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研究成果の要旨 

 本申請は、再生医学と生体材料工学の最先端の技術を融合させて、がん治療後の複合組織欠損を

再建する治療技術を開発することを目的とする。本年度は、組織再生のための三要素である細胞・

足場・シグナルのそれぞれについて、 

① 細胞に関しては、ヒト胚性幹細胞操作法の習熟、ヒト間葉系幹細胞の分離と増殖・分化の最適化、
ヒト体細胞（骨・軟骨・皮膚）の分離と増殖・分化の最適化 

② 足場に関しては、間葉系への細胞シート法応用、リン酸カルシウム・アテロコラーゲン・ＰＬＬ
Ａの３次元造形法開発 

③ シグナルに関しては、細胞種を選ばず骨・軟骨誘導する最小シグナルユニットの同定、軟骨の脱
分化を抑制する培養法の開発、生体内で安定に機能するプラスミドナノキャリアの開発 

④ これらの成果を組み合わせて、小動物における複合組織欠損モデルに移植 
を行い、この結果、小動物における複合組織欠損モデルある程度治療することに成功し、今後の大

動物実験を経て、臨床研究につながる道筋をつけることに成功した。 
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分担研究課題 

顎・顔面の複合組織欠損モデルの作製と、再生組織の移

植 

体幹・四肢の複合組織欠損モデルの作製と、再生組織の

移植 

幹細胞増殖・分化プロトコルの樹立と複合組織３次元培

養 

ナノミセルを用いた遺伝子導入法の開発 

再生医療細胞源としての ES細胞の作製と操作法 

複合組織３次元培養のための新規担体の開発 

 

骨髄間葉系幹細胞から分化させた骨芽細胞とハイドロキ

シアパタイト生分解性高分子ゲルによる顎骨再建  

  

総括研究報告  

  

１ 研究目的  

 がん切除後に伴い、皮膚･神経･筋肉・骨・軟骨などの

複合組織の欠損が生じ、がん患者の QOL を著しく低下さ

せている。このような組織欠損を補うために、自己組織 

を移植する様々な技術が開発されてきた。マイクロサー

ジャリーを用いて血行を温存した複合組織移植術により、

大きく複雑な組織欠損も修復可能になってきた。さらに 
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 サル ES 細胞を LIF で刺激したところ、活性化に伴う

STAT3 のリン酸化ならびにリン酸化 STAT3 の核内への移

行が確認され、これと一致して STAT3 標的遺伝子の転写

活性化が認められた。未分化維持への STAT3 の役割を明

らかにするためドミナントネガティブ STAT3 を強制発現

させた結果、これまでの報告と一致してマウス ES細胞で

はその強制発現によって著しく分化が誘導された。これ

に対してサル ES細胞では、LIF 刺激に伴う内在性 STAT3

のリン酸化，核内への移行および転写活性化はいずれも

ドミナントネガティブ STAT3 強制発現によって阻害され

ているにもかかわらず、その強制発現株は分化すること

なく長期間増殖・維持することが可能であった。さらに

これら強制発現株の分化能を胚様体形成により調べたと

ころ、内胚葉・外胚葉・中胚葉の三胚葉への細胞分化が

認められ、STAT3 シグナルを阻害してもなお多分化能を

有することが確認された。 

人工関節、人工骨頭、人工血管など多岐にわたる体内埋

め込み型デバイスも開発・使用されている。しかし、自

家組織移植では、十分な組織量が得られないことが多く、

組織採取部に新たな組織欠損や瘢痕を残すこととなり、

機能的・形態的にもまだ満足のいく結果が得られていな

い。他家組織移植は、ドナーの慢性的不足や免疫学的問

題など多くの問題を抱えている。人工組織の完成度は高

いものの、長期使用によるゆるみ、感染、異物反応など

依然として未解決な問題を残している。このため自己へ

の侵襲が可及的に小さく、免疫学的に問題なく、形態的・

機能的にも優れた組織修復法の開発が望まれる。本申請

は、再生医学と生体材料工学の最先端の技術を融合させ

て、がん治療後の複合組織欠損を再建する安全かつ安心

な治療技術を開発することを目的とする。  以上の結果から、マウス ES細胞と異なり霊長類 ES細

胞では LIF-STAT3 シグナル伝達経路は機能しているにも

かかわらず未分化維持に必須な役割を担っておらず、支

持細胞に起因する他の STAT3 非依存的な機構で未分化維

持が調節されていることが示された。 

 

