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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病治療において，最も有望視されている細胞移植のための移植用補助材
料としてハイドロゲルシステムを構築することに成功した。動物実験の結果，本システムは，細胞生着率の向上
とin situでの分化誘導の促進を担っており，病態改善を劇的に促進することが明らかとなった。そのメカニズ
ムについて様々な視点から検討を進めた結果，移植細胞の分化誘導の過程で徐々にゲルシステムが生分解し消失
してホスト組織との統合を阻害しないこと，移植細胞がドーパミン神経へ分化した後，電気伝達を行っており神
経網が再建されていることが明らかとなった。これらの成果は，本システムの実用化にとって重要な基礎知見で
ある。

研究成果の概要（英文）：In this work, the novel hydrogel system for cell-based therapy of Parkinson'
s disease could be constructed. From the animal experiment, it was demonstrated that this hydrogel 
system improved the graft survival and facilitated the differentiation into dopamine neuron of 
engrafted cells, and the disease state improved drastically by using this hydrogel system. 
Additionally, I evaluated the mechanism for the regeneration of nerual network by cell-hydrogel 
co-transplantation. From these study, it was indicated that 1) hydrogel system slightly degrades in 
the state of the differentiation into dopamine neurons and does not inhibit the integration between 
transplanted dopamine neurons and host striatum, 2) dopamine neurons in hydrogel system construct 
the neural network and carry out the electrical transmission. These results are very important 
information to put this hydrogel system to practical use.  

研究分野： バイオマテリアル科学

キーワード： パーキンソン病　キメラタンパク質　タンパク質アンカーリング　semi vivo　細胞移植　神経網再建
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，申請者が開発したハイドロゲルシステムの実用性を裏付ける上で大きな重要性を持つものであること
はもちろんのこと，さらに，神経網構築に至るメカニズムに関する新知見の提案にもつながり学術的価値の高い
ものと考える。本成果を基に，開発技術が臨床応用につながれば，社会への貢献度も非常に大きい。
加えて，本研究課題で新規に開発した，"semi vivo" 評価系は，動物実験代替モデルとしての可能性が見出さ
れ，生体材料開発研究，化粧品開発研究，組織・細胞生物学研究といった学術研究にも貢献できるものと期待さ
れる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病の再生医療では，細胞移植による神経網の再生が最も有力な治療法と考えら
れている。その理由として，成人脳でも神経幹細胞が存在すること [J. Neurogen., 2014, 28, 5-29] 
や挫滅した神経網を再生する細胞の不足 [Radiology, 2006, 241, 822-830] が明らかにされたこ
と，また近年，幹細胞から調製された細胞の移植により，パーキンソン病の病態の改善が認め
られたこと [Biol. Pharm. Bulletin, 2013, 36, 171-175; P. N. A. S. USA, 2008, 105, 5856-5861] が挙げ
られる。しかしながら，未だ，十分な治療法として確立されるには至っていない。それは，移
植細胞の生着率が極めて低いこと，また，生着細胞が組織内で制御されないことにより神経網
再建が不十分で完全な病態改善には至らないためと考え
られる。その他，様々な問題があるが，前述の二点は，
解決すべき最優先課題である。 
 これまでに当該研究者は，パーキンソン病の治療のた
めの細胞移植医療において，細胞の生着や in situ 機能制
御 (分化誘導や神経網再構築) を補助するハイドロゲル
の開発を進めており，図 1 に示す 4 つの機能「足場の提
供 (左上)」「神経栄養因子アンカーリングによる細胞制御 
(右上)」「免疫単糖細胞の浸潤抑制 (左下)」「神経栄養因
子の段階的な作用のためのタンパク質徐放微粒子 (右
下)」の個々の有効性を立証してきた。しかしながら，こ
れまでの成果を実用化するためには，未だ未解明な部分
や，いくつかの懸念事項を払しょくしなければならない。 
  
