上昇を示

した（Figure 3-4C）．これらの多能性に関わる遺伝子が始原生殖細胞においても高い発

現を示すことは，先行研究[3-10]においても観察されている．以上のことから，メッシュ

構造基板上で培養したマウス ES 細胞は，その層状組織形成過程において，始原生殖細

胞様の遺伝子発現変化を示すことを明らかにした． 
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Mesh Day 2 / Dish mESC  Mesh Day 3 / Mesh Day 2  Mesh Day 6 / Mesh Day 3 

Gene symbol F.C.  Gene symbol F.C.  Gene symbol F.C. 

Aldoc 16.8  Zscan4f 5.07  Serpinb9e 25.83 
Ndufa4l2 16.18  Tuba3a 4.31  Arhgef6 21.41 
Egln3 13.28  Ass1; Gm5424 3.73  Gm11397 16.51 
Bnip3 12.45  Igf2 3.67  Serpinb9g 16.07 
Ccng2 10.33  Gm2a 3.6  Plac1 16.04 
Lrrc34 9.9  Adgre5; Mir1668 3.59  Dlk1 11.69 
Sycp3 9.88  Mobp 3.47  Tns4 8.93 
Iqcb1 9.53  Zscan4d 3.46  Serpinb9d 7.61 
Fabp3 9.03  Ephx1 3.45  Tinagl1 7.51 
Gm11096 8.98  Tfap2c 3.44  Serpinb9f 7.37 
Ephx2 8.86  Alpl 3.36  Nxf7 7.13 
Meiob 8.75  Lama1 3.33  Fam90a1b 6.64 
Lamp2 8.7  Sohlh2 3.31  Rhox9 6.6 
Prelid2 8.47  Sdc4 3.29  Dazl 6.3 
Lrrc31 8.34  Inpp5d 3.27  Hand1 6.3 
Got1l1 7.96  Pacsin1 3.21  Kng1 6.05 
Ldhb 7.82  Sptbn2 3.17  Rhox6 5.85 
Sox15 7.72  Aebp1 3.12  Gpr50 5.45 
Dzip3 7.69  Crtac1 3.11  Parm1 5.45 
Usp11 7.56  Zscan4c 3.05  Sep4 5.45 
Clybl 7.54  Mep1b 2.99  Plet1 4.5 
Cntd1 7.4  Aqp3 2.99  Dysf 4.36 
Ddit4 7.29  Zscan4b 2.99  Syna 4.25 
Zc3h6 7.15  Glipr1 2.97  Lgals9 4.12 
Txnip 7.02  Mctp1 2.93  2610528A11Rik 4.07 
Pik3ip1 7  Acp6 2.91  Vnn1 3.82 
Pycr1 6.83  Hesx1 2.9  Serpine1 3.77 
Dram2 6.77  Pde8a 2.88  Mmp2 3.75 
Kit 6.72  Kit 2.85  Nr2f2 3.62 
Igf2 6.7  Acss1 2.83  3830417A13Rik 3.6 
Pacsin1 6.64  Rhox9 2.81  Isg20 3.6 
Pgm2 6.47  Rbm47 2.8  Lims2 3.6 
Scaper 6.46  Ptch1 2.8  Pparg 3.58 
Acot13 6.44  Khdc3 2.76  Usp29 3.56 
Foxj1; Rnf157 6.35  Pygl 2.76  Zim1 3.52 
Gstm3 6.12  Tbx3 2.74  Phf19 3.49 
Pltp 5.88  Syne2; Mir5101 2.73  Npnt 3.49 
Gbp3 5.79  Gstp1 2.7  Igf2 3.48 
Pfkp 5.56  Hpcal1 2.7  Krt7 3.47 
Sep1 5.46  Cdh6 2.69  St3gal1 3.44 
Mpv17l 5.29  Gstp2 2.67  Myl4 3.41 
Rad51b 5.13  Cmklr1 2.65  Serpinb9b 3.33 
Smc1b 5.09  Bmp7 2.61  Man1a 3.3 
Gstk1 5.08  Pld1 2.6  Ndrg1 3.27 
Gm17266 5.06  Aurkc 2.6  Zfp36l3 3.12 
Crebrf 5.06  Zscan4e 2.59  Zc3hav1 3.11 
Slc25a36 4.88  Parvb 2.55  Gm3934 3.08 
Krt7 4.84  Casz1 2.54  Cd55b 3.01 
Rfesd 4.77  Eng 2.53  Tulp1 3 
Triml1 4.68  Gm5662 2.51  Tcn2 2.99 
Ndrg2 4.65  Idh2 2.5  Smc1b 2.96 

 

Table 3-2 | List of top 50 up-regulated genes and their corresponding fold change (F.C.) values 

compared between; dish-cultured control mESCs and mesh-cultured cells at Day 2, mesh-

cultured cells at Day 2 and 3, and mesh-cultured cells at Day 3 and 6. 
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Table 3-3 | List of top 50 down-regulated genes and their corresponding fold change (F.C.) values 

compared between; dish-cultured control mESCs and mesh-cultured cells at Day 2, mesh-

cultured cells at Day 2 and 3, and mesh-cultured cells at Day 3 and 6. 

Mesh Day 2 / Dish mESC  Mesh Day 3 / Mesh Day 2  Mesh Day 6 / Mesh Day 3 

Gene symbol F.C.  Gene symbol F.C.  Gene symbol F.C. 

Nefl -15.29  Gm11096 -15.28  Lefty2 -7.14 
Tmem54 -8.22  T; t -8.37  Dok2 -6.33 
Myc -7.81  Gm17482 -7.22  Lefty1 -5.69 
Pop1 -7.29  Gbp2 -7  Zscan4f -5.52 
Gng3 -7.2  Dok2 -6.97  Ina -5.34 
Gabra5 -7.09  Sprr2a3; Sprr2a1 -6.41  Pcolce2 -5.06 
Syt11 -6.76  Kcnj3 -5.91  Pcyt1b -4.82 
Dnmt3b -6.58  Pim2 -5.56  Csn3 -4.33 
Dnmt3l -6.36  Sprr2a2; Sprr2a1 -5.12  Zscan4d -4.13 
Coch -6.21  Gbp3 -4.93  Zscan4c -4.01 
Epha2 -6.09  Ghr -4.83  Spry4 -3.89 
Enpp2 -5.95  Tbx20 -4.67  Zscan4f -3.69 
Car3 -5.91  Slc6a15 -4.34  Gbp2 -3.66 
Zfp423 -5.74  Cxcl16 -4.08  Zscan4e -3.51 
Srf -5.64  Nefl -4.05  Calml4 -3.46 
Acta2 -5.56  Ltb -3.89  Zscan4b -3.39 
Ccnd1; Mir3962 -5.54  Cxcl11 -3.83  Zscan4a -3.3 
Nes -5.53  Igfbp3 -3.8  Tagln -3.12 
Tgm1 -5.38  Slc39a8 -3.76  Elavl3 -2.99 
Sfn -5.36  Zdhhc15 -3.75  Gm5662 -2.97 
N6amt2 -5.36  Parp12 -3.67  Bcl3 -2.95 
Zfp365 -5.21  Cyp2j13 -3.62  Tmem254c; Tmem254a -2.92 
St8sia3 -5.16  Ppp4r4 -3.6  Fndc3c1 -2.87 
Crmp1 -5.09  Tspan6 -3.6  Glipr1 -2.85 
Cnn1 -4.94  Efemp1 -3.59  Crmp1 -2.84 
Foxi3 -4.72  Irf1 -3.56  Cldn9 -2.82 
E2f8 -4.54  Psmb8 -3.52  Tuba4a -2.79 

Slc27a2 -4.53  Oasl2 -3.5  Tmem254b; 
Tmem254c; Tmem254a 

-2.79 

Vrtn -4.49  Mmp25 -3.47  Gng3 -2.72 
Wdr46 -4.47  Mapk4 -3.46  Mapk11 -2.67 
Bop1 -4.45  Vwa5a -3.45  Isyna1 -2.65 
Spink1 -4.41  Cnn1 -3.45  Car2 -2.62 
Ncdn -4.4  BC023829 -3.32  Rab31 -2.61 
Nbeal2; Mir8107 -4.33  Sema6a -3.28  Epha2 -2.59 
Fasn -4.29  Car2 -3.27  Acta1 -2.57 
Htr1b -4.25  Dtx3l -3.24  Stmn2 -2.54 
Akr1b8 -4.25  Lpar4 -3.22  Tmem54 -2.52 
Scap -4.22  Anxa3 -3.21  Tmem254c; Tmem254a -2.47 
Neto2 -4.2  Cd274 -3.2  Ccne1 -2.45 
Dlk1 -4.19  Irgm1 -3.19  Pla2g1b -2.44 
Igsf9 -4.16  Fndc3c1 -3.19  Tmem8 -2.43 
Sult4a1 -4.15  Gbp7 -3.14  Tmem180 -2.41 
Noct -4.14  Acta1 -3.13  Hist1h1b -2.41 
Polr1b -4.08  Gm8069 -3.06  Depdc7 -2.4 
2900011O08Rik -4.07  Trim67 -3.05  Trim36 -2.4 
Ccdc85a -4.07  Tmem176b -3.05  Dhcr7 -2.38 
Elac2 -4.04  Slc27a2 -3  Gm21293; Gm4340 -2.37 
Srm -4.04  Gstt2 -3  Aven -2.37 
Pcolce2 -4.04  Mab21l2 -2.97  Gbp3 -2.36 
Nolc1 -4.03  Syp -2.96  Id3 -2.36 
Cltb -4.03  Mal2 -2.95  Ly6c1 -2.34 
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Figure 3-3 | Differential expression 

analysis of microarray data from mesh-

cultured cells at Day 2 (n = 3), Day 3 (n 

= 3), Day 6 (n = 4), and from dish-

cultured mESCs (n = 3) as control. (A) 

Hierarchical clustering and heatmap 

display of selected 1,287 genes. The 

genes were filtered by one-way ANOVA 

comparison, P-value < 0.00001. The 8 

clusters were selected by Pearson 

correlation and average linkage, 

distance threshold = 0.35. (B) Heatmap 

display of genes related to three primary 

germ layers. 
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Figure 3-4 | Differential expression analysis of microarray data for PGC-related genes from 

mesh-cultured cells at Day 2 (n = 3), Day 3 (n = 3), Day 6 (n = 4), and from dish-cultured 

mESCs (n = 3) as control. (A) Heatmap display of genes related to germ cell and early 

embryogenesis. (B) Fold changes of PGC marker genes (Prdm1, Tfap2c, Prdm14, Dppa3, Kit 

and Dazl) in log10 scale, with SDs. (C) Fold changes of mESC pluripotency marker genes 

(Nanog, Sox2 and Pou5f1) in log10 scale, with SDs. 
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3.3.3 多能性状態の変化を示すタンパク質の発現 

第 3.3.2 項の DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現変化の網羅的解析では，mRNA

