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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　基礎培地に、ポリビニルアルコールとアルブミンとを添加する工程を含む、幹細胞培養
用培地の製造方法であって、アルブミンとポリビニルアルコールとの培地中の含有量の比
が、１：１．１～１００である、方法。
【請求項２】
　さらに、アルブミンの脂肪酸担持量を測定してアルブミン１ｇに対して９ｍｇよりも多
い場合にアルブミンに対して脂肪酸低減処理を施す工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　ポリビニルアルコールの臨界ミセル濃度が０．１～５ｍｇ／ｍｌである、請求項１又は
２記載の方法。
【請求項４】
　ポリビニルアルコールの加水分解率が６０～９５％である、請求項１～３のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項５】
　幹細胞培養用培地が、幹細胞の未分化な性質を維持した状態で該細胞の複製を可能とす
る培地である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　幹細胞がｉＰＳ細胞である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、幹細胞用培地、当該培地の製造方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、幹細胞（胚性幹細胞、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）など）の培養は、血清を
含有する培地を用いて行なわれてきた。例えば、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）等は、細胞増殖
に重要な添加物として細胞培養に汎用されている。しかしながら培養後の幹細胞を医療目
的で使用する場合、異種由来成分は、血液媒介病原菌の感染源や異種抗原となる可能性が
ある。また血清のロット間差により培養結果にばらつきが生じる可能性もある。そのため
近年では、化学的組成が明らかな培地（chemically defined medium）を用いて幹細胞を
培養することが主流となってきており、無血清培地の開発が進められている。
【０００３】
　無血清培地において重要性が高い成分の1つとしてアルブミンが挙げられる。アルブミ
ンを添加することにより培地性能の安定維持効果が期待でき細胞培養用として数種類のア
ルブミンが市販されている。しかしながら、アルブミンは比較的高価であり、また、細胞
培養、特に幹細胞の培養において、全てのアルブミンが同等の効果を有しているわけでは
なく、アルブミンの品質により培養成績が影響を受け、時としてアルブミンの添加が細胞
の増殖に不利に作用する場合もある。さらに、培地中のアルブミンの劣化も問題となって
いた。
　比較的安価なアルブミンとしては、ヒトやウシ等の動物中の血清から抽出したアルブミ
ンが挙げられるが、ドナーがウイルス等に感染している場合、これが伝播する危険性を有
する。従って、これら動物血清由来のアルブミンは、臨床用途での使用が著しく制限され
ているうえ、使用が許容される場合でもその使用量を極力低くすることが求められる。
　感染リスクが低く臨床用途での使用が好ましいとされる遺伝子組換（リコンビナント）
法により作成されるアルブミンは著しく高価であるため、これを細胞培養に供して十分な
量の細胞を確保しようとすると、極めて高コストとなる。従って、これら組換アルブミン
を細胞培養に用いるためには、その使用量を極力低くすることが求められる。
【０００４】
　そこで、アルブミンの使用量が低減された、あるいはアルブミンが含まれない培地の開
発が試みられている。例えば特許文献１では、アルブミン代替物としてポリエチレングリ
コールを培地に用いることが報告されている。特許文献２ではアルブミンを含有しないこ
とを特徴とするポリビニルアルコール含有培地が報告されている。特許文献３では胚性幹
細胞（ＨＥＳＣｓ）用の培地にポリビニルアルコールを用いることが報告されている。特
許文献４では万能細胞から中胚葉系幹細胞を分化させるにあたり、培地中にポリビニルア
ルコール等を用いることが報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００４－１３５６７２号公報
【特許文献２】特開２００７－２２８８１５号公報
【特許文献３】ＵＳ２０１０/０３１７１０４Ａ１
【特許文献４】ＷＯ２０１１/１００２８６Ａ２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、培地性能の安定を維持する一方で、アルブミンの含有量が低減された、培養