２．研究の目的 
これまでの研究成果を実用化に導くべく，本研究課題では，① 4 つの機能を複合化させた「タ

ンパク質アンカーリングインジェクタブルゲル」を用いた細胞移植による病態改善のより詳細
な分析および実用化に向けた基礎知見の集積，また②ハイドロゲルシステムを利用した細胞移
植による神経網再構築のメカニズムの解明，③移植細胞の生着・分化誘導そして神経網再生を
さらに促進できるハイドロゲル材料の設計指針を構築するための化学的・物理学的観点での知
見集積を目指し研究を実施した。 
研究課題の小テーマ①については，4 つの機能を組み合わ

せたハイドロゲルシステムの性能を動物実験により評価し，
パーキンソン病の病態改善について詳細な評価を実施する。
予備検討において，病態の改善の可能性が強く示唆される
結果を得ていることから，この結果の真偽を定量的に証明
することが小テーマ①の目標となる。 
小テーマ②は，本研究課題の中で最も困難を極めるであ

ろう小テーマである。具体的に説明すると，まず，図 2 に
中脳黒質のドーパミン神経網が挫滅した時の中脳黒質と被
殻・視床部の連結の概略図を示すが，パーキンソン病を発
症した場合，ドーパミン神経の変性・脱落と同時に，各部
に接続する黒質線条体路 (図 2, Nigrostriatal pathway) も消
失することが分かっている。つまり，線条体のドーパミン
神経網の再構築だけでなく，各部との神経接続の再構築が
なければ，病態改善しないといえる。これまで，in situ での
ドーパミン神経の誘導と神経網再構築を念頭にして材料開発を進めてきたが，予備検討で得ら
れた病態改善はなぜ起こりえたのか，その経路についてもブラックボックスである。そこで 4
年の研究期間で，ドーパミン神経が再構築されてからの経路および神経網接続，パーキンソン
病の改善に至るまでのホスト組織の動態を階層的に調査する。特に，ドーパミン神経網が補填
されることにより，どのようにホスト組織と融合し神経網が再構築されるのか，そして，何が
トリガーとなっているのか，さらには，各部との神経同士の連結がどのように起こっているの
か等を in vitro / in vivo 両面から評価する。 
小テーマ③は，①および②の成果を踏まえて，移植細胞にとって最良の環境を提供するべく，

ハイドロゲルの改良のための検討を実施する。特に，これまでは細胞の生化学的な制御にのみ
着眼した材料設計を実施してきたが，物理的な性質 (硬度や分解消失過程など) も考慮した設
計が必要ではないかと考えられる。そこで，このテーマでは，ポリマーコーティング表面を用
いて，材料表面の化学・物理学的挙動と細胞挙動との相関を精査し，ハイドロゲル開発のため
の基礎知見の集積も実施する。 
本研究課題は，申請者が開発したハイドロゲルシステムの実用性を裏付ける上で大きな重要

性を持つことはもちろんのこと，加えて，神経網構築に至るメカニズムに関する新知見の提案
にもつながる可能性があり学術的価値の高いものと考える。本成果を基に，開発技術が臨床応
用につながれば，社会への貢献度も非常に大きいと期待される。 
 
 