の発現により，層状組織形成過程における遺伝子発現の変化を調べた．本項では，同様

の条件により培養した，培養皿で多能性維持培養した Dish mESC と，メッシュ構造基

板で培養した Mesh Day 2 および Mesh Day 6 にあたる細胞に対して，免疫蛍光染色法に

より多能性マーカー遺伝子および始原生殖細胞マーカー遺伝子のタンパク質発現を調

べた．これにより，メッシュ構造基板上での層状組織形成過程における多能性状態の変

化を明らかにする． 

免疫蛍光染色は，多能性マーカー遺伝子のうち NANOG，OCT3/4（Pou5f1）に対して，

また，始原生殖細胞マーカー遺伝子のうち，第 3.3.2 項の遺伝子発現変化の網羅的解析

において有意な発現上昇が認められた STELLA（Dppa3），AP-2γ（Tfap2c），BLIMP1

（Prdm1），DAZL に対して施した（Figure 3-5）．NANOG と OCT3/4 の発現は，Dish mESC

および Mesh Day 2 では多くの細胞において観察されたが，Mesh Day 6 では一部の細胞

のみが強く発現している様子が観察された．特に，NANOG については，Dish mESC お

よび Mesh Day 2 において発現が認められない細胞も少なからず存在しており，ほぼ一

様に発現している OCT3/4 に比べて不均一な発現分布を示していた．これらの結果は，

DNA マイクロアレイによる解析結果が一部の高発現の細胞に敏感である性質などを加

味すれば，第 3.3.2 項で示した遺伝子発現変化の結果と一致していると考えることがで

きる．STELLA は，Dish mESC では微弱な蛍光が観察できたのみであったが，Mesh Day 

2 および Day 6 では強い発現が観察された．特に，Day 6 においては，STELLA の発現

は不均一な分布を示した．AP-2γ は，Dish mESC ではほぼ発現が観察されなかったが，

Mesh Day 2 および Day 6 では一部の細胞で発現していることが確認でき，AP-2γ を強く

発現している細胞の多くは層状組織の周縁部に位置していた．BLIMP1 は，Dish mESC

では発現が確認されなかったが，Mesh Day 2 および Day 6 では微弱な蛍光が観察でき

た．しかし，先行研究の観察結果[3-22]とは異なり，細胞核に局在した発現ではなく，

細胞全体において蛍光が観察されたことに留意する必要がある．DAZL は，Dish mESC

では発現が観察されなかったが，Mesh Day 2 および Day 6 では明確な蛍光が観察され，

AP-2γ と同様に層状組織の周縁部に特異的な発現が観察された． 
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Figure 3-5 | Comparative expression of PGC and pluripotency markers in dish-cultured mESCs 

versus mesh-cultured cells at Day 2 and Day 6 obtained by confocal microscopy. We performed 

immunofluorescence staining for STELLA (green), AP-2γ (red), BLIMP1 (purple), DAZL 

(green), NANOG (green) and OCT3/4 (red). For each sample, co-staining was performed for 

STELLA, AP-2γ and BLIMP1, and separately for NANOG and OCT3/4. Scale bars: 200 μm. 
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以上の結果から，メッシュ構造基板上での層状組織形成過程において，多能性マー

カー遺伝子および始原生殖細胞マーカー遺伝子のタンパク質発現に変化が生じている

ことが観察できた．特に，Dish mESC においてほとんど観察されなかった始原生殖細胞

マーカー遺伝子のタンパク質発現が，Mesh Day 2 および Day 6 において確認できた．し

かし，Day 6 までに自発的に形成される幅 200-400 µm 程度のドーム状の立体組織にお

いて，始原生殖細胞マーカータンパク質の発現と立体組織形成が生じた領域の両者に関

連があることを示唆する結果は得られなかった（Figure 3-5 & 3-6）．このことは，メッ

シュ構造基板上で培養したナイーブ状態のマウス ES 細胞において，始原生殖細胞様の

遺伝子発現変化と，ドーム状の立体組織の形成は，異なる段階で生じていることを示し

ている．実際，DNA マイクロアレイによる解析結果より，始原生殖細胞様の遺伝子発

現変化は Day 2 から認められることも，このことを支持している（Figure 3-4）． 

  

Figure 3-6 | Comparative expression of PGC and pluripotency markers in dish-cultured mESCs 

versus mesh-cultured cells at Day 2 and Day 6 obtained by confocal microscopy. The optical 

slices represent the bottom plains of the dome-shaped tissues shown in Figure 3-5. For each 

sample, co-staining was performed for STELLA, AP-2γ and BLIMP1, and separately for 

NANOG and OCT3/4. Scale bars: 200 μm. 
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3.4 考察 

本研究では，メッシュ構造基板を用いて細胞接着場を調節することでマウス ES 細胞

に層状組織形成を誘導し，培養を継続した際に生じる組織形状の変化を調べた．また，

この一連の組織形成過程における遺伝子発現変化の網羅的解析を行った．ドーム状の立

体組織の形成においては，ドームを形成する薄い層状組織の外側表面においてアクチン

フィラメントの発達が観察された（Figure 3-2C）ことから，ドームの内側表面における

基底膜の存在が示唆された．実際に，DNA マイクロアレイによる解析結果から，細胞

外基質（extracellular matrix; ECM）に関わる遺伝子の発現変化を抽出すると，fibronectin 

1，collagen type I α2，collagen type IV α2，laminin α1，laminin β1 の発現が上昇していた

（Figure 3-7）．このことから，メッシュ構造基板上で培養したナイーブ状態のマウス ES

細胞が，網目を覆う過程で分泌した細胞外基質により，ドーム状の立体組織を形成する

薄い層状組織において基底膜が形成されている可能性が示唆されるが，さらなる検証が

必要である． 

本研究で行った遺伝子発現変化の網羅的解析と免疫蛍光染色法によるタンパク質発

現の観察により，メッシュ構造基板上で LIF 条件にて培養したナイーブ状態のマウス

ES 細胞が，始原生殖細胞様の遺伝子発現変化を示すことが明らかになった．先行研究

で報告されているように，始原生殖細胞マーカー遺伝子である Prdm1，Tfap2c，Dppa3，

Dazl はマウス ES 細胞においても発現しうる[3-19, 3-22, 3-25]．したがって，これらの遺

伝子の発現が，メッシュ構造基板上で培養したマウス ES 細胞において上昇することが

確認されたことから，メッシュ構造基板による細胞接着場の調節により始原生殖細胞様

の遺伝子発現変化が駆動されたことを示している．一方，先行研究により，多能性幹細

胞の自己複製能に関わる遺伝子である LIN28 は，多能性を維持したマウス ES 細胞にお

いて let-7 miRNA の成熟を阻害しているため，let-7 miRNA の発現は始原生殖細胞への

分化過程の後期においてのみ上昇することが示されている[3-26, 3-27]．本研究の結果で

は，Lin28a の発現はメッシュ構造基板を用いた培養により上昇しているにも関わらず，

始原生殖細胞の分化に重要とされる Nanos3 [3-28]の発現上昇は確認できなかった．した

がって，始原生殖細胞様の遺伝子発現変化は確認できたが，始原生殖細胞への分化過程

のどの段階にあたるのかは不明確な結果となった． 

マウスの始原生殖細胞は，着床後のエピブラストが，胚体外外胚葉から BMP4（bone 

morphogenetic protein 4）により，また，臓側内胚葉から BMP2（bone morphogenetic protein 

2）により刺激されることで生じることが明らかになっている[3-20]．この分化条件を in 
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vitro で再構成することで，多能性幹細胞から始原生殖細胞様細胞へと分化誘導する手

法が既に確立されている[3-10]．マウス ES 細胞の場合，まず，2i+LIF 条件で培養して多

能性状態を基底状態に遷移させた後に，ActivinA および bFGF（basic fibroblast growth 

factor）によりエピブラスト様細胞へと分化誘導し，さらに BMP4 で刺激することで始

原生殖細胞様細胞を得る[3-10]．この過程では，初期胚発生過程において内部細胞塊が

エピブラストへと分化した後に，エピブラストから始原生殖細胞へと分化する現象を模

倣したものである．そのため，多能性幹細胞からエピブラスト様細胞を経て始原生殖細

胞様細胞へと分化させる過程においては，一時的に，Dnmt3b や T などのエピブラスト

と中胚葉のマーカー遺伝子の発現が上昇し，Nanog や Sox2 などの多能性マーカー遺伝

子の発現が低下することが報告されている[3-10]．しかし，本研究における DNA マイク

ロアレイによる解析結果からは，6 日間の培養期間において，エピブラストや中胚葉の

マーカー遺伝子は発現上昇を示さず，多能性マーカー遺伝子は高い水準で発現を保って

いた（Figure 3-4A）． 

さらに，先行研究で示された始原生殖細胞に関わる遺伝子の発現プロファイル[3-10]

と，本研究で得られた遺伝子発現変化の結果を比較したところ，本研究で確認された遺

伝子発現変化は，先行研究で示されたマウス ES 細胞がエピブラスト様細胞へ分化する

際の遺伝子発現変化よりも，エピブラスト様細胞が始原生殖細胞様細胞へ分化する際の

遺伝子発現変化に類似していることが示された（Table 3-5）．特に，始原生殖細胞に関わ

る遺伝子である Prdm1，Tfap2c，Prdm14，Dppa3，Kit，Dazl，Dnmt3a，Dnmt3b，Myc は，

先行研究と本研究で似た発現変化を示していた．また，始原生殖細胞様細胞の表面マー

カーである integrin β3 は，メッシュ構造基板上で培養したマウス ES 細胞においても発

現が上昇していた（Figure 3-7）．以上のことから，本研究で確認した始原生殖細胞様の

遺伝子発現変化は，先行研究[3-10]で示された分化過程とは異なるメカニズムによるも

のだと考えられる．つまり，メッシュ構造基板を用いた細胞接着場の調節により引き起

こされた始原生殖細胞様の遺伝子発現変化は，ナイーブ状態のマウス ES 細胞からエピ

ブラスト様細胞を経由せずに生じる，多能性状態の変化により生じたものであると考え

られる． 

  



 

52 

 

  

Figure 3-7 | Differential expression analysis of microarray data for genes related to cell 

adhesion and ECMs from mesh-cultured cells at Day 2 (n = 3), Day 3 (n = 3), Day 6 (n = 4), 

and from dish-cultured mESCs (n = 3) as control. (A) Heatmap display of the related genes 

which showed more than 6 of expression values. (B) Fold changes of a surface marker of 

PGC-like cells (integrin β3) and differentially changed genes (vinculin, talin 1, integrin α3 

and α5) in log10 scale, with SDs. 
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Table 3-5 | Comparison of expression changes of PGC-related genes between this study and a 

previous study [3-10]. Right-pointing arrow indicates less than 2-fold increase or decrease, 

single up-pointing and down-pointing arrows represent between 2-fold and 4-fold increase 

and decrease, respectively, and double up-pointing and down-pointing arrows indicate more 

than 4-fold increase and decrease, respectively. The red colored arrows represent data which 

are consistent with the previous research. Asterisks: data presented in Gene Expression 

Omnibus (GEO) database (accession number; GSE30056). Bars: no data in the previous study. 

EpiLC (d2): epiblast-like cells after 2-days culture. PGCLC (d6): PGC-like cells after 6-days 

culture. BVSC: Blimp1-mVenus and Stella-ECFP in the previous study. 

