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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
再建外科治療と臓器移植の 2 大先端医療に限界が見えてきている状況の中で、細胞の増殖分化能力を利

用した再生誘導により、自己の生体組織、臓器の再生修復を促進する試みがある。この試みが医療応用で

きれば、人工臓器も免疫抑制剤も用いない第 3 の治療法となることが期待される。この再生医療の実現に

は、再生現象に関した細胞の基礎生物医学の研究が必要であるが、幹細胞の存在、分化メカニズムが解明

されただけでは、再生医療は実現できない。つまり、その細胞を増殖分化させ生体組織の再生誘導を促す

ための医工学的な技術、方法論（生体組織工学）が必要となる。例えば、幹細胞を分離、増殖するための

培養基材、培養装置（バイオリアクタ）、あるいは細胞を増殖分化させて生体組織の再生誘導を促す環境

としての足場材料、あるいは細胞増殖因子の利用法などに関する技術が必要不可欠である。つまり、必要

な細胞を分離、増殖するための技術を急いで研究開発しなければ、再生医療はただの絵に書いた餅で終わ

ってしまう。 
本研究では、生体吸収性高分子からなるスポンジおよび不織布の内部構造を変化させるとともに、これ

らの材料に、抗体、細胞増殖因子、あるいは細胞接着因子を固定化することにより、積極的に幹細胞の接

着、増殖を促す生物機能をもつ機能性足場を作製する。次に、幹細胞への栄養、酸素の供給を改善、その

増殖促進するための細胞培養バイオリアクタを設計する。本研究の独創的な点は、機能性足場とバイオリ

アクタとの組み合わせである。得られた組織幹細胞の分化能力について in vitro および in vivo 動物実験

で評価する。 
この研究目的が達成されれば、再生医療の Key 要因である幹細胞の利用に関する細胞数の問題は解決

でき、幹細胞再生医療の実現に向けての大きな一歩となることは疑いなく、その社会的、学術的な意義の

大きいことは言うまでもない。 



 

 

Ｓ中間－2 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

本研究では、種々の高分子からなるスポンジ、不織布状の 3 次元構造体を作製、それらを用いた幹細胞の増殖、分化挙動について調べ

た。また、それらの足場材料に細胞接着因子や細胞増殖因子を固定化することによって細胞の増殖、分化を促す機能を付与、あるいは足

場材料の力学特性の修飾を行った。これらの機能性足場を用いた幹細胞の増殖、分化について検討した。細胞の増殖、分化は、足場の性

質だけではなく、培養条件によっても大きく影響されることから、種々の培養装置（バイオリアクタ）を用いた細胞培養を行った。 
以下にこれまでに得られた主な研究成果を示す。繊維径の異なるポリエチレンテレフタレート（PET）繊維からなる不織布に対する組