成績のよい幹細胞、特にｉＰＳ細胞の増殖用培地を提供すること、当該増殖用培地を製造
する為の培地添加剤や培地の劣化を防止する剤を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
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【０００７】
　本発明者らは、上記目的を達成すべく鋭意検討した結果、アルブミン含有培地において
、特定の性質を有する水溶性ポリマー、特にポリビニルアルコールを併用することによっ
て、アルブミン含有量を低減せしめ、且つ優れた培養成績が得られることを確認して本発
明を完成するに至った。
【０００８】
　即ち、本発明は以下の通りである。
［１］水溶性ポリマーとアルブミンとを含有することを特徴とする、ｉＰＳ細胞の培養用
培地。
［２］水溶性ポリマーが、ポリビニルアルコールである、上記［１］記載の培地。
［３］ポリビニルアルコールの臨界ミセル濃度が０．１～５ｍｇ／ｍｌである、上記［２
］記載の培地。
［４］ポリビニルアルコールの加水分解率が６０～９５％である、上記［２］又は［３］
記載の培地。
［５］アルブミンが、脂肪酸担持量が低減されたアルブミンである、上記［１］～［４］
のいずれかに記載の培地。
［６］水溶性ポリマーを有効成分とする、培地添加剤。
［７］水溶性ポリマーが、ポリビニルアルコールである、上記［６］記載の剤。
［８］ポリビニルアルコールの臨界ミセル濃度が０．１～５ｍｇ／ｍｌである、上記［７
］記載の剤。
［９］ポリビニルアルコールの加水分解率が６０～９５％である、上記［７］又は［８］
記載の剤。
［１０］培地が、アルブミン含有培地である、上記［６］～［９］のいずれかに記載の剤
。
［１１］アルブミンが、脂肪酸担持量が低減されたアルブミンである、上記［１０］記載
の剤。
［１２］培地が幹細胞増殖用培地である、上記［６］～［１１］のいずれかに記載の剤。
［１３］幹細胞がｉＰＳ細胞である、上記［１２］記載の剤。
［１４］アルブミン含有培地の劣化防止剤である、上記［６］～［１３］のいずれかに記
載の剤。
［１５］水溶性ポリマーを添加することを含む、アルブミン含有培地の劣化を防止する方
法。
［１６］水溶性ポリマーが、ポリビニルアルコールである、上記［１５］記載の方法。
［１７］上記［１］～［５］のいずれかに記載の培養用培地で培養することを特徴とする
、ｉＰＳ細胞の培養方法。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の培地を用いれば、培地中のアルブミン量を減らすことができる、従って、より
低用量のアルブミンの添加で培地性能の安定を維持することができる。アルブミン使用量
の低減化は、より安全、且つ安定した幹細胞の増殖を可能とする。そのため培養中の培地
交換の頻度を下げることができ、幹細胞の培養コストを削減することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本発明の培養方法により増殖したｉＰＳ細胞が未分化な性質を有していることを
確認した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本明細書中、「幹細胞」とは、自己複製能及び分化／増殖能を有する未熟な細胞を意味
する。幹細胞には、分化能力に応じて、多能性幹細胞（pluripotent stem cell）、複能
性幹細胞（multipotent stem cell）、単能性幹細胞（unipotent stem cell）等の亜集団
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が含まれる。多能性幹細胞とは、生体を構成する全ての組織や細胞へ分化し得る能力を有
する細胞を意味する。複能性幹細胞とは、全ての種類ではないが、複数種の組織や細胞へ
分化し得る能力を有する細胞を意味する。単能性幹細胞とは、特定の組織や細胞へ分化し
得る能力を有する細胞を意味する。
【００１２】
　多能性幹細胞としては、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、胚性生殖細胞（ＥＧ細胞）、人工多
能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、ストレスや細胞刺激によって誘導・選抜される多能性幹細胞
等を挙げることが出来る。体細胞の核を核移植することによって作製された初期胚を培養
することによって樹立した幹細胞も、多能性幹細胞としてまた好ましい（Nature, 385, 8
10 (1997); Science, 280, 1256 (1998); Nature Biotechnology, 17, 456 (1999); Natu