 This study K. Hayashi, et al., Cell 146, 519 (2011) 

 
Dish mESC Mesh Day 2 Mesh Day 6 ESC EpiLC (d2) 

PGCLC (d6) 

 BV/BVSC(+) BV(-) 

Pou5f1  →  →   →  → ↓ 

Nanog  ↑  →   ↓↓  ↑ → 

Sox2  ↑  →   ↓  ↑↑ ↑ 

Prdm1  ↑  →   ↓↓  ↑↑ ↑↑ 

Tfap2c  ↑↑  ↑   ↓↓*  ↑↑ ↑↑ 

Prdm14  ↑  →   ↓↓  ↑↑ ↑↑ 

Dppa3  ↑↑  →   →*  ↑↑ → 

Kit  ↑↑  ↑↑   ↓↓*  ↑↑* - 

Nanos3  →  →   →*  ↑↑ ↑ 

Tdrd5  →  →   ↑↑*  ↑ ↓↓ 

Dnd1  →  →   →*  ↑↑ → 

Rhox9  →  ↑↑   →*  ↑↑* - 

Suz12  →  ↑   →*  →* - 

Ddx4  →  →   ↑↑*  ↑ ↓ 

Dazl  ↑  ↑↑   →*  ↑↑ ↑ 

Piwil2  →  →   →*  →* - 

Uhrf1  →  →   →*  ↓↓ → 

Dnmt3a  ↓  →   ↑↑*  ↓↓ ↓↓ 

Dnmt3b  ↓↓  ↓   ↑↑  ↓↓ ↓↓ 

Myc  ↓↓  ↓   ↑↑*  ↓↓ → 

Hoxa1  →  →   →*  ↓↓ ↑ 

Hoxb1  →  →   ↑*  ↓↓ → 

Snai1  →  →   →*  → ↑↑ 

Prdm14  ↑  →   ↓↓*  ↑↑ ↑↑ 

Dnmt1  →  →   →*  ↑ ↑ 

Tcl1  ↑  →   ↓↓  ↑↑* - 

Esrrb  ↑  →   ↓↓  ↑↑* - 

Klf2  →  →   ↓↓  ↑↑* - 

Fgf5  →  ↓   ↑↑  ↓↓* - 
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次に，本研究で見られた始原生殖細胞様の遺伝子発現変化を引き起こすメカニズムを

考察する．先行研究により，OP9 フィーダー細胞を用いた中胚葉分化条件下において培

養したマウス ES 細胞に対して，ERK（extracellular signal-regulated kinase）シグナル伝達

経路を阻害すると，始原生殖細胞様細胞への分化を誘導できることが報告されている

[3-21]．ERK シグナル伝達経路は，さまざまな細胞種において非常に広範な機能を有し

ており，細胞外からの刺激に応答することや，焦点接着班複合体により活性化されるこ

とが知られている[3-29]．これらの事実を考慮すれば，メッシュ構造基板による細胞－

基板間接着が可能な領域の制限が，培養皿上での多能性維持培養と比較して，マウス ES

細胞に対して焦点接着班の形成を阻害し，ERK シグナル伝達経路に影響を与え，始原

生殖細胞様分化を駆動するきっかけとなっていることが十分に考えられる（Figure 3-8）．

本研究の結果からも，メッシュ構造基板上の細胞においては，vinculin，talin 1，integrin 

α3，integrin α5 といった焦点接着班複合体に関わる遺伝子の発現低下が認められる

（Figure 3-7）．また，Hoxa1，Hoxb1，Snai1 といった中胚葉マーカー遺伝子の発現が低

Figure 3-8 | A plausible mechanism for PGC-like differentiation under the mesh culture. We 

hypothesize that the mesh culture microenvironment may act as a primary trigger of ERK 

signaling inhibition via restriction of the formation of focal adhesion complexes and growth 

factor secretion which acts to eventually initiate PGC-like differentiation. 
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下していた（Figure 3-3）一方で，Vegfa の発現は上昇していた．ERK シグナル伝達経路

を阻害して始原生殖細胞様分化を誘導する先行研究[3-21]におけるOP9フィーダー細胞

の寄与は不明であるが，VEGF（vascular endothelial growth factor）のような生化学的因子

を分泌している可能性が，Vegfa の発現上昇から考えられる．以上のことから，メッシュ

構造基板による細胞接着場の調節が，ERK シグナル伝達経路などのメカノトランスダ

クションに関わるシグナル伝達経路を介して，ナイーブ状態のマウス ES 細胞に対して

始原生殖細胞様の遺伝子発現変化を引き起こしたことが考えられる． 

 

3.5 結言 

本章では，細胞接着場の調節により誘導される層状組織形成過程において，マウス ES

細胞に生じる多能性状態の変化を明らかにするため，メッシュ構造基板上における層状

組織形成に伴う遺伝子発現変化の網羅的解析を行い，多能性状態変化を示すタンパク質

の発現を調べた．まず，ナイーブ状態のマウス ES 細胞をメッシュ構造基板上で 3 日間

培養して層状組織を形成させ，その後さらに 3 日間培養を継続した．その結果，層状組

織の一部が突出してドーム状の立体組織が形成されることが観察された．また，この一

連の組織形成過程において，DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現変化の網羅的解

析を行った結果，始原生殖細胞様の遺伝子発現変化が生じることが確認された．さらに，

免疫蛍光染色法により，この結果に対応した多能性状態変化を示すタンパク質の発現が

確認された．したがって，多能性維持培養液を用いた条件にも関わらず，細胞接着が可

能な領域を制限したメッシュ構造基板上でマウス ES 細胞を培養すると，組織形成に伴

い，多能性状態の変化が自発的に進行することが明らかとなった．この結果は，多能性

幹細胞に対して細胞接着場を調節することにより，自発的な組織形成と分化を誘導でき

る可能性を示唆したものである． 
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第 4 章 

組織形状制御による多能性状態の領域特異性の理解 

4.1 緒言 

多細胞組織の形成は，増殖，変形，再配置などの細胞活動が，細胞接着場に応じて時

空間的に協調することで進行しており，形成された組織は，特徴的な組織形状を呈する

[4-1, 4-2]．また，多能性幹細胞を用いた in vitro 培養系では，組織形成に伴い，遺伝子発

現プロファイルの異なる多様な分化細胞が空間的な配置を伴って出現することが知ら

れている[4-3, 4-4]．多能性幹細胞の組織形成過程におけるこのような分化細胞の分布の

出現は，培養液の組成に応じた生化学的因子と，組織内力学状態が，領域特異的に遺伝

子発現を変化させることで誘導されている[4-5, 4-6]．また，多能性幹細胞の集団に対し

て細胞接着場を調節した培養系を用いることで，多能性状態の変化や細胞運命の決定に

際して，組織内力学状態が重要であることが先行研究により示されている[4-7, 4-8]．第

3 章においては，微細加工メッシュ構造基板を用いた細胞接着場の調節により，ナイー

ブ状態のマウス ES 細胞による層状組織形成に伴い始原生殖細胞様の遺伝子発現変化が

生じることを明らかにした．しかし，第 3 章で行った遺伝子発現変化の網羅的解析では，

層状組織形成過程における多能性状態の変化が，組織内力学状態に応じてどのようにし

て生じたのかは明らかにすることができなかった．また，第 3 章で行った免疫蛍光染色

法を用いた観察により，多能性状態変化に領域特異性が生じることが示唆されたが，そ

の詳細は示すことはできなかった．そこで，本章では，メッシュ構造基板による組織形

成誘導手法をさらに発展させ，層状組織の形状を制御することで，組織内力学状態に着

目して領域特異的な多能性状態の変化を明らかにする． 

多能性幹細胞が，組織内力学状態に応じて多能性状態を変化させることは，いくつか

の先行研究によって報告されている．例えば，多能性幹細胞のコロニーにおいては，組

織表面に張力が生じており，細胞運命決定に関わることが報告されている[4-9]．また，

コロニー周縁部における多能性幹細胞の力学的性質が，分化に関与していることも示さ

れている[4-10]．さらに，工学的アプローチにより細胞接着場を調節し，多能性幹細胞

の自己組織化過程における細胞挙動を制御することで，遺伝子発現の変化を調べた先行
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研究が報告されている[4-11, 4-12]．これらの先行研究により，組織内力学状態が多能性

状態を変化させることは明らかだが，多能性幹細胞の組織形成過程においては，組織内

力学状態に関わる組織形状に応じて領域特異的な多能性状態がどのように変化するか

について十分に調べられていない． 

本章では，マウス ES 細胞の層状組織形成過程における領域特異的な多能性状態の変

化が，組織内力学状態により生じることを示すことを目的とした．そのために，まず，

メッシュ構造基板上でマウス ES 細胞が形成した層状組織を観察することにより，厚さ

の異なる山と谷が繰り返される領域をもつ特徴的な組織形状を呈することがわかり，領

域特異的な多能性状態が観察されることを確認した．これらの領域は不規則に分布して

いたため，新しく「島状メッシュ構造基板」を設計し，これを用いて水平方向への組織

成長を拘束することで組織形状を制御し，層状組織が互いに孤立して形成されるように

した．このことにより，張り出したエッジ領域を有した島状の層状組織の形成を誘導す

ることに成功した．この島状の層状組織のエッジ領域の細胞と組織内部の細胞を比較し

て，エッジ領域特異的な多能性状態の変化が，組織形状に由来するエッジ領域特異的な

組織内力学状態によるものであることを示す． 

 

4.2 実験方法 

4.2.1 マウス ES 細胞の多能性維持培養 

本研究では，マウス ES 細胞株 E14tg2a（理研セルバンク）[4-13]，および，OLV2-1（理

研セルバンク）[4-14]を用いた．OLV2-1 は，OCT3/4-linker-Venus ベクターがノックイン

され OCT3/4 発現細胞を Venus 陽性細胞として確認できる細胞株である． 

いずれの細胞株も，G-MEM（富士フィルム和光純薬）に，10% fetal bovine serum（FBS; 

Sigma-Aldrich），1 mM sodium pyruvate（富士フィルム和光純薬），1% MEM non-essential 

amino acids（富士フィルム和光純薬），0.1 mM 2-mercaptoethanol（富士フィルム和光純

薬），1,000 units/mL leukemia inhibitory factor（LIF; 富士フィルム和光純薬）を加えた培

養液を用いて多能性維持培養を行った．細胞は，0.1% gelatin from porcine skin（gel strength 

300, type A; Sigma-Aldrich）でコーティングした培養皿を用いて，37 °C，5% CO2 環境で



 

61 

 

培養した．継代時は，TrypLE Express（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞を剥離さ

せ，2 日間の培養には 7.0×103 cells/cm2 に，3 日間の培養には 2.6×103 cells/cm2になるよ

うに細胞密度を調整して，新たな培養皿に播種した． 

 

4.2.2 微細加工メッシュ構造基板の作製と細胞培養 

微細加工メッシュ構造基板は，第 2.2.2 項で示した方法を用いて作製した．本研究で

は，対角線長 100 µm または 200 µm の正方形の網目が幅 5 µm の細線により形作られ

ているメッシュ構造基板を設計して用いた．また，新たに，対角線長 50 µm の正方形 36

個の網目からなる対角線長 300 µm の正方形の島状の網目が，互いに 600 µm の距離を

もって配置された形状をしている，島状メッシュ構造基板を設計して用いた． 

細胞播種を行う前に，メッシュ構造基板を培養皿に設置し，10 µg/mL laminin-511 E8 

fragment（iMatrix-511 silk; ニッピ）/ phosphate buffered saline（PBS）溶液により 37 °C で

1 時間コーティングした．次に，細胞密度が 1.0-5.0×106 cells/mL になるように調製した

細胞懸濁液 100 µL をメッシュ構造基板上に静かに滴下し，細胞を播種した．播種した

細胞がメッシュ線に接着するように，37 °C，5% CO2 環境下で 6 時間の培養を行った．

その後，メッシュ構造基板に接着できずに落下した細胞を除去するため，細胞が接着し

たメッシュ構造基板を新しい培養皿へと移設し，新しい培養液を加えた．阻害剤を用い

た培養を行う場合，この時点で培養液に 10 μM blebbistatin（Sigma-Aldrich），または，10 

μM Y-27632（富士フィルム和光純薬）を加えた．メッシュ構造基板に細胞を播種した時

点を Day 0 と定めた．Day 6 まで培養を継続する場合は，Day 3 で培養液を交換した． 
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4.2.3 免疫蛍光染色法によるタンパク質発現の観察 

細胞染色は，第 2.2.3 項で示した方法を用いて行った．免疫蛍光染色には，Table 4-1

に示した一次抗体と二次抗体を用いた．細胞核の染色には 4’,6-diamidino-2-phenylindole

（DAPI; 1:500; D1306; Thermo Fisher Scientific）を，アクチンフィラメントの染色には

Alexa Flour 647 phalloidin（1:100; A22287; Thermo Fisher Scientific）を用いた．蛍光画像

は共焦点レーザー走査型顕微鏡 FLUOVIEW FV3000（オリンパス）を用いて取得した．

また，LifeAct-tdTomato knocked-in E14tg2a 細胞株に対するライブイメージングには，イ

ンキュベーター型多光子走査型レーザー顕微鏡 LCV-MPE（オリンパス）を用い， 2 時

間間隔で 60 時間のタイムラプス撮影した．画像処理には Fiji [4-15]と Imaris（Bitplane）

を用いた． 

  