織幹細胞の増殖と分化について検討した。用いた幹細胞は臨床応用の最も近い組織幹細胞である未分化間葉系幹細胞（MSC）であり、ラ

ット骨髄より採取した。2、4、12、22、および 42 μm の繊維径をもつ PET からなる不織布へ MSC を播種したところ、12 μm 以上の繊

維径をもつ PET 不織布への細胞の初期接着と増殖が、他の繊維径をもつ PET 不織布に比較して、よいことがわかった。次に、これらの

MSC の増殖、分化に与える培養方法の影響について調べた。通常の静置培養に加えて、振とうおよび旋回培養により MSC を培養した結

果、旋回培養法が最も細胞の増殖効率のよいことがわかった。また、3 次元不織布中での細胞の増殖挙動を詳しく調べたところ、不織布

内での細胞増殖挙動が培養方法によって異なっていることがわかった。すなわち、静置培養では、不織布表面付近に存在している細胞は

増殖していたが、不織布内部の細胞はほとんど死滅していた。これに対して、旋回培養では、不織布の表面近傍、内部ともに良好な細胞

増殖が見られた。振とう培養では、静置と旋回培養との中間の状態が得られた。これは、細胞培養液が循環されていることで、不織布内

の全体にわたって細胞に酸素と栄養とが行きわたるとともに、細胞の老廃物の除去も効率よく行われた結果であると考えられる。MSC の

分化については、骨分化誘導培地にて細胞を培養、骨分化の程度を細胞内のアルカリホスファターゼ活性および細胞周辺のカルシウム沈

着などの観点から評価した。その結果、付着 MSC の骨分化は PET 不織布の繊維径にほとんど影響をうけないことがわかった。次に、

MSC の骨分化に対する静置、振とう、および旋回培養などの細胞培養法の細胞増殖法の影響について調べたところ、増殖の悪かった静置

培養法において、MSC の骨分化がよくなるという傾向が認められた。また、逆に、MSC の増殖の良好な旋回培養法においては、細胞の

骨分化は、静置培養法に比べて、抑制されていた。以上の結果より、MSC の増殖、分化は、その培養基材の性質と培養方法によって影響

されることがわかった。 
同様の検討をヒト脂肪組織から単離、採取した脂肪組織由来幹細胞（PLA）を用いて行った。PLA は体のあらゆる部位の脂肪組織から

採取できることから、骨髄から採取する MSC に比べて、採取時における患者への負担は小さい。この PLA の骨、軟骨、脂肪などへの分

化を調べたところ、MSC に匹敵する分化能力をもつことがわかった。PET 不織布内での PLA の初期接着と増殖に与える PET 繊維径の

効果は、MSC と同様であった。また、静置培養とは異なり、旋回培養の場合には、不織布の内部と表面近傍とのいずれの部分においても、

PLA は良好に増殖していた。次に、PLA の骨分化と脂肪分化とを調べた。脂肪分化は分化細胞内に蓄積される脂肪滴のオイルレッド O
染色、および脂肪分化マーカーであるグリセロール-3-リン脱水素酵素（GPDH）活性から評価した。PLA の骨、脂肪分化挙動は、不織布

の PET 繊維径には影響されず、また、増殖の最も悪かった静置培養において、最も高い分化程度を示した。以上のことより、PLA は MSC
とほぼ同様の増殖、分化特性を有することがわかった。 

MSCおよびPLAの細胞増殖、分化に与える培養基材表面の影響について調べた。培養基材としてはPETフィルムを用いた。金蒸着を行

ったPETフィルム表面へ片末端がCH3、OH、COOH、およびNH2基のアルカンチオールを反応させ、PETフィルム表面へ異なる化学官能

基を種々の比率で導入した。PETフィルム上でのPLAの増殖と骨・脂肪分化について調べたところ、表面の官能基の種類、導入率がそれ

らに大きく影響を与えていることがわかった。細胞は、基材表面に吸着した細胞接着性タンパク質を介して接着することがわかっている。

そこで、細胞接着性タンパク質の代表であるフィブロネクチン（FN）のフィルム表面への吸着を調べた。その結果、吸着はPET表面性状

に依存していたが、タンパク質吸着と細胞接着とは相関していなかった。このことは、吸着タンパク質のコンホメーション変化が細胞接

着挙動に影響を与えていることが考えられ、今後、この観点からの検討が必要であることがわかった。次に、FN、コラーゲン（Coll）タ

イプI、Ⅳ、ゼラチン、ラミニン、プロネクチンなどの細胞接着タンパク質をPETフィルムへコーティングした。これらのPETフィルム上

で細胞の初期接着、増殖、分化について調べた。その結果、FN、Coll、ゼラチンコーティングPETフィルム上では、他のフィルムに比べ

て、細胞の初期接着、増殖が高まった。フィルム表面の水に対する接触角が細胞の増殖に与える影響については、MSC、PLAともに、あ

る接触角領域において細胞の増殖が高まることがわかった。これは幹細胞以外の細胞増殖の接触角依存性と同じであった。MSC、PLAの

骨分化に関しては、細胞の増殖が高いほど骨分化程度が高まったが、その脂肪分化は、表面がFN、Coll、ゼラチンがコーティングされて

いる場合にのみ、その程度が高まった。また、神経への分化を細胞形態より評価したところ、ラミニン、FNコーティングPETフィルム表

面において、PLAの神経分化程度が高まった。これらの結果は、培養基材表面の化学的性質が細胞の増殖、分化に大きく影響しているこ

とを示している。次に、幹細胞の増殖促進活性をもつ塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）のMSC、PLAの増殖、分化挙動に与える影響

について検討した。異なる濃度のbFGFを含む培養溶液中、あるいは異なる濃度のbFGFをコーティングしたPETフィルム上で細胞を培養、

増殖させた。その後、増殖したMSCを骨分化培地で培養したところ、bFGF濃度とbFGFの存在条件によって、骨分化状態の変化すること

がわかった。すなわち、bFGFコーティングフィルムを用いた培養では、あるbFGF濃度領域で骨分化が高まった。ところが、bFGFの溶

液添加条件での培養では、bFGF濃度の低下とともに骨分化程度が上昇することがわかった。このように、生物活性因子の濃度とその存在

様式が組織幹細胞の増殖と分化に影響を与えることが明らかとなった。 
 機能性足場の性質として重要なもう一つの point は、3 次元足場材料の力学的特性である。細胞に親和性をもつ足場であっても、細胞が