re, 394, 369 (1998); Nature Genetics, 22, 127 (1999); Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 96, 14984 (1999); Nature Genetics, 24, 109 (2000)）。
【００１３】
　複能性幹細胞としては、間葉系幹細胞、造血系幹細胞、神経系幹細胞、骨髄幹細胞、生
殖幹細胞等の体性幹細胞等を挙げることが出来る。複能性幹細胞は、好ましくは間葉系幹
細胞、より好ましくは骨髄間葉系幹細胞である。間葉系幹細胞とは、骨芽細胞、軟骨芽細
胞及び脂肪芽細胞等の間葉系の細胞全て又はいくつかへの分化が可能な幹細胞又はその前
駆細胞の集団を広義に意味する。
【００１４】
　本発明において用いる基礎培地には、自体公知のものを用いることができ、幹細胞の増
殖を阻害しない限り特に限定されないが、例えばDMEM、EMEM、IMDM（Iscove's Modified 
Dulbecco's Medium）、GMEM（Glasgow's MEM）、RPMI-1640、α-MEM、Ham's Medium F-12
、Ham's Medium F-10、Ham's Medium F12K、Medium 199、ATCC-CRCM30、DM-160、DM-201
、BME、Fischer、McCoy's 5A、Leibovitz's L-15、RITC80-7、MCDB105、MCDB107、MCDB13
1、MCDB153、MCDB201、NCTC109、NCTC135、Waymouth's MB752/1、CMRL-1066、Williams' 
medium E、Brinster's BMOC-3 Medium、E8 medium（Nature Methods, 2011, 8, 424-429
）、ReproFF2培地（リプロセル社）、及びこれらの混合培地等が挙げられる。また、幹細
胞培養用に改変された培地や、上記基礎培地と他の培地との混合物等を用いてもよい。
【００１５】
　本発明において「アルブミン含有培地」は上記基礎培地にアルブミンが添加されてなる
培地である（「アルブミン」については後述）。
【００１６】
　本発明において「アルブミン含有培地の劣化」とは、調製直後のアルブミン含有培地に
比べて、その細胞増殖を支持する能力や細胞の未分化状態を維持させる能力が低下した状
態を意味し、具体的には、アルブミン含有培地を調製して一定期間経過した後に培養に供
した場合、培養細胞の増殖数や未分化マーカー量等が、調製直後の培地で培養した場合に
比べて低い値となる事象を意味する。このような事象の原因としては、例えば、培地を調
製後一定期間経過する間に、培地中のアルブミンが分解や変性、培地容器への吸着等によ
り、培地中のアルブミン量が、細胞培養において有効に作用するのに十分でなくなること
を挙げることができる。
【００１７】
　本発明において用いる培地には、自体公知の添加物を含むことができる。添加物として
は、幹細胞の増殖を阻害するものでない限り特に限定されないが、例えば成長因子（例え
ばインスリン等）、鉄源（例えばトランスフェリン等）、ポリアミン類（例えばプトレシ
ン等）、ミネラル（例えばセレン酸ナトリウム等）、糖類（例えばグルコース等）、有機
酸（例えばピルビン酸、乳酸等）、アミノ酸（例えばＬ－グルタミン等）、還元剤（例え
ば２－メルカプトエタノール等）、ビタミン類（例えばアスコルビン酸、ｄ－ビオチン等
）、ステロイド（例えばβ－エストラジオール、プロゲステロン等）、抗生物質（例えば
ストレプトマイシン、ペニシリン、ゲンタマイシン等）、緩衝剤（例えばＨＥＰＥＳ等）
等が挙げられる。また、従来から幹細胞の培養に用いられてきた添加物も適宜含むことが
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できる。添加物は、それぞれ自体公知の濃度範囲内で含まれることが好ましい。
【００１８】
　本発明において用いる培地には、血清が含まれていてもよい。血清としては、動物由来
の血清であれば、幹細胞の増殖を阻害するものでない限り特に限定されないが、好ましく
は哺乳動物由来の血清（例えばウシ胎仔血清、ヒト血清等）である。血清の濃度は、自体
公知の濃度範囲内であればよい。ただし、血清成分にはヒトＥＳ細胞の分化因子等も含ま
れていることが知られており、また血清のロット間差により培養結果にばらつきが生じる
可能性もあることから、血清の含有量は低いほど好ましく、血清を含まないことが最も好
ましい。更に、培養後の幹細胞を医療目的で使用する場合、異種由来成分は血液媒介病原
菌の感染源や異種抗原となる可能性があるため、血清を含まないことが好ましい。血清を
含まない場合、血清の代替添加物（例えばKnockout Serum Replacement（KSR）（Invitro