Primary antibodies 

Gene Dilution ID Vendor 

AP-2γ 1:100 sc-12762 Santa Cruz Biotechnology 

NANOG 1:200 ab80892 Abcam 

OCT3/4 1:100 sc-5279 Santa Cruz Biotechnology 

DAZL 1:200 ab34139 Abcam 

phospho-myosin light chain 2 

(Thr18/Ser19) 
1:100 #3674 Cell Signaling Technology 

phospho-p44/42 MAPK 

(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 
1:200 #4370 Cell Signaling Technology 

Secondary antibodies 

Name Dilution ID Vendor 

F(ab')2-goat anti-mouse IgG (H+L) 

cross-adsorbed secondary antibody 

Alexa Flour 546 

1:500 A-11018 Thermo Fisher Scientific 

Goat anti-rabbit IgG H&L Alexa 

Fluor 647 antibody 
1:500 ab150079 Abcam 

Table 4-1 | Lists of antibodies used for immunofluorescence microscopy. 
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4.2.4 マウス ES 細胞の安定トランスフェクション 

マウス ES 細胞株 E14tg2a に対して，pCAG プロモーターの下流において tdTomato で

タグ付けした LifeAct [4-16]を発現する LifeAct-tdTomato ベクターをノックインし，

LifeAct-tdTomato knocked-in E14tg2a 細胞株を新たに樹立した．樹立した LifeAct-tdTomato 

knocked-in E14tg2a 細胞株が多能性を維持していることを確認するため，免疫蛍光染色

法により観察し，多能性マーカーの発現を確認した（Figure 4-1）．また，本研究で用い

た LifeAct-tdTomato knocked-in E14tg2a 細胞株の継代数は 40 以下とした． 

マウス ES 細胞株 E14tg2a に対する LifeAct-tdTomato ベクターのリポフェクションに

は，FuGENE HD Transfection Reagent（Promega）を用いた．LifeAct-tdTomato ベクター

は，E. coli 株 DH5α competent cells（東洋紡）に対してアンピシリンによる標準的な形質

転換手法を用いることで増やした．プラスミド DNA の抽出には，QIAfilter Plasmid Midi 

and Maxi Kits（Qiagen）を用いた．抽出したプラスミド DNA を用いて，E14tg2a 細胞株

に対してトランスフェクションを実施する際には，細胞密度が 2.8×104 cells/cm2 となる

ように播種し 8 時間培養した後，14 µL FuGENE HD Transfection Reagent を含む 357 µL

の 0.02 μg/μL プラスミド DNA / G-MEM 溶液を添加し，さらに 40 時間培養した．その

Figure 4-1 | Pluripotency check for the established LifeAct-tdTomato knocked-in E14tg2a cell 

line cultured on gelatin-coated culture dish under pluripotency maintenance condition at Day 

3 (passage number 31). Scale bar: 100 μm. 
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後，LifeAct-tdTomato を発現している細胞をソーティングするため，BD FACSMelody cell 

sorter（BD Biosciences）を用いてセルソーティングを実施した．ソーティングした細胞

は，再び培養皿に播種し十分に増殖させた．計 4 回に渡り，増殖のための培養とセル

ソーティングを実施することにより，安定して LifeAct-tdTomato を発現する細胞株を樹

立した． 

 

4.2.5 レーザーアブレーションによる組織内力学状態の評価 

メッシュ構造基板上で形成された層状組織における組織内力学状態を評価するため

に，多光子走査型レーザー顕微鏡 FLUOVIEW FV1200MPE（オリンパス）を用いてレー

ザーアブレーション実験とライブイメージングを行った．レーザーアブレーションの実

施前には，10 分間のタイムラプス撮影を行うことで，組織の状態を確認した．次に，

レーザーアブレーションにより刺激する座標を定め，波長 900 nm のチタン・サファイ

アレーザーを最大出力で 5-10 秒間照射した．その後，組織の変形を観察するため，20

分間のタイムラプス撮影を行った． 

 

4.2.6 画像解析による細胞核形状とタンパク質発現の定量評価 

細胞核形状の定量評価を行うために，共焦点レーザー走査型顕微鏡による DAPI の三

次元再構築画像から，細胞核にあたる領域を抽出する際には， VoTracer2

（http://www2.riken.jp/brict/Ijiri/VoTracer/index.html）の Segmentation Contour Mesh (B-

HRBF) 機能を用いた．細胞核領域を抽出した後は，Fiji の 3D Roi Manager プラグイン

[4-17]を用いて，各細胞核における輝度を測定した．OCT3/4-Venus および AP-2γ の平均

輝度は，DAPI の平均輝度を用いて正規化し，各細胞核に対して正規化された比率を算

出した．また，細胞核の形状を解析するために，上記の 3D Roi Manager プラグインを用

いて，細胞核領域のそれぞれに対して楕円体フィッティングを行った．フィッティング

した各楕円体の 3 つの軸をそれぞれ 1 軸，2 軸，3 軸とし，それぞれの長さを L1，L2，

L3（L1 ≥ L2 ≥ L3）として定めた．さらに，各楕円体に対して，伸長比を L1 / L2，扁平率
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を L2 / L3として算出し，細胞核の伸展度合いを評価した． 

タンパク質発現の定量評価を行うために，共焦点レーザー走査型顕微鏡による三次元

再構築画像から，メッシュ構造基板の基板面に沿ってスライスした画像を基にして，島

状の層状組織における周縁部から中央部にかけての，OCT3/4，AP-2γ，アクチンフィラ

メント，リン酸化ミオシン軽鎖（phospho-myosin light chain; pMLC），pERK（phospho-

extracellular signal-regulated kinase）の輝度の分布を解析した．まず，層状組織の輪郭を

取得するために，アクチンフィラメントまたは pERK の蛍光画像に対して Fiji [4-15]を

用いて自動で閾値を定めて二値化処理を施し，さらに，二値化画像に対して領域の拡大

と縮小を 3 ピクセル幅で 2 回繰り返して，輪郭を平滑化した．次に，得られた輪郭を，

周縁側から中央側へ向かって 16 ピクセル幅で縮小させることにより順番に分割し，4

つの同心円状の関心領域として定めた．各関心領域について，各チャンネルの平均輝度

値を計算し，DAPI の平均輝度値を基に正規化した．最後に，各関心領域における正規

化された値を，最も中央側の関心領域の値を 1 とした比率としてさらに正規化し，周縁

側から中央側にかけての輝度の分布を定量的に評価した． 

 

4.2.7 RT-qPCR による遺伝子発現解析 

メッシュ構造基板上で培養した細胞のうち，OCT3/4 の発現が低い low OCT3/4-Venus

細胞群に対して RT-qPCR（real time quantitative polymerase chain reaction）解析を行うた

めに，TrypLE Express（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞を剥離させ，BD FACSMelody 

cell sorter（BD Biosciences）を用いたセルソーティングを行い，low OCT3/4-Venus 細胞

株をソーティングした．次に，前方散乱光（forward scatter; FSC）シグナルと側方散乱光

（side scatter; SSC）シグナルの値から，細胞と思われる集団に対して手動でゲーティン

グを行った．Venus low ゲートは，島状メッシュ構造基板上で培養した非蛍光のマウス

ES 細胞を用いて手動で設定した．セルソーティングの結果の可視化には，FlowJo single 

cell analysis software（BD Biosciences）を用いた． 

細胞の total RNA は，ISOGEN II（ニッポンジーン），p-bromoanisole を用いて RNA を

含む水層を回収した後，NucleoSpin RNA（タカラバイオ）を用いて精製して抽出した．

RT-qPCR 解析に用いたサンプルは，dish-cultured mESCs（n = 6），low OCT3/4-Venus 

expressing OLV2-1 cells on the island meshes（n = 6）とし，それぞれ 3 回ずつの技術的反



 

66 

 

復実験を行った．抽出した total RNA に対する逆転写反応には，Transcriptor Universal 

cDNA Master（Sigma-Aldrich）を用いた．RT-qPCR には，StepOne Real-Time PCR System

（Thermo Fisher Scientific）と PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）

を用いた．RT-qPCR 解析に用いたプライマーセットの配列は，Table 4-2 に示した通りで

ある．mRNA 発現量の比較定量のためには，Gapdh を内在性コントロール遺伝子とし

て，ΔΔCt 法を用いた．なお，ΔCt 値に対しては，四分位範囲（interquartile range; IQR）

を 3 倍にした値を用いて，統計的に外れ値を決定し除外した． 

  

Gene Forward primer Reverse primer Reference 

Pou5f1 GATGCTGTGAGCCAAGGCAAG GGCTCCTGATCAACAGCATCAC Hayashi et al., 2011 

Nanog CTTTCACCTATTAAGGTGCTTGC TGGCATCGGTTCATCATGGTAC Hayashi et al., 2011 

Tfap2c GGGCTTTTCTCTCTTGGCTGGT TCCACACGTCACCCACACAA Hayashi et al., 2011 

Prdm1 AGCATGACCTGACATTGACACC CTCAACACTCTCATGTAAGAGGC Hayashi et al., 2011 

Myc AAGGAGAACGGTTCCTTCTGAC GCTGAAGCTTACAGTCCCAAAG Hayashi et al., 2011 

Map2k1 CAAGGTCTCCCACAAGCCAT GTAGAAGGCCCCGTAGAAGC Designed 

Mapk3 GTCTCTGCCCTCGAAAACCA TGATGCGCTTGTTTGGGTTG Designed 

Dusp6 CAGCGACTGGAATGAGAACAC GGAACTTACTGAAGCCACCT Yang et al., 2012 

Gapdh GCACAGTCAAGGCCGAGAAT GCCTTCTCCATGGTGGTGAA Designed 

 

Table 4-2 | List of primer sequences (5’ -> 3’) used for RT-qPCR analysis. The two references 

are represented as [4-18] and [4-19] in this chapter. 
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4.3 実験結果 

4.3.1 層状組織における組織形状に応じた多能性状態 

細胞集団による組織形成は，細胞接着場の影響の下で，細胞集団による増殖，変形，

再配置，分化などの活動により生じている[4-20, 4-21, 4-22, 4-23]．そこで，メッシュ構

造基板による細胞接着場の調節によりマウス ES 細胞に対して層状組織形成を誘導し，

形成された層状組織における組織形状を観察することで，多能性状態にどのような領域

特異的な変化が生じているか調べた（Figure 4-2A）．マウス ES 細胞は，ナイーブ状態で

多能性を維持したものを用い，対角線長 200 µm の正方形形状のメッシュ構造基板に播

種し，LIF 条件にて培養した． 

メッシュ構造基板上で増殖したマウス ES 細胞は，細胞－細胞間接着を介して Day 3

までに層状組織を形成した．形成された層状組織には，厚さの異なる山と谷が繰り返さ

れる領域をもつ特徴的な組織形状を呈することがわかった．これらの組織形状の特徴か

ら，Figure 4-2B に示すように，「エッジ領域」（edge），「谷領域」（trough），「山領域」（crest）

として，層状組織における特徴的な領域を区別した．ここで，エッジ領域は，メッシュ

構造基板上で層状組織により覆われていない網目に隣接している，層状組織の周縁部の

領域である（Figure 4-2C）．山領域は，層状組織が分厚い領域であり，谷領域は，山領域

の間に存在する薄い領域である（Figure 4-2C）．この谷領域は，分厚い山領域を取り囲

むように分布していることが観察できた．また，このような特徴的な組織形状は，網目

サイズの異なるメッシュ構造基板上においても観察された．Figure 4-2C に示す 200 µm

のメッシュ構造基板と比較して，網目サイズが小さい 100 µm のメッシュ構造基板にお

いては，エッジ領域がより少ない様子が観察された（Figure 4-3）．このことは，網目サ

イズに応じて層状組織によるメッシュ構造基板の被覆率が変化し，エッジ領域が形成可

能な領域が減少するためであると考えられる．一方，谷領域については，網目サイズが

異なる場合においても，変わらず形成されていた．したがって，谷領域は，層状組織が

水平方向に成長する過程で，山領域を囲むエッジ領域が網目を覆う際に，隣り合う層状

組織のエッジ領域同士が出会い融合した際に生じているものであると考えられた． 

次に，これらの特徴的な組織形状がマウス ES 細胞の多能性状態に及ぼす影響を調べ

るため，それぞれの領域において，多能性マーカーである OCT3/4 の発現とアクチン

フィラメントの発達を観察した．興味深いことに，共焦点レーザー走査型顕微鏡により
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撮影した層状組織の三次元再構築画像から，山領域の組織内部の細胞においては，

