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研究成果の要旨 

 これまで樹立に成功したヒト ES 細胞株の安定した継代維持法を確立し、サブラインの一部に

ついては、単一細胞への解離継代が可能であることを明らかにした。我々の ES 細胞株は世界的比

較においても標準的な ES 細胞株の特性をもつことが確認された。間葉系幹細胞の培養皿の開発に

関しては、生体細胞膜の類似成分である MPC でコーティングすることで接着性を調節することに

成功した。足場素材の３次元造形に関しては、ラピッドプロトタイピングの技術を応用して、生

体材料であるリン酸カルシウムを、CT 画像データに基づいて自由に造形する方法を開発した。ナ

ノキャリアの開発に関しては、デバイスへのインテリジェント機能の創り込みを効率的に推進し、

in vivo をも含めた生物学的効果の確認に成功した。自己由来培養細胞シートを内視鏡的に移植す

る新しい治療法の開発に成功した。動物モデルに関しては、上記のように三次元造形したリン酸

カルシウム製の担体を、イヌの頭蓋欠損モデルに移植し、骨のみならず血管や骨髄が再生するこ

とを確認した。これらの知見を総合して複合組織再建技術の開発に取り組んでいる。 
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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 向上を著しく 

 

 

分担研究課題 

大・小動物における顎・顔面の複合組織欠損モデルの作

成と、再生組織の移植 

大・小動物における体幹・四肢の複合組織欠損モデルの

作成と、再生組織の移植 

ナノキャリアを用いたインビボ遺伝子導入法の最適化 

再生医療細胞源としての ES細胞の増殖・分化法の確立 

間葉系細胞培養に適した培養皿表面処理の開発 

 

細胞シート法及び 3次元造形法を応用した治療移植片の

作製と、その評価 

 

 

 

 

 

 

 

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
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ロサージャー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。さらに人工関節、人工頭骨、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、自己への信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。 

 

２ 研究方法 

 本年度の研究方法は、ES細胞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。樹立した３細胞株について、長期間増殖継代したの