gen）、Chemically-defined Lipid concentrated（Gibco）、Glutamax（Gibco）等）を用
いてもよい。
【００１９】
　本発明は、幹細胞、特にｉＰＳ細胞用の増殖用培地であって、水溶性ポリマーとアルブ
ミンとを含有することを特徴とする培地（以後、本発明の培地とも称する）を提供する。
増殖用培地とは、幹細胞の複製能や多能性、単能性を維持した状態で該細胞の複製（即ち
、増殖）を可能にする培地である。
１．本発明の培地
【００２０】
　本発明の培地は、いずれの幹細胞の増殖にも好適に使用することができるが、好ましく
は、ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞、より好ましくはｉＰＳ細胞の増殖用である。
【００２１】
　また本発明の培地は、いずれの動物由来の幹細胞の増殖にも好適に使用することができ
る。本発明の培地を使用して培養され得る幹細胞は、例えば、マウス、ラット、ハムスタ
ー、モルモット等のげっ歯類、ウサギ等のウサギ目、ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ等
の有蹄目、イヌ、ネコ等のネコ目、ヒト、サル、アカゲザル、マーモセット、オランウー
タン、チンパンジーなどの霊長類等由来の幹細胞であり、好ましくは、ヒト由来の幹細胞
である。
【００２２】
　本発明において用いるアルブミンは、細胞培養用として用いられているものであれば特
に限定されないが、好ましくは、脂肪酸担持量が低減されたものが用いられる。既に脂肪
酸担持量が低減されたものであればそのまま、脂肪酸担持量が低減されていないものであ
れば脱脂肪酸処理を施した後培地に添加される。
【００２３】
　脂肪酸としては、炭素数８～２０からなる飽和脂肪酸（例えば、パルミチン酸、ステア
リン酸）及び炭素数１６～２０からなる不飽和脂肪酸（例えば、オレイン酸、リノール酸
、リノレン酸、アラキドン酸）が挙げられる。
【００２４】
　アルブミンとして、具体的には、卵白アルブミン、ブタ由来アルブミン、ウシ由来アル
ブミン、ヒト由来アルブミン等の天然由来のアルブミンや、ウシ型、ブタ型、又はヒト型
等の遺伝子組換え体のアルブミンなどを挙げることができ、特に血清由来のアルブミンや
ヒト型の遺伝子組換え体アルブミン（リコンビナントヒトアルブミン（ｒＨＳＡ））を好
適に例示することができる。商業的に入手可能なものを用いることができる。商業的に入
手可能なものとしては、ｒＨＳＡとしては、シグマアルドリッチ社A9731（型番）、サイ
エンセルリサーチラボラトリーズ社OsrHSA-10（型番）、ウーハンヘルスジェンバイオテ
クノロジーズ社HY01E-10g（型番）、イーエンザイム社HSA-1r（型番）、バイオベルデ社I
BK-A1-10（型番）等の組換えイネ由来の製品やシグマアルドリッチ社A7223（型番）、A66
08（型番）、A7736（型番）、ノボザイム社のAlbucult（登録商標）（製品名）、Recombu
min alpha（登録商標）（製品名）、AlbIX（登録商標）（製品名）等の組換え酵母由来の
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製品が挙げられる。ヒト血漿由来アルブミンとして、シグマアルドリッチ社A1887（型番
）、A1653（型番）、A9511（型番）、A3782（型番）、A8763（型番）、A4327（型番）、
バイオロジカルインダストリーズ社Bio-Pure HSA 10% Solution（製品名）等の製品が挙
げられる。
【００２５】
　アルブミンは、種々の物質と結合する能力の高いタンパク質であり、カルシウムや亜鉛
等の微量元素や脂肪酸、酵素、ホルモン等と結合する。例えば血清由来のアルブミンは血
清中に含まれる種々の物質と結合しており、脂肪酸の場合であればアルブミン１分子は通
常脂肪酸２分子と結合する能力を有する。
【００２６】
　アルブミンの脱脂肪酸処理は、アルブミンの脂肪酸担持量を低減させることができる処
理であれば特に限定されず、活性炭処理、イオン交換処理、加熱処理等が挙げられるが、
経済性、簡便性等の観点から好ましくは活性炭処理である。さらに、活性炭処理により、
アルブミンの脂肪酸担持量はアルブミン１ｇに対して好ましくは９ｍｇ以下、より好まし
くは７ｍｇ以下、さらに好ましくは２．２ｍｇ以下に低減することができる。
【００２７】
　アルブミンの脂肪酸担持量の測定は、当分野で通常実施されている方法またはそれに準
じた方法を用いて実施することができ、例えば、遊離脂肪酸をメチルエステル化後GC-MS
による検出や、赤外分光による定量に加えてDuncombeの抽出法、アシル－ＣｏＡシンセタ
ーゼ（ＡＣＳ）とアシル－ＣｏＡオキシダーゼ（ＡＣＯＤ）を使用したＡＣＳ－ＡＣＯＤ
