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研究成果の概要（和文）：脳梗塞部位に結合するオリゴペプチドでヒトMSC表面を修飾することで、脳梗塞発症
部位の集積効率を高め、MSCと損傷部位との細胞間相互作用により神経再生効果を向上させることを目的とす
る。脳梗塞発症部位では虚血にともない血管内皮細胞表面上に膜タンパク質が発現する。この膜タンパク質を標
的とするオリゴペプチドをMSC表面に修飾することで、脳梗塞発症部位へのhMSCの効率的な集積が可能となると
考えた。ここでは、膜タンパク質の一つであるE-selectinに着目し、これに対するオリゴペプチドを利用する。
MSC表面へのpoly(ethylene glycol) 結合脂質 (PEG脂質) 誘導体を利用する。

研究成果の概要（英文）：Promising cell therapies using mesenchymal stem cells (MSCs) is proposed for
 stroke patients. Therefore, we aimed to efficiently accumulate human MSC (hMSC) to damaged brain 
area to improve the therapeutic effect using poly(ethylene glycol) (PEG)-conjugated phospholipid 
(PEG-lipid) carrying an oligopeptide as a ligand, specific for E-selectin which is up-regulated on 
activated endothelial cells under hypoxia like stroke. Here we synthesized E-selectin-binding 
oligopeptide (ES-bp) conjugated with PEG spacer. We found that ES-bp can be immobilized onto the 
hMSC surface through PEG-lipid without influence on cell growth and differentiation into adipocytes 
and osteocytes, respectively. In addition, the modified hMSC can specifically attach onto 
E-selectin-immobilized surface as a model surface of activated endothelium, indicating the 
sufficient number of immobilized ES-bp onto hMSC. Thus, this technique is one of the candidates for 
hMSC accumulation to cerebral infarction area.

研究分野： バイオマテリアル工学

キーワード： 細胞表面修飾　脳梗塞　MSC　PEG脂質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化の進行に伴い、脳梗塞や脳出血に代表される脳血管障害は、日本人の死亡原因の中でも多くを占めている
高頻度な疾患である上、後遺症によって介護が必要となる多くの後遺症に苦しむ脳梗塞患者に対して、自己骨髄
由来の幹細胞(間葉系幹細胞(MSC))を用いて、細胞移植により機能回復を目指す画期的治療を効果的に推進でき
ることが可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
高齢化の進行に伴い、脳梗塞や脳出血に代表される脳血管障害は、日本人の死亡原因の中でも多

くを占めている高頻度な疾患である上（年間 12 万人、死亡要因の 4 番目）、後遺症によって介護が必
要となる（全医療費の約 1 割を負担）。本研究では、多くの後遺症に苦しむ脳梗塞患者に対して、自己
骨髄由来の幹細胞(間葉系幹細胞(MSC))を用いて、細胞移植により機能回復を目指す画期的治療に
取り組む。近年、脳梗塞患者に対する臨床試験が行われ、MSC を静脈注射により細胞移植することで、
脳梗塞患者に良好な機能改善が認められることが報告され、リハビリテーション以外の選択肢しかなか
った脳梗塞患者に対する新しい治療法として、MSC 移植は注目を集めている。患者本人の骨髄から
MSCを分離して、培養・増殖させ(1か月以上)、静脈注射を行う簡単な治療であるため、治療としての展
開が期待されている。しかしながら、臨床での良好な成績が報告されているものの、脳梗塞部位におけ
るMSCの機序やその治癒メカニズムについては、不明なことが多い。例えば、静脈注射したMSCは脳
梗塞部位へ集積することを期待しているが、脳梗塞モデルラットでは、集積率は非常に低く、0.01%以
下という結果である。また、脳梗塞部位へ集積したわずかな MSC は、神経再生や血管新生に直接効
果があるのか、放出された液性因子が効いているのかについては不明である。つまり、ラットでは、およ
そ 106個のMSC細胞を移植して、せいぜい 100個の細胞が脳梗塞部位へ集積している計算になり、そ
の少ない細胞が脳梗塞部位で神経再生や血管新生に寄与していることが考えられているが、全くの推
測である。わずか 100個程度の MSC がどのように脳梗塞部位にて血管新生や神経再生に関与してい
るかは不明である。そのため、臨床での聖 k石は必ずしも満足できるものではない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳梗塞部位に結合するオリゴペプチドでヒトMSC（hMSC）表⾯を修飾すること

で、脳梗塞発症部位の集積効率を⾼め、hMSCと損傷部位との細胞間相互作⽤により神経再⽣効
果や⾎管新⽣を向上させることを⽬的とする。脳梗塞発症部位では虚⾎にともない⾎管内⽪細
胞表⾯上に膜タンパク質が発現する 2)。この膜タンパク質を標的とするオリゴペプチドを MSC
表⾯に修飾することで、脳梗塞発症部位への hMSC の効率的な集積が可能となると考えた。こ
こでは、膜タンパク質の⼀つである E-selectinに着⽬し、これに対するオリゴペプチドを利⽤す
る 2)。また、MSC表⾯への短鎖ペプチドの導⼊にはスペーサーとして poly(ethylene glycol) 結合
脂質 (PEG 脂質) 誘導体を利⽤する 3, 4)。ここでは、MSC に導⼊した ES-bp-PEG脂質の in vitro
評価について報告する 5)。 