増殖、分化するための空間スペースを確保するための適度な力学強度をもたなければ、細胞の足場としては有効に働かない。そこで、こ

の足場に対する力学的な問題点を解決するための検討を行った。具体的には、コラーゲンからなるスポンジの力学補強を目的として、生

体吸収性のポリグリコール酸（PGA）の繊維を組み込んだコラーゲンスポンジ（PGA スポンジ）を作製した。この PGA スポンジは、通

常のスポンジに比較して、圧縮弾性率は高くなった。スポンジ内での MSC の増殖を調べたところ、通常のスポンジとは違って、PGA ス

ポンジは、培養中での収縮は見られず、細胞の増殖も良好であった。また、PGA スポンジ内での MSC の骨分化は、通常のスポンジより

も優れていることもわかり、PGA 繊維を組み込むことで、コラーゲンの細胞親和性を損なうことなく、スポンジの力学特性を改善でき、

より優れた足場となることがわかった。 
以上のように、これまでの研究により、材料学的、生物学的な工夫かつ細胞培養装置の利用によって、再生医療に必要不可欠な幹細胞

を効率よく調製するための基礎的知見が得られた。今後は得られた研究成果を基に、3 次元足場の機能化デザインとバイオリアクタとの

最適な組み合わせの検討を進める予定である。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

幹細胞には、受精卵から得られる胚性幹細胞と生体組織臓器内に存在する組織（体性）幹細胞がある。

前者は倫理的な問題があり、臨床応用を考えた場合には、患者自身から採取できる組織幹細胞が現実的で

ある。しかしながら、採取できる組織幹細胞の数はきわめて少なく、また加齢とともにその数は減少する。

そこで細胞を効率よく分離し、増殖させることが必要である。すでに、造血系幹細胞に対しては、国内外

において研究が盛んであり、高分子不織布を用いた細胞の分離、細胞増殖因子あるいは他の細胞との共培

養による細胞の増殖技術が確立しつつある。これに対して、他の組織幹細胞の分化の基礎研究が行われて

いるが、まだその分離および増殖技術の研究は遅れており、この分野の研究は国内外を通じてきわめて少

なく、未熟であるのが現状である。このような状況では、幹細胞を利用した再生医療の実現は遠い。2 年

間の本研究を通じて、予想通り、組織幹細胞の増殖、分化が、その足場材料と培養条件に大きく影響する

ことを、改めて確認する新しい研究結果が得られた。まず、細胞培養基材としての不織布の繊維径が細胞

の増殖、分化に与える影響、すなわち、ある繊維径が組織幹細胞の増殖を促進する効果をもつこと、これ

に対して、細胞の骨分化は繊維径に影響されないことなどがわかった。これらの知見は国内外を通じて新

しく、足場設計において重要な指針を与えると考える。また、3 次元不織布を用いた培養において、培養

条件が不織布内での細胞の増殖、分化の分布に与える影響に関して、新しい知見も得られた。旋回培養を

用いることで、3 次元不織布内での均一な細胞の増殖が実現できたこと、また、増殖が高まる旋回培養で

は、増殖の悪い静置培養に比べて、細胞の分化が抑制されることもわかった。これらの研究分野を系統的

に検討した研究は国内外を通じてほとんどない。 
以前から、細胞の初期接着と増殖が、その培養基材表面の性質に大きく影響をうけるということは報告

されていた。しかしながら、調べられた細胞のほとんどは線維芽細胞などの一般的な正常細胞である。本

研究では、「再生医療の実現のための研究」というはっきりとした目的があり、用いた細胞は分化能力を

もち、かつ臨床に応用できる組織幹細胞である。まず、幹細胞の初期接着、増殖挙動も、これまでの正常

細胞の結果と同じであることを示した。次に、幹細胞の分化に対する培養基材表面の効果についての系統

的な研究を行った。これらの 2 つの成果は、幹細胞再生医療に対する細胞－基材相互作用の新しい基礎的

知見となった。また、幹細胞の接着、増殖を促す作用をもつ FN、Coll、bFGF などの生理活性物質の足

場材料との組み合わせが、組織幹細胞の増殖、分化に大きな影響を与えるということもわかった。これら

の一連の研究成果は、幹細胞の増殖、分化を積極的に制御する機能性足場材料の創製に向けた重要な知見

であり、学問的、学術的にも大きなインパクトを与えるものである。加えて、コラーゲン足場材料の力学

補強が細胞の増殖と分化とを高めたという研究成果は、力学特性が、足場材料としてもつべき重要な

factor の 1 つであることを示した。これらの研究成果は、足場材料の設計に対する新しい概念を与え、本

研究の今後の新規性、独創性を高めるものであると考える。以上のように、多くの新しい研究成果が、過

去 2 年間で得られた。 
3 次元足場材料内での幹細胞の培養のためには、まず、細胞を足場内に均一に播種することが重要とな

る。しかしながら、この細胞播種方法に関しては、ほとんど検討されていないのが現状である。通常の足

場での細胞の播種は、細胞懸濁液を足場に滴下する、あるいは懸濁液を圧力下で足場内に浸透させるとい

った方法が行われているが、よい効果は得られていない。私たちは細胞懸濁液中で足場材料を振とうする

ことで、足場内に均一に細胞を播種するという新規の方法を確立した。これは本研究の主流をなすもので

はないが、本研究の遂行には非常に重要で、研究の独創性、新規性を発展させる研究成果であると考えら

れる。 
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