法などが挙げられる。いずれも測定キットとして市販されているものを利用することがで
きる。
【００２８】
　本発明において、培地中のアルブミンの含有量は、通常細胞培養用培地に添加され得る
量であれば特に限定されないが、本発明では水溶性ポリマーと併用することによりその含
有量を減らすことができる。具体的には、終濃度が０．０１～１０ｍｇ／ｍｌ、好ましく
は０．１～５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは０．２～３．５ｍｇ／ｍｌ、さらに好ましくは
０．３～３ｍｇ／ｍｌとなるように、幹細胞培養用の基礎培地に添加される。含有量が少
なすぎると、培地性能の安定維持効果が期待できず、多すぎると、培地の製造コストが高
くなり実用性が低くなる。
【００２９】
　アルブミンは培地中で三次元状の構造を形成して脂溶性物質の担体としての役割をはじ
めとする様々な機能を呈しているとされていることから、このような立体構造を模倣する
ことでアルブミンの機能を代替もしくは補助することが可能と考えられる。化合物の立体
構造化は、界面活性機能を有する化合物をミセル形成により集合体化させることで実現で
きるのでミセル形成によるアルブミン代替もしくは補助の可能性が考えられる。その点で
、本発明において、水溶性ポリマーはそのミセル形成能によりアルブミンの代替もしくは
補助となり得る。
【００３０】
　本発明において用いられる水溶性ポリマーは、細胞培養用として使用可能なもの、すな
わち、細胞毒性を示さないものであり、且つ、アルブミンと併用することにより、アルブ
ミンの使用量を減らすことができるものである。本発明において用いられる水溶性ポリマ
ーの一態様は、臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）が０．１～１０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは０．１
～５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは０．５～１ｍｇ／ｍｌのものである。本発明において用
いられる水溶性ポリマーの一態様は、ポリビニルアルコールであり、ＣＭＣが０．１～５
ｍｇ／ｍｌ、好ましくは０．５～５ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは０．５～１ｍｇ／ｍｌの
ものである。ここでミセルとは、水溶液中で親水基部分が水相側に疎水基部分が内側に向
けて配向することによって、分子が一定数集まることによって形成される水溶性ポリマー
分子の集合体である。本発明において「ミセル」とは、このような狭義のミセルに加え、
疑似ミセルと称されるコロイド状の凝集体（例、Revue Roumaine de Chimie, 54巻, 577-
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581頁, 2009年）も包含される。ＣＭＣが低すぎるとその極度に高いミセル形成能により
培地に含まれる界面活性剤等を凝集化して細胞培養に影響を及ぼすことが懸念され、高す
ぎるとミセル形成のために大量に添加する必要が生じ、この場合、培地の粘度や浸透圧が
上昇して培養細胞に影響を及ぼすことが懸念される。ＣＭＣが低い程ミセル形成能が高い
。
【００３１】
　ＣＭＣの測定は、当分野で通常実施されている方法またはそれに準じた方法を用いて実
施することができ、例えば電気伝導法、粘度法、色素法、表面張力法、光散乱法等を用い
て測定することができる。さらに近年、蛍光物質ピレンを用いた蛍光強度を測定すること
によって算出する方法も用いられている。
【００３２】
　本発明において用いられる水溶性ポリマーとしては、具体的には、ポリビニルアルコー
ル（ＰＶＡ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等が挙げられるが、好ましくはＰＶＡ
である。
【００３３】
　本発明において水溶性ポリマーとして用いられるＰＶＡは、好ましくは加水分解率が６
０～９５％、好ましくは７０～９０％、より好ましくは７５～９０％のものである。ここ
でいう加水分解率とは、ＰＶＡの原料であるポリビニル酢酸のアセチル基を加水分解によ
り水酸基に変換した割合である。％が高いほど加水分解が進んでいることを示す。加水分
解率が低すぎると水溶性が十分でなく、高すぎても高分子同士の水酸基が水素結合してか
えって水への溶解性、分散性が悪くなる。より均一な細胞への接触が可能となるように、
ＰＶＡは溶液化したものを用いることが好ましい。溶液化に使用する溶媒は、細胞培養用
培地に添加され、細胞増殖に悪影響を有さないものであれば特に限定されないが、水や生
理緩衝液等が挙げられる。
【００３４】
　本発明において、培地中の水溶性ポリマーの含有量は、通常細胞培養用培地に添加され