図 2．正常およびパーキンソン病
時の中脳黒質と大脳皮質との神経
連結の概略． 

図 1．移植細胞保護＆精密制御ハイド
ロゲルシステム．細胞生着・保護能と
生着細胞の分化誘導能を有する． 



３．研究の方法 
 パーキンソン病動物への細胞・材料の共移植を実施し，組織内でのそれらの動態，また，ホ
スト組織への浸潤や統合などを階層的に評価するとともに病態改善の度合いやその速さを評価
(小テーマ①) し，さらに，誘導されたドーパミン神経を起点としてどのような経路をたどりパ
ーキンソン病の病態改善に至るのか (小テーマ②) を明らかにする。さらに，ハイドロゲルの
化学的・物理学的な性質と細胞挙動の相関を調査しハイドロゲル改良の指針の確立を目指す 
(小テーマ③)。 
【研究計画の全体像】 
 これまでに開発したハイドロゲルシステムのパーツは，図 1 に示す通り，各種キメラタンパ
ク質担持ハイドロゲルおよび神経分化因子の精密徐放微粒子から構成される。まず，ハイドロ
ゲルとしてアテロコラーゲンを基礎として，ハイドロゲルに担持させるためにコラーゲン結合
ペプチドを融合したキメラタンパク質 ① 神経細胞接着性キメラタンパク質 (LGCP, 原著 
[Nakaji-Hirabayashi, T. et al. Bioconjugate Chem., 2012, 23, 212-221; Nakaji-Hirabayashi, T. et al. 
Bioconjugate Chem., 2013, 24, 1798-1804])，② 抗炎症性インターロイキン 10 キメラタンパク質 
(IL10CP, 原著 [Nakaji-Hirabayashi, T. et al. J. Mater. Chem. B, 2014, 2, 8598-8607])，③ 脳由来神経
栄養因子キメラタンパク質担持による細胞機能制御 (BDNF-CBP, 原著 [Nakaji-Hirabayashi, T. 
et al. Biomaterials, 2009, 30, 4581-4589])，そして，④ 微粒子からの選択徐放を可能とするためヒ
アルロン酸結合性ペプチドを融合したグリア細胞由来神経栄養因子キメラタンパク質 
(GDNF-HBP, 原著 [Gujral, C. et al. J. Controlled Release, 2013, 168, 307-316]) を大腸菌発現系を
用いて合成した。 

GDNF 精密徐放微粒子は，乳酸－グリコール酸共重合体を外層に，ヒアルロン酸を内層に有
する二層構造をとり，内層のヒアルロン酸に GDNF-HBP が担持されている。この微粒子は超音
波法を利用して作製し，サイズ分画により精製したものを使用した (原著 [Gujral, C. et al. J. 
Controlled Release, 2013, 168, 307-316])。 
移植細胞は，緑色蛍光タンパク質 (GFP) を恒常発現したラット由来神経前駆細胞を用い，移

植後の追跡を簡便にする。また，検体としてパーキンソン病モデル SD ラット (オス，右脳黒
質挫滅型) を用いた (原著 [Nakaji-Hirabayashi, T. et al. Bioconjugate Chem., 2013, 24, 1798-1804])。 
 in vivo 評価では，組織切片の組織染色・蛍光免疫染色法，および左旋回運動評価と補講評価，
また 移植細胞の GFP 恒常発現を利用して，GFP の mRNA 量からの生存率評価を実施し，詳細
な分析を行った。また，組織との統合やハイドロゲルシステムの消失について，核磁気共鳴イ
メージング (MRI) を用いた経時的観察を行った。 
さらに，生存下での脳組織を電気生理学的に評価し，神経網再建の追跡を試みる。加えて，

神経ジャンクション形成の in vivo での経時観察には限界があることから，生体外で再現・評価
できる系を構築する。ここで，"Semi vivo"，つまり，組織と組織に類似したハイドロゲルを組
み合わせた実験系を用いて，神経網再建をリアルタイムで追跡することを目指す。 
加えて，移植細胞にとって最良の環境を提供するべく，ハイドロゲル素材の改良を目的とし

て，化学的・物理学的な材料組成と細胞挙動の相関に関する基礎知見を得ることを目指した。
このために，ポリマーコーティング表面やポリマーブラシ表面を利用した。これは，表面組成
を単純に且つ表面の物理学的組成を変化させても化学的性質が変化しない表面を構築するため
にポリマーコーティング表面の利用が最良と考えられたためである。 
 