OCT3/4 の発現が比較的高いことがわかった（Figure 4-2D）．また，山領域の組織内部の

細胞は，丸い細胞核形状をしておりアクチンフィラメントがそれほど発達していないこ

とがわかった（Figure 4-2D）．一方，山領域の組織表面の細胞においては，OCT3/4 の発

現が低く，細胞核が扁平になっており，アクチンフィラメントが発達していることがわ

かった（Figure 4-2D）．また，谷領域の細胞においては，OCT3/4 の発現が低く，アクチ

ンフィラメントが非常に発達していた（Figure 4-2E）．同様に，エッジ領域の細胞におい

ては，OCT3/4 が発現していない細胞が見受けられ，アクチンフィラメントが非常に発

達していた（Figure 4-2E）．これらの特徴は，100 µm のメッシュ構造基板においても同

様に観察された（Figure 4-3）．また，200 µm および 100 µm のメッシュ構造基板の両方

において，Day 6 まで培養を継続した場合にも同様の領域特異性が観察された（Figure 

4-4）．このことから，それぞれの領域における領域特異的な性質は網目のサイズに依存

しないことが示された． 

したがって，メッシュ構造基板上で形成される層状組織において，特徴的な組織形状

に応じた領域特異的な OCT3/4 の発現低下とアクチンフィラメントの発達が観察される

ことがわかった．アクチンフィラメントの発達は組織内力学状態に応じて生じることが，

先行研究により示されている[4-24]．そのため，層状組織内部の細胞に比べて，山領域

の組織表面の細胞，および，谷領域とエッジ領域の細胞においては，組織内力学状態の

影響により多能性状態が変化していることが示唆される．特に，谷領域とエッジ領域に

おいては，山領域の組織内部の細胞が凝集することにより生じる力に対して，領域特異

的に張力が生じていることが，アクチンフィラメントの発達などにより示唆された．し

たがって，このような層状組織における領域特異的な組織内力学状態に応じて，これら

の領域の細胞においてアクチンフィラメントが発達し，領域特異的な多能性状態の変化

が引き起こされたことが考えられる． 

  



 

69 

 

  

Figure 4-2 | Tissue topography of mESC layers on microstructured mesh substrates. (A) 

Schematic illustration of mesh substrate setup in a suspended position for cell seeding, and the 

mesh-filling process leading to cell layer formation. (B) Schematic illustration of tissue 

topography formed on the mesh substrates. The resulting topographical features are indicated 

as “edge”, “trough” and “crest”. (C) Wide view of Z-projections of confocal images showing 

the topography of cell layers on mesh substrates at Day 3. (D) Vertical (Y plane) cross-sections 

taken at positions (Y1, Y2 in E) of the cell layer region indicated by the yellow broken line in 

C. (E) Horizontal (Z plane) cross-sections at different heights (Z1, Z2, Z3 in D) of the cell 

layer region indicated by the yellow box in C. Topographical zones with well-established F-

actin bundle was associated with low OCT3/4 expression. Scale bars: 100 μm. 
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Figure 4-3 | Tissue topography of mESC layers on 100 μm-sized microstructured mesh 

substrates. (A) Wide view of Z-projections of confocal images showing the topography of cell 

layers on mesh substrates at Day 3. (B) Vertical (Y plane) cross-sections taken at positions 

(Y1, Y2 in C) of the cell layer region indicated by the yellow broken line in A. (C) Horizontal 

(Z plane) cross-sections at different heights (Z1, Z2, Z3 in B) of the cell layer region indicated 

by the yellow box in A. Topographical zones with well-established F-actin bundle was 

associated with low OCT3/4 expression. Scale bars: 100 μm. 
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Figure 4-4 | Tissue topography of mESC layers on microstructured mesh substrates at Day 6. 

(A) Wide view of Z-projections of confocal images showing the topography of cell layers on 

200 μm-sized mesh substrates at Day 6. The boxed regions are shown as magnified individual 

confocal slices in B and C. (B, C) Horizontal (Z plane) and vertical (Y plane) cross-sections 

of the cell layer indicated by the yellow box in A. (D) Wide view of Z-projections of confocal 

images showing the topography of cell layers on 100 μm-sized mesh substrates at Day 6. The 

boxed regions are shown as magnified individual confocal slices in E and F. (E, F) Horizontal 

(Z plane) and vertical (Y plane) cross-sections of the cell layer indicated by the yellow box in 

D. Scale bars: 100 μm. 
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4.3.2 島状メッシュ構造基板が誘導するエッジ領域形成 

第 4.3.1 項で観察された，層状組織における領域特異的な組織内力学状態と多能性状

態を調べるため，それぞれの層状組織が孤立した状態で，張り出したエッジ領域を有す

る島状の層状組織を形成するように，島状メッシュ構造基板を新たに設計した（Figure 

4-5A）．メッシュ構造基板上で形成される層状組織においては，エッジ領域，谷領域，

山領域の分布を制御できないため，領域特異的な組織内力学状態と多能性状態を調べる

ことが難しかった．そこで，島状メッシュ構造基板を用いることで，水平方向への組織

成長を拘束することで，層状組織が互いに孤立して形成されるようにした．これにより，

島状の層状組織において，中央の分厚い山領域と，それを取り囲むエッジ領域の形成を

誘導し，組織形状を制御した．島状の層状組織同士は，互いに孤立して形成されるため，

谷領域は形成されない．以降は，この島状メッシュ構造基板を用いて，エッジ領域特異

的な組織内力学状態と多能性状態変化を調べた． 

島状メッシュ構造基板は，対角線長 50 µm の正方形 36 個の網目からなる対角線長 300 

µm の正方形の島状の網目が，互いに 600 µm の距離をもって配置された形状をしてい

る（Figure 4-5A）．この形状の設計には，メッシュ構造基板上におけるマウス ES 細胞の

層状組織形成の速度が網目サイズに依存することを利用している．実際に，網目サイズ

が小さい島部の上では速やかに網目を覆い，島状の層状組織を形成することが確かめら

れた（Figure 4-5B & 4-5C）．次に，島状メッシュ構造基板上における，ナイーブ状態の

マウス ES 細胞の層状組織形成過程をタイムラプス撮影により観察した（Figure 4-5D）．

島状メッシュ構造基板上に播種された細胞は，島部の 50 µm の網目を 1 日間ですべて

覆い，島状の層状組織を形成した．Day 3 までには，島状の層状組織は厚みを増し，島

部から張り出したエッジ領域が出現した（Figure 4-5D, arrows）．この張り出したエッジ

領域は，細胞－基板間接着が可能な領域が存在しない位置でメッシュ線同士を橋渡しす

るように形成されており，再現性良く形成されることが確認できた． 

次に，安定トランスフェクションにより新たに樹立した LifeAct-tdTomato knocked-in 

E14tg2a 細胞株を用いて，LifeAct-tdTomato の発現を観察することで，島状の層状組織か

ら張り出したエッジ領域におけるアクチンフィラメントの発達を，タイムラプス撮影に

より確認した（Figure 4-5D）．さらに，張り出したエッジ領域が形成される Day 3 にお

いて，先行研究[4-25]に基づいてレーザーアブレーションにより組織の変形を観察し，

組織内力学状態を推定することを試みた．ここで，エッジ領域の組織内に，エッジの接

線方向の張力が存在すると仮定すれば，レーザーアブレーションにより物理的に破断が
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生じると，張力解放による組織の収縮が観察されることに留意した．レーザーアブレー

ションの前後の組織変形を観察するために，レーザーアブレーション前に 10 分間，レー

ザーアブレーション後に 20 分間のタイムラプス撮影を行った（Figure 4-5E）．レーザー

アブレーションにより刺激する座標は，張り出したエッジ領域においてアクチンフィラ

メントが発達している部位で，組織の縁のすぐ内側の点を選択した（Figure 4-5D, yellow 

allow heads）．レーザーアブレーションによりアクチンフィラメントが破断すると，組織

がエッジの接線方向および法線方向に速やかに収縮する様子が観察され，その後，10 分

間程度で組織が接線方向にさらに収縮することが確認できた（Figure 4-5E, kymograph）．

以上のことから，島状の層状組織から張り出したエッジ領域は，接線方向の張力が存在

する組織内力学状態にあることが示唆された． 

  

Figure 4-5 | Island mesh substrates designed to induce tissue formation of topography-

confined island-like layers with overhanging edges. (A) A schematic of an island mesh 

substrate showing spatially separated “islands” each consisting of 36 small square meshes with 

a diagonal length of 50 μm. The separation distance between adjacent islands was 600 μm. 

(B) A microscopic image showing isolated cell layers formed on an island mesh substrate at 

Day 3. (C) A schematic illustration of tissue topography formed on an island mesh substrate. 

(D) Timelapse images showing formation of an island-like cell layer by mESCs expressing 

LifeAct-tdTomato. Overhanging webbed edges were formed at the periphery of the cell layer 

by Day 3. (E) Representative timelapse images showing edge retraction following laser 

ablation. The yellow arrowhead indicates the ablated spot at the outermost edge. A pseudo-

colored composite image depicting the position of edge before and after retraction. The image 

was created by overlaying pseudo-colored images at 10 min pre-ablation and 20 min post 

ablation. Kymograph representation retraction dynamics following incision of F-actin at the 

ablated spot. Retraction occurred both in the circumferential and radial directions for a period 

of 10 min after ablation. Scale bars: 100 μm. [Figure is on next page.] 
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Figure 4-5 [Caption is on previous page.] 
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4.3.3 エッジ領域特異的な組織内力学状態と多能性状態の関係 

マウス ES 細胞が形成する層状組織における領域特異的な組織内力学状態と多能性状

態を調べるために，島状メッシュ構造基板上で Day 3 に形成される島状の層状組織にお

ける OCT3/4 と AP-2γ の発現を観察した．AP-2γ は，始原生殖細胞や栄養外胚葉のマー

カー遺伝子として知られており[4-18, 4-26]，第 3 章で示したメッシュ構造基板上での始

原生殖細胞様の遺伝子発現変化において発現上昇が確認された遺伝子である．はじめに，

確認のため，培養皿上で多能性維持培養したナイーブ状態のマウス ES 細胞において，

AP-2γ の発現が比較的低いことを観察した（Figure 4-6）．次に，島状の層状組織におけ

る OCT3/4 と AP-2γ の発現を共焦点レーザー走査型顕微鏡により観察した．三次元再構

築画像から，島状の層状組織には張り出したエッジ領域が存在することが確認できた

（Figure 4-7A, upper left）．エッジ領域に位置する細胞では，Figure 4-2 のエッジ領域で

観察された細胞と同様に OCT3/4 の発現が低下していた（Figure 4-7A, upper）．また，島

状の層状組織のエッジ領域に位置する細胞では，AP-2γ の発現は比較的高かった（Figure 

4-7A, upper）．対照的に，島状の層状組織の組織内部の細胞においては，OCT3/4 の発現

が認められ，AP-2γ の発現が低かった（Figure 4-7A, lower left）．また，組織内部の細胞

Figure 4-6 | Immunostaining for OCT3/4-Venus and AP-2γ in OLV2-1 mESC line culturedon 

gelatin-coated culture dish under pluripotency maintenance condition. AP-2γ was weakly 

expressed whereas OCT3/4-Venus was strongly expressed. Scale bars: 100 μm. 
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に比べて，エッジ領域に位置する細胞においては，アクチンフィラメントが非常に発達