得る量であれば特に限定されないが、具体的には、水溶性ポリマーがＰＶＡの場合であれ
ば、終濃度が０．１～２０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１～２０ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは
１～１０ｍｇ／ｍｌ、さらに好ましくは３～７ｍｇ／ｍｌとなるように、幹細胞培養用の
基礎培地に添加される。またアルブミンと水溶性ポリマーの培地中含有量の比は、用いる
水溶性ポリマーの種類によって適宜調整できるが、例えば水溶性ポリマーがＰＶＡの場合
であれば、１：１．１～１００、好ましくは１：１．１～５０、より好ましくは１：１．
１～２５、さらに好ましくは１：３～１５とすることができる。含有量が少なすぎると、
アルブミンの代替としての効果が期待できず、多すぎると細胞毒性が懸念される。
【００３５】
　本発明は、水溶性ポリマーを有効成分とする、培地添加剤（以後、本発明の培地添加剤
とも称する）を提供する。
２．本発明の培地添加剤
　本発明の培地添加剤に用いられる、水溶性ポリマーは、上記「１．本発明の培地」に用
いられるものと同義である。水溶性ポリマーを含有する本発明の培地添加剤は、基礎培地
等に必要量が添加されるが、培地性能の維持において、アルブミンの代替となり得ること
から、特にアルブミンを含有する培地に添加するのに適している。ここで培地に含まれる
アルブミンは、上記「１．本発明の培地」に用いられるものと同義である。
【００３６】
　本発明の培地添加剤には、有効成分である水溶性ポリマー以外に、培地に添加すること
が好ましい各種因子を含めておくことができる。例えば、上記「１．本発明の培地」の項
で例示した、自体公知の添加物を含むことができる。
【００３７】
　本発明の培地添加剤は、培地性能の維持において、アルブミンの代替となり得る、即ち
、培地の劣化を防止する効果を有する。従って、本発明の培地添加剤は、アルブミン含有
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培地の劣化防止剤としても好適に用いることができる。
【００３８】
　本発明の培地添加剤の、基礎培地への添加量は、所望する効果や含められる水溶性ポリ
マーの種類によって適宜選択される。例えば、水溶性ポリマーとしてＰＶＡを用いた培地
添加剤の場合、アルブミン含有培地、例えば幹細胞（特にｉＰＳ細胞）の増殖培養用のア
ルブミン含有培地に添加される場合には、有効成分である水溶性ポリマーの量で、通常、
０．１～２０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１～２０ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは１～１０ｍｇ
／ｍｌ、さらに好ましくは３～７ｍｇ／ｍｌとなるよう添加される。またアルブミンと水
溶性ポリマーの最終調整後の培地中での含有量の比は、１：１．１～１００、好ましくは
１：１．１～５０、より好ましくは１：１．１～２５、さらに好ましくは１：３～１５と
することができる。
【００３９】
　本発明は、幹細胞の培養方法（以後、本発明の培養方法とも称する）を提供する。
３．本発明の培養方法
　本発明の培養方法は、幹細胞（好ましくは、ｉＰＳ細胞）を本発明の培地（上記「１．
本発明の培地」の項参照）で培養する工程を含む。
　幹細胞の培養に用いられる培養器は、幹細胞の培養が可能なものであれば特に限定され
ないが、フラスコ、組織培養用フラスコ、ディッシュ、ペトリデッシュ、組織培養用ディ
ッシュ、マルチディッシュ、マイクロプレート、マイクロウエルプレート、マルチプレー
ト、マルチウエルプレート、マイクロスライド、チャンバースライド、シャーレ、チュー
ブ、トレイ、培養バック、及びローラーボトルが挙げられ得る。
【００４０】
　培養器は、細胞接着性であっても細胞非接着性であってもよく、目的に応じて適宜選ば
れる。細胞接着性の培養器は、培養器の表面の細胞との接着性を向上させる目的で、細胞
外マトリックス（ＥＣＭ）等の任意の細胞支持用基質でコーティングされたものであり得
る。細胞支持用基質は、幹細胞又はフィーダー細胞（用いられる場合）の接着を目的とす
る任意の物質であり得る。
【００４１】
　その他の培養条件は、適宜設定できる。例えば、培養温度は、特に限定されるものでは
ないが約３０～４０℃、好ましくは約３７℃であり得る。ＣＯ２濃度は、約１～１０％、
好ましくは約２～５％であり得る。酸素分圧は、１～１０％であり得る。
【００４２】
　本発明の培養方法において、本発明の培地による幹細胞の培養、あるいは本発明の培地
添加剤の幹細胞培養への添加のタイミングは、所望される幹細胞増殖促進効果が得られる
ならば特に限定されない。例えば本発明の培地中に幹細胞を播種してもよいし、アルブミ