４．研究成果 
 本ハイドロゲルシステムの基本設計は，移植細胞接着足場の提供と組織と統合するまでの間
の物理的な隔離による保護，迎撃型抗炎症性サイトカイン選択徐放システムによる炎症反応か
らの保護，および，神経網再生のための効率的な分化誘導の機能を複合化させたシステムであ
る。特に，ゲル担持神経栄養因子により成熟神経への分化を誘引し，分化過程にある中後期分
化神経が産生する分解酵素 (ヒアルロニダーゼ) により微粒子内の終分化誘導神経栄養因子が
放出される仕組みは，in vivo / in situ での段階的因子作用を可能にする画期的なシステムである
と，本科研費申請前に行った予備検討結果から，強く期待された。 
 本ハイドロゲルシステムを用いたパーキンソン病の病態改善評価に先立ち，ハイドロゲルシ
ステムの改良を行った。神経分化において神経栄養因子が多段階に作用することが重要 [Lewin, 
G. R., et al. Annu. Rev. Neurosci. 1996, 19, 289-317; Kirik, D., et al, Nat. Rev. Neurosci., 2002, 3, 
383-394] であることが指摘されているが，加えて BDNF および NGF を作用させ，その分化誘
導過程で，GDNF を作用させることにより，最も効率良くドーパミン神経へ誘導できることを
我々は，本研究の中で突き止めた。それを踏まえて，ハイドロゲルシステムを構築した。 
このシステムの有効性および再現性を定量的に評価した結果，免疫抑制剤非投与下で，生着

率を 53.9 ± 5.8% に向上させ (細胞のみでの移植では生着率は 5%未満) (図 3A)，パーキンソ
ン病ラット (右脳線条体のドーパミン神経網をヒドロキシドーパミンにより完全に破壊) の劇
的な病態改善を示した。また，病態改善は，行動試験 (アポモルフィンローテーションテスト：
パーキンソン病発症時は左旋回運動を行う，図 3B 参照) において，本ハイドロゲルシステムを
用いた細胞移植群 (図 3B 赤) で，有意な左旋回運動数の減少が認められることも明らかとなっ
た。 
劇的な改善の理由として，キメラタンパク質の特性を活かした利用，特にキメラタンパク質・



高分子を利用した，細胞制御タンパク質の担
持や選択徐放の新規システム構築により，こ
れまで不可能とされた，局所で且つ継続的な
細胞へのシグナル伝達に基づく in vivo / in 
situ での細胞制御が可能となったこと起因す
るものと考えられる。 
組織染色による，移植細胞およびホスト組

織の挙動を観察すると，図 4A に示す通り，
本ハイドロゲルシステムを使用した場合で
は，移植後 3 週を超えると免疫担当細胞であ
るミクログリアの浸潤がほぼなくなり，移植
細胞がホストと複合化されているのが分か
った。また，本ハイドロゲルシステムを用い
た場合にのみ，移植後 15 週目でドーパミン
神経マーカーであるチロシンハイドロキシ
レース (TH) の発現を示しており (図 4B)，
細胞の in situ 分化誘導が目的通り達成できて
いることが分かった。 
また，MRI によりハイドロゲルの消失につ

いて評価した。この評価では，ハイドロゲル中の水分子が組織中の水分子と緩和時間が異なる
のを利用してゲルを画像化する T2 強調画像
を利用した。その結果，移植後 9 週までは移
植部位にゲルが残存していることが認めら
れたが，12 週になるとゲルの残存が明確では
なくなり，15 週目では MRI により検知する
ことが困難となった。それらの結果から 15
週目においてハイドロゲルシステムはすべ
てホスト組織に置き換わっているであろう
と考えられた。 
次に，移植細胞によるドーパミン神経ネッ

トワークの再構築のメカニズムの解明，また
線条体再建後の被殻・視床部へとつながる神
経網の再建のメカニズムの解明を目指した
研究を実施した。まず我々は，in vivo での評
価と同時に，in vitro で in vivo に近い情報を
得るための「semi vivo」評価系の構築を目指
した。採取したホスト組織を培養により維持
するとともに，一部をくり抜きハイドロゲル
システムに置換して神経網の再建などを評
価しようと試みた。 
この semi-vivo システムの構築にかなりの

時間を費やしてしまった。In vitro での脳神経
組織の最適な培養条件 (最低 4 週間の培養が可能な条件) の探索にかなり手を焼いてしまった
が，組織スライスの厚さを 500 – 600 μm とすることで，さらに CO2インキュベーター内の酸素
濃度を高くすることにより，短期間での脳組織培養が可能となった。続いて，神経組織の維持
のための培養条件の決定にも苦労を重ねたが，神経栄養因子類の濃度を通常の細胞培養より高
く保つことにより，最適条件を決定した。 
次にこの培養組織での電気生理による神経網の作用に関する評価を実施した。まず，パーキ