 

２ 研究成果 

 胚性幹細胞（ＥＳ細胞）を細胞移植治療に利用する

上で霊長類ＥＳ細胞の効率的かつ安定した作成方法の確

立、ならびに ES細胞に対する遺伝子操作技術の確立は重

要である。我々は、これまでにカニクイザル胚盤胞から

極めて効率の良い ES 細胞株の樹立方法を開発すると同

時に、サル ES細胞へのエレクトロポレション方による遺

伝子導入システムを用いて遺伝子改変技術の開発研究を

行った。つぎに、サル ES細胞株樹立のために最適化した

方法を用いて、ヒト ES細胞株の樹立を行い、３株の樹立

に成功した。未分化マーカー分子の発現、染色体構成、

細胞分化能の解析を行ったところ、未分化ＥＳ細胞特異

的マーカーを発現し、正常２倍体の核型を保持するとと

もに、多能性をもつことを確認できた。これらの結果に

より、標準的なヒトＥＳ細胞株であると考え、KhES-1、

KhES-2 および KhES-3 と命名した。このようなカニクイ

ザルとヒト ES細胞株の樹立と特性解析研究を行う中で、

樹立培養方法の詳細な最適化を行い、凍結保存方法につ

いても条件の改良を行った結果、安定して凍結融解を行

うことが可能になった。 

 

これまでに骨芽細胞・軟骨細胞特異的に発現するマー

カー遺伝子(COL1-GFP、COL2-GFP)を用いた正確・簡便・

非侵襲的な骨芽細胞分化モニタリングシステムを新たに

開発し、このシステムを用いて細胞種を問わず短期間で

骨芽細胞・軟骨細胞分化を誘導するシグナルを系統的・

網羅的に検索した。骨芽細胞・軟骨細胞への分化に深く

関与することが指摘されている数種のシグナル（BMP、IGF、

Hh、Sox 等）を活性化あるいは抑制する遺伝子を発現す

るアデノウィルスベクターを組み合わせて COL1-GFP・

COL2-GFP ES 細胞に導入し、骨芽細胞・軟骨細胞分化を

GFP 蛍光を指標に判定したところ、１週間以内に GFP 陽

性細胞を認める組合せをそれぞれ同定した。これらの組

合せはマウス ES細胞・骨髄間葉系幹細胞・ヒト線維芽細

胞に対して、マウス初代骨芽細胞・軟骨細胞と同程度の

骨芽細胞・軟骨細胞分化マーカーの著しい発現上昇と基

質の産生を１週間前後で誘導した。いずれの細胞種にお

いても、単独シグナルの導入では期間内の分化誘導を認

めなかった。さらに HeLa 細胞などの非中胚葉系細胞株に

おいても、この組合せは速やかに骨芽細胞・軟骨細胞分

化マーカーを誘導した。以上より、細胞種を問わず短期

間で骨芽細胞・軟骨細胞への分化誘導をするシグナルの

組合せを同定した。今年度は、この組合せのうち最小の

ユニットを同定し、骨分化では Alk6 + Runx2、軟骨分化

では Sox9 + Sox5/Sox6 のどちらかであることを見いだし

た。また、足場担体の３次元造形に関しては、３次元プ

リンター（DICO 社製 Z406；日立造船社製 EOSINT P380）

を用いて、健側の骨軟骨画像データから患側の欠損を補

填する形状のハイドロキシアパタイトあるいは生分解性

プラスチックでできた担体の作製に成功し、ビーグル犬

による移植実験を施行中である。 

 しかしながら、安定して医療応用可能なヒト ES細胞を

増殖維持するためには、LIF 添加で未分化性を維持でき

ないことから、多能性制御機構の解析が必要である。そ

こで、マウス ES 細胞において LIF のレセプターから

STAT3を経由したシグナル伝達系がサルES細胞ではどの

ように機能しているかについて詳細な解析を行った。 

 マウス ES細胞の場合、LIF-STAT3 シグナル伝達経路が

その未分化維持に重要な役割を担っており、LIF の持つ

分化抑制作用によりマウス ES 細胞は支持細胞無しに安

定して未分化状態を維持することが可能であるのに対し

て、ヒトを含む霊長類 ES細胞では LIF による分化抑制効

果は認められない。そこでサル ES細胞を用いて未分化維

持への LIF-STAT3 シグナル伝達経路の関与を検討した。 
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温度に応じて水との親和性を大きく変化させる温度応

