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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 iPS 細胞研究中核拠点および疾患・組織別実用化研究拠点との緊密な連携のもと、医療用ヒト iPS 細

胞の樹立、培養・増幅、分化誘導に有用なフィーダーフリー培養基材の開発を進めている。平成 28 年度

は、コラーゲン結合性ラミニン E8 フラグメント（CBD-E8 フラグメント）の有用性の検証、およびヒト

iPS 細胞の分化誘導に有用なラミニン E8 フラグメントの製造および活性評価に取り組み、以下の成果

を得た。 
CBD-E8 フラグメントを担持させたコラーゲンゲル（CBD-E8/コラーゲンゲル）上でヒト iPS 細胞を

培養し、マトリゲル上で培養した場合と比較検討した。CBD-E8/コラーゲンゲル上で培養した iPS 細胞

はアルカリホスファターゼで強染される球状のコロニーを生じたが、マトリゲル上では網目状に連結さ

れた不定形のコロニーを生じ、アルカリホスファターゼの染色性も CBD-E8/コラーゲンゲルより低下し

ていた。また、CBD-E8/コラーゲンゲル上で生じた球状コロニーの内部には腔ができており、腔周囲の細

胞は初期胚のエピブラストを連想させる形態を有していた。これらの結果は CBD-E8/コラーゲンゲルが

マトリゲルとは異なる活性を有する新たな幹細胞用三次元培養基材として利用可能であることを示して

いる。なお、分担機関の（株）ニッピでは、CBD-511E8 フラグメントを安定発現する CHO 細胞株のラ

ージスケール培養を実施して、CBD-511E8 フラグメントを大量製造する態勢を整えた。 
 ヒト iPS 細胞の分化誘導用基材として既に有用性が確認されたラミニン 121E8（中胚葉・巨核球分化

誘導に有効：京都大学 iPS 細胞研究所・江藤浩之教授との共同研究の成果）、ラミニン 211E8/221E8（心

筋細胞の純化に有効：大阪大学大学院医学研究科・澤芳樹教授との共同研究の成果）、ラミニン 411E8（血

管内皮細胞の分化誘導に有効：京都大学 iPS 細胞研究所・中畑龍俊教授、斎藤潤准教授との共同研究の

成果）に加えて、角膜上皮細胞の分化誘導にラミニン 332E8 が有効であることを大阪大学医学研究科・

西田幸二教授との共同研究により明らかにした。また、東京医科歯科大学大学院保健衛生学研究科・赤澤

智宏教授との共同研究により、複数のラミニン E8 フラグメントを組み合わせた筋衛星細胞の培養プロト

コールを策定するとともに、京都大学 iPS 細胞研究所の桜井英俊准教授と共同して、iPS 細胞から効率

よく骨格筋幹細胞を分化誘導する新規ラミニン E8 フラグメントを同定した。これらの成果を踏まえて、

ラミニン 121E8、221E8、332E8 をそれぞれ安定に高発現する cGMP 規格の CHO 細胞株を取得し、医

療応用可能な組換えラミニン E8 フラグメントの製造に向けた態勢を整えた。ラミニン 411E8 および

511E8 については CHO 細胞安定発現株を取得済みであり、今年度の成果をもって“5 種類のラミニン

E8 フラグメントを高発現する CHO 細胞クローンをすべて取得する”という開発終了時の達成目標を達

成した。また、CHO 細胞安定発現株のクローニング法を改良し、従来よりも高効率かつ短時間でラミニ

ン E8 安定発現細胞株を取得するプロトコールを策定した。 
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（英文概要） 
 We aimed to develop culture substrates optimized for establishment, cultivation and 
expansion, and directed differentiation of human iPS cells, particularly those for clinical use, 
through collaboration with the Centers participating in the Research Center Network for 
Realization of Regenerative Medicine. We focused our efforts on (i) the development of collagen-
based three-dimensional (3D) culture substrates using laminin fragments endowed with collagen 
binding activity, and (ii) verification of the advantage of various laminin fragments in directed 
iPS cell differentiation and isolation of CHO cell clones stably expressing laminin fragments. The 
major achievements are as follows. 
   Collagen gels endowed with the laminin's cell-adhesive activity  (designated LM-E8/collagen 
gels) were assessed for their capability as culture substrates for human iPS cells, as compared 
with Matrigel, a widely used 3D culture substrates for stem cells. Cells grown on LM-E8/collgen 
gels yielded sphere-like colonies that were strongly positive for alkaline phosphatase activity and 
included lumen(s), the morphology reminiscent of early implanted embryos. In contrast, cells 
grown on Matrigel yielded colonies that were connected into mesh-like structures and only 
moderately positive for alkaline phosphatase activity. These results suggest that LM-E8/collagen 
gels may offer novel 3D culture substrates having an advantage over Matrigel. Nippi, Inc, the 
subsidiary institution of this project, performed large-scale culture of the CHO cell line 
expressing collagen-binding laminin E8 fragment and refined the protocols for purification of the 
recombinant fragment from the culture supernatants, thereby establishing the framework for 
large-scale production of the laminin fragment for commercialization. 
    In addition to the laminin E8 fragments that have been proven advantageous for directed 
differentiation of human iPS cells, i.e., 121E8 for differentiation into mesodermal cells and 
megakaryocytes, 221E8 for enrichment of iPS cell-derived cardiomyoctes, and 411E8 for 
differentiation into endothelial progenitors, we demonstrated that 332E8 facilitates the iPS cell 
differentiation into corneal epithelial cells (collaboration with Prof. Koji Nishida of Osaka 
University). We also found that a combinatorial use of laminin E8 fragments enhances the growth 
of Pax7-positive muscle satellite cells and established a protocol for efficient cultivation of muscle 
satellite cells (collaboration with Prof. Chihiro Akazawa of Tokyo Medical and Dental University). 
An efficient procedure for induction of muscle stem cells from iPS cells has also been elaborated 
using a modified laminin E8 fragment (collaboration with Prof. Hidetoshi Sakurai of Kyoto 
University). Given these achievements that validate the advantage of various laminin E8 
fragments as culture substrates for directed differentiation, we isolated stable clones of cGMP-
banked CHO cells that produce recombinant 121E8, 221E8, and 332E8 fragments, respectively, 
for large-scale production of these fragments that are compatible with the biological raw 
materials standards in Japan. Thus, we achieved one of the final goals of this project, i.e., 
"establishment of CHO cell clones each producing large-amount of recombinant laminin E8 
fragment having distinct laminin alpha chains". We also improved the procedures for isolation of 
CHO cell clones stably expressing recombinant laminin E8 fragments. 
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