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研究成果の概要： 
chitin binding domainまたは cellulose binding domainと細胞成長因子（FGF2, BMP2, VEGF165）
との融合タンパク質を作製できた。これらはキチンまたはセルロースに結合するばかりか、結

合すると遊離の場合より細胞に対する活性が高いことがわかった。これらを用いて FGF2 の結
合している人工ニッチでは幹細胞の未分化を維持し、ニッチ外へ出た細胞の分化を誘導すると

いう同時制御を実現できた。 
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１．研究開始当初の背景 

 再生医療・再生医工学は近年注目を集めて

おり、実用可能になればこれまで治療できな

かった患者を助けることができ、患者のクオ

リティーオブライフを上げることができるな

ど、さまざまな長所のある夢の医療と言われ

ている。しかし、さまざまな解決しなければ

いけない問題が残されていることも事実であ

る。例えば、幹細胞を分化させることはin vitro

で成功した例が徐々に増えつつある。しかし、

幹細胞を生体内で任意の専門化した細胞に分

化させることは非常に難しい。これはin vitro

では増殖因子や分化誘導因子を細胞培養液に

加えたり、除去したりすることで達成される

のに対し、生体内でそれらを加えたり、除去

したりする難しさにある。 
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 これらの問題を解決するため 

(1) バイオマテリアルそのものに、細胞成長

因子を結合させておく。そのとき、細胞

成長因子をバイオマテリアルに結合す

るタンパクドメインとの融合タンパク

質としておき、バイオマテリアルに細胞

成長因子を添加するだけで、特異的に結

合するようにしておく。 

(2) バイオマテリアルに複数のゾーンを作

製し、それぞれのゾーンに異なる細胞成

長因子や細胞分化因子を結合させる。 

という方法をとる。これによって、未分化維

持ゾーンとその周りに配置した分化ゾーンに

よって、幹細胞を連続的に供給しながら、分

化ゾーンにおいて分化させうる。未分化な幹

細胞を隔離することができるという人工ニッ

チを実現できると考え、研究を開始した。 

 

 
２．研究の目的 

キチンおよびセルロースに結合するドメイ

ンと細胞成長／分化因子との融合タンパク

を作製し、それらをキチン／セルロースによ

ってゾーン化したバイオマテリアルに結合

させる。そこで幹細胞等を培養すると、未分

化維持ゾーン（人工ニッチ；生体内で幹細胞

が未分化なまま増殖する場所（ニッチ）があ

るといわれている。このゾーンはそのニッチ

を人工的に模倣したものといえる。）では未

分化を維持したまま増殖し、分化誘導ゾーン

では細胞の分化が誘導される。このような相

反する条件を、細胞成長因子や分化因子を後

から加えるといったことなしに、同時に制御

しようとするものである。 

 この研究によって、幹細胞を生体に移植し

た場合、幹細胞を維持すると同時に、必要な

専門化した分化した細胞を常時供給するこ

とができる。 

 

３．研究の方法 

以下のような手順で研究を遂行した。 

(1) 各種リコンビナントタンパク質発現プ

ラ ス ミ ド の 構 築 の た め 、 新 し い

ligation-independent 法を考案した。T4DNA 

polymeraseの 3’→5’ exonuclease活性によって、

１５−１７塩基の粘着末端を作製するが、そ

れを連続した２段階で行い、作製することが

できた。 

(2) cellulose binding domain (celluloseBD)ま

たは chitin binding domain (chitinBD)と繊維芽

細胞増殖因子（ fibroblast growth factor-2; 

FGF2）の融合タンパク質は大腸菌によって

glutathione-S-transferase (GST)タグをもつ状態

で常法によって発現させ、精製をおこない、

GSTタグの切断をおこなった。 

(3) celluloseBD または chitinBD と骨形成因

子（bone morphogenetic protein-2; BMP2）を大

腸菌によって発現させようとした。しかし、

ほとんどが不活性なタンパク質であったの

で、昆虫細胞による発現に切り替え、上記１

の方法によって、新たにプラスミドを作製し

直した。これを昆虫細胞 Sf-9にトランスフェ

クションし、発現させた。なお、これらタン

パク質を安定的に発現する恒常発現株を取

得した。BMP2はホモ 2量体であることが活

性に必須であるということがわかっている

ので、この点について、SDS-PAGEおよびウ

エスタンブロットによって、確かめた。 

(4) celluloseBD および chitinBD と血管内皮

細胞増殖因子（ vascular endothelial growth 

factor- 165; VEGF165）との融合タンパク質も

(3)と同様であったので、大腸菌での発現は断

念し、昆虫細胞で発現を行った。なお、これ

らタンパク質を安定的に発現する恒常発現

株を取得した。VEGF165は BMP2と同様に、

ホモ 2量体であることが活性に必須であると



 