答性高分子を培養皿表面に共有結合的に固定化すること

により温度応答性培養皿を開発している。この表面は、

37℃では市販の培養皿と同程度の弱い疎水性を示し様々

な細胞が接着・伸展するが、温度を 32℃以下に下げると

高度の親水性を示し、トリプシンなどのタンパク質分解

酵素を必要とすることなく細胞を脱着させることができ

る。コンフルエントな細胞層を形成させた後に低温処理

すると、全細胞を細胞－細胞間接着により連結した一枚の

細胞シートとして脱着・回収をすることができる。 

骨組織は解剖学的に内外骨膜と呼ばれる結合組織に囲

まれている。骨の成長は、骨膜で生じるため、骨膜には

骨よりも細胞成分に富んでいる。また、血管と共にコラ

ーゲン線維からなる粗性結合組織を豊富に含んでいる。

これまでの研究から、骨膜由来細胞が骨・軟骨形成に必

須である細胞増殖・分化に大きく関与していることが示

唆されている。 

生分解性高分子製細胞担体を作製し、小動物（ラット）

への移植実験により評価すると共に、温度応答性培養皿

を用いて作製した骨膜細胞シート中の細胞外マトリック

スを新規細胞担体として用いる可能性について体系的な

検討を行った。生分解性高分子性細胞担体としてはポリ

乳酸、ポリグリコール酸、および両者の共重合体、フィ

ブリンゲルを評価した。ポリ乳酸、ポリグリコール酸、

および両者の共重合体は合成直後の状態では非常に疎水

性が高く細胞接着性、組織親和性が非常に低いため、ア

ルカリ処理により表面の親水化をおこなった。これらは

ラット背部ないし腹部皮下に移植し、移植部位の炎症な

ど異物反応を組織学的に評価した。また、培養骨膜細胞

シートを安定して作製いうる培養条件を最適化し、生化

学的、組織学的に評価すると共に、ラット頭頂骨骨欠損

部位に移植した。培養骨膜細胞シートの回収には温度応

答性培養皿を用い、低温処理（20℃）により回収した。 

 なお実験動物を使用した実験に関しては東京女子医科

大学動物実験に関する指針に従い、ヘルシンキ宣言の精

神を尊重して十分な倫理的配慮のもとに行った。 

 ラット皮下に移植した、生分解性高分子性細胞担体は

いずれも、分解にともなって強い炎症反応を惹起した。

このような炎症反応は軽度あれば毛細血管網の誘導等で、

組織再生に関して優位にはたらくことが期待される。実

際に、毛細血管網の誘導が生じることを組織学的に明ら

かにした。しかし、極少数の幹細胞を播種して移植する

ような系では、強い炎症反応により移植した幹細胞が障

害を受けることが懸念される。現在、炎症にともなう移

植した細胞に対する細胞障害を定量的に計量化する実験

を、引き続き展開している。 

 アルカリ処理により、ポリ乳酸、ポリグリコール酸お

よび両者の共重合体の表面を大きく親水化できることが

明らかになったが、同時に表面の分解性も著しく増加し、

より強い炎症反応が生じることが分かった。今後、アル

カリ処理条件の最適化が必要である。 

 ラット頭頂骨骨膜より採取した骨膜細胞を酵素処理し

初代培養に供した後、継代した２代目培養骨膜細胞を温

度応答性培養皿に播種すると、コンフルエント到達後、

低温処理のみで培養骨膜シートとして回収できる条件を

確立した。細胞シート中に含まれる培養骨膜細胞をアル

カリフォスファターゼ(ALP)染色すると、多数の ALP 陽性

細胞が確認された。この観察は、本細胞シート内には骨

芽細胞の分解時に必要なニッチェとしての条件を最低限

有する細胞外マトリックス環境が培養の間に構築されて

いることを強く示唆している。ラットへの移植実験から

は、本細胞シートは、生分解性高分子性担体のような強

い炎症反応などの異物反応を惹起しない（少なくともき

わめて軽微である）ことが明らかになっており、本細胞

シートを新規幹細胞担体として活用しうる可能性を強く

示唆している。 

 今年度の研究結果より、骨膜由来細胞シート内の細胞

外マトリクスを単独で、あるいは生分解性高分子性担体

と組み合わせて活用することにより、従来法ではえられ

なかった生体親和性が高く、幹細胞維持能を有する新規

担体が開発しうることが示唆された。以上、骨膜由来細

胞シートの新規担体としての有効性を期待しうる結果を

得ることができた。 

 次年度では、皮膚線維芽細胞の骨軟骨分化条件決定し

た皮膚線維芽細胞シート作製条件検討、及び、本年度の

骨膜由来細胞シートの移植担体としての活用について、

さらに体系的に追求する予定である。 

 

従来は組織欠損を補う手法として、自家組織移植や人

工組織を用いられてきたが、いずれもその機能・形態の

両面において課題を残している。また他家組織移植にお

いても、ドナーの慢性的不足や免疫学的問題など多くの

問題を抱えている。このような問題を解決するため、本

研究では、再生医学と生体材料工学の最先端の技術を融

合させて、がん治療後の複合組織欠損を再建する治療技

術を開発することを目的としている。本分担研究におい

ては、組織より分離された成体幹細胞に有効な高分子ナ

ノミセルを用いる遺伝子導入方法の開発を目指している。 

 初年度は、天然の遺伝子ベクターであるウイルスに匹

敵する人工遺伝子ベクターシステム構築を目指し、ナノ

ミセル型遺伝子ベクターの従来の基本設計に対し、細胞

内還元環境応答機能、細胞内ミクロ環境応答機能、標的

認識機能をインテリジェント機能として付与することに

注力し、新規カチオン性ブロック共重合体の分子設計・

合成、これら高分子とレポーター遺伝子を組み込んだプ

ラスミド DNA（pDNA）からなるナノミセル型遺伝子ベク

ターの特性解析、培養細胞系での遺伝子発現、細胞内動

態による一連の評価を行った。その結果、いずれにおい

ても遺伝子発現効率を向上させ得る条件を見出し、エン

ドソームから細胞質へのスムースな移行とミセル表層へ

の定量的なリガンド導入による高い標的細胞指向性を兼

ね備えたインテリジェント化ナノミセル型遺伝子ベクタ

ーの設計指針が確立された。 

 平成 16 年度においては初年度に確立した各々のイン

テリジェント機能を融合させたマルチ機能性ブロック共

重合体の分子設計を行い、この自己組織化を利用するこ
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とによって、凝縮した遺伝子を内包する高機構化ナノミ

