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研究の概要                                      
本研究の目的は、移植幹細胞の生物機能を高めるための生体組織工学技術を開発することであ
る。遺伝子導入のための非ウイルス性材料のスペルミン導入プルランとプラスミドDNAとのコン
プレックスを 3次元ゼラチンスポンジに含浸、未分化間葉系幹細胞（MSC）を播種、培養したと
ころ、効率のよい遺伝子発現が認められた。この遺伝子導入技術は、導入培養操作により死に
やすいサルMSCの神経分化誘導にも有効であった。中枢神経損傷モデル動物にこの遺伝子改変
MSCを移植したところ、優れた治療効果が認められた。                 
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３．研究の方法 １．研究開始当初の背景 
遺伝子導入のための非ウイルス性材料と

して、プルランやデキストランなどの多糖類
へスペルミンを化学導入し、カチオン化多糖
を作製する。カチオン化多糖とプラスミド
DNA とのコンプレックスを未分化間葉系幹細
胞（MSC）と培養、遺伝子発現活性を評価す
る。カチオン化多糖の性質が MSC の遺伝子発
現に与える影響について検討する。作製した
コンプレックスと細胞接着物質を 3次元足場
ゼラチンスポンジに組み込む。その後、スポ
ンジ内へ MSC を播種、培養、遺伝子発現を調
べる。静置培養に加えて、振とうや旋回など
のバイオリアクタを用いた培養を行い、遺伝
子発現を比較検討する。細胞の生物機能を in 
vitro および in vivo で評価する。 

再生医療には、細胞移植とバイオマテリア
ルと医工学技術を利用した生体組織工学ア
プローチがある。この 2つのアプローチをう
まく組み合わせることで、より治療効果が高
まることが期待される。 

国内外において、生体組織から採取可能な
組織幹細胞の生物医学研究が盛んに行われ
ている。これに対して、それらの細胞の移植
後の生存率や治療効率の改善、向上を目的と
した技術、方法論の研究開発は国内外を通じ
てほとんどなく、手がつけられていないのが
研究開始当初の状態であった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、移植に用いる幹細胞の生
物機能を高めるための生体組織工学技術の
開発である。 

 
４．これまでの成果 
多糖の分子量、アミン化合物の導入率などが

遺伝子発現レベルに与える影響についての条
件の最適化を行った。得られたカチオン化プル
ランは、市販の遺伝子導入試薬に比較して、高
い遺伝子発現と低い細胞毒性をもっていた。カ
チオン化プルランとGFPのプラスミドDNAとか
らなるコンプレックスを細胞接着物質である
プロネクチンとともにコーティングした培養
プラスチックシャーレ上でMSCに遺伝子導入培
養（subfection）を行った。通常の遺伝子導入
法に比較して、有意に高い遺伝子発現レベルが
認められた。このsubfection法はオリジナルな
技術であり、幹細胞への遺伝子導入分野に大き

本研究では、幹細胞へ遺伝子物質を導入す
る材料と培養技術を研究開発するとともに、
幹細胞の生物機能の改変、増強について、in 
vitro および in vivo 動物実験で評価する。
非ウイルス性の細胞内導入材料のデザイン、
合成を行う。これらの材料による遺伝子導入
効率にも影響を与える培養方法、培養技術に
ついて検討をする。本研究の独創的な点は、
導入材料と導入のための培養技術との組み
合わせによる効率的な幹細胞の生物機能改
変である。 
 
 



なインパクトを与えると考えられる。この技術
により、細胞の生存率を下げることなく、サル
MSCのドーパミン分泌神経細胞への分化誘導が
可能となった。これは、非ウイルス性遺伝子導
入試薬を用いた幹細胞の神経分化誘導につい
ての世界で初めての報告である。3次元細胞足
場として、ゼラチンスポンジを作製した。遺伝
子導入培養時でのスポンジの変形、スポンジ内
部での細胞の死滅を防ぐために、スポンジに繊
維あるいはセラミクス粉末を組み込んだ。この
力学補強スポンジに、GFPプラスミドDNAとカチ
オン化多糖コンプレックスを組み入れ、MSCに
対する3次元のsubfectionを行った。その結果、
2次元の基材に比較して、3次元スポンジ足場を
用いることで、細胞への遺伝子導入効率が高ま
り、かつ遺伝子発現が増強されることがわかっ
た。また、遺伝子導入培養を静置で行ったとこ
ろ、スポンジ内部の細胞は死滅し、遺伝子発現
が見られなかったが、MSCを旋回および振とう
培養することにより、細胞の生存率と遺伝子発
現効率は有意に改善された。さらに、コンプレ
ックスの3次元スポンジ内への組み入れた後、
熱処理を行った。この熱処理時間の増大ととも
にコンプレックス放出期間が延長し、また、そ
れにともない遺伝子発現期間の延長が見られ
た。この結果は、3次元スポンジ内で増殖して
いるMSCに、スポンジからプラスミドDNAを含む
コンプレックスが持続的に供給され、遺伝子発
現が高まったことが理由であると考えられた。
次に、骨形成因子(BMP)-2のプラスミドDNAを用
いて、同様の検討を始めた。その結果、期待通
り、BMP-2プラスミドDNAコンプレックスと3次
元スポンジを組み合わせ、ラットMSCを培養す
ることにより、MSCの骨や軟骨分化誘導を実現
できた。この技術は他の幹細胞にも応用が可能
である。 
別の研究として、遺伝子導入による幹細胞の

生物機能改変のための新規技術となる、プラス
ミドDNAの細胞内徐放技術を考案した。直径数
百ナノメートルのカチオン化ゼラチンハイド
ロゲル微粒子にプラスミドDNAを含浸させた後、
ラットMSCと培養した。その結果、微粒子は細
胞内に取り込まれ、微粒子の分解とともにプラ
スミドDNAが細胞内で徐放された。プラスミド
DNAの細胞内徐放期間の延長とともに、遺伝子
発現期間は延長することがわかった。プラスミ
ドDNAの細胞内徐放は新規な遺伝子改変技術で
あり、今後の幹細胞生物学や細胞移植治療への
展開が期待される。 
 
５．今後の計画 

これまでに得られた研究成果を基に、生物
機能をもつ遺伝子プラスミド DNA による
subfection を幹細胞に対して行い、その分化
誘導を検討する。また、遺伝子を組み込んだ
3 次元足場とバイオリアクタを組み合わせて
用い、遺伝子改変培養した幹細胞の生物機能
を in vitro と in vivo で検討していく。 
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