 

いうことがわかっているので、この点につい

て、SDS-PAGEおよびウエスタンブロットに

よって、確かめた。 

(5) キチンをN,N-dimethylacetamide／LiClの

溶液に溶かし、型に入れゲル化させた後、圧

縮することによりキチンシートを作製した。

ただ、試薬のキチンが不純物をかなり含んで

いるため、シートに成形した後、水酸化ナト

リウム水溶液で、不純物のタンパク質を加水

分解し、シートの透明度を確保した。 

(6) セルロースも同様にシートを作製した。 

(7) キチン／セルロースシートなどのバイ

オマテリアルに特異的に celluloseBD および

chitinBD と細胞成長因子の融合タンパクが結

合することを特異的抗体を用いて、確認した。 

(8) キチン／セルロースシート上で各種細

胞を培養する。そのとき細胞成長因子の添加

の有無によって、どのような違いがあるかを

検討した。FGF2 を用いた場合、マウス前駆

骨芽細胞MC3T3-E1およびヒト臍帯血管内皮

細胞 HUVECで細胞の伸展性、細胞増殖につ

いて検討した。BMP2 の場合、マウス前駆骨

芽細胞MC3T3-E1の骨芽細胞への分化をアル

カリ性ホスファターゼの発現により検討し

た。VEGF165 はヒト臍帯血管内皮細胞

HUVEC で細胞の伸展性、細胞増殖について

検討した。 

(9) キチンシートに間葉系幹細胞を播種し、

chitinBD-FGF2 と BMP2 を添加した培地で培

養する。一定期間後に、骨芽細胞への分化を

アルカリ性ホスファターゼの活性染色で確

かめた。このとき、FGF2 の存在する場所に

おいてすなわちキチンシート上では幹細胞

の未分化を維持しながら、キチンシート外で

は FGF2 の効果が及ばず、分化因子の BMP2

の影響により骨芽細胞への分化が観察され

るはずである。このアッセイによって、人工

ニッチが形成されているかどうかを検討し

た。 

 

４．研究成果 

 キチンおよびセルロースに結合するドメ

インと細胞成長／分化因子との融合タンパ

クを作製し、それらをキチン／セルロースに

よってゾーン化したバイオマテリアルに結

合させる。そこで幹細胞等を培養すると、未

分化維持ゾーン（人工ニッチ；生体内で幹細

胞が未分化なまま増殖する場所（ニッチ）が

あるといわれている。このゾーンはそのニッ

チを人工的に模倣したものといえる。）では

未分化を維持したまま増殖し、分化誘導ゾー

ンでは細胞の分化が誘導される。このような

相反する条件を、細胞成長因子や分化因子を

後から加えるといったことなしに、同時に制

御しようとするものである。この目的に沿っ

て、研究を展開し、chitinBDまたは celluloseBD

と FGF2、BMP2、VEGF165 との融合蛋白質

を大腸菌、昆虫細胞（後２者）をもちいてそ

れぞれ発現させた。これら融合蛋白質はキチ

ンやセルロースに結合した。キチンやセルロ

ースはシート、スポンジ状にしたもの、ある

いは別のバイオマテリアル（例えばケラチン

スポンジ）をキチン／セルロースでコートし

たものなど、さまざまなものに結合した。さ

らに、これら融合細胞成長因子はバイオマテ

リアルに結合している方が遊離の状態に比

べ、細胞増殖活性／分化誘導活性などに優れ

ていることがわかった。chitinBD-FGF2 を結

合させたキチンシート上では間葉系幹細胞

は液層に分化因子であるBMP2を添加しても

未分化なまま維持された。一方、そのシート

上から増殖し、シート外へ出た細胞は BMP2

の影響によって分化した。なお、シート上の

細胞と同様に、シートの下の細胞もシートに

結合した chitinBD-FGF2 の影響によって、未

分化なまま維持されていることがわかった。



 

 

細胞の方向性を問わず有効であることがわ

かった。これらのことより、FGF2 を結合し

ているバイオマテリアル（人工ニッチ）上で

は幹細胞の未分化を維持しながら、その範囲

外へ増殖した細胞は分化するという同時制

御が可能となった。 
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