セル型遺伝子ベクターを構築するとともに、有効な遺伝

子導入方法の開発を行い、臨床展開が可能であることの

実証を目指し、本システムの in vivo における機能の本

格的な評価も計画した。以下、その詳細を報告する。 

１）細胞内還元環境応答型ナノミセル型遺伝子ベクター

の構造最適化と機能検証 

 ポリエチレングリコール-ポリ（L-リジン）（PEG-PLL）

ブロック共重合体に対し、PLL 側鎖アミノ基の一部をス

ルフヒドリル基（SH基）で置き換えジスルフィド架橋を

施すことにより、細胞内環境変化（グルタチオン濃度の

上昇）に応答して内包 pDNA を制御放出するインテリジェ

ントナノミセル型遺伝子ベクターを構築し、この細胞内

機能をレポーター遺伝子の発現効率から評価した。架橋

高分子ナノミセル型遺伝子ベクターは、細胞外では内包

pDNA を安定に保持する一方、細胞内還元環境下では架橋

の解離に伴う pDNA の放出制御を通じて、非架橋ナノミセ

ル型遺伝子ベクターに比較して一桁以上高い発現効率を

実現した。さらにナノミセル型遺伝子ベクターを構成す

るブロック共重合体の連鎖長ならびにジスルフィド架橋

導入率と構造安定性、遺伝子発現能との間の構造―機能相

関を明らかにするための系統的な研究を行い、ナノミセ

ル型遺伝子ベクター内において有効な DNA 凝縮を惹起す

るための臨界鎖長が存在することを明らかにし、DNA 凝

縮構造の形成と遺伝子発現活性との間の相関も見出した。

また架橋導入率には最適値が存在し、その値が細胞種に

よって異なることも明らかにした。これは細胞内におけ

るグルタチオン濃度の差などに起因するものと考えられ

るが、これより架橋導入率の精密な制御によって、特定

の細胞集団に遺伝子発現を誘導出来ることを示した。 

 培養細胞系において良好な遺伝子発現を示した細胞内

還元環境応答型ナノミセル型遺伝子ベクターの in vivo

機能評価においては、マウスの尾静脈投与によって、肝

臓実質細胞に一様にレポーター遺伝子を発現させ得るこ

とに成功した。また血管壁への遺伝子導入においては、

内皮細胞への遺伝子導入が可能であることを実証した。

これらの結果を受け、in vivo と in vitro での機能相関

を定量的に評価する目的で、アレイ状に構築した初代肝

実質細胞スフェロイドへの遺伝子導入を試み、時間依存

的に遺伝子導入が可能であることを見出している。これ

は、非分裂期にある細胞への遺伝子導入がナノミセル型

遺伝子ベクターを用いて行えることを示した点で特筆す

べきものであり、ナノミセル型遺伝子ベクターの細胞内

核移行についても新しい知見を与えることが期待される。 

 一方、ナノミセル型遺伝子ベクターの応用に向けては、

保存安定性や投与量の幅広い選択性などの製剤学的要件

の満足が必要であり、凍結乾燥製剤化が望まれるが、ナ

ノミセル型遺伝子ベクターは凍結乾燥に伴う粒径変化や

遺伝子発現活性の減弱が全く認められず、将来の臨床展

開においても極めて有利な形態であることが明らかとな

った。さらに架橋型ナノミセル型遺伝子ベクターの静脈

内投与における pDNA の血中安定性をサザンブロッティ

ング法により評価した結果、架橋導入率の上昇に伴う

pDNA の血中安定性の向上が確認された。ナノミセル型遺