していることが観察された（Figure 4-7A, right）．一方，組織内部の細胞においてもアク

チンフィラメントが観察されたが，個々の細胞の細胞膜に沿って存在していたことから，

細胞のアクチン皮質が観察されたものと考えられる（Figure 4-7A, right）． 

層状組織のエッジ領域において AP-2γ を発現している細胞は，伸展した細胞核を有し

ていることが観察された（Figure 4-7B, upper）．細胞核の形状は細胞が置かれた力学環境

に応じて変化すると考えられるため，島状の層状組織の組織内部と組織表面における細

胞の細胞核に対して，楕円体フィッティングによる形状解析を行った．その結果，島状

の層状組織の組織表面における細胞核は伸展しているものが多いことがわかり，球形状

に近い細胞核では OCT3/4 の発現が比較的高いことがわかった（Figure 4-7B, lower）．ま

た，伸展した細胞核を持つ細胞では，AP-2γ の発現が比較的高いことがわかった．以上

の結果から，細胞核の変形と，OCT3/4 と AP-2γ の発現変化には相関があることが示唆

された．さらに，張り出したエッジ領域における組織内力学状態を確認するために，ア

クチンフィラメントに加えてリン酸化ミオシン軽鎖の免疫蛍光染色を行った．リン酸化

ミオシン軽鎖は，アクチンフィラメントと相互作用することで，非筋細胞において収縮

力を発生することがよく知られている．島状の層状組織のエッジ領域においては，アク

チンフィラメントの発達と同様に，リン酸化ミオシン軽鎖の発達が観察された（Figure 

4-7C）ことから，細胞が収縮力を発生させることが可能な状態にあることが示唆された． 

島状の層状組織において観察された OCT3/4，AP-2γ，アクチンフィラメント，リン酸

化ミオシン軽鎖の輝度を用いて，エッジ領域から組織中央部にかけての発現分布を定量

的に評価した（Figure 4-7D）．そのために，島状の層状組織における周縁部から中央部

にかけての，4 つの同心円状の領域における輝度値を測定した（Figure 4-8A）．その結

果，アクチンフィラメントとリン酸化ミオシン軽鎖の輝度は，層状組織の周縁部である

エッジ領域で高かった一方で，組織中央部では低い値を示したことから，エッジ領域に

おける局在が示された（Figure 4-7D）．同様に，AP-2γ も層状組織の中央部に比べて，

エッジ領域を含む周縁部でより高い輝度を示した（Figure 4-7D）．反対に，OCT3/4 は明

確な傾向を示さなかった（Figure 4-7D）．これは，エッジ領域において OCT3/4 の発現が

低下した細胞の数が十分でなく，定量評価の結果に表れなかったことが原因だと考えら

れる．以上のことから，エッジ領域特異的な組織内力学状態と多能性状態について，エッ

ジ領域から組織中央部にかけての発現分布が類似した傾向を示すことが示され，相関が

あることが示唆された． 

このことをさらに確かめるために，島状メッシュ構造基板による培養時に非筋ミオシ

ン II 阻害剤である blebbistatin，もしくは，Rho 関連タンパク質キナーゼ阻害剤である Y-
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27632 を添加し，活性化ミオシンによる張力を阻害した環境下で培養した島状の層状組

織において解析を行った（Figure 4-8B & 4-8C）．その結果，blebbistatin を添加した場合

は，エッジ領域の張り出しがやや減少したが，発現分布には明確な差が確認できなかっ

た．また，Y-27632 を添加した場合は，エッジ領域の張り出しに差は認められなかった

が，アクチンフィラメントとリン酸化ミオシン軽鎖の輝度の組織周縁部への局在がやや

減少した．加えて，両条件でのエッジ領域における細胞核形状を観察したところ，阻害

剤を添加していない場合と同様に伸展した細胞核が見られた（Figure 4-9）．結果として，

今回添加した阻害剤の濃度では，エッジ領域の形成自体を阻害するには不十分であった

ことが考えられた． 

結果として，島状の層状組織において，OCT3/4 の発現低下と AP-2γ の発現上昇が示

す多能性状態の変化が生じているエッジ領域において，領域特異的な組織内力学状態が

アクチンフィラメントとリン酸化ミオシン軽鎖の発達により示唆された．また，これら

の分布には相関があることが示された．加えて，同様の観察結果が，島状メッシュ構造

基板上において Day 6 まで継続培養した場合にも観察された（Figure 4-10）． 

  

Figure 4-7 | Edge-localized alteration in pluripotency state of mESC layer on an island mesh 

substrate at Day 3. (A) Upper left: A 3D reconstructed image of an island-like mESC layer 

formed on an island mesh. Lower left: Vertical (Y plane) cross-section images along the lines 

indicated by Y1, Y2, and Y3 in the 3D reconstructed image. Right: Horizontal (Z place) cross-

section images along the heights indicated by Z1, Z2, and Z3 in the 3D reconstructed image. 

The cross-sections show peripheral cells (edge cells) with highly reduced OCT3/4 expression 

compared with interior cells which exhibit sustained expression. F-actin enrichment and 

relatively high AP-2γ expression at the tissue periphery (edges) is also apparent. (B) Upper 

left: Enlarged view of the boxed region in A-Z3 depicting nuclear deformation at the tissue 

edge. Upper right: 3D reconstruction of sliced images taken from the boxed region in A-Z3. 

Lower: Result of quantification of nuclear shape of edge cells by ellipsoid fitting. Cells with 

highly deformed nuclei (prolate or oblate spherical shapes) at the tissue edge showed relatively 

higher AP-2γ expression. In contrast, cells with round-shaped nuclei were mostly in the tissue 

interior and exhibited relatively higher OCT3/4 expression. (C) Horizontal cross-section 

images taken at the mesh substrate plane depicting high expression of F-actin and pMLC at 

the tissue edge. (D) Intensity analysis from the edge toward to the tissue interior for the 

indicated proteins. Mean intensities of each region of interest were normalized with that of the 

innermost region. Gray lines indicate the normalized mean values for individual samples 

quantified, while black diamond marks indicate the mean values of all samples for each region 

of interest. The number of analyzed samples were n = 8 for phalloidin and OCT3/4-Venus, 

and n = 4 for pMLC and AP-2γ, respectively. Scale bars: 100 μm. [Figure is on next page.] 
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Figure 4-7 [Caption is on previous page.] 



 

79 

 

  

Figure 4-8 | Edge-localized alteration in pluripotency state of mESC layer on island mesh 

substrates at Day 3. (A) Representative images of regions of interest for which intensity 

analysis was performed. For the details, see the subsection 4.2.6. (B) Horizontal cross-sections 

along the mesh substrate plane for blebbistatin and Y-27632 treated samples at Day 3. (C) 

Intensity analysis from the edge toward to the tissue interior for the indicated proteins. The 

data for control is the same as the shown in Fig. 3D. Blue and red marks indicate the results 

under blebbistatin and Y-27632 treatments. For each condition, the numbers of analyzed 

samples were n = 8 for phalloidin and OCT3/4-Venus, and n = 4 for pMLC and AP-2γ, 

respectively. Scale bars: 100 μm. 
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Figure 4-10 | Edge-localized alteration in pluripotency state of mESC layer on an island mesh 

substrate at Day 6. Upper left: A 3D reconstructed image of an island-like mESC layer formed 

on an island mesh. Lower left: Vertical (Y plane) cross-section images along the lines indicated 

by Y1, Y2, and Y3 in the 3D reconstructed image. Right: Horizontal (Z place) cross-section 

images along the heights indicated by Z1, Z2, and Z3 in the 3D reconstructed image. The 

cross-sections show that OCT3/4 expression was still maintained in the interior cells but was 

highly reduced in peripheral cells at the edge. In contrast, high AP-2γ expression and F-actin 

enrichment were observed at the edges. Scale bars: 100 μm. 

Figure 4-9 | Horizontal cross-sections along the mesh substrate plane for blebbistatin and Y-

27632 treated samples at Day 3. Enlarged images of the boxed regions depict nuclear 

deformation (indeicated by the yellow arrows) at the tissue edge. Scale bars: 100 μm. 
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4.3.4 エッジ領域特異的な多能性消失関連遺伝子の発現 

エッジ領域特異的な組織内力学状態が多能性状態を変化させる現象をより詳しく調

べるため，さらなる解析を行った．まず，エッジ領域に存在する多能性が消失した細胞

をソーティングすることを目指して，Day 3 の島状の層状組織を構成する細胞のうち，

OCT3/4 の発現が低い low OCT3/4-Venus 細胞群を，蛍光活性化セルソーターによりソー

ティングした（Figure 4-11A & 4-12）．次に，セルソーティングにより取得した low 

OCT3/4-Venus 細胞群に対して，RT-qPCR 解析により mRNA の発現量を調べた（Figure 

4-11B）．培養皿において LIF 条件で多能性維持培養したマウス ES 細胞をコントロール

とすると，low OCT3/4-Venus 細胞群においては，Pou5f1（OCT3/4）の発現は同程度であ

り，Nanog の発現はやや高かった．Tfap2c（AP-2γ）と Prdm1（BLIMP1）の発現は，low 

OCT3/4-Venus 細胞群において上昇していた．特に，Tfap2c の発現上昇については，第

4.3.3 項における免疫蛍光染色法による AP-2γ 発現の観察結果と一致した． 

次に，組織内力学状態と多能性状態変化を繋ぐ経路の一つとして知られている ERK

（extracellular signal-regulated kinase）シグナル伝達経路に着目し，ERK シグナル伝達経

路の活性化に関わる遺伝子である Myc，Map2k1（MEK1），Mapk3（ERK1），Dusp6 につ

いて mRNA 発現の解析を行った（Figure 4-11B）．Myc は，マウス ES 細胞において自己

複製能と多分化能に関わる遺伝子であることが知られており[4-27]，low OCT3/4-Venus

細胞群においては発現が低下していた．また，Map2k1 と Mapk3 の発現は low OCT3/4-

Venus 細胞群において上昇していた．これらの結果は，ERK シグナル伝達経路の活性化

に伴い Myc の発現が抑制されることを示した先行研究[4-28]と一致している．さらに，

pERK1/2 ホスファターゼである Dusp6 の発現は，low OCT3/4-Venus 細胞群においてや

や低下しており，ERK 活性化を示唆していた． 

ERK 活性化がエッジ領域特異的なものであることを確かめるため，免疫蛍光染色法

を用いて pERK の発現を観察した（Figure 4-11C）．その結果，島状の層状組織のうち，

OCT3/4 の発現が低下しているエッジ領域において，pERK の発現が観察された（Figure 

4-11C）．Figure 4-7 で示した結果と同様に，AP-2γ の発現がエッジ領域において確認で

きた（Figure 4-11C）．これらの観察結果に対して，第 4.2.3 項と同様の定量評価を行っ

たところ，pERK と AP-2γ の輝度は組織中央部と比較して，エッジ領域を含む周縁部で

高くなっていることが確認できた（Figure 4-11D）．興味深いことに，活性化ミオシンに

よる張力を抑制するために Y-27632 を添加して培養した島状の層状組織においては，島

状の層状組織の周縁部における pERK の輝度が低くなっていることがわかった（Figure 
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4-13）．以上のことから，島状メッシュ構造基板により形成された島状の層状組織にお

いて，エッジ領域特異的に生じる多能性状態の変化は，ERK 活性化により引き起こさ

れたことが示唆された． 

  

Figure 4-11 | Edge-localized ERK activation associated with pluripotency alteration at the 

tissue edge. (A) A workflow for RT-qPCR analysis from cell seeding to cell sorting. OCT3/4-

Venus low expression cells were obtained by cell sorting at Day 3. (B) RT-qPCR analysis at 

Day 3 for mRNA expression of pluripotency markers (Pou5f1 and Nanog), germ cell markers 

(Tfap2c and Prdm1) and ERK-related genes (Myc, Map2k1, Mapk3 and Dusp6). Individual 

mRNA expression was normalized against Gapdh and relative values were presented in log2 

scale, with standard deviations. (C) Characterization of pERK expression using 

immunofluorescence confocal microscopy. Upper: Horizontal cross-sections along the mesh 

substrate plane. Lower: High magnification images of the boxed region in the upper images. 