ンソン病モデルラットへの細胞－ハイドロゲルシステムの移植後2週後と15週後の組織を用い
て，移植部位周辺の電気生理学的評価を実施した結果，移植 2 週に比べ，15 週間後の方が電流
値が 6 倍に増加し，分化誘導した細胞が組織内で機能している可能性が示唆された。次に，移
植部位から被殻・視床部まで大きく組織を抽出し，神経の電気伝達に関して評価した結果，夾
雑物によるノイズが非常に大きいためか，我々が最終的に見ようとしている「神経組織の再構
築による神経伝達が行われている」という立証は困難であった。これは，脳組織内での様々な
場所で電気伝達が行われているためと予想され，それを規格化して図 2 に示すような
Nigrostriatal pathway の再建に伴う電気生理のみを抽出することができないためと考えられた。
電気生理による検討のための予備検討および実験系の構築に 2.5 年を要してしまい，かつ，予
想していたこと以上に克服困難な現象が出てきたために，当初の最終目標である神経網再建の
メカニズムの解明には至らなかった。しかしながら，①移植部位周辺の電気生理学的評価から，
in situ で分化誘導されたドーパミン神経は，電気伝達能力を有していること，②semi vivo シス
テムの構築は可能であることの 2 点は立証することができたと考えている。semi vivo システム
に関しては，もう少し改良が必要であると考えられるが，現在強く求められている「動物実験
代替システム」への拡張が可能であるという新たな一歩を示せたのではないかと考えている。 

図 3．(A) 細胞およびハイドロゲルを共移植し
た 時 の 細 胞 生 着 率  (n = 6) ． IL10- and 
LG-collagen 群 (細胞接着性キメラタンパク質
および抗炎症性サイトカイン迎撃型キメラタン
パク質を担持させたハイドロゲル－細胞共移植
群) において、移植した細胞に対して半数以上
の細胞が生着している．(B) 細胞－ハイドロゲ
ルを移植したパーキンソン病モデルラットのア
ポモルフィンローテーションテスト． 

図 4．(A) 本開発ハイドロゲルシステムを利用
して移植した場合における，抗 GFP 抗体によ
り蛍光免疫染色された移植細胞 (緑) と抗 Iba I 
抗体により蛍光免疫染色されたホストミクログ
リア (赤) の局在．(B) 移植後 15 週目のアテロ
コラーゲンを用いて移植した細胞 (i)，BDNF お
よび NGF を担持したハイドロゲルと移植した
細胞 (ii)，および本ハイドロゲルシステムと共に
移植した細胞 (iii) のドーパミン神経マーカー
抗体 (anti-TH) による蛍光免疫染色結果． 



さらに本課題では，semi vivo システムの構築
と並行して，ハイドロゲルシステムの改良に重
要な基礎知見となる「細胞挙動と材料の化学
的・物理学的特性との相関」に関して，第三の
テーマとして検討を進めてきた。まずは，生体
組織や細胞に対して不可侵な材料表面，すなわ
ち生体物質非応答性の材料表面の構築条件など
の探索から始まり，そのような表面であっても，
表面硬度が高くなれば，生体物質非応答性が発
現しなくなること，言い換えれば，生体物質非
応答性の発現には，化学的組成の最適化と物理
学的組成の最適化の両方が必要であることを見
出し，論文発表も行った (図 5)。加えて，一般
的に細胞やタンパク質と相互作用し，細胞が接
着するような化学組成であっても，表面が非常
に柔らかい (100 kPa ~ 1 MPa) 条件が加わると，
細胞やタンパク質が接着・吸着しにくいことも
見出した。 
これらの重要な基礎知見を踏まえて，化学

的・生化学的な組成に加え，物理学的組成，特
にベースゲルの硬度を考慮したハイドロゲルシ
ステムの改良を実施した。このテーマに関して
は，本課題を基研究として採択された「国際共
同研究強化加速基金（国際共同研究強化）；
17KK0130 (2017-2018)」で実施しており，その
成果報告書に詳細を記載しているので参照して
いただきたい。 
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