伝子ベクターへの架橋導入は、内包 DNA の血中安定性を

向上させるために極めて有用であると考えられる。さら

に適用可能な投与方法を拡げる目的で、ナノミセル型遺

伝子ベクターの気管内投与を行い、肺における遺伝子発

現を評価した。その結果、ナノミセル型遺伝子ベクター

は、非架橋ナノミセル型遺伝子ベクターや市販の遺伝子

導入試薬であるポリエチレンイミンと比較して、顕著に

高い遺伝子発現を導くことに成功した。この様に、架橋

型ナノミセル型遺伝子ベクターは、系中に遊離ポリカチ

オンを含まないために極めて毒性が低く、in vivo 遺伝

子導入に適した構造と性能を有することが明らかとなっ

た。 

２）細胞内移行促進機能を有するナノミセル型遺伝子ベ

クターの構築と機能評価 

 特定の細胞内で効率良く遺伝子を発現するナノミセル

型遺伝子ベクターの構築には、上記の細胞内環境応答性

と共に、細胞内への侵入経路であるエンドソーム小胞か

ら細胞質への移行効率向上が重要である。本研究では、

ブロック共重合体への移行促進セグメント導入という方

法でこの問題にアプローチしている。 

 これまでに PEG-ポリ（ベンジルアスパルテート）ブロ

ック共重合体側鎖ベンジル基の定量的アミノリシスによ

って pKa や疎水性などの異なる各種アミノ基を導入する

方法を確立し、この手法で合成した種々のブロック共重

合体から DNA 内包ナノミセル型遺伝子ベクターを調製し、

培養細胞系を用いた機能評価を展開した結果、側鎖構造

単位に高 pKa（～9）と低 pKa（～7）の２種類のアミノ基

を有する系がスムースな細胞質移行を示し、良好な遺伝

子発現を導くことを見出した。すなわち一つのカチオン

性ユニットへ構造の異なる二種類のアミノ基を導入する

ことにより、DNA とのコンプレックス形成とエンドソー

ム内 pH 低下を防ぐバッファー効果とを両立させる機能

分担型の分子設計が合目的性を有することが明らかにな

った。 

１６年度には、これらの側鎖に２種類のアミノ基を有

するブロック共重合体の中でも、ジエチレントリアミン

(DET)を導入したブロック共重合体(PEG-DET)が、細胞毒

性を示すことなく極めて効率的な遺伝子導入を示すこと

を明らかにした。市販の遺伝子導入試薬は、初代培養細

胞に対して顕著な細胞毒性を示したが、PEG-DET は種々

の初代培養細胞（骨芽細胞、線維芽細胞、滑膜細胞）に

対して細胞毒性を示すことなく高効率の遺伝子発現を導

いた。PEG-DET の遺伝子導入メカニズムに関しては、今

後さらなる検討が必要であるが、低毒性と効率的な遺伝

子発現を実現した人工遺伝子ベクターとして高い有用性

が期待される。 

 上記の知見に基づいて、さらに、経静脈全身投与が可

能なベクター系の構築を目指して、生体適合性のポリエ

チレングリコール、バッファー効果により細胞内移行能

を賦与する pKa の低いポリカチオン、DNA を効率的に凝

縮させるポリカチオンの３つの異なる機能性セグメント

を有する A-B-C 型トリブロック共重合体を新規に合成し
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た。トリブロック共重合体は、DNA を凝縮した内核、バ