ン含有培地に幹細胞を播種して培養後１～数日、好ましくは１日培養した後に該培地に本
発明の培地添加剤を添加してもよい。あるいは本発明の培地で培地交換してもよい。
【００４３】
　本発明の培養方法により増殖させたｉＰＳ細胞は未分化な性質を維持している。ｉＰＳ
細胞が未分化な性質を有しているか否かを確認する方法として、未分化マーカーを指標に
確認する方法がある。未分化マーカーとしては、アルカリホスファターゼ、Ｏｃｔ３/４
、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＥＲａｓ、Ｅｓｇｌ等が挙げられる。これら未分化マーカーを
検出する方法としては、ｍＲＮＡを検出する方法、免疫学的検出法等が挙げられる。
【００４４】
　以下に実施例を示して、本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を限定
するものではない。
【実施例】
【００４５】
（材料と方法）
１．ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）
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　ＰＶＡは以下のものを用いた。
［日本合成化学社製］
　　ゴーセノールＥＧ－０５ＰＷ（加水分解率８８％）
　　ゴーセノールＮＬ－０５（加水分解率９９％）
　　ゴーセノールＫＬ－０５（加水分解率７９％）
　　ゴーセノールＥＧ－０３Ｐ（加水分解率８８％）
［ＡＣＲＯＳ　Ｏｒｇａｎｉｃｓ社製］
　　３０２７８０２５０（加水分解率７８％）
［関東化学社製］
　　３２２８３－０２（加水分解率８６．５～８９％）。
【００４６】
２．アルブミン
　組換ヒトアルブミンはＮｏｖｏｚｙｍｅｓ社製のものを用いた。
　　品名：Ｒｅｃｏｍｂｕｍｉｎ及びＡｌｂｕｃｕｌｔ
　ヒト血清アルブミンは、Ｂａｘｔｅｒ社製のものを活性炭（和光純薬社製）処理して用
いた。活性炭処理によりアルブミンに担持される脂肪酸量（和光純薬社製：ラボアッセイ
ＮＥＦＡを用いて定量）はアルブミン１ｇあたり１～２ｍｇにまで低減した。
【００４７】
３．臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）の測定
　ＰＶＡの臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）は、非特許文献（Journal of Controlled Release,
 143巻, 201-206頁, 2010年）記載の方法に基づき、蛍光物質ピレンを用いた蛍光強度測
定法により算出した。異なる濃度（０．０１～５０ｍｇ／ｍｌ）のＰＶＡ水溶液に６ｍＭ
ピレン／アセトン溶液を混合した後、室温で１時間振とうした。混合液の励起波長３３３
ｎｍおよび３３９ｎｍに対する放出波長３９０ｎｍの蛍光強度（Ｉ－３３３およびＩ－３
３９）を測定した。ＰＶＡ濃度に対する蛍光強度比（Ｉ－３３９／Ｉ－３３３）をプロッ
トし、蛍光強度比が急激に上昇するときのＰＶＡ濃度をＣＭＣとした。結果を表１に示す
。
【００４８】

【表１】

【００４９】
（結果）
実施例１：ｉＰＳ細胞増殖系での評価－１
　種々の水溶性ポリマーを用いて、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）の増殖効果を評価し
た。ｉＰＳ細胞は、ｉＰＳアカデミアジャパン社より購入した２０１Ｂ７株を用いた。細
胞培養は、基底膜マトリックス（日本ベクトンディッキンソン社製のマトリゲル）をコー
トした培養容器（日本ベクトンディッキンソン社、Falcon培養シャーレもしくはFalcon培
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地であるEssential 8培地（インビトロジェン社製）に、各種ＰＶＡならびに各種アルブ
ミンを所定の濃度となるよう添加して被験培地とした。これを直ちに、もしくは、４℃中
２～４週間保管した後に、培養に用いることにより、その効果を検討した。播種時に使用
する培地にはＹ－２７６３２を添加（最終濃度１０μＭ、ナカライテスク社製：０８９４
５－８４）した。翌日以降はＹ－２７６３２を添加していない被験培地で培養した。２～
３日毎に培地交換を行い１週間の培養後、細胞数を測定した。細胞数の測定は、「改訂細
胞培養入門ノート, 77～83頁, 2010年, 羊土社」に記載の方法により行った。尚、コント
ロールとして、アルブミンのみ添加しＰＶＡを添加しない培地で同様に培養を行った。
　評価基準は以下の通りである。
◎：細胞数がコントロールのそれに対して１５０％以上
○：細胞数がコントロールのそれに対して１２０％以上１５０％未満
□：細胞数がコントロールのそれに対して１００％以上１２０％未満