ちでも染色体型が正常に保持されているかの検討が重要

であることから、１−２年以上の連続的継代を続けたのち

の細胞株について、詳細な Gバンド解析を行った。世界

各国の７５株のヒト ES 細胞株との詳細な特性解析比較

を行った。３株の中でも比較的安定して増殖維持可能な

株について、さらに安定増殖可能なサブラインを得るこ

とを目指して、多数のサブラインのスクリーニングを実

施した。 

今年度は PEG-P(Asp(DET))の化学構造と遺伝子発現機能

との相関を解明することを目的に、化学構造が異なる側

鎖を持つブロック共重合体とそれに対応するホモポリマ

ーを、それぞれ PEG-P(Asp)と P(Asp)に対するアミノリシ

ス反応より合成し、それらの機能について各種評価法を

用いて検討を行った。比較検討のために各々のカチオン

性 セ グ メ ン ト の 重 合 度 を 100 程 度 に 揃 え 、

PEG-P(Asp(DET)) および PEG-P(Asp(DPT)) (PEG 分子量

12000,ポリアミノ酸重合度 98)、並びに対応するホモポ

リ マ ー と し て P[Asp(DET)] ホ モ ポ リ マ ー お よ び

P[Asp(DPT)]ホモポリマー(重合度 101)を合成した。ナノ

ミセル型遺伝子ベクターの有用性について、生体内の組

織に近い 3次元スフェロイド細胞培養系を用いた評価を

行った。ヒト肝がん細胞 Huh-7 細胞をスフェロイド作製

用 96穴プレート(住友ベークライト)に播種、培養するこ

とで直径 100µm のガンスフェロイドを調製した。蛍光タ

ンパク質 YFP を発現するプラスミドを内包したポリプレ

ックスをスフェロイドと 24時間接触させ、その一定時間

後の YFP の発現をレーザー共焦点顕微鏡(CLSM)により観

察した。P[Asp(DET)]および P[Asp(DPT)]ホモポリマーか

らなるポリプレックスの単層培養およびスフェロイド培

養 Huh-7 細胞に対する遺伝子導入効率を行った 

間葉系細胞培養に関しては TCPS（コーニング社製）

にメタノール/2-プロパノール溶液(1:1 (v/v))で溶解

させたアクリルアミドモノマー溶液（5wt%〜25wt%）を

25 mL 塗布し、電子線照射によりポリアクリルアミド

(PAAm)を TCPS 表面上にグラフトした(PAAm-TCPS)。

PAAm-TCPS を洗浄、乾燥後、2-プロパノールに溶解させ

た IPAAm モノマー溶液（20, 55, 65wt%）を塗布、電子

線照射を行い PAAm-TCPS 表面上に PIPAAm をグラフトし

た（PIPAAm-PAAm-TCPS）。得られたサンプルは同様に洗

浄、乾燥し、表面濡れ性およびポリマーグラフト量の測

定（FT-IR / ATR）を行った。また、ウシ血管内皮細胞

（EC）を作製した表面上で培養を行い、細胞シートの回

収能について評価をおこなった。 

担体の三次元造形に関しては、さまざまな種類のリン

酸カルシウムの粉末を材料として用い、硬化液をプリン

トヘッドから噴射する粉体積層造形法を用いることで、

生体材料の直接造形を試みた。粉体のサイズ、硬化液の

成分などのパラメーターを変化させて最適化を行った。

間葉系幹細胞用の培養皿に関しては、MPC の濃度を 0.1％

から 5％まで変化させてコーティングを行った。 

昨年度得られた小動物の基礎データをもとに、今年度

は臨床応用を視野に入れた大動物（イヌ）頭蓋欠損モデ

ルを作成し、欠損部に適合した担体の基礎データ収集を

試みた。11ヶ月齢―2歳 10ヶ月（平均 1歳 10ヶ月）の

健常ビーグル犬の頭蓋骨に１辺 15ｍｍの骨欠損を作製

した。骨欠損部の CTデータをもとに、骨欠損部の形状に

成形されたα-TCP 製のテーラーメード担体を作製した。

作製にはインクジェットプリンターを用いた 3次元積層

法を用いた。対照には市販のハイドロキシアパタイトブ

ロック（HA ブロック）を切削加工したものを用いた。

α-TCP 担体と HAブロックを骨欠損部に移植し、術直後及

び術後１週・２週・３週・４週・８週・１２週・１６週・

２０週・２４週で一般健康状態・血液検査・骨欠損部の

CT撮影を行った。また２４週時に頭蓋骨を採取し担体の

組織学的検討を行った。 

 担体の三次元造形に関しては、さまざまな種類のリン
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酸カルシウムの粉末を材料として用い、硬化液をプリン

トヘッドから噴射する粉体積層造形法を用いることで、

生体材料の直接造形を試みた。粉体のサイズ、硬化液の

成分などのパラメーターを変化させて最適化を行った。 

 

 