ッファー能を有する中間層、生体適合性の PEG 外殻から

なる３層構造を形成し、培養細胞実験において従来の

PEG-PLL の５０倍以上の遺伝子導入効率を実現した。さ

らに固形ガン（マウス大腸ガン C-26 細胞）を皮下移植し

たマウスに対し、３層構造ナノミセル型遺伝子ベクター

を尾静脈内投与した結果、腫瘍部位での選択的かつ効率

的遺伝子導入が確認された。対照的に pDNA のガン組織へ

の直接注射においては、３層構造ナノミセル型遺伝子ベ

クターの 10分の１以下の遺伝子発現しか確認されず、市

販の遺伝子導入試薬では投与した全てのマウスの死亡が

確認された。人工遺伝子ベクターの静脈内投与により大

腸ガンに遺伝子発現を認めたのは、世界的に見てもこの

研究が初めての例であり、３層構造ナノミセル型遺伝子

ベクターは全身投与による in vivo 遺伝子治療を実現す

る遺伝子デリバリーシステムとしての展開が期待される。 

３）表層にリガンド分子を結合した高分子ナノミセル型

遺伝子ベクターの構築 

 これまでの研究により、遺伝子 DNA やオリゴ核酸を効

率良く搭載し、高い生理機能を発現するナノミセル型遺

伝子ベクターの構造設計が確立したことを受け、１５年

度からはこれと並行し、ナノミセル型遺伝子ベクター表

層へのリガンド分子装着のための分子設計に着手した。

まずα-末端に各種のパイロット分子を結合可能なブロ

ック共重合体の新規合成ルートの確立を行った。この場

合、数種類の化学反応による修飾を多段階に重ねるとい

う制約のために、リガンドを担持したブロック共重合体

の合成は一般には困難を伴うが、既に確立していた合成

経路を抜本的に見直し、各々の反応操作が互いに干渉し

ない新規合成経路を探索することによって、効率良くリ

ガンド導入ブロック共重合体を合成する経路の構築に

成功した。具体的には、リガンドを導入するための反応

性基として従来のアセタール基に加え、脱保護に伴う二

量化反応が惹起されないベンジルアセタール基を片末

端に導入した PEG を合成し、アセタール基およびベンジ

ルアセタール基とポリアミノ酸側鎖の選択的脱保護を

実現するために、温和なアルカリ条件で脱離可能な保護

基を有するアミノ酸誘導体（例：トリフルオロアセチル

L-リシン酸無水物）を PEG 末端から重合させた。これに

より、従来法では困難であったブロック共重合体の末端

に、ラクトース、ペプチドを導入することに成功した。 

 １６年度には、表層にラクトースを導入したナノミセ

ル型遺伝子ベクターが、ラットより調製した初代培養肝

実質細胞に対して、高い遺伝子発現効率を示すことを確

認した。さらに血管内皮細胞や平滑筋細胞など多くの細

胞に発現が認められるインテグリンに対して特異的結

合能を有するRGDペプチドを表層に導入したナノミセル

型遺伝子ベクターを構築した。RGD ペプチド導入ナノミ

セル型遺伝子ベクターを、ウサギ頸動脈バルーン擦過モ

デルの内膜肥厚を形成している動脈壁に対して局所投

与を行ったところ、従来のシステムと比較して１０倍以

上高い遺伝子導入効率が実現された。これによりナノミ

セル型遺伝子ベクターに導入したリガンド分子が生体

内においても有効に機能することを確認した。 