 
 
３．研究の方法 

E-selectin に特異的に結合するオリゴペプチド (ES-bp：DITWDQLWDLMK) に N あるいは C
末端にシステインを導⼊した ES-bpを⽤いた。マレイミド-PEG脂質 (PEG :1, 5, 40 kDa)と ES-bp 
を反応させた。これを室温で 24 時間振とうし、システインとマレイミドを反応させることで ES-
bp-PEG脂質を得た。対照ペプチドとして、配列の異なる ConP( CGGGWKLDTLDMIWQD) を利
用した。 

ES-bp-PEG 脂質に対する E-selectin の結合能を評価するために、水晶振動子マイクロバランス
装置（QCM-D）を用いた。1-dodecanethiol 溶液を用いて、センサー表面にメチル基を末端に有す
る自己組織化単分子膜(CH3-SAM)を形成させた。その後、PEG 脂質誘導体(500 µg/mL)、bovine 
serum albumin (BSA) (1mg/mL)を流した後、E-selectin（5 µg/mL）を流した。 

N末端に蛍光標識 FITCを導⼊した FITC-ES-bp-PEG脂質を⽤意し、hMSCの表⾯修飾を⾏い、
蛍光光度計により１細胞当たりへの導⼊数の算出と共焦点レーザー顕微鏡、フローサイトメト
リーによりその挙動を評価した。また、固定化した E-selectinに対する hMSCの接着能を調べる
ために、ES-bp-PEG脂質で修飾したMSCあるいは⾮修飾のMSCを基板へ播種し、37oCで 15分
間静置した後、培地で⼗分にリンスして位相差顕微鏡で観察した。 
 
 
４．研究成果 
 

QCM-Dにより、ES-bpの Nあるいは C末端に結合した PEG脂質に対して、E-selectinの結合
評価を⾏ったところ、ES-bpの結合部位に関わらず、E-selectinに対する結合が⾒られた(Fig. 1)。
N末端とC末端から結合したES-bp間では、E-selectinに対する結合量の違いは⾒られなかった。
他⽅、コントロールペプチドでは、その結合が⾒られなかったことから、E-selectinと ES-bp-PEG
脂質の結合が特異的であることがわかった。 
次に、FITC-ES-bp-PEG脂質を⽤いて hMSCの表⾯修飾を⾏い、共焦点レーザー顕微鏡とフロ

ーサイトメトリーによる評価を⾏った。いずれの PEG鎖⻑（1kDa, 5kDa, 40kDa）の PEG脂質を
⽤いた場合でも hMSCの内部には蛍光は⾒られず、細胞膜表⾯にのみ FITC-ES-bp-PEG脂質は観
察された (Fig. 2)。また、hMSCの細胞表⾯に導⼊された ES-bpは、時間の経過ともに細胞表⾯
から消失することが観察された。ES-bpの消失速度は、PEG鎖⻑に関わらず、ほぼ同じ速度で細
胞表⾯から脱離し、24時間後には初期の導⼊量に対して 20%程度になることが分かった。また、



ペプチド導⼊数は、PEG鎖⻑に関わらず、１細胞当たり、108から 109ペプチド数であった。 
また、E-selectinを基板表⾯に固定化し、活性化した⾎管内⽪細胞のモデルとして利⽤し、hMSC

の接着能を調べた。PEGスペーサーが 5kDaと 40kDaのES-bp-PEG 脂質を修飾した hMSCでは、
播種後 10分間以内に hMSCが接着していることが観察できた (Fig. 3)。特に、PEG鎖 40kDaの
場合では、hMSC の接着数が⼤幅に増加することが分かった。⼀⽅、無処理の hMSC あるいは
PEGスペーサーが 1kDaの場合、播種後 15分間以内に基板へ接着することは無かった。このこ
とから、40kDaの ES-bp-PEG 脂質で hMSCを修飾することで、初期の接着を効果的に誘導でき
ることが分かった。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 結論  

脳梗塞発症部位に発現する E-selectin に対して、反応する ES-bp と PEG 脂質を利⽤すること
で、MSCの初期接着を誘導できることが⽰された。 
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Fig. 1. QCM-D analysis of E-selectin-

binding to ES-bp-PEG(5k)-lipid. ES-bp(C) or 

ES-bp(N) was conjugated to PEG-lipid at the 

C or N terminal. 

Fig. 2. Confocal microscopic observation of 

hMSC modified with FITC-ES-bp-PEG(1k, 

5k, 40k)-lipid. The control is non-modified 

hMSC. Bar: 20µm 
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Fig. 3. Cell-binding assay of ES-bp-PEG(1kDa, 

5kDa, 40kDa)-lipid-treated hMSCs onto E-selectin-

immobilized surface. Quantitative analysis of the 

number of attached hMSC treated with ES-bp(C, 

N)-PEG-lipids with different PEG chains (1kDa, 

5kDa, 40kDa). 
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