３ 研究成果 

 本年度の成果は、ES細胞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。１−

２年以上の連続的継代を続けたのちの細胞株について、

詳細な Gバンド解析を行ったところ、３株すべてについ

て、染色体の異常は検出されなかった。我々の３株はす

べて、世界的比較においても標準的な ES細胞株の特性を

もつことが確認できた。３株の中でも比較的安定して増

殖維持可能な株について、さらに安定増殖可能なサブラ

インが得られ、一部については、単一細胞への解離継代

を長期間行っても、未分化性を維持できることが明らか

になった。これらのサブラインは親株と同等の分化能を

示し、ES細胞としての特性を保持していることが示され

た。 

カチオン性ポリマーと pDNA との複合体は 10mM トリス緩

衝溶液（pH7.4）中で、DNA とポリマーを様々な N/P 比(DNA

のリン酸残基に対するカチオン性アミノ基のモル数)で

混合することにより調製した。N/P 比を変化させたとこ

ろ、いずれの評価においても PEG-DET と同等の結果が得

られた。粒径については DET ホモポリマーのみ、有意な

増大が認められたが、他のカチオン性ポリマーについて

は 100nm 程度の平均粒径が得られ、このことはブロック

共重合体及び DPT ホモポリマーが血中全身投与に適する

ナノミセル型遺伝子ベクターを提供することを意味する。

ζ電位評価では、いずれのホモポリマーも化学量論的混

合比を超えると、40mV 程度の大きな表面電位を呈し、血

管内循環には適さないことが理解される。ブッロク共重

合体では、いずれも絶対値は小さな値を示し、先の粒径

の評価と併せて考慮すると、ナノミセル型遺伝子ベクタ

ーの物性評価の観点からは血中全身投与にはブロック共

重合体との複合体が適すると結論される。また MTT アッ

セイによる細胞生存率の評価では、DPT の系はホモポリ

マーもブロック共重合体も顕著な毒性を示した。以上の

評価より、DPT のカチオン構造が細胞毒性を発現するこ

となく、血中循環に適するナノミセル型遺伝子ベクター

を提供することが明確となった。単層培養実験において

は、P[Asp(DPT)]は N/P の増加に伴う細胞毒性を示し、顕

著な遺伝子導入活性は認められなかった。一方、

P[Asp(DET)]は細胞毒性を示すことなくLPEIやBPEIと同

等の遺伝子発現活性を示した。一方、スフェロイド培養

実験においては、P[Asp(DPT)]と LPEI および BPEI は細胞

毒性を示し、スフェロイドが崩壊することが確認された。

これに対し、P[Asp(DPT)]は N/P=40 ではスフェロイドが

崩壊したが、それ以下の N/P 比では、毒性を示すことな

く、4-8 日間に渡り顕著な YFP の発現を示した。このよ

うにスフェロイド培養を用いることで、従来の単層培養

では困難であった長期における遺伝子発現評価と感度に

優れた毒性評価が可能となった。その結果、低毒性と高

い遺伝子発現活性を兼ね備えた P[Asp(DET)]が優れた合

成ベクターであることが明らかとなった。次に、

PEG-b-P[Asp(DET)]および PEG-b-P [Asp(DPT)]ブロック

共重合体の遺伝子発現評価を同様に行った結果を図 3に

示す。その結果、PEG とポリカチオンとをブロック化し、

その自己集合体である高分子ミセルを形成することでポ

リプレックスの細胞毒性が著しく減少することが確認さ

れた。さらに、スフェロイド培養実験において、PEG-b-P 

[Asp(DET)]は、高い N/P 比においても、スフェロイドを

崩壊させることなく、明確な YFP の発現を示した。

PEG-b-P[Asp(DPT)]は、N/P=10 ではスフェロイドの崩壊

が確認されなかったが、遺伝子発現はほとんど確認する

ことができなかった。これらの結果は、ポリカチオンの

PEG 化を行い、高分子ミセルを形成させることで、毒性

が著しく減少することと、高分子ミセル型ベクターにお

いても P[Asp(DET)]は極めて優れたポリカチオンである

ことを示唆している。 

作製したPAAm-TCPSの表面の濡れ性、PAAmグラフト量お

よび細胞接着性の結果をTable 1 に示す。仕込みのAAmモ

ノマー濃度が増加するとともにPAAmのグラフト量は増加

し、PAAm-TCPS表面はより親水性な性質を示した。PAAm

のグラフト密度が 0.33 µg/cm2以上の条件で細胞非接着

表面となり、この時の接触角は 15˚付近であった。Fig. 1

に 022PAAm-TCPSおよび 030PAAm-TCPSに 55wt%IPAAmでEB

照射を行った場合の培養皿表面の経時変化に伴う細胞接

着の変化を示す。022PAAm-TCPSおよび 030PAAm-TCPSに対

す る PIPAAm の グ ラ フ ト 量 は そ れ ぞ れ 1.2µg/cm2

（ 120PIPAAm-022PAAm （ ● ） ） 、 1.1 µg/cm2

（110PIPAAm-030PAAm（■））でありほぼ同量であった。

比較のためにTCPS（◆）および 160PIPAAm-TCPS（▲）

（PIPAAmグラフト量：1.6µg/cm2）についても同様に評価

を 行 っ た 。 播 種 ６ 時 間 後 の 細 胞 接 着 性 は

120PIPAAm-022PAAm, TCPS, 160PIPAAmは同等な性能を示
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したが、PAAmのグラフト量が多い 110PIPAAm-030PAAmで

は劣っていた。PAAmのグラフト量が 0.33 µg/cm2以上の

PAAm-TCPS表面にPIPAAmのグラフトを行った場合や

PIPAAmのグラフト量が 1.6 µg/cm2以上では細胞接着が確

認できなかった点、同量のPIPAAmをTCPSにグラフトした

場合（160PIPAAm（▲））では細胞接着および脱着可能で

あった点を考えると、先にグラフトしたPAAmが細胞接着

に影響を与えていることを示唆している。表面濡れ性の

結果はこれら細胞接着性能の結果を支持する傾向を示し

た。細胞接着性が良好であった 120PIPAAm-022PAAm( )

を使い細胞シートの剥離能の評価を行った（Fig. 2）。細

胞シートは 160PIPAAm ( )よりも 120PIPAAm-022PAAmか

ら迅速に剥離することが確認できた。 

リン酸カルシウムとしては、α-TCP の微小粉体を用い、

コンドロイチン硫酸を硬化液として用いることで、3 次

元インクジェットプリンターで患部形状に合致したテー

ラーメード担体を作ることに成功した。この担体は、外

形のみならず、内部構造も自由に設計・制御することが

でき、既存のブロック状の担体や、ペーストに比して特

に操作性に関して優位性が示された。間葉系幹細胞用の

培養皿に関しては、MPC の濃度を 2％程度にすることで、

ある程度の接着性と、シートにする際の剥離性の両者を

確保することができた。 

3 次元造形したα-TCP 担体の移植に関して、術中合併

症はなく、術後の健康状態・血液検査値に関しても大き

な異常は認められなかった。CT撮影の結果、α-TCP 担体

内孔の狭小化と周囲骨との架橋形成が認められ骨再生を

誘導していることが示唆された。組織学的検索から、

α-TCP 担体内孔と周囲に骨様組織が誘導されていること

が確認された。さらにα-TCP 担体内部に骨髄腔の形成が

認められた。大動物骨欠損モデルにおいて、α-TCP テー

ラーメード担体により、骨組織のみならず、血管や骨髄

組織の再生も確認された。安全性と併せて、さらに長期

にわたる経過の観察が必要であると考えられる。 

 

 

４ 倫理面への配慮 

 倫理面への配慮については、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。倫理審査委員会に承認済み

である。（東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員

会承認番号 622-1）。ヒト胚性幹細胞の使用に関しては、

「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、また大臣確認も終わり、近く細

胞の分与を申請する予定である。 
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