 実際の治療に用いることが可能な人工遺伝子ベクター

を開発するためインテリジェント化ブロック共重合体の

分子設計を行い、高機能化ナノミセル型遺伝子ベクター

を構築するとともに、レポーター遺伝子をコードするプ

ラスミド DNA を内包する高機能化ナノミセル型遺伝子ベ

クターの in vitro 及び in vivo 機能評価を通じて、特

に後者においてマウス尾静脈投与により肝臓実質細胞、

気管内投与により肺、ラットを用いた血管壁への遺伝子

導入により血管内皮細胞における遺伝子発現を確認した。

また３層構造ナノミセル型遺伝子ベクターの尾静脈投与

により、固形ガン（マウス大腸ガン C-26 細胞）を皮下移

植したマウスの腫瘍部位において選択的かつ効率的遺伝

子導入が確認された。人工遺伝子ベクターの静脈内投与

により大腸ガンに遺伝子発現を認めたのは、世界的に見

てもこの研究が初めての例である。さらに、より高い標

的細胞指向性を兼ね備えた高機能化遺伝子ベクターとし

てRGDペプチド導入ナノミセル型遺伝子ベクターを構築

し、ウサギ頸動脈バルーン擦過モデルの内膜肥厚を形成

している動脈壁に対して局所投与を行ったところ、従来

のシステムと比較して１０倍以上高い遺伝子導入効率

が実現された。 

 上記の通り、高機能化高分子ナノミセル型遺伝子ベク

ターによる本システムは、高い臨床応用性を有する人工

遺伝子ベクターシステムとして位置づけることが出来る。

また並行して行われたナノミセル型遺伝子ベクターの凍

結乾燥製剤化に関する検討により、凍結乾燥の前後で粒

径変化や遺伝子発現活性の減弱が全く認められず、将来

の臨床展開においても極めて有利な形態であることが明

らかとなった。 

 

顎顔面複合組織モデルに関しては、実験動物として

は、マウス、ラットなどの小動物で骨あるいは軟骨の

単独組織欠損を作製し、ついでそれらの技術を応用し、

ウサギやイヌといった大型動物で複合組織欠損を作製

した。第一に、マウスにおいて骨の単独欠損を作製し

た。マウス頭蓋骨にトレパンを用いて骨臨界欠損を作

製した。次に、ラットにおいて軟骨欠損を作製した。

ラット耳介を部分的に切除し、耳介再生の評価を行っ

た。第二に、ウサギの耳介軟骨にパンチを用いた軟骨・

皮下組織臨界欠損モデルを作製し、長期的な観察にお

いても、自然治癒が起こらない事を確認した。第三に

大動物であるイヌを用いて顎部に骨および歯牙欠損を

作製し、顎骨および周囲軟部組織の再生および歯牙の

誘導を評価する実験系を作製した。すなわち、ビーグ

ル犬を用い、乳歯が萌出した直後に、乳歯を抜歯し、

その抜歯窩に新生骨を再生させて、その部位での歯の

萌出状況、周囲組織の変化を検討する実験系を確立し

た。また、片側上顎骨臼歯部から切歯側にかけて、上

顎骨下縁から上方に下縁と平行に皮膚切開を加え、

Premaxillo-maxillary suture を確認し、ついで、

Premaxillo-maxillary suture を含む部分に、歯科用バ

ーを用いて、自然治癒が起こらないような大きさの骨
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欠損を作製する顎裂欠損モデル作製をした。最後に、