Pronounced pERK expression was localized at the tissue edge and correlated well with low 

OCT3/4 expression. Scale bars: 100 μm. (D) Intensity analysis of pERK distribution from the 

edge toward to the tissue interior in comparison with OCT3/4 and AP-2γ. The number of 

analyzed samples were n = 5. The intensity analysis and notation used are as indicated in 

Figure 4-7D. 
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Figure 4-13 | Edge-localized ERK activation associated with pluripotency alteration at the 

tissue edge. (A) Horizontal cross-sections along the mesh substrate plane for Y-27632 treated 

samples at Day 3. Scale bar: 100 μm. (B) Intensity analysis of pERK distribution from the 

edge toward to the tissue interior in comparison with OCT3/4 and AP-2γ. The number of 

analyzed samples were n = 5. The intensity analysis and notation used are as indicated in 

Figure 4-7D. Red marks indicate the results under Y-27632 treatments. 

Figure 4-12 | Criteria for sorting 

OCT3/4-Venus low cell population by 

manual gating. from the cells cultured 

on the island mesh substrates. First, 

Venus high population was determined 

using mESCs cultured on culture dish 

under the pluripotency maintenance 

condition. Then, Venus low population 

was determined using unlabeled 

mESCs cultured on the island mesh 

substrates. The cell population with 

low OCT3/4-Venus expression was 

sorted based on the Venus low gate. 
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4.4 考察 

本研究では，新たに設計した島状メッシュ構造基板を用いて組織形状を制御すること

により，基板の島部からエッジ領域が張り出した島状の層状組織の形成を誘導すること

に成功した．本研究は，この島状の層状組織において，エッジ領域特異的な組織内力学

状態と多能性状態を調べたものである．結果として，島状メッシュ構造基板上で形成さ

れた島状の層状組織において，エッジ領域に位置する細胞の OCT3/4 の発現低下，およ

び，AP-2γ の発現上昇が観察され，アクチンフィラメントとリン酸化ミオシン軽鎖の発

達から示唆されるエッジ領域特異的な組織内力学状態が，この多能性状態の変化に関与

することを示唆した．このような領域特異的な多能性状態の変化が，LIF 条件の多能性

維持培養液を用いた培養条件で，少なくとも Day 3 において観察されることは興味深い

事実である．先行研究により，組織形状に由来する組織内力学状態が多細胞組織の形態

形成において重要であることが，物理的な拘束下において確かめられている[4-29, 4-30]．

また，多細胞組織の組織形状を制御することにより，幹細胞の分化への影響を確かめる

実験も行われている[4-31, 4-32]．本研究で観察されたアクチンフィラメントとリン酸化

ミオシン軽鎖のエッジ領域での発達は，細胞－基板間接着が存在しない領域において認

められることから，組織の力学的な安定性に必要な張力により生じていると考えること

ができる[4-24]．本研究では組織内力学状態を十分に定量化することはできなかったが，

レーザーアブレーションの結果（Figure 4-5）と細胞核の変形の観察結果（Figure 4-7）か

ら，エッジ領域特異的な張力が存在することを定性的に示唆し，多能性状態の変化に関

与することを示唆した．実際に，先行研究により，アクチンフィラメント形成の増加が

多能性幹細胞の分化に関わることが報告されている[4-33, 4-34]． 

ERK シグナル伝達経路は，力学刺激に応じて多能性状態の変化にさまざまな影響を

及ぼすものであることが先行研究により報告されている[4-35]．また，ERK シグナル伝

達経路は，活性化ミオシンによる細胞張力の発生や，細胞移動におけるアクチンフィラ

メントの重合による細胞の変形を制御していることが報告されている[4-36, 4-37]．した

がって，本研究で観察されたエッジ領域特異的な組織内力学状態が，LIF 条件において

も，島状の層状組織のエッジ領域における ERK 活性化を引き起こしたと考えることが

できる．また，AP-2γ は始原生殖細胞の転写因子ネットワークにおいて重要な遺伝子と

して知られており[4-18, 4-38]，第 3 章で示したメッシュ構造基板における遺伝子発現変

化の網羅的解析においても発現上昇が確認されている．さらに，AP-2γ は，栄養外胚葉

への強制的な分化誘導過程において SOX2 と協調的に作用することにより，OCT3/4 と
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拮抗的な関係を示すことが報告されている[4-26]．したがって，ERK 活性化を介して，

OCT3/4 の発現低下と AP-2γ の発現上昇がともに生じたと考えることができる．ERK 活

性化が多能性の消失に関わることはすでに知られている．マウス ES 細胞においては，

MYC/MAX 複合体が ERK シグナル伝達経路を抑制することで，分化を阻害することが

報告されている[4-28, 4-39]．本研究においては，RT-qPCR 解析の結果により Myc の発現

低下が認められたこと（Figure 4-11B）から，これらの先行研究を考慮すれば，ERK 活

性化が促進され，多能性の消失を引き起こしたことが示唆される．したがって，本研究

で観察されたエッジ領域特異的な組織内力学状態が，LIF 条件においても，ERK 活性化

を介して，島状の層状組織のエッジ領域における OCT3/4 の発現低下と AP-2γ の発現上

昇を引き起こしたと考えることができる（Figure 4-14）． 

本研究は，島状メッシュ構造基板を用いた組織形状の制御により，多能性幹細胞の組

織形成過程において，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態の変化に関与すること

Figure 4-14 | A schematic showing association between tissue topography and pluripotency 

state transition in cell layer formation on island mesh substrates. Edge formation without 

substate support on the suspended island mesh substrates is expected to require enhanced F-

actin and pMLC development at the edge, as observed. In turn, the resulting actomyosin 

contractility (edge tension) might activate ERK-associated signaling pathway, leading to the 

observed pluripotency state alteration at the tissue edge. 
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を示唆したものである．しかしながら，blebbistatin と Y-27632 を用いた活性化ミオシン

の張力阻害実験においては，アクチンフィラメント，リン酸化ミオシン軽鎖，pERK の

いずれの発現もわずかに低下したのみに留まり（Figure 4-8B, 4-8C & 4-13），阻害剤を添

加していない場合と同様に伸展した細胞核が観察された（Figure 4-9）．また，より高い

濃度で阻害剤を添加した場合は細胞の生存率が低くなってしまったため，完全に張力を

阻害することは難しく，本研究で用いた阻害剤の濃度では部分的な阻害しか達成できな

かった．しかし，阻害剤を添加した場合においても，エッジ領域における張力の存在が

示唆される結果が得られたことから，エッジ領域の形成において張力が必要であること

が考えられた．この一因として，エッジ領域は，島状の層状組織の内部の細胞が凝集す

る力に晒されるため，エッジ領域の形成過程において組織形状を保つためには，張力が

存在する組織内力学状態となることが必要であることが考えられる． 

本研究では，エッジ領域特異的な組織内力学状態と ERK 活性化を示すことができた

が，ERK 活性化に対する組織内力学状態の寄与を，具体的なメカノトランスダクショ

ン経路として明らかにできなかったことは課題として残る．マウス ES 細胞における具

体的なメカノトランスダクション経路の例として，細胞膜張力の低下が FGF（fibroblast 

growth factor）のエンドサイトーシスを介して ERK 活性化を誘導し，多能性状態の消失

に繋がることが先行研究により示されている[4-40]．領域特異的な多能性状態の変化の

メカニズムを明らかにするためには，今後，このような経路を明らかにすることが必要

である．したがって，本研究の結果は，マウス ES 細胞の層状組織の周縁部と中央部で

異なる多能性状態が認められ，この多能性状態の変化が組織内力学状態により生じてい

ることを示唆したものであり，多能性幹細胞の組織形成過程における領域特異的な多能

性状態の変化の理解を目指したものであると言える． 

 

4.5 結論 

本章では，マウス ES 細胞の層状組織形成過程における領域特異的な多能性状態の変

化が，組織内力学状態により生じることを示すため，層状組織の組織形状を制御するこ

とで，領域特異的な組織内力学状態と多能性状態の関係を調べた．まず，メッシュ構造

基板上でナイーブ状態のマウス ES 細胞が形成する層状組織においては，厚さの異なる

領域が連なる組織形状をなしており，領域によって異なる多能性状態が観察されたこと
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に着目した．そこで，層状組織が互いに孤立して形成されるように工夫した島状メッ

シュ構造基板を新たに設計し，組織形状を制御することで，領域特異的な多能性状態の

変化に及ぼす影響を調べた．島状メッシュ構造基板を用いることにより島状の層状組織

が形成され，組織のエッジ領域は基板が存在しない領域に張り出した形状をなした．こ

のエッジ領域に対してレーザーアブレーションを行った結果，張力解放による組織の収

縮が観察できた．また，エッジ領域においては，張力の発生に関わるアクチンフィラメ

ントとリン酸化ミオシン軽鎖の顕著な発現が観察されたことから，エッジ領域は特異的

な組織内力学状態にあることが示された．さらに，免疫蛍光染色法による観察および RT-

qPCR 解析の結果，エッジ領域の細胞は，多能性マーカーである OCT3/4 の発現が低く，

始原生殖細胞マーカーである AP-2γ を発現していることを明らかにした．この結果を受

け，組織内力学状態と多能性状態変化を繋ぐ経路の一つとして知られている ERK シグ

ナル伝達経路に着目したところ，エッジ領域特異的に ERK 活性化が観察されたことか

ら，エッジ領域特異的な組織内力学状態が，ERK 活性化を介してマウス ES 細胞の多能

性状態変化を引き起こしている可能性が示唆された．結果として，微細構造培養基板に

より組織形状を制御する本研究の独創的なアプローチにより，多能性幹細胞の組織形成

過程において，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態の変化に関与することを明ら

かにした． 
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第 5 章 

結論 

5.1 本論文のまとめ 

多能性幹細胞の集団に対して培養環境を調節することにより，組織形成を誘導し in 

vitro で多細胞組織を構築する手法が注目されている．多能性幹細胞の組織形成能力を

引き出すためには，生化学的因子による培養液の組成の調節だけではなく，工学技術を

用いた細胞接着場の調節が重要である．このような工学的アプローチによる細胞接着場

の調節により，細胞接着を介して組織内力学状態が変化し，多能性幹細胞が形成する組

織において領域特異的な多能性状態の変化が引き起こされると考えられる．しかし，細

胞接着場の調節により作り出される組織内力学状態が多能性状態変化の領域特異性に

及ぼす影響については，十分に理解が進んでいない．そこで，多能性幹細胞の組織形成

過程において，微細構造培養基板を用いて組織形状を制御することにより，組織内力学

状態と多能性状態の領域特異性を理解することを目指して研究を行った． 

本論文では，マウス ES 細胞の組織形成過程における領域特異的な多能性状態の変化

が組織内力学状態により生じることを明らかにすることを目的とした．この目的のため

に，微細加工メッシュ構造基板を用いた組織形成誘導手法をより発展させ，細胞接着領

域の制限によりマウス ES 細胞の集団に対して層状組織形成を誘導した．まず，第 2 章

において，マウス ES 細胞の多能性維持培養条件に応じて，メッシュ構造基板における

層状組織形成能力が変化することを明らかにした．次に，第 3 章において，この層状組

織形成に伴い，マウス ES 細胞の多能性状態が変化することを明らかにした．さらに，

第 4 章において，新たに設計した島状メッシュ構造基板を用いて層状組織の組織形状を

制御することにより，領域特異的な多能性状態の変化に組織内力学状態が関与すること

を明らかにした． 

以下に，本論文の各章の主な結論をまとめる． 

第 1 章では，多能性幹細胞を用いた多細胞組織形成の現状を概説し，細胞接着場の調

節により誘導した組織形成過程における多能性状態変化の領域特異性の重要性を述べ

た．また，この領域特異的な多能性状態変化には組織内力学状態が重要であることから，
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分化誘導によらず，細胞接着場の調節のみにより多能性幹細胞の組織形成を誘導するこ