－：細胞数がコントロールのそれに対して５０％以上１００％未満
×：細胞数がコントロールのそれに対して５０％未満
　結果を表２～４に示す。
【００５０】
【表２】

【００５１】
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【表３】

【００５２】
【表４】

【００５３】
　表１に示すように、加水分解率が７９％もしくは８８％であるＰＶＡは、ＣＭＣが１ｍ
ｇ／ｍｌ以下であり、加水分解率が９９％であるＰＶＡのＣＭＣ（２０ｍｇ／ｍｌ）に比
べ明らかに低濃度であることから、ミセル形成能が高い。
　表２、３に示すように、加水分解率が７９％もしくは８８％であるＰＶＡは、加水分解
率が９９％であるＰＶＡに比べ、添加濃度１ｍｇ／ｍｌ及び５ｍｇ／ｍｌの何れにおいて
もｉＰＳ細胞の増殖促進活性が良好であった。特に添加濃度５ｍｇ／ｍｌにおいては、細
胞数がコントロールのそれに対して１２０％以上となる頻度が、加水分解率が７９％ある
いは８８％のＰＶＡでは、それぞれ１２サンプル中９サンプルであるのに対し、加水分解
率が９９％のＰＶＡでは１２サンプル中３サンプルしかなく、効果の違いは明らかである
。
　さらに、表４に示すように、加水分解率が８８％であるＰＶＡは、ヒト血清アルブミン
とともに添加した場合においてもｉＰＳ細胞の増殖促進活性が良好である。
【００５４】
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実施例２：ｉＰＳ細胞増殖系での評価－２
　水溶性ポリマーとしてＰＶＡを用いて、アルブミン含有培地におけるｉＰＳ細胞の増殖
効果を評価した。ＰＶＡとしてはゴーセノールＥＧ－０５ＰＷを、アルブミンとしてはヒ
ト血清アルブミンを用いた。ｉＰＳ細胞の入手及び培養は実施例１と同様にして行った。
ｉＰＳ細胞用フィーダレス培地であるEssential 8培地（インビトロジェン社製）に、Ｐ
ＶＡならびにアルブミンを所定の濃度となるよう添加して被験培地とした。これを直ちに
、もしくは、４℃中３週間保管した後に、培養に用いることにより、その効果を検討した
。播種時に使用する培地にはＹ－２７６３２を添加（最終濃度１０μＭ、ナカライテスク
社製：０８９４５－８４）した。翌日以降はＹ－２７６３２を添加していない被験培地で
培養した。２～３日毎に培地交換を行い１週間の培養後、細胞数を測定した。細胞数の測
定は、実施例１と同様にして行った。尚、コントロールとして、アルブミン（１．４ｍｇ
／ｍｌ）のみ添加しＰＶＡを添加しない培地で同様に培養を行った。
　評価基準は以下の通りである。
コントロールに比べて
◎：有意に高い細胞増殖能
○：同等の細胞増殖能
△：有意に低い細胞増殖能
　結果を表５に示す。
【００５５】
【表５】

【００５６】
実施例３：未分化マーカーの測定
（測定方法）
リアルタイムＰＣＲ法によるｍＲＮＡの発現解析
　各種被験培地で培養した細胞を回収し、細胞中の前ＲＮＡをRNeasy Plus Mini Lit（Qi
agen社製）を用いて抽出した。抽出した各全ＲＮＡを鋳型とするPrimerScript RT reagen
t Kit（タカラバイオ社製）を用いた逆転写反応によりｃＤＮＡを合成した。これを鋳型
に各種フォワードプライマーならびにリバースプライマー（いずれも北海道システムサイ
エンス社に合成を委託）、Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems社製
）を用いたＰＣＲを7500 Fast Real Time PCR system（Applied Biosystems社製）で行っ
た。ｍＲＮＡ発現量は、内在コントロールであるβ－アクチン（ActB）若しくはGAPDH（g
lyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase）で標準化した。
（結果）
　結果を図１に示す。図１に示す通り、ｉＰＳ細胞の代表的未分化マーカーであるＯｃｔ
３／４ならびにＮａｎｏｇのいずれについても、その発現量はＰＶＡを添加しアルブミン
量を削減しても変化しなかった。
　以上の結果より、ＰＶＡがｉＰＳ細胞の未分化能に影響を及ぼさないことが確認された
。
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【産業上の利用可能性】
【００５７】
　本発明の培地を用いれば、幹細胞を効率よく増殖させることができる。そのため培養中
の培地交換の頻度を下げることができ、幹細胞の培養コストを削減することが可能となる
。
　本出願は、日本で出願された特願２０１４－０７０７６３（出願日２０１４年３月３１
日）を基礎としておりその内容は本明細書に全て包含されるものである。

【図１】
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