ビーグル犬の耳介を切除し、さらに周囲骨を欠損させ

る複合骨・軟骨複合欠損モデルを作製した。今年度は、

これらの実験手技の洗練に努めた他、欠損部位に再生

骨・軟骨を移植し、再生部の生着および機能評価を試

みた。マウスの頭蓋骨欠損モデルを作製し、ここに骨

分化誘導をかけた皮膚線維芽細胞シートを移植した。

その結果、４週間で骨が再生されてくることが確認さ

れた。 

動物モデルに関しては、昨年度、幾つかの体幹・四

肢の複合組織欠損マウスモデルを作成した。第一のモ

デルは、脛骨骨折モデルであり、全身麻酔下、脛骨前

面に縦皮切を置き、脛骨全体を展開した。脛骨の前縁 

(anterior ridge) にて筋膜を小切開し、鑷子の先端で

脛骨前面から筋膜を剥離。また、脛骨後面も剥離し先

曲がりの鑷子を脛骨後面と筋の間に挿入して展開を確

保した。（展開の際には骨や骨膜を傷つけないように努

める）脛骨骨幹部中央で、micro saw を用いて骨切、23 

G 針を脛骨近位に骨軸に平行に髄内へ刺入し、髄内釘挿

入部を作成した。23 G 針の内筒を髄内釘として、持針

器などで把持しながら、脛骨近位より髄内へ挿入、骨

折部を通り遠位骨片髄内へ挿入し、骨折部を固定し皮

膚縫合した。第二のモデルは大腿骨骨折モデルである。

全身麻酔下、膝から大腿近位まで側方皮切し、大腿四

頭筋とハムストリングスの筋間より侵入。骨幹部を展

開し骨幹部中央で骨切りを行い、23～26 G の針を骨折

部の近位骨片髄腔よりretrogradeに近位方向へ髄内に

刺入し、大腿骨近位（おそらく転子部）の皮質骨を貫

通させた。retrograde に髄内釘を近位方向へ挿入し、

一旦転子部の骨孔より先端を出してから、反対に 

(antegrade に)骨折部と遠位骨片髄腔へ刺入し、固定し

た。第三のモデルは、長管骨骨幹端部の骨欠損モデル

である。全身麻酔下、脛骨近位に皮切を置き、脛骨近

位内側前面を展開、歯科用バー（ドリル）にて円型の

骨孔を脛骨近位に穿った（径 1mm）。骨孔よりドリルを

骨髄内に進め、海綿骨を掘削し、対側の皮質骨の手前

まで骨欠損を作製した。第四のモデルは、脛骨の臨界

欠損モデルである。全身麻酔下、脛骨前面に縦皮切を

置き、脛骨全体を展開し、脛骨または大腿骨骨幹部中

央 1/3 でマイクロソ－にて骨切りし、長さ 5mm の全周

性の骨欠損を作製した。脛骨・大腿骨近位より随内釘

を挿入して、近位・遠位骨片を固定、閉創して終了し

た。これらのモデルについて、自然経過をマクロ、放

射線学的、組織学的に記載した。今年度は、これらの

手技を洗練するとともに、新たなモデルとして、ラッ

ト膝関節軟骨全層および半層欠損モデルを作製し、そ

の自然経過をマクロ、放射線学的、組織学的に記載し

た。 

 

 

３ 倫理面への配慮 

 DNA 組み換え実験、動物実験に関しては各分担研究者

の属する機関の組み換え DNA 実験規則および動物実験実

施マニュアルに従って行う。ヒトの体性幹細胞を分離す

る実験に関しては、東京大学医学部附属病院で行う。倫

理審査委員会に申請書を提出済みである。ヒトは胚性幹

細胞を将来使用する場合には、「ヒト ES細胞の樹立及び

使用に関する指針」に則り、倫理審査委員会の承認を得

て行う。 
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