とで，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態変化に及ぼす影響を解析することの必

要性を論じた．さらに，細胞接着が可能な領域を制限することで組織形状を制御する手

法に着目し，微細加工メッシュ構造基板を用いることで，細胞接着場の調節のみにより

多能性幹細胞に対して層状組織形成を誘導すると同時に，領域特異的な状態変化を観察

可能であることを述べた． 

第 2 章では，マウス ES 細胞の維持培養条件により定まる多能性状態に応じて，組織

形成能力が異なることを検証するため，メッシュ構造基板を用いて平面的な組織成長を

促すことで層状組織の形成を誘導し，多能性状態の影響を調べた．マウス ES 細胞のナ

イーブ状態と基底状態の 2 つの多能性状態に応じた層状組織形成の差異を調べるため，

メッシュ構造基板により層状組織形成を誘導し，形成された層状組織の形状を観察した．

3 日間培養した結果，基底状態の細胞は不連続な層状組織を形成した一方で，ナイーブ

状態の細胞は網目をすべて覆い連続した層状組織を形成した．また，ナイーブ状態の細

胞の層状組織形成過程においては，網目を覆う際に生じる孔を囲むように，KRT8 発現

細胞がケラチン繊維を発達させている様子が，免疫蛍光染色法により観察できた．この

ことから，KRT8 発現細胞が層状組織形成における網目を埋める過程に寄与している可

能性が示唆された．以上のことから，基底状態のマウス ES 細胞と比較し，KRT8 発現

細胞群を含むナイーブ状態のマウス ES 細胞の方が，メッシュ構造基板上における層状

組織形成能力が高いことを示した．このことは，組織形成の誘導において多能性状態の

選択が必要であることを示しており，多細胞組織を構築する上で重要な知見が得られた． 

第 3 章では，細胞接着場の調節により誘導される層状組織形成過程において，マウス

ES 細胞に生じる多能性状態の変化を明らかにするため，メッシュ構造基板上における

層状組織形成に伴う遺伝子発現変化の網羅的解析を行い，多能性状態変化を示すタンパ

ク質の発現を調べた．まず，ナイーブ状態のマウス ES 細胞をメッシュ構造基板上で 3

日間培養して層状組織を形成させ，その後さらに 3 日間培養を継続した．その結果，層

状組織の一部が突出してドーム状の立体組織が形成されることが観察された．また，こ

の一連の組織形成過程において，DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現変化の網羅

的解析を行った結果，始原生殖細胞様の遺伝子発現変化が生じることが確認された．さ

らに，免疫蛍光染色法により，この結果に対応した多能性状態変化を示すタンパク質の

発現が確認された．したがって，多能性維持培養液を用いた条件にも関わらず，細胞接

着が可能な領域を制限したメッシュ構造基板上でマウス ES 細胞を培養すると，組織形

成に伴い，多能性状態の変化が自発的に進行することが明らかとなった．この結果は，

多能性幹細胞に対して細胞接着場を調節することにより，自発的な組織形成と分化を誘
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導できる可能性を示唆したものである． 

第 4 章では，マウス ES 細胞の層状組織形成過程における領域特異的な多能性状態の

変化が，組織内力学状態により生じることを示すため，層状組織の組織形状を制御する

ことで，領域特異的な組織内力学状態と多能性状態の関係を調べた．まず，メッシュ構

造基板上でナイーブ状態のマウス ES 細胞が形成する層状組織においては，厚さの異な

る領域が連なる組織形状をなしており，領域によって異なる多能性状態が観察されたこ

とに着目した．そこで，層状組織が互いに孤立して形成されるように工夫した島状メッ

シュ構造基板を新たに設計し，組織形状を制御することで，領域特異的な多能性状態の

変化に及ぼす影響を調べた．島状メッシュ構造基板を用いることにより島状の層状組織

が形成され，組織のエッジ領域は基板が存在しない領域に張り出した形状をなした．こ

のエッジ領域に対してレーザーアブレーションを行った結果，張力解放による組織の収

縮が観察できた．また，エッジ領域においては，張力の発生に関わるアクチンフィラメ

ントとリン酸化ミオシン軽鎖の顕著な発現が観察されたことから，エッジ領域は特異的

な組織内力学状態にあることが示された．さらに，免疫蛍光染色法による観察および RT-

qPCR 解析の結果，エッジ領域の細胞は，多能性マーカーである OCT3/4 の発現が低く，

始原生殖細胞マーカーである AP-2γ を発現していることを明らかにした．この結果を受

け，組織内力学状態と多能性状態変化を繋ぐ経路の一つとして知られている ERK シグ

ナル伝達経路に着目したところ，エッジ領域特異的に ERK 活性化が観察されたことか

ら，エッジ領域特異的な組織内力学状態が，ERK 活性化を介してマウス ES 細胞の多能

性状態変化を引き起こしている可能性が示唆された．結果として，微細構造培養基板に

より組織形状を制御する本研究の独創的なアプローチにより，多能性幹細胞の組織形成

過程において，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態の変化に関与することを明ら

かにした． 

以上のことから，本論文は，マウス ES 細胞がメッシュ構造基板上で形成する層状組

織において，その組織形状を制御することにより，組織内力学状態に応じて生じる多能

性状態の領域特異性を明らかにした．これにより，細胞接着場の調節により作り出され

る組織内力学状態が，組織形成過程における領域特異的な多能性状態の変化に及ぼす影

響を明らかにした．本論文のように，多能性幹細胞の自律的な組織形成を細胞接着場の

調節のみにより誘導すると同時に，組織形状を制御することで多能性状態の領域特異性

を調べた研究は他に例がなく，工学的アプローチによる多細胞組織構築手法の発展にお

いて重要な知見を提供するものである．また，多能性幹細胞はその多分化能の高さゆえ

に不安定な準安定状態で維持される細胞であることから，組織形成過程における組織内

力学状態と多能性状態の関係を理解することは，多能性幹細胞特有の細胞運命決定に関
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わる性質の理解に繋がるものである．多能性幹細胞を用いて胚発生過程を模倣し組織形

成を誘導する研究は，生化学的因子を用いた分化誘導によるものが多い．したがって，

細胞接着場の調節のみにより組織形成と多能性状態変化を誘導し，多能性幹細胞に内在

する自己組織化能力を理解しようとすることは，生化学的・工学的アプローチを組み合

わせた多細胞組織構築における多能性幹細胞のさらなる活用に貢献するための試みと

言える． 

 

5.2 今後の展望 

本論文は，多能性幹細胞の組織形成過程において，微細構造培養基板を用いることで

組織形状を制御し，組織内力学状態が領域特異的な多能性状態の変化に関与することを

示したものである．特に，多能性幹細胞を用いた多細胞組織構築手法における工学的ア

プローチによる培養環境の調節に着目し，多能性状態や組織内力学状態が組織形成に及

ぼす影響を調べ，将来的には培養環境の調節手法の発展に資する知見を得ることを目指

したものである．2000 年代以降，究極的には生体組織や臓器を実験室で作製すること

を目指し，多能性幹細胞を用いて多細胞組織を構築する手法の研究開発や，多能性幹細

胞の集団が培養環境から受ける影響を調べる研究が日進月歩で進められている．昨今で

は，再生医療・創薬に活用可能な多細胞組織が構築可能になり，さらには，脳神経ネッ

トワークが形成された脳オルガノイドや，生命の萌芽に迫る初期胚オルガノイドなどの

多細胞組織も構築可能になりつつある．このような多細胞組織の構築過程においては，

より精緻な培養環境の調節が必要とされるため，工学的アプローチの重要性がますます

高まると考えられる．また，このような組織構築過程においては，組織内力学状態に応

じて生じる領域特異的な状態変化を予測し，この状態変化を抑制もしくは促進するため

に，組織内力学状態を変化させる細胞集団の挙動を制御することが必要となるであろう．

したがって，多能性幹細胞の組織形成過程において，細胞挙動や組織変形を力学的な観

点から理解するメカノバイオロジー・バイオメカニクス研究が，工学的アプローチによ

る制御手法を発展させるための重要な知見をもたらすと考えられる． 

微細構造培養基板などの工学的アプローチを用いた組織形成誘導手法は，多能性幹細

胞だけではなく，さまざまな種類の細胞に対して適用可能であり，生体外で多様な多細

胞組織を構築しうる．生体外で培養した細胞集団から自在に多細胞組織を構築すること
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は，人類にとって待望の技術の一つである．そもそも細胞培養技術は，およそ 100 年前

に生体外での動物細胞の培養が初めて行われて以来，生体組織から胚由来の細胞やがん

細胞などの増殖性の高い細胞を取り出し人工的な環境で培養する中で発展してきた．近

年になり，ヒト iPS 細胞の樹立や，オルガノイドなどの多細胞組織構築技術の進展によ

り，培養細胞の再生医療・創薬への活用が可能となると同時に，培養細胞から構築する

培養肉や培養皮革などの生産技術の開発が進められ，細胞培養技術が実用の域に達しつ

つある．特に，培養肉については，既に基礎的な技術はほぼ確立されており，主に環境

影響の低減や動物福祉の観点から普及が待たれている．このような培養組織においては，

組織内に複数種類の細胞を配置し，細胞増殖と細胞外基質の分泌を促すことで目的の培

養組織を得る．このために必要な技術的要素として，細胞集団の空間的な配置や配向性

を制御する工学技術の開発が，培養組織生産の実用化に向けて進められている．した

がって，次世代の組織工学においては，このような培養組織を構成する細胞集団を空間

的に制御する工学技術が必須となるであろう． 

培養細胞から構築した培養組織のさらなる活用のためには，将来的に，培養組織全体

の形状を制御することが必要となると予想する．具体的には，微細構造培養基板を用い

た組織成長の物理的な拘束下において細胞集団に培養組織を構築させ，形成される組織

の形状を自在に操る手法の開発により，培養組織の成型が可能になるだろう．そのため

には，培養組織を構築させる細胞種ごとに，形成しうる組織形状を把握することが，第

一歩として必要である．培養組織の形状については，細胞集団が自己組織的に形成する

形状についての研究は行われているにも関わらず，形状制御の観点からはこれまでに研

究がほとんどなされていない．したがって，組織成長の物理的な拘束下において，細胞

集団が in vitroで取りうる組織形状を調べる研究は，基礎的でありながら未着手であり，

今後の方向性として興味深い．現代社会ではプラスチックの台頭により複雑な形状を成

型することが可能になっている一方で，資源制約や廃棄物制約による諸問題が問われて

久しい．地球社会の持続可能な発展のためには，環境負荷が比較的低い生物由来材料の

活用が必要であることは明白であり，培養骨や培養木材などの培養組織の活用も必要と

なるであろう．微細構造培養基板を用いて組織形状を制御する手法が，再生医療・創薬

のみならず，培養組織を構築するものづくりにおいても貢献するものとなることを願う． 
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